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RESUMO

Atividade antidiarreica do extrato etandlico das folhas de Tocoyena hispidula Standl.
(Rubiaceae) em camundongo

A diarreia é um dos distdrbios gastrintestinais que pode ser debilitante e quando nao tratada pode
oferecer risco ao paciente, caracterizada pela eliminacéo excessiva de liquidos e sais do corpo na forma
de fezes liquidas. A terapia farmacologica atua de forma eficiente no controle do estado diarreico,
entretanto, os farmacos apresentam efeitos adversos que podem agravar o estado clinico. A Tocoyena
hispidula Standl. é conhecida popularmente como “flor-do-cerrado” e “angelca”, podendo ser localizada
nas regides Norte e Nordeste. No Piaui, a Tocoyena hispidula Standl. € encontrada no municipio de
Campo Maior usada popularmente no tratamento de dor abdominal e inflamagéo do atero. Objetivou-
se dessa forma avaliar a atividade antidiarreica do extrato etanélico das folhas de Tocoyena hispidula
Standl em camundongos. Inicialmente realizou-se a caracterizacdo quimica do extrato entandlico Th-
EtOH: em HPLC, posteriormente realizou-se o teste de toxicidade aguda do extrato etanolico Th-EtOHs
conforme a OECD 423/2011. A atividade antidiarreica do extrato (Th-EtOHys) foi investigada no modelo
de diarreia aguda e enteropooling induzido por éleo de ricino em camundongos tratados com Th-EtOHs
(10; 50; 100 mg/kg, v.0.), salina (2,5 mL/kg, v.0.) ou loperamida (5 mg/kg, v.0.) e, 1 hora depois
receberam 6leo de ricino (10 mL/kg, v.0.) e foram monitorados durante 4 horas. Logo apds foram
analisadas a severidade diarreica, a massa total das fezes e a medida do volume do conteudo intestinal.
Com o intuito de avaliar o efeito do Th-EtOH¢ sobre o transito intestinal em camundongo, os animais
receberam inicialmente o 6leo de ricino e 1 hora depois, receberam o tratamento com Th-EtOHs (50
mg/kg, v.0). Decorrida mais 1 hora, receberam 0,2 mL de carvéo ativado (v.0), sendo eutanasiados
apos 20 min. Ao final, a distancia percorrida pelo carvao foi entdo mensurada. O envolvimento das vias
opiéide e muscarinica no transito foi avaliada, analisou-se também o desempenho do Th-EtOHs na
diarreia de cunho inflamatério (PGE2, 100 pg/kg, v.o.). Para isso os animais foram pré-tratados
oralmente com Th-EtOHr (50 mg/kg, v.0.), salina ou loperamida (5 mg/kg). Decorrido 30 min os animais
foram eutanasiados e o volume do conteudo intestinal foi entdo analisado. O resultado da andlise
quimica do extrato em HPLC revelaram bandas sugestivas de compostos da classe dos iridoides e
flavonoides, o extrato ndo demonstrou sinais de toxicidade aguda por via oral conforme os testes
preconizados nas doses avaliadas apresentaram um efeito significativo (*p< 0,05), diminuindo a
quantidade total de fezes em 38,07%; 50,33%; 52,98% (respectivamente) e fezes diarreicas em
30,52%; 46,98%; 46,18% apresentando também valores significativos no protocolo de enteropooling,
com melhores resultados na dose de 50 mg/kg, permanecendo esta como padrdo para os demais
testes. O Th-EtOHr ndo exerceu efeitos significativos no modelo de diarreia induzida por PGE2. O Th-
EtOHr reduziu o trénsito gastrintestinal, através da via muscarinica, sendo capaz de diminuir
significativamente em 43,07% a quantidade total de fezes e reduzir a producdo de fluidos intestinais.
Diante dos resultados expostos, foi possivel constatar a atividade antidiarreica do Th-EtOHs, mostrando

ser um potencial insumo, para producdo de medicamentos, para o tratamento de doencas diarreicas.

