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EPIGRAFRE

O insucesso € apenas uma oportunidade para
recomecar de novo com mais inteligéncia.
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RESUMO

Tl',tulo: AVALIAC}AO DA ATIVIDADE ANTIDIARREICA DE PROTEINAS DO
LATEX DE Plumeria pudica (JACQ., 1760)

O latex vegetal € um fluido de aspecto leitoso liberado por certas espécies quando
estas sofrem algum tipo de injuria mecanica, e configura-se como importante fonte
de compostos bioativos. Varios artigos descrevem propriedades farmacolégicas de
compostos obtidos a partir de latex, como exemplo do latex de Plumeria pudica, que
demonstrou apresentar atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva. Nesse contexto,
0 presente trabalho teve como principal objetivo avaliar a capacidade de proteinas
obtidas a partir do latex de P. pudica em interferir na atividade antidiarreica em
camundongos, utilizando modelos de diarreia induzidos por Oleo de ricino.
Primeiramente o latex de P. pudica foi coletado e fracionado, e o produto resultante
foi denominado de PL e utilizado nos demais experimentos. PL foi submetido a
tratamento térmico e quimico com o intuito de identificar a natureza da amostra, e as
diferentes fracbes foram avaliadas por eletroforese (SDS-PAGE). Foram feitos
ensaios biologicos para testar a atividade de PL nos modelos de diarreia induzida
por éleo de ricino, enteropooling e transito gastrintestinal. Concomitantemente foram
feitas dosagens dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e malondialdeido (MDA) na
mucosa intestinal, marcadores de estresse oxidativo. Os resultados demonstraram
gue a administracdo de PL (10, 20 e 40mg/kg, i.p.) reduziu significativamente (p
<0,05) o numero de fezes totais e diarreicas, bem como a gravidade da diarreia em
camundongos, no modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino. Os maiores valores
de inibicdo de fezes totais (70,51%) e diarreicas (59,70%) foram obtidos no grupo
pré-tratado com PL (40mg/kg, i.p.), dose esta utilizada nos demais ensaios
biolégicos. O grupo que recebeu loperamida (LOP) (5mg/kg, v.0.), droga utilizada
para tratamento e estudo da diarreia, também reduziu significativamente (p<0,05) a
guantidade de fezes totais (74,87%) e diarreicas (73,00%). A atividade antidiarreica
foi perdida quando a fragdo PL foi submetida a tratamento térmico, demonstrando
gue as proteinas com acdo antidiarreica sdo sensiveis ao aumento de temperatura.
Entretanto, a fracdo PL coletada com iodoacetamida conservou sua atividade,
evidenciando que o efeito antidiarreico ndo esta envolvido com a acao de proteases
cisteinicas. Uma avaliacao do perfil de proteinas presentes na fracdo PL, por meio
de eletroforese, demonstrou significativas alteraces no conteudo proteico de PL
apos os tratamentos térmico e quimico. No ensaio de enteropooling, observou-se
que PL (40mg/kg, i.p.) reduziu o volume de secrecdo de fluido no Iumen intestinal
(31,42%), e como esperado, o grupo LOP (5mg/kg, v.0.) também reduziu a secrecao
(40,00%) (p<0.05). Além disso, PL (40mg/kg, i.p.) diminuiu significavamente a
distancia percorrida por uma refeicdo de carvao vegetal no modelo de transito
gastrointestinal, semelhante ao grupo LOP (5mg/kg, v.0.). PL reduziu
significativamente os niveis de MDA e aumentou os niveis de GSH. Os dados
obtidos demostram que PL foi capaz de inibir a diarreia induzida por 6leo de ricino e
reduzir o estresse oxidativo intestinal.

Palavras-chave: proteinas laticiferas; diarreia; 6leo de ricino; enteropooling.



ABSTRACT

Title: ANTIDIARRHEAL ACTIVITY EVALUATION OF LATEX PROTEIN Plumeria
Pudica (JACQ., 1760)

Vegetable latex is a milky fluid released by certain species when they suffer some
kind of mechanical injury and is configured as an important source of bioactive
compounds. Various articles describe the pharmacological properties of compounds
obtained from latex, as an example of Plumeria pudica latex, which was shown to
have anti-inflammatory and antinociceptive activity. In that context, this study aimed
to assess the ability of proteins from P. pudica (PL) latex to interfere in the
antidiarrheal activity in mice using models diarrhea induced by castor-oil. First P.
pudica latex was collected and fractionated, and the resulting product was named PL
and used in the other experiments. PL was subjected to thermal and chemical
treatment in order to identify the nature of the sample, and the different fractions
were analyzed by electrophoresis (SDS-PAGE). Biological tests were performed to
test the LP activity in models of diarrhea induced by castor oil, enteropooling and
gastrointestinal transit. Concomitantly dosages were made of the levels of reduced
glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) in the intestinal mucosa, markers of
oxidative stress. The results showed that administration of PL (10, 20 and 40mg / kg,
ip) significantly (p<0.05) the number of total diarrheal stool and as well as the severity
of diarrhea in mice in induced diarrhea model by castor oil. The greatest inhibition of
total feces values (70.51%) and diarrhea (59.70%) were obtained in the group
pretreated with PL (40mg / kg, i.p.), a dose used in other bioassays. The group
receiving loperamide (LOP) (5mg/kg, po), the standard drug for the study of diarrhea
also significantly reduced (p<0.05) the total amount of faeces (74.87%) and diarrhea
(73.00%). The antidiarrheal activity was lost when the PL fraction was subjected to
heat treatment, demonstrating that proteins with antidiarrheal action are sensitive to
increasing temperature. However, the PL fraction collected with iodoacetamide
retained its activity, showing that the antidiarrheal effect is not involved with the
action of cysteine proteases. A profile evaluation of proteins present in the fraction
PL, by electrophoresis, showed significant changes in PL protein content after
thermal and chemical treatments. In enteropooling test, revealed that PL (40mg/kg,
ip) reduced the volume of fluid secretion in the intestinal lumen (31.42%), and as
expected, the LOP group (5mg/kg, po) also reduced secretion (40.00%) (p<0.05). In
addition, PL (40 mg / kg, ip) significantly reduced the distance traveled by the
charcoal meal gastrointestinal transit model similar to the LOP group (5mg / kg, po).
PL significantly reduced MDA levels and increased levels of GSH. The data obtained
demonstrate that PL was able to inhibit the diarrhea induced by castor oil and reduce
intestinal oxidative stress.

Keywords: laticiferas proteins; diarrhea; castor-oil; enteropooling.
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1. INTRODUCAO

Produtos naturais sdo amplamente utilizados na medicina popular. Estudos
referentes a substancias naturais sdo a preocupacao central das ciéncias quimicas e
biolégicas, servindo como fonte de inspiragdo para a conducdo de muitas
descobertas farmacéuticas (MISHRA; TIWARI, 2011; RAO et al., 2015). Atualmente,
apesar das pesquisas estarem mais voltadas para produtos sintéticos, produtos
naturais continuam sendo utilizados como fontes de novos compostos bioativos,
mantendo um grande impacto sobre a medicina moderna (WANG et al., 2012; RAO
et al., 2015).

A descoberta de medicamentos a partir de fontes naturais envolve uma
abordagem multifacetada, combinando conhecimentos na area da botanica,
fitoquimica, ciéncias biolégicas e técnicas moleculares. Assim, a descoberta de
agentes terapéuticos a base de plantas, continua a ser uma area importante, onde
buscas sistematicas podem fornecer pistas valiosas contra varios alvos
farmacoldgicos (SEN; SAMANTA, 2015).

Plantas e seus derivados sao as principais fontes de compostos com
atividade bioldgica ou farmacoldgica. Drogas a base de plantas sdo responsaveis
por aproximadamente 30% de todos os produtos farmacéuticos (CALIXTO, 2005;
MARTINS et al., 2015).

Vérios estudos demonstram que o latex produzido por algumas espécies de
plantas é fonte natural de compostos biologicamente ativos e muitas enzimas
hidroliticas responsaveis por diversos beneficios para a saude. Nos ultimos anos
tem-se observado um grande progresso em sua caracterizacdo e na sua utilidade
industrial e farmacéutica (BINDHU; SINGH, 2014).

Na literatura alguns artigos descrevem o efeito antidiarreico e antissecretério
intestinal de fluidos laticiferos (KUMAR et al., 2001; GURGEL et al.,, 2002a;
GURGEL et al., 2002b; TRADTRANTIP; NAMKUNG; VERKMAN, 2010; DAS et al.,
2011) em modelos animais. Em um estudo realizado por Fernandes et al., (2015), o
latex de Plumeria pudica, planta encontrada em abundéancia na cidade de Parnaiba-
Pl, foi alvo de fracionamento para estudos de caracterizacdo bioquimica de
proteinas, e analise de seu potencial anti-inflamatério e antinociceptivo em
camundongos. Os resultados demonstraram um efeito benéfico significativo contra

inflamacéo e dor.
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A diarreia é caracterizada por uma disfuncdo ou disturbio intestinal, que
ocasiona um aumento no numero de defecacdes, acompanhada por uma secrecao
aumentada e reducdo da absorcdo de liquidos, ocasionando um descompasso
hidroeletrolitico no intestino (SCHILLER, 2012; WHYTE; JENKINS, 2012). Essa
doenca pode ser provocada por diferentes agentes, e vem sendo reconhecida como
uma das principais causas de morte em todo o mundo, principalmente de bebés e
criancas com idade inferior a 5 anos.