Palavras chaves: Tocoyena, Extrato, Oleo de ricino, Rubiaceae, Angeliquinha, Receptor M3



ABSTRACT

Antidiarrheal activity of the ethanolic extract of the leaves of Tocoyena hispidula Standl.
(Rubiaceae) in mice

Diarrhea is one of the gastrointestinal disorders that can be debilitating and when left untreated may
pose a risk to the patient, characterized by the excessive elimination of liquids and salts from the body
in the form of liquid feces. Pharmacological therapy is effective in controlling the diarrheal state,
however, the drugs have adverse effects that may aggravate the clinical state. Tocoyena hispidula
Standl. It is popularly known as “"cerrado flower" and "angelca" and can be located in the North and
Northeast. In Piaui, Tocoyena hispidula Standl. It is found in the municipality of Campo Maior popularly
used to treat abdominal pain and inflammation of the uterus.. The aim of this study was to evaluate the
antidiarrheal activity of the ethanolic extract from the leaves of Tocoyena hispidula Standl in mice. nitially
the chemical characterization of the Th-EtOHf entanolic extract was performed in HPLC, after which the
acute toxicity test of the ethanolic extract Th-EtOHf according to OECD 423/2011 The antidiarrheal
activity of the extract (Th-EtOHs) was investigated in the model of acute diarrhea and enteropooling
induced by castor oil in mice treated with Th-EtOHr (10, 50, 100 mg / kg, / kg) or loperamide (5 mg / kg)
and then 1 hour later received castor oil (10 ml/ kg, vol) monitored for 4 hours. Soon after, the diarrheal
severity, the total weight of the feces and the measurement of the volume of the intestinal contents were
analyzed. In order to evaluate the effect of Th-EtOHr on intestinal transit in mice, the animals initially
received castor oil and 1 hour later were treated with Th-EtOH: (50 mg / kg, v.0). After another 1 hour,
they received 0.2 mL of activated charcoal (v.0) and were euthanized after 20 min. At the end, the
distance traveled by the coal was then measured. The involvement of the opioid and muscarinic
pathways in the traffic was evaluated, the performance of Th-EtOHs in inflammatory diarrhea (PGE-2, 100
Mg / kg, v.0.) was also investigated. For this the animals were orally pretreated with Th-EtOH: (50 mg /
kg, v.0.), saline or loperamide (5 mg / kg). After 30 min the animals were euthanized and the volume of
the intestinal contents was analyzed.The results of HPLC extract analysis revealed bands suggestive of
compounds of the class of iridoids and flavonoids, the extract did not demonstrate acute toxicity
according to The antidiarrheal effects in the doses evaluated had a significant effect (* p <0.05), reducing
the total amount of feces in 38.07%; 50.33%; 52.98% (respectively) and diarrheal stools in 30.52%;
46.98%; 46.18%, also presenting values significant in the protocol of enteropooling, with better results
in the dose of 50 mg / kg, remaining this as standard for the other tests. Th-EtOHs had no significant
effect on the PGEz-induced diarrhea model. Th-EtOHs reduced the gastrointestinal 43.07% transit
through the muscarinic pathway, being able to significantly decrease the total amount of feces and
reduce the production of intestinal fluids. In view of the aforementioned results, it was possible to verify
the antidiarrheal activity of Th-EtOHs, proving to be a potential therapeutic input for the treatment of

diarrheal diseases.

Key words: Tocoyena, Extract, Castor Oil, Rubiaceae, Angeliquin, M3 Receptor
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1 INTRODUCAO
1.1 Definicao, etiologia, classificacdo e epidemiologia da diarreia

A Sociedade de Doencas Infecciosas da América (IDSA) define a diarreia como
“‘uma alteracdo do movimento intestinal normal”’, a mesma € caracterizada pelo
aumento no conteudo de agua, volume ou frequéncia de fezes (GUERRANT et al.,
2001).