Estimativas apontam que mais de 2 milhGes de pessoas morrem por ano no
mundo de diarreia, independente da raca, sexo ou idade. (GERALD et al., 2007,
GUTIERREZ et al., 2008; AWE et al., 2011; RAHMAN et al., 2013; ARAUJO, et al.,
2015). No Brasil, a mortalidade por doencas diarreicas em menores de cinco anos de
idade é de aproximadamente 6,9%, sendo o Nordeste do pais a porcéo territorial
com maior numero de Obitos, possivelmente relacionado com as condicbes
sanitarias e socioculturais mais precarias (MORENO et al., 2010).

Apesar de se tratar de um grave problema de saude publica, a diarreia ndo
possui um tratamento farmacoldgico eficaz, e os que estdo disponiveis apresentam
inimeros efeitos colaterais (AWE et al., 2011; ARAUJO, et al., 2015). Na tentativa de
sanar esse problema, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), juntamente com o
Fundo das Nacdes Unidas para a Infancia (UNICEF), iniciaram a um programa de
controle das doencas diarreicas agudas, abordando praticas da medicina tradicional,
incentivando o uso de medicamentos a base de plantas medicinais (WHO, 2004).

Com base nestes dados, e levando em consideracdo o potencial
farmacoldgico de proteinas laticiferas, o presente estudo avaliou os efeitos do latex
de Plumeria pudica no transito gastrointestinal, secrecao intestinal e na motilidade
intestinal, por meio de modelos animais de diarreia aguda induzida por 6leo de

ricino.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS PRODUTORAS DE LATEX

Latex é um fluido viscoso, que extravasa de algumas plantas em locais de
ferimentos. Pode ser encontrado em mais de 20.000 espécies distribuidas em
aproximadamente 40 familias. As plantas produtoras de latex sdo também
conhecidas como plantas laticiferas (LEWINSOHN, 1991; HUNTER, 1994).

O latex € um produto natural que apresenta significativo interesse cientifico e
comercial. A presenca desse material na composicdo de algumas espécies de
plantas demonstra a sua importancia bioldgica, embora sua diversidade e funcao na
natureza ainda ndo sejam inteiramente compreendidas. Com base nos estudos
realizados, ndo se pode afirmar que o latex desempenha algum papel metabdlico.
Possivelmente as plantas utilizam esse composto em resposta ao ataque de insetos,
através de dois mecanismos de defesa distintos: bioquimicos e mecanicos (BAUER,
2013).

Células especializadas conhecidas como laticiferos armazenam o latex, e ao
sofrerem alguma ruptura de forma mecanica ou por herbivoria iniciam um processo
de coagulacdo para impedir a perda de nutrientes da planta. Além da vedacédo da
ferida, o latex funciona como um sistema de defesa das plantas para a restauracéo
das propriedades mecéanicas das mesmas (BAUER, 2014).

Laticiferos foram definidos tradicionalmente como tipos de células secretoras
que acumulam latex em seu citoplasma, como uma emulsdo de microparticulas
lipopoliméricas em conjunto com pequenas moléculas e proteinas. Sao dispares do
conjunto de compostos intercelulares e materiais lipofilicos presentes nos dutos
secretores e cavidades (FAHN, 1988).

Com base no modo de origem e o desenvolvimento, dois tipos gerais de
laticiferos foram reconhecidos e nomeados de articulados e ndo articulados (CAlI; LlI;
YIN, 2009). Laticiferos articulados sdo formados por cadeias de células unidas entre
si, a partir da perfuracédo das paredes celulares de células préximas, produzindo um
citoplasma multinucleado continuo, podendo formar, as vezes, estruturas
ramificadas, ap0s a degradacdo de mais paredes celulares. Os laticiferos néo
articulados por sua vez originam-se de uma unica célula, que se alonga durante o

crescimento das plantas, e procede por meio de divisbes nucleares sem citocinese,
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resultando em células multinucleadas, que por vezes, podem se fundir de modo a
formar uma rede ramificada que, em seguida, continua a aumentar
concomitantemente com o crescimento da planta (HAGEL; YEUNG; FACCHINI,
2008).

Um exemplo de aplicacdo industrial pode ser visto na utilizacdo do latex da
Hevea brasiliensis (seringueira), uma arvore nativa do Brasil, para a producédo de
borracha natural, devido a alta qualidade, alto rendimento, facil colheita e
processamento (POST et al., 2012; TANG et al., 2013).

Outro exemplo de latex com muitas aplicacdes nas industrias alimenticia e
farmacéutica é o da planta laticifera Carica papaya (mamoeiro), rica fonte de
endopeptidases cisteinicas, e outras enzimas, tais como enzimas quitinoliticas,
glicosidase, glutaminil ciclotransferase e peroxidase (CHEN; CHUNG; CHANG,
2012).

2.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas do latex

O latex que flui de dentro dos laticiferos de plantas (raizes, caules, folhas e
frutos), apresenta na maioria das vezes aspecto leitoso, podendo variar em
coloragéo (branco, amarelo, vermelho ou incolor) e viscosidade dependendo da
espécie. Tanto a viscosidade como a cor tipicamente branca do latex sdo devido a
particulas de borracha dispersas no fluido (KONNO, 2011).

Evidéncias apresentadas em alguns estudos sugerem que a producado de
latex em plantas é fenotipicamente sensivel as condicdes ambientais. Isso foi
verificado em um trabalho realizado com a borracha da seringueira (Hevea
brasiliensis) e da batata-doce (Ipomoea batatas) em que, diferentes niveis de luz,
aridez e as condi¢cbes de umidade do solo, provocaram interferéncia na quantidade
de producédo de latex (DATA et al., 1996; RAJ et al., 2005).

Um dos principais componentes do latex é a borracha natural, constituido
principalmente de cis-1,4-poli-isopreno, muito importante para as plantas, devido as
suas propriedades fisicas Unicas, incluindo resiliéncia, elasticidade, resisténcia a
abrasdo e impacto, a eficiente dispersdo de calor e maleabilidade em baixas
temperaturas (CORNISH, 2001; AOKIA et al., 2014).

O latex ainda apresenta em sua composi¢do alguns constituintes de baixo

peso molecular como terpendides, alcaldides tais como a morfina na espécie



17

Papaver, e compostos fendlicos. Também foram descritos como componentes do
latex, proteinas com funcdes de defesa onde peptidases que pertencem a diferentes
classes cataliticas desempenham um papel defensivo contra fitopatdogenos, por
exemplo, proteinas digestivas como as proteases de cisteina nas espécies de Carica
papaya e Ficus, inibidores de proteinase, oxidases de polifenol, e lectinas
(AGRAWAL; KONNO, 2009; KONNO, 2011). Muitos destes compostos estao
relacionados a resisténcia contra o atague de herbivoros, apresentando
caracteristicas toxicas e antinutritivas (DUSSOURD; EISNER, 1987; DUSSOURD,
1995).

2.2 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DE PLANTAS PRODUTORAS DE
LATEX

Estudos que se concentram na bioprospecc¢ao, caracterizacéo e investigacao
de atividades bioldgicas relacionadas a compostos presentes no latex de plantas
estdo muito presentes na literatura cientifica, bem como sobre suas propriedades
farmacoldgicas, tais como atividade anti-inflamatéria (SILVA et al., 2010), analgésica
(FERNANDES et al., 2015), antitumoral (OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2010) e antiartriticas (SARATHA; SUBRAMANIAN, 2012).

O latex de Himatanthus drasticus, conhecido popularmente no Nordeste do
Brasil como "janaguba", foi testado para suas propriedades anti-inflamatdérias in vivo
e in vitro, em modelos de inflamacgéo. A atividade analgésica foi avaliada por meio do
teste de formalina, onde o latex apresentou atividade analgésica inibindo tanto a
fase neurogénica como a inflamatoria. Os autores também demonstraram que o
latex inibe significativamente edema da pata induzido por carragenina e dextrana,
bem como a migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal induzida pela
carragenina. O latex de H. drasticus mostrou expressiva inibicdo da mieloperoxidade
(MPO) a partir de neutrofilos humanos estimulados, e diminuiu significativamente o
namero de células que expressam atividade de 6xido nitrico-sintase induzida (iNOS)
na pata dos ratos submetidos ao edema induzido por carragenina, sugerindo um
envolvimento da droga com o sistema oxido nitrico (NO) (LUCETTI et al., 2010).

Em outro estudo realizado, Saratha e Subramanian (2012) demonstraram
propriedades antiartriticas de compostos obtidos do latex de Calotropis gigantinea

em um modelo de artrite induzida por adjuvante completo de Freund em ratos.
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Em outros trabalhos, estudos foram desenvolvidos com uma fragéo rica em
proteinas obtidas a partir do latex de Calotropis procera. Estes trabalhos
demostraram que esta fracdo apresentava atividade anti-inflamatéria em diferentes
modelos experimentais (ALENCAR et al., 2004), bem como analgésica (SOARES et
al., 2005).

Esta mesma fracdo proteica obtida do latex de C. procera também foi
demostrada apresentar atividade citotoxica seletiva contra células tumorais humanas
(OLIVEIRA et al., 2007). Neste estudo os autores demonstraram a origem proteica
da atividade, uma vez que o tratamento térmico ou com enzima proteolitica promovia
a perda da atividade. Em adicdo, consideravel avanco no mecanismo de acéo foi
apresentado, onde a citotoxidade foi demostrada envolver vias de inducdo de morte
por apoptose.

A partir dos resultados apresentados no estudo anterior, onde proteinas
laticiferas (LP) de C. procera demostraram ter efeitos citotoxicos, Oliveira et al.,
(2010) realizaram um trabalho com objetivo de determinar os efeitos antitumorais de
proteinas do latex de C. procera in vivo, utilizando como modelo ratos
transplantados com sarcoma 180. Neste estudo, a fracdo proteica reduziu de modo
significativo o desenvolvimento do tumor quando comparado com a droga padréo (5-
fourouracil) e ainda promoveu um aumento na expectativa de vida dos animais.