A diarreia possui etiologia multifatorial que pode ser atribuida a diversos fatores,
dentre estes as disfuncdes na motilidade gastrintestinal, elevacdo da secrecao de
fluidos intestinais, agentes patogénicos (virus, bactérias), toxinas (plantas e
microrganismos) e medicamentos (antineoplasicos, antirretrovirais entre outros), 0s
farmacos antineoplasicos em especial atuam provocando a irritacdo da mucosa
intestinal causando uma desproporgéo entre a absorcao e secrecdo no intestino, a
diarreia € um dos maiores efeitos colaterais relatados durante o tratamento com esses
medicamentos (ARNOLD et al., 2005; BEATTY et al. 2010).

A principal forma de transmissdo das doencgas diarreicas é fecal-oral,
geralmente relacionada a contaminacdo de alimentos, fluidos, contato direto com
pessoas contaminadas por toxinas ou bactérias; o0 homem, os alimentos e a agua
estdo entre as principais fontes de enteropatégenos humanos (KELLY, 2011; PATEL,
THILLAINAYAGAM, 2011).

A diarreia € uma das mais preocupantes causas de mortes em todo o mundo,
sobretudo em criancas. No ano de 2010, a diarreia foi relatada como a responsavel
por 800 mil mortes em menores de cinco anos de idade. Em 2013, o Relatério de
Progresso “Compromisso com a Sobrevivéncia Infantil: Uma promessa renovada” da
UNICEF, descreveu que aproximadamente 1.600 criangcas menores de cinco anos de
idade morreram por causas diarreicas em todo o mundo (LIU, 2012; UNICEF et al.,
2013).

O relatério de mortalidade infantil brasileiro de 2011, descreveu que 756
criangcas menores de cinco anos foram a 0Obito por esta patologia, com 354 casos
relatados na regido nordeste do pais, com 20 casos oriundos do Piaui (3° lugar com
maior proporcao de mortes do Nordeste) (BRASIL, 2012). No ano de 2013, a SESAPI
(Secretaria de Saude do Estado do Piaui) destacou 100 mil casos de diarreia, com
126 casos de obitos notificados no Piaui nos anos de 2016 - 2018 foram notificados
respectivamente 117,124, 40* (até abril) casos de Obitos por diarreia respectivamente
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tendo mais prevaléncia em idosos acima de 80 anos de idade (SESAPI, 2019a;
SESAPI, 2019b).

As condi¢des socioecondmicas como comportamentais e ecossistémicas sao
fatores relevantes nas doencgas diarreicas, a deficiéncia dos servigos de saneamento
basico, o limitado acesso a agua potavel e uma higienizacao precaria, contribuindo
para o aumento da incidéncia e agravos que em sua maioria refletem no surgimento
de surtos epidémicos (HUMPHREY, 2009; BRANDT; ANTUNES; SILVA, 2015).
Clinicamente a diarreia pode ser classificada como diarreia aguda, diarreia persistente
e diarreia crénica (BENETT; DOLIN; BLASER, 2015).

1.1.1 Tempo de evolugéo
1.1.1.1 Diarreia aguda/prolongada

A doenca diarreica aguda € definida como a passagem de mais de 250g de
fezes por dia, podendo persistir por até duas semanas, pode apresentar trés ou mais
episodios diarreicos ao dia. E adquirida na maioria das vezes pela via fecal-oral e
ingestdo de 4gua ou alimentos contendo patdégenos (QIl; TESTER, 2018), tem inicio
imediato, caracteristico de etiologia infecciosa; conforme a gravidade pode ser
classificada em leve quando ndo ha evidéncias de desidratacdo, moderada quando
h& manifestacdo de sinais de desidratacdo e grave quando h& intenso quadro de
desidratacéo, necessitando neste de terapia endovenosa (MATHAN, 1998; DINESEN,;
HARBORD, 2013; BRANDT; ANTUNES; SILVA, 2015).

A doenca diarreica aguda também pode se manifestar apds um periodo de
viagem, sendo mais conhecida como diarreia do viajante. Ndo ha diferenca estatistica
em relacdo a homens e mulheres, é mais prevalente entre criangas, adolescentes e
adultos jovens e uma predisposi¢cdo genética tem sido relatada como um fator que
pode influenciar no aparecimento. Até entdo o fator de maior risco € o destino da
viagem como a india, Oriente Médio, Egito, Africa Central e a maioria dos paises da
América Central que apresentam maior incidéncia. A diarreia do viajante €
caracterizada por trés ou mais periodos diarreicos em 24 horas, acompanhados de
célicas intestinais, nauseas, vOmitos, a maioria dos pacientes sdo curados
espontaneamente em um periodo de 48 horas (BELDEROK et al., 2011; LALANI et
al., 2015; STEFFEN, 2017; SANDERS et al., 2019). Ha algumas formas de prevencao

a diarreias do viajante, como o uso profilatico da antibidtico terapia, dentre estes 0 uso
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da rifaximina é o mais prescrito, 0 uso de subsacilato de bismuto, também é bem
recomendado, porém o seu uso deve ser realizado quatro vezes ao dia (ERICSSON,
2019).

Entre os maiores causadores da diarreia aguda estdo os agentes virais:
rotavirus, novovirus, astrovirus, adenovirus e calcivirus. Os agentes bacterianos mais
comuns séo: Escherichia coli, Campylobacter spp., Salmonella enteritidis, Clostridium
perfringens, Vibrio cholerae, Shigella spp.; ingestdo de toxinas por alimentos
contaminados com Bacillus cereus, Staphylococcus ssp. ou de alimentos que nao séo
absorviveis pelo trato gastrintestinal: frutose, manitol e sorbitol, e medicamentos
irritantes intestinais, dentre estes alguns antibidticos, antiacidos e antagonistas H2
(HOLMGREN; LUNDGREN, 2018; TANDUKAR et al., 2019).

1.1.1.2 Diarreia persistente

A diarreia persistente dura em média mais de 14 dias, € uma causa comum de
Obito, geralmente ocasionada por mais de um patdégeno, pode ter origem bacteriana
(Salmonella, Shigella, Campylobacter, Yersinia, E. coli enterotoxigénica, Clostridium
difficile) e parasitaria (Microsporidium, Isospora belli, Entamoeba histolytica,
Strongyloides, Giardia, Cryptosporidium e Cyloporasao), é mais incidente em criancas
e adultos com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), pode ser resultante
infeccdes reincidentes ou nédo tratadas e ma digestdo de lactose, aproximadamente
20% dos episodios de diarreia aguda resultam em persistente, em criancas pode ser
de origem ndo infecciosa (doenca celiaca, intolerancia ao leite bovino e uma variedade
de carboidratos, colite alérgica entre outros), alguns fatores sao considerados de risco
para a persisténcia diarreica entre eles a desnutricdo e a auséncia de aleitamento
materno (OCHOA; SALAZAR-LINDO; CLEARY, 2004; KAMUCHAKI et., 2013; RAO
et al., 2014).

1.1.1.3 Diarreia crbnica

A diarreia cronica é caracterizada pela a ocorréncia de trés ou mais evacuagdes
(volume de 200g em 24 horas) com permanéncia superior a quatro semanas, as fezes
podem ser liquidas ou pastosas (FERNANDEZ-BANARES et al., 2016), estudos
indicam que 1% a 5% da populacéo sofre com diarreia crénica (SCHILLER; PARDI;
SELLIN, 2017; QI;TESTER, 2018), esta é considerada um sintoma caracteristico de

distarbios gastrointestinais, dentre eles a sindrome do intestino irritavel (LACY et al.,
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2016) a sintomatologia da diarreia cronica envolve falta de apetite, perda de peso,
cansaco, fadiga, fezes pastosas e mole (LIU et al., 2017).