Estudos desenvolvidos por Matos et al., 2013 demonstraram ainda a acao
anti-inflamatéria de proteinas obtidas do latex de H. drasticus. Neste trabalho a
atividade anti-inflamatéria era perdida quando a fracdo era submetida a tratamento
térmico antes da administracdo nos animais, reforcando a natureza proteica das
moléculas envolvidas no evento observado.

Estes estudos demostram que proteinas presentes em fluidos laticiferos
apresentam interessantes efeitos biolégicos em diferentes modelos de farmacologia.
Estes dados nos estimula a investigar as propriedades farmacol6gicas destas
classes de moléculas em outros fluidos laticiferos, e suas possiveis atividades

biolégicas.

2.2.1 Potencial antidiarreico e antissecretorio do latex de plantas

O potencial antidiarreico e antissecretério do latex de varias espécies de
plantas foram testados (KUMAR et al., 2001; GURGEL et al., 2002a; GURGEL et al.,



19

2002b; TRADTRANTIP; NAMKUNG; VERKMAN, 2010; DAS et al., 2011; KUMAR,;
SURESH; KALAVATHY, 2013). Como exemplo, a atividade antidiarreica do latex de
Calotropis procera (Asclepiadaceae), planta utilizada popularmente como medicinal,
foi avaliado por Das et al., (2011). Utilizando extratos etandlicos do latex, o potencial
antidiarreico foi estudado em modelos de diarreia induzida por éleo de ricino, em
camundongos. Os resultados indicaram que os extratos etandlicos de C. procera
possuem eficiente capacidade antidiarreica, podendo explicar dessa forma o uso da
planta na medicina tradicional como antidiarreico.

Crofelemer, uma molécula polifendlica isolado a partir do latex da espécie de
planta Croton lechleri da familia Euphorbiaceae, foi avaliada em ensaios clinicos
para diarreias secretoras de varias etiologias. A atividade antissecretéria de
crofelemer foi significante para as diferentes etiologias estudadas, sendo
demonstrado que sua acao possivelmente estd envolvida com a inibicdo de dois
canais de cloreto intestinais nao relacionados estruturalmente (TRADTRANTIP;
NAMKUNG; VERKMAN, 2010).

O latex integro de Calotropis procera (Asclepiadaceae), demonstrado por
outros estudos como um potente agente anti-inflamatério, foi testado por Kumar et
al., (2001) para sua atividade antidiarreica. Em modelo de diarreia induzida por 6leo
de ricino o latex dialisado de C. procera produziu uma diminui¢cdo significativa na
frequéncia de defecacdo, na severidade da diarreia e um efeito protetor contra a
diarreia em 80% dos ratos. Para a compreensdao de seu mecanismo ligado a
atividade antidiarreica, os pesquisadores avaliaram de maneira mais detalhada seu
efeito sobre o transito intestinal, acumulacao de fluido intestinal induzida por 6leo de
ricino (enteropooling) e a concentragdo de eletrolitos no fluido intestinal. O latex
integro produziu uma diminuicdo significativa no transito intestinal, em comparacao
com um grupo de animais normais e outro tratado com 6leo de ricino. Ao contrario
da atropina, o latex de C. procera inibiu significativamente o enteropooling induzido
por 6leo de ricino. No entanto, foi observado que ele ndo altera as concentracdes de
eletrolitos no fluido intestinal, em comparagcéo com ratos tratados com 0leo de ricino.

A atividade antidiarreica e antissecretoria intestinal do latex do Croton
urucurana Baill. foi avaliada por meio de modelos animais de diarreia induzida por
Oleo de ricino e secrecdo intestinal induzida pela toxina da coélera. Esse estudo
demonstrou que o latex apresenta atividade antidiarreica, admitindo seu uso na

medicina popular. Os resultados também sugerem que o efeito apresentado
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independe da participacdo de mecanismo nitriérgico ou opidide (GURGEL et al.,
2002a).

Em estudo realizado por Gurgel et al.,, (2002b) foi analisado a atividade
inibitéria do latex do Croton urucurana Baill. sobre o transito gastrintestinal de
camundongos, tentando elucidar as possiveis vias de acdo envolvidos em sua
atividade. Os ensaios biologicos foram feitos por meio de modelos de transito
gastrintestinal normal e transito gastrintestinal estimulado por fisostigmina. As
analises demonstraram um efeito inibitério significativo do latex no transito
gastrintestinal de camundongos. N&o foi evidenciado a participagdo de mecanismo
opidide, colinérgico, a,-adrenérgico ou nitriérgico, na producéo desse efeito, mesmo
gue o eventual mecanismo de acao envolvido ndo tenha sido esclarecido.

E importante mencionar que, nenhuma caracterizacdo da natureza das
moléculas envolvidas foi desenvolvido. Na presente proposta, 0s ensaios serao

conduzidos com uma fracdo rica em proteinas obtida do latex de P. pudica.

2.2.2 O género Plumeria L. e a espécie Plumeria pudica (Jacq., 1760)

A presenca de latex € uma das caracteristicas mais marcantes das plantas
pertencentes as familias Asclepiadaceae, Apocyanaceae, Euphorbiaceae e
Moraceae (YAGAMI et al., 1998; BINDHU; SINGH, 2014).

O género Plumeria pertence a familia Apocynaceae e € nativo do continente
americano. As plantas que compdem esse género sao largamente cultivadas nas
regides tropicais e subtropicais de todo o planeta. Género Plumeria L
(Apocynaceae), bem conhecido por arvores ou arbustos, € originaria da América
tropical e é encontrado desde regides do sul do México até o norte da América do
Sul, e € também abundantemente encontrada na india. S&o reconhecidas como
excelentes plantas ornamentais, muitas vezes sendo vistas em cemitérios (TUNG,
1999; SHINDE; PATIL; BAIRAGI, 2014). As plantas do género Plumeria sao
famosas por sua beleza e flores perfumadas. Os 6leos essenciais das flores séo
usados para alguns fins, como na aromaterapia e perfumaria (SHAIDA et al., 2008;
SHINDE; PATIL; BAIRAGI, 2014).

Vérias espécies deste género também sdo conhecidas por sua importancia
medicinal. Suas propriedades medicinais sdo muitas vezes relacionadas a seu latex

que se apresenta frequentemente como eneérgico e corrosivo. Algumas espeécies
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como P. accuminata, P. alba, P. rubra, P. lancifolea, P. phagidenica e P. drastic sédo
comumente utilizadas como medicinais, sendo muito empregadas na medicina
tradicional (CHOUDHARY; KUMAR; SINGH, 2014).

As espécies do género Plumeria apresentam grande diversidade fitoquimica,
e na India, onde os habitantes ainda fazem o uso de muitos fitoterapicos, essas
plantas séo utilizadas para varios fins terapéuticos como antidiarreico, tosse, febre,
coceira, reumatismo, asma, gonorreia, doengas do sangue, sangramentos e tumores
(DEVPRAKASH et al., 2012).

Popularmente conhecida como “buqué de noiva”, pela disposicdo anatdmica
de suas flores, a P. pudica e uma planta de folhas simples, com peciolo curto e um
par de lobos perto da ponta aguda (Figura 1). Suas flores sdo de cor branca com
uma fauce amarela e, ndo possuem fragrancia, diferindo nessa ultima caracteristica
das outras espécies de seu género. Os frutos sdo do tipo vagem, e comumente
estdo arranjados em pares. Uma caracteristica dessa espécie € que elas perdem
suas folhas, em periodos de estiagem prolongada ou durante invernos muito
rigorosos (deciduas ou caducas) (BROWN, 2013).

Recentemente, um estudo foi realizado com uma fracdo rica em proteinas
obtidas a partir do latex de P. pudica. Neste estudo o latex foi fracionado para
estudos de caracteriza¢do bioquimica de proteinas, e analise de seu potencial anti-
inflamatério e antinociceptivo em modelos animais. Os resultados obtidos
demonstraram que proteinas do latex foram capazes de inibir o edema de pata
induzido por carragenina, dextrana, serotonina, histamina, e prostaglandina E,. A
inibicdo da inflamacao induzida por carragenina foi acompanhada de reducéo da
producdo de mieloperoxidase na pata dos animais. A fracdo proteica ainda inibiu a
migracdo de neutrdéfilos para cavidade peritoneal de animais no modelo de peritonite
em um evento acompanhado pela inibicdo da producdo de citocinas pro-
inflamatorias. Em adicdo, proteinas de P. pudica inibiram as contor¢cdes abdominais
induzidas por &cido acético e o tempo de lambedura da pata na segunda fase do
teste de formalina. Neste estudo ficou demostrado que as atividades observadas
eram promovidas por proteinas uma vez que a atividade biologica investigada era
abolida quando a fracdo proteica era submetida a desnaturacdo térmica antes da
administracdo nos animais. Estes resultados demonstram o potencial farmacoldgico
de proteinas presentes no latex desta espécie, nos estimula a investigar outras
potencialidades para o material (FERNANDES et al., 2015).
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S H Brown

S.H. Brown

Figura 1. Planta Plumeria pudica. A — Aspecto geral da espécie; B — Disposicdo anatdmica de suas
flores em forma de “buqué de noiva”; C — Morfologia da folha e flor. Fotos: A, B e C — Stephen H.

Brown.
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2.3 DIARREIA

Fezes diarreicas sado aquelas que tomam a forma do recipiente onde sao
depositadas, descritas frequentemente como moles ou liquidas. Algumas pessoas
consideram diarreia como um aumento no numero de evacuacbes, mas a
consisténcia das fezes é realmente a caracteristica principal (OCHOA; SURAWICZ,
2012). Dessa maneira, segundo a OMS, diarreia é o transito acelerado do conteudo
gastrointestinal pelo intestino, provocando uma elevacdo no numero de evacuacoes,
e aumento na fluidez das fezes, com ou sem a presenca de muco e sangue
(WHYTE, 2012).

Os sintomas associados a fase aguda desse tipo de enfermidade incluem
febre, colica abdominal, nauseas, vomitos, fadiga dentre outros. J& a diarreia crénica
pode ser acompanhada por um quadro de perda de peso, desnutricdo, dor
abdominal ou outros sintomas subordinados a doenca (OCHOA; SURAWICZ, 2012).

2.3.1 Epidemiologia das doencas diarreicas

Doencas diarreicas sdo a segunda principal causa de mortalidade infantil em
todo o mundo, perdendo apenas para a pneumonia. Em 2010, a diarreia foi
responsavel por 800 mil mortes de criancas com idade inferior a cinco anos,
respondendo por 10,5% de todas as mortes dentro dessa faixa etaria (LIU, 2012).

Segundo o Relatério de Progresso 2013 sobre o Compromisso com a
Sobrevivéncia Infantil: Uma Promessa Renovada, do Fundo das Nac¢des Unidas
para a Infancia (UNICEF), a diarreia levou a 6bito em média mais de 1.600 criancas
menores de cinco anos de idade por dia, em todo o0 mundo no ano de 2012. O
mesmo estudo aponta esse tipo de agravo como o responsavel por 9% de todas as
mortes de menores de cinco anos, deixando um saldo negativo de mais 580 mil
criancas mortas em 2012 (UNICEF et al., 2013).

Os padrdes de mortalidade e morbidade diferem entre as regides geograficas,
com 78% de todas as mortes por diarreia pediatrica ocorridas em regides do
continente Africano e Sudeste Asiatico, segundo dados da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) (BOSCHI-PINTO; VELEBIT; SHIBUYA, 2008). No Brasil os indices de
mortalidade infantil ocasionados por diarreia aguda aproximam-se de 8 para cada
100.000 criangas (MORENO 2010).
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A morte em sua maioria ocorre no estagio agudo da doenca, em decorréncia
principalmente da desidratacdo, agravada pela concomitante desnutricio (MORENO
et al., 2010). A maioria destas mortes ocorre entre criangcas menores de dois anos.
As causas mais comuns da diarreia sdo as infeccbes do trato intestinal,
normalmente causada por agentes virais (UNICEF et al., 2013).

A principal rota de transmissao desse tipo de infec¢do é a oral-fecal, podendo
acontecer através da ingestao de alimentos contaminados e fluidos, ou pelo proprio
contato direto de pessoa-a-pessoa, sendo este ultimo de grande importancia, pois
mesmo 0 contato com pequenas doses infecciosas (bactérias ou toxinas) sao
suficientes para ter inicio uma infeccao, por exemplo, por shigelose ou colera. Os
alimentos, a agua e o préprio homem, sdo as principais fontes reservatérias de
enteropatdgenos humanos. Alguns animais acabam também servindo como
reservatérios para certos agentes infecciosos humanos, e dessa forma tem-se
origem condi¢cdes conhecidas como zoonoses (PATEL; THILLAINAYAGAM, 2011;
KELLY, 2011).

Mesmo existindo intervencdes eficazes para o combate a diarreia, muitas
criancas ainda estdo morrendo, provavelmente pela baixa disponibilidade ou
acessibilidade a essas intervencdes. Sendo assim, uma melhor distribuicdo de
vacinas e remédios, incluindo sais de reidratacdo oral e zinco, bem como medidas
preventivas, incluindo a &gua potavel e saneamento basico melhorado, sao

essenciais para o combate a essa doenca (UNICEF et al., 2013).

2.3.2 Fisiopatologia das doencas diarreicas

Os processos de absorcdo e secrecdo de agua e eletrélitos no interior do
intestino acontecem de maneira balanceada, de tal modo que quando ocorre um
desequilibrio nesse sistema, a consequéncia € o surgimento da diarreia. De maneira
geral, a diarreia pode ser dividida em secretora ou osmotica (WHYTE, 2012).

A diarreia secretora tem como caracteristica um aumento na producdo de
fluido pela mucosa intestinal, de tal forma que a capacidade de reabsorcédo do
intestino tornar-se bastante prejudicada. Os individuos acometidos com esse quadro
patolégico tipicamente apresentam um volume de fezes muito aumentado, podendo
chegar a mais de um litro por dia, com pH neutro e sem alteracdo na quantidade de
fezes produzida em jejum (DOUGHTY, 2012).
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As causas mais comuns da diarreia secretora sao as infec¢des por agentes
infecciosos, mas considera-se que qualquer substancia que tenha a capacidade de
provocar o desequilibrio entre secrecdo e absorcao intestinal pode ser considerada
um agente causador (STRASINGER; DI LORENZO, 2008).

Alguns patogenos infecciosos como o Vibrio cholerae, Camylobacter jejuni, E.
coli, Salmonella, Shigella, e Clostridium difficile secretam substancias toxicas que se
ligam com as estruturas intestinais internas, alterando, por vezes de forma
irreversivel, a quantidade de fluido que é expelido para o limen do intestino. Como
um exemplo, a toxina da coélera excretada por seu agente patogénico (Vibrio
cholerae) causa diarreia secretora em massa, que durante a sua fase aguda, pode
ocasionar a producéo de um litro de fezes por hora (FARTHING, 2006).

Agentes nao infecciosos que podem provocar o0 surgimento de diarreia
secretora incluem substancias quimicas produzidas por certos tipos de céncer,
prostaglandinas produzidas em pacientes com inflamacéo do intestino e substancias
de dificil absor¢cdo como os acidos biliares e acidos graxos (DOUGHTY, 2012).

A diarreia osmoética ocorre quando existe uma disfuncdo na capacidade do
intestino em reabsorver o fluido a medida que este flui através do lumen (KENT;
BANKS, 2010). Isto pode ser ocasionado pela incompleta ou mé& absorcdo de
nutrientes no intestino delgado, permitindo que uma massa fecal maior e mais
liquida percorra entre os dois pontos do intestino (STRASINGER; DI LORENZO,
2008). Este material fecal, em seguida, cria um gradiente osmaético negativo, e dessa
forma provoca uma fuga de mais fluido para dentro do intestino aumentando o
volume de fezes (POWELL; JENKINS, 2012). Uma pessoa com diarreia osmotica
tera o volume das fezes de aproximadamente um litro por dia, e estas apresentam
caracteristica acida, com maior perda de potassio do que de sdédio (DOUGHTY,
2012).

Esse tipo de diarreia pode ser provocado por diferentes causas, como a
disponibilidade enzimética diminuida (intolerancia a lactose), uma anomalia genética
gue diminui ou elimina a capacidade do corpo para absorver certos nutrientes
(doenca celiaca), acucares que sao fracamente absorvidos (sorbitol, manitol ou
lactose), laxantes, antiacidos contendo magnésio, amebiase e administracdo de
antibidticos, (STRASINGER; DI LORENZO, 2008), bem como m& absorcédo de
certas gorduras (DOUGHTY, 2012).
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Outras causas que podem acarretar o surgimento de diarreia osmotica estao
ligadas a mudancas dentro do intestino, que tendem a diminuir a capacidade de
reabsorcédo de fluidos e nutrientes e estes acabam por evadir-se através do lumen. A
desnutricdo, especialmente a desnutricdo proteico-caldrica, provoca uma “atrofia
reversivel das vilosidades e escova-fronteira” (POWELL; JENKINS, 2012), estruturas
intestinais responsaveis pela absorcdo. A resseccdo de partes do intestino,
especialmente no ileo terminal, diminui mecanicamente a capacidade de absorcéo,
devido a diminuicdo do intestino disponivel e consequente diminuicdo do tempo de
transito intestinal (DOUGHTY, 2012). Inflamagé&o do intestino devido a processos de
infeccdo ou doenga (doenga de Crohn) podem ser outras causas de diarreia
osmotica (POWELL; JENKINS, 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito antidiarreico das proteinas do latex de Plumeria pudica em

camundongos, utilizando modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade antidiarreica de uma fracao proteica PL solivel em agua do
latex de P. pudica em modelo de diarreia aguda induzida por éleo de ricino.

e Avaliar o efeito inibitério de PL no transito e na motilidade (contracdes)
gastrintestinal.

e Avaliar o efeito de PL no enteropooling induzido por 6Oleo de ricino em
camundongos.

e Avaliar um possivel efeito protetor de PL sobre a mucosa intestinal na diarreia
aguda induzida por 6leo de ricino, realizando dosagens de glutationa reduzida
(GSH) e concentracdo de malondialdeido (MDA), marcadores de estresse
oxidativo.

e Investigar se proteases cisteinicas endodgenas participam da acao antidiarreica
de PL.



28

4. MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA E FRACIONAMENTO DO LATEX DE Plumeria pudica

A espécie foi identificada e sua exsicata depositada no Herbario Prisco
Bezerra da Universidade Federal do Ceard sob o nimero de depdsito N° 52549. As
coletas foram realizadas na cidade de Parnaiba-Pl. A coleta e processamento do
material foram realizados segundo metodologia descrita por Oliveira (2011) e
descrita a seguir.

Para a obtencédo do latex de Plumeria pudica foram feitos cortes de galhos da
planta. Para minimizar o efeito natural de coagulacédo do latex, o exsudado (10mL de
latex) foi coletado em tubos do tipo Falcon contendo 10mL de agua destilada (1:1
v/v). No laborat6rio o material proveniente da coleta foi centrifugado por um periodo
de 15 minutos a 3600rpm, para separacdo das fases sélida (borracha) e liquida
(soro) do latex. O sobrenadante resultante deste processo foi transferido para uma
membrana de diadlise com capacidade para retencdo de particulas com massa
molecular superior a 8.000Da, e o precipitado obtido apdés a centrifugacdo do
material foi desprezado.

O material foi submetido a didlise contra 4gua destilada (1:20 v/v) durante 48
horas, com trocas periddicas de agua a cada 6 horas. Em seguida, o conteudo da
membrana passou por uma nova centrifugacdo, sob as mesmas condi¢cdes acima
descritas, e 0 sobrenadante obtido denominado de proteinas do latex de Plumeria

pudica (PL). Este material foi entdo liofilizado e utilizado em todos os ensaios.
4.2 TRATAMENTO DE PL COM CALOR

Para evidenciar a natureza proteica da atividade biolégica investigada, a
fracdo PL foi dissolvida em solucéo salina 0,9% e aquecida a 100°C por 30 minutos.
O aquecimento foi realizado com o intuito de desnaturar as proteinas da fracao.

4.3 TRATAMENTO QUIMICO DE PL

Uma coleta independente foi realizada na presenca de um inibidor de

protease cisteinica, iodoacetamida (IAA 3mM), e seguida dos mesmos
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procedimentos descritos acima. Esta coleta originou uma fragcédo proteica (PL+IAA)
que foi utilizada para investigar o possivel envolvimento de proteases cisteinicas

contidas no latex nas atividades bioldgicas testadas.

4.4 ELETROFORESE (SDS-PAGE)

A analise do perfil proteico de PL e tratamentos (PL100°C e PL+IAA) foram
examinadas por eletroforese SDS-PAGE. O método descrito por Laemmili (1970),
adaptado para o uso de géis de separacdo em placas, foi utilizado. O gel de
aplicacdo, contendo 5% de poliacrilamida foi montado utilizando tampéao Tris-HCI
0,5M (pH 6,8) contendo 10% de dodecil sulfato de sodio (SDS). O gel de separacéo
contendo 12,5% de poliacrilamida foi montado em uma solucao tampéao Tris-HCIl 3M
(pH 8,8) contendo 10% de SDS. As fracdes foram dissolvidas em 1ml de tampéao
Tris-HCI 0,0625M (pH 6,8) contendo 2% de SDS e 5% de 2-mercaptoetanol, e
incubadas a 100°C durante cinco minutos. Depois de resfriadas, as amostras foram
centrifugadas a 5.000 x g, 25°C, e ao sobrenadante obtido foram adicionados 3ul de
azul de bromofenol e cristais de sacarose. Em seguida, as amostra foram aplicadas
no interior dos pocos do gel de concentracdo. A corrida eletroforética foi realizada a
uma voltagem constante de 100V e 25mA por placa a temperatura ambiente,
utilizando Tris-HCI 0,025M pH 8,3, contendo 0,192M de glicina e 0,1% de SDS,
como tampdao de corrida. Apds corrido a eletroforese, os géis foram corados com
uma solucdo de azul brilhante de Coomassie R-350 0,1% solubilizado em agua:
acido acético: metanol (8:1:3,5 v/v/v) durante 4 horas e depois descorados com a
mesma solucdo na auséncia do corante, permitindo assim a visualizacdo das

bandas proteicas.

4.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss
(Mus musculus), fémeas ou machos, adultos, com peso variando entre 22 a 28g,
fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal do Ceara (UFC) e pelo Biotério da
Universidade Federal do Piaui (UFPI). Os animais foram acondicionados em gaiolas
metabdlicas, em um ambiente com temperatura (22 +* 2°C) e luminosidade

controladas em um ciclo de 12h claro/12h escuro, com livre acesso a agua e ragao
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padrdao ad libitum. Para a realizacdo dos experimentos 0s animais precisaram ser
privados de alimentac&do por um periodo de 18 a 20 horas anterior ao procedimento,
mas com livre acesso a agua. Os protocolos experimentais consistiram de 5 a 8

animais por grupo.

4.5.1 Critérios éticos

Este trabalho seguiu os principios e normas internacionalmente aceitas para
utilizacdo de animais em projetos de pesquisa e do COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal). Os procedimentos cirdrgicos foram realizados de acordo
com a Lei Federal 11.794 (outubro de 2008) ditada pela Sociedade Brasileira de
Ciéncias de Animais de Laboratoério. O presente projeto foi avaliado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Piaui (Protocolo n°
037/15) (ANEXO I).

4.5.2 Atividade das Proteinas do Latex de Plumeria pudica (PL) no modelo de

diarreia induzida por 6leo de ricino em camundongos: curva dose-resposta

O Modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino foi realizado de acordo com o
método descrito por Mascolo et al., (1994) com algumas modificacdes. Os
camundongos foram divididos em grupos e pré-tratados com a PL (10, 20, 40mg/kg,
i.p.), PL 100°C (40mg/kg, i.p.), PL + IAA (40mg/kg, i.p.) ou loperamida (IMOSEC®,
Cloridrato de loperamida, 2mg, Jansen-Cilag Farmacéutica LTDA) (5mg/kg, v.0.),
droga utilizada no tratamento da diarreia.

A diarreia foi induzida pela administracéo do 6leo de ricino (10ml/kg, v.0.) 60
minutos apos o pré-tratamento. Os grupos controles receberam apenas o veiculo
(salina 0,9%, 2,5ml/kg, i.p.) ou veiculo + 6leo de ricino. Imediatamente apds a
administracdo do oleo de ricino os camundongos foram colocados em caixas
forradas com papel absorvente e observados durante 3 horas, por um observador
alheio ao tratamento dos grupos, para a presenca de diarreia definida como a
presenca de fezes mal formadas de aspecto umido/fluido na porcdo proximal da
cauda do animal onde sera atribuido a cada camundongo um escore de sujidade de

0 a 3 onde: 0 = auséncia de diarreia; 1 = eliminacdo de fezes de aspecto Umido; 2 =
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eliminacdo de fezes de aspecto pastoso em pequena/moderada quantidade e 3 =
eliminacao de fezes de aspecto fluido ou pastoso em grande quantidade.

Além dos escores, foi registrada a quantidade de fezes, em miligramas,
eliminada por cada grupo. O resultado observado no grupo controle que recebeu
Oleo de ricino foi considerado como 100% de diarreia. A atividade antidiarreica dos
grupos testes foi expressa como a porcentagem de inibicdo da defecagédo e

porcentagem de inibicdo da diarreia, e calculada da seguinte forma:

% Inibic&o de defecacéao/diarreia = [(A-B) / A] x 100
Onde A indica a média de defecagdo ou de fezes Umidas/fluidas causada pelo 6leo de ricino; e B

indica a média de defeca¢do ou de fezes Umidas/fluidas nos grupos testes que receberam diferentes

doses de PL, PL submetidos a diferentes tratamentos (PL + IAA, PL 100°C) ou loperamida.

4.5.3 Atividade das Proteinas do Latex de Plumeria pudica (PL) no enteropooling

induzido por 6leo de ricino em camundongos

O modelo de enteropooling induzido por 6leo de ricino foi realizado de acordo
com o método de Robert et al., (1976) com algumas modificagdes. Os animais foram
mantidos em jejum por um periodo 18 horas antes do ensaio. Inicialmente os
camundongos foram divididos em cinco grupos de 6 a 8 animais e pré-tratados com
PL (40mg/kg, i.p.), PL 100°C (40mg/kg, i.p.), PL + IAA (40mg/kg, i.p.) ou loperamida
(5mg/kg, v.0.). O enteropooling foi induzido pela administracdo de 6leo de ricino
(10ml/kg, v.0.) 60 minutos apds o pré-tratamento. Os grupos controles receberam
apenas o veiculo (salina 0,9%, 2,5ml/kg, v.0.) ou veiculo + 6leo de ricino. Apés o
periodo de 3h os camundongos foram sacrificados e o intestino delgado foi isolado
do piloro ao ceco. Em seguida, o intestino foi esvaziado com o auxilio de pincas e o
volume de secrecdo intestinal foi mensurado em tubo graduado. Amostras de
intestino do duodeno, jejuno e ileo foram coletadas e congeladas a -80°C para
posterior avaliacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e concentracdo de
malondialdeido (MDA).
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4.5.4 Efeito das Proteinas do Latex de Plumeria pudica (PL) sobre o transito

gastrintestinal: Modelo de transito gastrintestinal em camundongos

O efeito da PL sobre o transito gastrintestinal foi avaliado pelo método
descrito por Dicarlo et al., (1994), utilizando uma suspenséo de carvao ativado como
marcador. Antes do teste, os animais foram privados de alimentos por um periodo
de 18 horas com livre acesso a agua. Os camundongos foram divididos em grupos e
todos receberam 6leo de ricino (10ml/kg, v.0.) e apos trinta minutos, os grupos foram
tratados com a PL (40mg/kg, i.p.) ou loperamida (5mg/kg, v.0.) ou salina (0,9%,
2,5ml/kg, v.0.). Uma hora apés o tratamento todos os animais receberam 0,2ml de
solucéo se carvao ativado (suspensédo a 10% de carvdo em 5% de goma arabica)
oralmente. Vinte minutos mais tarde, todos os animais foram sacrificados, o intestino
delgado foi removido e a distancia percorrida pelo carvao ativado do piloro ao ceco
foi medida e expressa como porcentagem de distancia percorrida.

4.6 ANALISES BIOQUIMICAS

4.6.1 Determinacao dos niveis de glutationa reduzida (GSH) na mucosa intestinal

A concentracao de glutationa reduzida (GSH) foi determinada de acordo com
o método proposto por Sedlak e Lindsay (1968). A determinacdo da glutationa
reduzida baseia-se na reacao do DTNB [5,5 ditidio-bis-(acido-2-nitrobenzdbico)], com
o tiol livre originando um dissulfeto misto mais acido, o acido 2-nitro-5-benzdico.
Amostras de tecido da mucosa intestinal correspondentes ao duodeno, jejuno e ileo
foram homegeneizadas em EDTA 0,02M para consequente preparacdo de um
homogenato a 10%. A seguir, aliquotas de 400ul do homogenato foram adicionadas
a 320ul de 4gua destilada e a 80ul de acido tricloroacético (TCA) a 50%. Em seguida
o material passou por centrifugacdo a 3000rpm por 15 minutos a 4°C. Apds a
centrifugacéo, 400ul do sobrenadante foi retirado e misturado a 800ul de tampé&o
Tris 0,4M (pH 8,9) e 20ul de DTNB (reagente de Ellman) 0,01M. A mistura foi por fim
agitada por 3 minutos e a absorbancia mensurada a 412nm em espectrofotémetro.

Os resultados foram expressos em ug de GSH/g de tecido.
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4.6.2 Determinacéo dos niveis de malondialdeido (MDA) na mucosa intestinal

A dosagem dos niveis de malondialdeido na mucosa intestinal foi
determinada pelo método de Mihara e Uchiyama (1978). Amostras de tecido da
mucosa intestinal correspondentes ao duodeno, jejuno e ileo foram homegeneizadas
em KCI| gelado 1,15% para preparar um homogenato a 10%. Na sequéncia,
aliquotas de 250ul do homogenato foram adicionadas a tubos contendo 1,5ml de
H3PO4 a 1% e 500ul de uma solugédo de acido tiobarbiturico aquoso (0,6%).
Posteriormente, os tubos foram aquecidos, por um periodo de 45 minutos, em um
banho de 4gua a 100°C e a mistura reacional foi, entdo, resfriada em um banho de
agua gelada, seguida da adicdo de 4ml de n-butanol. Apds a adicdo de n-butanol, as
amostras foram agitadas em um misturador “vortex” por um minuto, e posteriormente
centrifugados a 1500rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi mensurado a uma
absorbancia de 520 e 535nm, sendo o resultado obtido pela diferenca da
absorbancia nas duas leituras. Os resultados foram expressos em nmol/g de tecido

intestinal.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram feitas utilizando o programa GraphPad Prisma
5.0 e os resultados foram expressos como média + E.P.M. O teste de andlise de
variancia (ANOVA) seguido de correcao por teste de comparacbes mdultiplas de
Newman-Keuls ou teste t de Student foi utilizado para comparar os grupos. O teste
de Kruskal-Wallis seguido por teste de comparagdo multipla de Dunn’s foi utilizado
para comparar as medianas quando as medi¢cdes ndo paramétricas foram

necessarias. A diferenca estatistica foi considerada significativa quando p < 0,05.



34

5. RESULTADOS

A capacidade de proteinas do latex de Plumeria pudica (PL) reduzir o nimero
de fezes totais e diarreicas em camundongos tratados com 6leo de ricino € mostrada
na Tabela 1. As diferentes doses da fracdo PL (10, 20 e 40mg/kg, i.p.) reduziram a
qguantidade de fezes totais e diarreicas de modo significativo quando comparada
com animais do grupo controle que receberam oleo de ricino (10mg/kg, v.0.) e ndo
receberam nenhum tipo de tratamento (p<0,05). Os maiores valores de inibicao
foram obtidos quando os animais foram pré-tratados com PL na dose de 40 mg/kg.
Com base nisto, esta dose foi utilizada nos demais ensaios biologicos realizados. O
grupo controle loperamida (LOP 5ml/kg, v.0.) também inibiu de maneira significativa

(p<0,05) a quantidade de fezes totais e diarreicas.

Tabela 1. Efeito das proteinas do latex na diarreia aguda induzida por 6leo de ricino.

Fezes Inibicdo da Fezes Inibicdo da

Tratamento Dose Totais (g) Defecacédo (%) Diarreicas (g) Diarreia (%)

Oleo de

Hicino 10ml/kg  3,90:0,02 0,0 2,63:0,02 0,0

PL 10 10mg/kg  1,90+0,01* 51,50 1,81+0,02* 31,18
PL 20 20mg/kg  1,81+0,02* 53,59 1,50+0,02* 42,97
PL 40 40mg/kg  1,15+0,02* 70,51 1,06+0,02* 59,70
LOP 5mg/kg  0,98+0,01* 74,87 0,71+0,02* 73,00

Os valores foram dados como a média + E.P.M. (n = 5), analisados por ANOVA seguido do teste de
Newman Keuls (p<0,05). *Percentual de inibicdo de fezes diarreicas, comparado com o grupo
controle 6leo de Ricino.

Proteinas do latex (PL) foram submetidas a tratamento quimico e fisico e em
seguida testadas quanto a manutencdo da capacidade de inibir as fezes diarreicas
nos animais (Tabela 2). Ap6s tratamento térmico (PL 100°C) perdeu a capacidade
de inibir a quantidade de fezes totais e diarreicas quando comparada com animais
do grupo controle 6leo de ricino (10ml/kg, v.0.). Ja a fracdo coletada na presenca de
iodoacetamida (PL+IAA) foi eficaz em reduzir a quantidade de fezes totais e

diarreicas quando comparada com o grupo controle 6leo de ricino (p<0,05).
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Tabela 2. Efeito de proteinas do latex submetidas a tratamento quimico e fisico na
diarreia aguda induzida por 6leo de ricino.

Tratamento  Dose Fe_zes Inibicdo da _ Fe_zes Ir_libi(;z_?lo da
] Totais (g) Defecacédo (%) Diarreicas (g) Diarreia (%)
Oleode 4hmikg  2,99:007 0 1,86:0,02 0

ricino
PL 100°C  40mg/kg  2,12+0,02 29,10 1,92+0,02 0
PL +IAA  40mg/kg 1,25+0,02* 58,19 1,11+0,02* 40,32

Os valores foram dados como a média + E.P.M. (n = 5), analisados por ANOVA seguido do teste de
Newman Keuls (p<0,05). *Percentual de inibicdo de fezes diarreicas, comparado com o grupo
controle 6leo de Ricino.

Com o objetivo de buscar uma correlacdo entre a atividade antidiarreica
descrita anteriormente e o perfil proteico de PL apds os tratamentos quimico e fisico,
foi feito uma eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 2).

Observou-se uma mudanca no padrdo de bandas da fracdo proteica do latex
coletado na presenca do inibidor de protease IAA. No entanto, a mudanca
observada ndo provocou interferéncia na acédo antidiarreica, pois PL+IAA continuou
inibindo a defecacdo nos camundongos. A coleta realizada na presenca de IAA foi
capaz modificar o padrdo de bandas correspondentes a proteinas com massa
molecular entre 30,0 e 45,0kDa. Correlacionando este resultado com os anteriores, é
possivel sugerir que a atividade antidiarreica pode estar sendo exercida por
proteinas com massa molecular igual ou inferior a 22,0kDa, e que provavelmente a
atividade antidiarreica ndo esta envolvida com a acado de proteases cisteinicas.

Foi possivel observar que apds tratamento térmico o contetudo proteico da
fracdo sofreu uma significativa reducéo, contudo, ainda foi possivel observar bandas
fracamente coradas. Tal resultado pode explicar o fato de PL ter perdido a agao
antidiarreica apés o tratamento térmico, no ensaio de atividade antidiarreica induzida

por 6leo de ricino onde.
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Figura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) de proteinas solUveis do latex de P. pudica
(PL) e tratamentos (PL+ IAA e PL 100°C). Marcadores de massa molecular (MM): albumina (66,0
kDa); ovalbumina (45,0kDa); anidrase carbdnica (30,0kDa); inibidor de tripsina (20,1kDa) e
lactalbumina (14,4kDa).

Além da analise de inibicdo de fezes diarreicas, foram avaliados os efeitos de
PL sobre a fluidez das fezes na diarreia induzida por Oleo de ricino em
camundongos (Figura 3). Trés horas ap6s a inducao por 6leo de ricino, o grupo de
animais controle produziu fezes diarreicas abundantes. O pré-tratamento dos
animais com PL nas doses de 10 e 20mg/kg, i.p. ou PL 100°C (40mg/kg, i.p.) nédo
apresentaram diferenca estatistica nos valores de escore quando comparados com
o controle salina que recebeu 6leo de ricino. Animais pré-tratados com PL 40mg/kg,
i.p. e PL+IAA (40mg/kg, i.p.), reduziram a gravidade da diarreia e diminuiram a
defecacdo de fezes diarreicas, quando comparados com o controle que recebeu
6leo de ricino. Como esperado, loperamida (5mg/kg, v.0.) diminuiu a producdo de

fezes diarreicas significativamente.
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Figura 3. Efeitos de PL sobre a fluidez das fezes na diarreia induzida por 6leo de ricino através de
escores do grau de sujidade na porcdo proximal da calda em camundongos. Os dados séo
apresentados como mediana de minimo/maximo alcance. # p<0,01 vs. grupo salina sem 06leo de
ricino; *p<0,05 vs. grupo salina + éleo de ricino. Ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste
de Dunn foi usado para as comparagGes multiplas. Abreviaturas: PL: proteinas do latex; Sal: salina;
LOP: loperamida; IAA: iodoacetamida.

O teste de acumulo do fluido intestinal induzido pelo O6leo ricino
(enteropooling) foi empregado para avaliar a relagcdo entre as quantidades de fluido
intestinal gerado pelo processo diarreico. O tratamento com PL (40mg/kg, i.p.),
melhor dose observada nos experimentos anteriores, reduziu significativamente
(31,42%) o volume do conteudo intestinal quando comparado com 0 grupo controle
gue recebeu apenas 6leo de ricino e solucao salina. Loperamida reduziu o volume
de fluido por 40% (Tabela 3).

Tabela 3. Efeitos de proteinas do latex sobre o acimulo do fluido intestinal induzido

pelo éleo ricino (enteropooling) em camundongos.

Tratamento Dose Fluido intestinal (ul) Inibicéo (%)
Oleo de ricino 10ml/kg 0,35 + 0,02 0
PL 40 40mg/kg 0,24 + 0,03* 31,42
LOP 5mg/kg 0,21 + 0,02* 40,0

Os valores sé@o apresentados como médias + E.P.M. NUmero de animais/grupo 6-8.
*P<0,05 indica diferenca significativa comparada com o grupo controle 6leo de ricino. Analisados por
ANOVA seguido do teste de Newman Keuls (p < 0,05).
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No entanto PL 100°C (40mg/kg, i.p.) e PL+IAA (40mg/kg, i.p.) ndo reduziram
de maneira significativa o volume de fluido intestinal em relagdo ao tratamento

controle (Tabela 4).

Tabela 4. Efeitos de proteinas do latex submetidas a diferentes tratamentos sobre o

acumulo do fluido intestinal induzido pelo 6leo de ricino (enteropooling) em

camundongos.
_Tratamento Dose Fluido intestinal (pl) Inibicdo (%)
Oleo de Ricino 10ml/kg 0,97 £ 0,09 0
PL 100°C 40mg/kg 0,83+0,12 14,43
PL + IAA 40mg/kg 0,74+0,11 23,71

Os valores sao apresentados como médias + E.P.M. Niamero de animais/grupo 6-8.
N&o foram observadas diferengas significativas. Analisados por ANOVA seguido do teste de Newman
Keuls (p < 0,05).

Ao avaliar o efeito de PL (40mg/kg, i.p.) sobre o transito gastrointestinal em
camundongos, foi visto que o mesmo reduziu significativamente (P<0,05) o
movimento de propulsdo e o transito do marcador (carvao ativado) através do
intestino delgado em comparacao com o grupo controle salina que recebeu o agente
indutor 6leo de ricino (10ml/kg, v.0.). O grupo tratado com loperamida (LOP 5mg/kg,
v.0.) teve um efeito analogo ao grupo tratado com PL (40mg/kg, i.p.) quando

comparado ao controle positivo (Figura 4).
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Figura 4. Efeito de PL (40mg/kg, i.p.) sobre o transito gastrointestinal em camundongos. *P<0.05 vs.
grupo salina + 6leo de ricino. Analisados por ANOVA seguido do teste de Newman Keuls (p < 0,05).
Abreviaturas: PL: proteinas do latex; Sal: salina; LOP: loperamida.
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Os ensaios de atividade antidiarreica foram acompanhados da avaliacdo de
marcadores bioquimicos envolvidos com o0 processo oxidativo. Apos a avaliacdo da
capacidade de inibir a diarreia, os animais do grupo controle salina, controle 6leo de
ricino, e aqueles submetidos a tratamento prévio com PL (40mg/kg), ou loperamida
(5mg/kg), provenientes do ensaio de diarreia aguda induzida por 6leo de ricino,
tiveram amostras de partes do intestino, correspondentes ao duodeno, jejuno e ileo,
retiradas para dosagem dos niveis de GSH e MDA. Foi evidenciado um aumento
significativo nos niveis de glutationa (GSH) no grupo tratado com PL (40mg/kg, i.p.)
em relacdo ao grupo nao tratado (Figura 5). O conteudo de GSH na mucosa
intestinal tende a diminuir apés a administracéo de 6leo de ricino, mas os resultados
do presente estudo mostraram que o pré-tratamento com PL foi capaz de manter os
niveis de GSH (p < 0,05) com resultados préximos ao apresentado no grupo controle

salina e no grupo tratado com loperamida.
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Figura 5. O efeito de PL sobre os niveis de glutationa (GSH) na mucosa intestinal de camundongos
tratados com 6leo de ricino. Os camundongos foram tratados por via intraperitoneal com PL
(40mg/kg), ou loperamida (5mg/kg) por via oral. Sessenta minutos mais tarde, 6leo de ricino (10
ml/kg, v.0.) foi administrado aos grupos experimentais, enquanto no grupo controle foi administrada
solugdo salina. A administracdo de 6leo de ricino promoveu uma reducao nos niveis de GSH no
intestino delgado. Este efeito foi parcialmente revertido quando os animais foram tratados com o PL
ou loperamida. Os resultados sdo expressos como média + SEM de 5 animais por grupo. # P <0,05
vs. grupo salina; * P <0,05 vs. dleo de ricino; ANOVA e teste Newman-Keuls.

Foi observado um aumento nos niveis de MDA no intestino delgado no grupo

controle apdés a administracdo de 6leo de ricino. No entanto, este parametro foi
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significativamente reduzido nos animais tratados com PL na dose de 40mg/kg, bem

como no grupo loperamida (Figura 6).
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Figura 6. O efeito de PL na concentracdo de malondialdeido (MDA) na mucosa intestinal de
camundongos tratados com 0leo de ricino. Os camundongos foram tratados por via intraperitoneal
com PL (40mg/kg), ou loperamida (5mg/kg) por via oral. Sessenta minutos mais tarde, éleo de ricino
(10 ml/kg, v.o.) foi administrado aos grupos experimentais, enquanto no grupo controle foi
administrada solucéo salina. O 6leo de ricino, evidentemente, promoveu um aumento nos niveis de
MDA no intestino delgado. Quando os animais foram pré-tratados com PL ou loperamida, este efeito
foi revertido. Os resultados séo expressos como médias £+ SEM de 5 animais por grupo. *P <0,05 vs.
grupo salina; * P <0,05 vs. grupo 6leo de ricino; ANOVA e teste Newman-Keuls.
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6. DISCUSSAO

A diarreia induzida por 6leo de ricino é um tipo de diarreia secretoria, ja que 0
acido ricinoleico, ingrediente ativo do 6leo de ricino, induz uma resposta diarreica
hipersecretora, diminuindo a absor¢do de liquidos, aumentando a secre¢do de
eletrélitos, e alterando a motilidade intestinal. (STEWART; GAGINELLA; BASS,
1975; MASCOLO et al., 1994; ALMEIDA et al., 1995; SASIDHARAN et al., 2007;
ARAUJO et al., 2015). Ao ser ingerido por via oral, o 6leo de ricino sofre ac¢éo de
lipases, liberando acido ricinoleico no limen intestinal, que acaba sendo absorvido.
O contato direto do &cido ricinoleico com a mucosa intestinal induz uma resposta
osmotica que estimula a atividade peristaltica, provoca alteragdes na permeabilidade
de eletrdlitos da mucosa intestinal, estimula a secrecdo de Oxido nitrico (NO),
prostaglandinas enddégenas (PGs), fator de ativacdo de plaquetaria (PAF),
taquicininas, e adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (CAMP) (WATSON; GORDON,
1962; 1ZZO et al., 1999; MCKEON; LIN; STAFFORD, 1999; YOSHIO et al., 1999;
PALOMBO, 2006; ARAUJO et al., 2015).

Varios estudos tentam explicar os mecanismos de a¢do envolvidos no efeito
laxativo do Oleo de ricino, mas este ainda néo foi definido com clareza. Apesar disso
0s experimentos que utilizam éleo de ricino como agente indutor da diarreia sdo
bastante comuns, pois 0 mesmo representa uma ferramenta eficaz no estudo dos
sintomas da diarreia, como aumento da frequéncia de defecacdes, diminuicdo da
consisténcia e eliminagdo aumentada das fezes (GURGEL, 2000).

A atividade antidiarreica de PL foi testada por meio do modelo de diarreia
induzida por 6leo de ricino, tendo como parametro analisado nesse ensaio a
guantificacdo de fezes totais e diarreicas. Os resultados demonstraram que a
administragdo de PL nas doses de 10, 20 e 40mg/kg, foi capaz de reduzir
significativamente (p <0,05) o numero total de fezes, bem como as fezes diarreicas
em animais experimentais, quando comparadas ao controle positivo, sendo a dose
de 40mg/kg a que apresentou melhores resultados. O grupo que recebeu
loperamida (5mg/kg, v.0.) apresentou resultado semelhante. Uma vez que PL inibiu
com sucesso a diarreia induzida por 6leo de ricino, pode ser assumido que a acao
antidiarreica foi mediada por um mecanismo antissecretério. O efeito antidiarreico
pode estar relacionado com a inibicdo de NO, PGs, PAF, taquicininas, e cCAMP,

descritas anteriormente. Ao interferir na secrecdo desses componentes presentes na
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diarreia por 6leo de ricino, PL poderia provocar alteragcdes no acumulo de fluido no
interior do Iumen, e/ou a interferir na atividade peristéltica no intestino delgado,
podendo até alterar a permeabilidade de membrana das células que compdem a
mucosa intestinal (ARAUJO et al., 2015).

Em um recente estudo realizado por Fernandes et al., (2015) foi demonstrado
o potencial de PL como anti-inflamatério em modelos animais. Os resultados obtidos
devem-se em partes a inibicdo de mediadores inflamatorios, como serotonina,
histamina, bradicinina e prostaglandina E, (PGE,). A atividade anti-inflamatéria foi
acompanhada pela redugdo na dosagem da concentracdo de mieloperoxidase,
marcador de migracao celular. Uma hipdtese que pode ser levada em consideragéo
€ gue a atividade antidiarreica de PL pode estar ligada a inibicdo de PGE,, pois
como descrito na literatura, as prostaglandinas estdo envolvidas no processo
diarreico induzido por 6leo de ricino (AUTORE; CAPASSO; MASCOLO, 1984;
CAPASSO; MASCOLO; AUTORE, 1986; GURGEL, 2000).

Com o intuito de confirmar que a acao promovida por PL tem ligagdo com sua
natureza proteica, proteinas do latex foram submetidas a tratamento quimico e
térmico e testadas no modelo de diarreia aguda induzida por 6leo de ricino (Tabela
2).

A fracdo que passou por processo de aquecimento (PL 100°C, 40mg/kg, i.p.)
perdeu sua atividade antidiarreica, quando administrada nos camundongos, em
relacdo ao controle positivo. Isso demonstra que as proteinas responsaveis pela
acdo antidiarreica foram inativadas ap6s passarem pelo tratamento térmico.
Resultado semelhante foi observado por Fernandes et al., (2015) que demonstraram
que uma fracdo proteica obtida a partir do latex de Plumeria pudica perdeu seu
efeito anti-inflamatoério apds ser aquecida.

Os camundongos pré-tratados com a fracao proteica submetida a tratamento
quimico (PL+IAA, 40mg/kg, i.p.) apresentaram uma reducéo significativa quantidade
de fezes totais e diarreicas, quando comparadas ao controle Oleo de ricino,
demostrando que a acdo antidiarreica de PL foi mantida. Uma vez que o latex é
coletado na presenca de iodoacetamida (IAA) as proteinases cisteinicas endogenas
tem sua atividade inibida, sugerindo assim, que a acéo antidiarreica apresentada por
PL possivelmente ndo esta envolvida com acédo de proteases cisteinicas. Através de
eletroforese foi possivel visualizar uma mudanca no padréo de bandas da fragédo

PL+IAA (Figura 2). Essa classe de enzimas, comumente encontrada em latex
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vegetal, foi anteriormente descrita por apresentar diferentes efeitos farmacolégicos,
como atividade anti-inflamatéria e anticancer exercida pela bromelaina, uma mistura
de proteases cisteinicas obtidas a partir do caule abacaxi (SELIGMAN, 1962; HALE
et al.,, 2005; SECOR JR et al., 2008; TOCHI et al., 2008), atividade antitumoral de
proteinas do latex de Calotopis procera (OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA et al.,
2010) dentre outros.

Através da observacdo e auxilio de uma tabela de escores, avaliou-se a
gravidade do processo diarreico induzido por 6leo de ricino. Corroborando com 0s
resultados anteriores, foi possivel observar que PL e PL+IAA (40mg/kg, i.p.)
reduziram a severidade do processo diarreico, em comparagdo com 0 grupo que
recebeu apenas o agente indutor, assim como o grupo loperamida (5mg/kg, v.0.)
(Figura 3). Isso reforca o potencial de PL contra a diarreia induzida por 6leo de
ricino.

Através do ensaio de enteropooling o fluido gerado pelo processo diarreico,
presente no limen do intestino delgado, foi retirado e quantificado. Como resultado
0s camundongos pré-tratados com PL (40mg/kg, i.p.) apresentaram uma significativa
reducdo no acumulo de fluido intestinal (31,42%) proveniente do processo diarreico
induzido por 6leo de ricino em comparacdo com o grupo controle (Tabela 3). O
grupo tratado com loperamida (5mg/kg, v.0.) apresentou resultado semelhante
(40%). Trabalhos anteriores demonstram que a reducdo do volume e da fluidez das
fezes é geralmente conseguida tanto pela reducdo do acumulo de agua no interior
do limen como diminuicdo da perda de eletrélitos como sédio, potassio e cloretos
(PALOMBO, 2006; ARAUJO et al., 2015). Dessa forma, PL provavelmente atuou
aumentando a reabsorcéo de eletrélitos, cloreto de sodio e agua, correlacionando os
resultados obtidos com estudos conduzidos por Dicarlo et al., (1994) e Chitme,
Chandra e Kaushik (2004), que obtiveram resultados semelhantes em seus estudos.

Para avaliar o efeito de PL sobre a motilidade intestinal foi realizado o ensaio
de transito gastrointestinal em camundongos, utilizando uma suspenséo de carvao
ativado como marcador (GAGINELLA et al., 1994). O método em questao € utilizado
apenas como indicador da distancia maxima percorrida pelo marcador, nao fazendo
distincdo entre efeitos provenientes de alteracdes no transito intestinal ou
esvaziamento estomacal.

O grupo tratado com PL (40mg/kg, i.p.) reduziu significativamente (P<0,05) o

movimento de propulséo e o transito do marcador através do intestino delgado em
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comparacao com o grupo controle. O grupo tratado com loperamida (5mg/kg, v.0.)
teve uma diminuicdo no transito, analoga ao grupo tratado com PL (40mg/kg). Esse
efeito pode ajudar no controle da diarreia, uma vez que pode auxiliar na reducao do
numero de defecacdes e também favorecer a absorcdo de agua, pois o0 conteudo
intestinal vai passar de maneira mais lenta pelo lumen do intestino e
consequentemente poderd ocasionar um aumento na viscosidade das fezes
(GURGEL, 2000).

Ao observar o efeito de PL sobre o transito intestinal, pode-se sugerir que as
proteinas do latex podem estar atuando na via opidide. As drogas desta categoria
incluem loperamida, elixir paregorico, difenoxilato, codeina e racecadotril. A acdo
antidiarreica dessa classe de drogas € mediada pelo receptor p-opiodide na presente
na parede intestinal. Essas drogas diminuem o peristaltismo e aumentam atividade
nao propulsora de diferentes segmentos intestinais, assim como promovem a
inibicdo da secrecao de fluido. Dessa forma, diminuem o transito gastrointestinal e
aumentam da absorcdo de fluidos e eletrdlitos do trato gastrointestinal
(GREENWOOD; DE SCHEPPER, 2004; RANG et al. 1997).

Com o0 objetivo de avaliar alteracdes em marcadores bioquimicos
inflamatoérios associados a diarreia induzida pelo 6leo de ricino, partes do intestino
dos animais utilizados no modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino foram
coletadas para dosagem dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e a concentracao
de malondialdeido (MDA) na mucosa intestinal. GSH atua como um antioxidante na
mucosa intestinal, e a sua presenca € importante para a manutencao da integridade
da mucosa (SZABO; NAGY, 1992) e o MDA é um subproduto da peroxidacédo de
lipidios amplamente usado como um marcador de estresse oxidativo. O estresse
oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a geracédo de espécies oxidativas
e sistemas de defesa antioxidante inadequados. Esse desequilibrio pode vir a
causar danos celulares de maneira direta ou através de alteragcdes nas vias de
sinalizagido (CHIURCHIU; MACCARRONE, 2011).

Estudos demonstram que o 6leo de ricino provoca reducdo no contetdo de
GSH e aumento nos niveis de MDA no intestino delgado dos animais. Entretanto nos
animais tratados com PL (40mg/kg) os niveis de GSH e MDA foram mantidos
préximos aos do grupo controle salina que néo recebeu 6leo de ricino, confirmando
a capacidade de PL em preservar ou reforcar o sistema antioxidante. Os dados

obtidos demonstram que os valores de inibicdo das fezes diarreicas promovidas por
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PL (40mg/kg) foram acompanhados pelo aumento no conteido de GSH e reducgéo
nos niveis de MDA no intestino delgado, evidenciando dessa forma um efeito
protetor das proteinas do latex sobre a mucosa intestinal dos animais.

Ao se investigar a atividade antidiarreica de proteinas do latex de Plumeria
pudica (PL) em modelos de diarreia induzida por 6leo de ricino, ficou evidente sua
acao contra os sintomas da diarreia e seu efeito protetor contra o estresse oxidativo.
No entanto, ndo foi possivel definir qual/quais proteina(s) desempenha(m) esta acao
e nem ao certo qual mecanismo de acdo estad envolvido na inibicdo do processo
diarreico em estudo. Futuramente PL serd alvo de fracionamento por etapas
cromatograficas com o objetivo de purificar e identificar a(s) molécula(s)
responsavel(eis) pelas atividades biologicas descritas, para dessa forma podermos

avancar com o estudo.
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7. CONCLUSOES

No presente estudo avaliou-se a atividade antidiarreica de uma fracao
proteica do latex de P. pudica (PL) solavel em 4gua em modelo animais de diarreia
aguda induzida por 6leo de ricino. A fracao proteica de PL foi capaz de diminuir a
diarreia induzida por 6leo de ricino, diminuindo o transito, o volume e fluidez das
fezes. Além disso, a fracdo PL também apresentou atividade antioxidante elevando
0 conteudo de GSH e reduzindo niveis de MDA na mucosa intestinal. Ao submeter a
fracdo PL a tratamento térmico, esta perdeu sua agdo antidiarreica, provavelmente
pela desnaturacdo das proteinas responséveis pela atividade investigada. Apés a
fracdo PL ser coletada com um inibidor especifico de proteinases cisteinicas, ainda
continuou com seu efeito antidiarreico, demonstrando possivelmente que essa
classe de proteases ndo estd ligada ao efeito testado. Os dados demostram o
potencial de PL em inibir os sintomas da diarreia induzida por 6leo de ricino em

camundongos e seu efeito antioxidante na mucosa intestinal dos mesmos.
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