A doenca diarreica crbnica é classificada de acordo a patogenia causal, como
esteatorreia (deficiéncias na absorcdo, distdrbios intestinais), osmotica (laxantes
osmoticos, frutose), secretora (toxinas bacterianas), inflamatoéria (doencas do intestino
inflamado, inflamacdes bacterianas) (FERNANDEZ-BANARES et al., 2016).

1.1.2 Mecanismos fisiologicos

O sistema nervoso entérico (SNE) atua no funcionamento do sistema
gastrintestinal, € responsavel pela alteracao do potencial de acdo da musculatura lisa
intestinal (MCKAY; MACNAUGHTON, 2012). O mal funcionamento deste sistema esta
relacionado com o desencadeamento de varias patologias como a pseudo-obstrucao
neuropatica. O SNE ¢ dividido em plexo submucoso e plexo mioentérico, o primeiro é
responsavel pela absorcdo e secrecao da mucosa do epitélio, e o segundo, presente
na camada muscular do intestino, € importante no processo de motilidade intestinal
tendo como principal funcéo a regulacdo motora do intestino, quando degradado
causa desregulacdo peristéltica e extensdo do lumen intestinal, desencadeando
diversas patologias de motilidade dentre estas a diarreia (LI et al., 2016; KOPKE;
RUAUX; GAL, 2018).

1.1.2.1 Diarreia osmoética

A osmolalidade é uma propriedade que interfere na microbiota bacteriana, &
conhecida como a quantidade de soluto em uma solu¢cdo. No homem, a osmolalidade
é dirigida pelo sistema sanguineo, apresentando variancia gastrintestinal, devido a
absorcdo de agua pelas células epiteliais e secrecdo luminal (BURG; FERRARIS,
2008).

A diarreia osmotica pode ocorrer por diversos fatores, dentre eles a
pancreatite, doenca celiaca e intolerancia a lactose podendo também ser induzida por
laxantes osmaticos, estes obtiveram crescimento em sua comercializacdo ao longo
dos tempos, sendo muito utilizados erroneamente para o controle de peso, gerando
muitas vezes casos de diarreia crbnica, resultando na incapacidade de absorcdo no
epitélio de grandes quantidades de soluto (sais) bem como de alguns compostos

especificos (polietilenoglicol), uma vez que a agua é transportada por osmose do
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epitélio intestinal em direcdo ao limen, gerando o aumento da motilidade intestinal e
minimizando a consisténcia das fezes (ROERIG et al., 2010; TROPINI et al., 2018).

A inadequacdo osmotica hidroeletrolitica no intestino pode agravar-se quando
o individuo apresenta o quadro de desidratacdo, podendo acarretar em hipovolemia,
choque e morte. Caso nao seja revertido rapidamente, a desidratacdo pode ocasionar
atrofia das vilosidades intestinais, minimizando a velocidade de absorcdo de
nutrientes, uma vez néo absorvidos estes promoverdo osmose de agua em direcao
ao limen intestinal (LEODIDO, 2017).

1.1.2.2 Diarreia secretora

Os individuos que superam esta patologia geralmente lidam com
consequéncias destas desenvolvidas a longo prazo, como por exemplo, maior
predisposicao a infec¢des, desenvolvimento mental tardio, bem como desnutricao.
Causada por estimulos capazes de mudar o transporte de ions através do epitélio de
revestimento o qual comecga a inocular maior quantidade de agua, resultando na
elevacdo da secrecdo de Cl e diminuicdo da absorcdo de Na* e CI, a diarreia
secretora € a segunda maior causa de morte o mundo, atingindo mais frequentemente
criancas (mortalidade infantil mediada em 580.000) com maior indice em paises com
renda em crescimento. (THIAGARAJAH et al., 2015; GRIGGS et al., 2016).

A diarreia secretora pode ser de origem infecciosa ou néo-infecciosa, a de
origem infecciosa € ocasionada por toxinas de origem bacteriana (Vibrio cholerae,
rotavirus, Escherichia coli enterotdxica e algumas bactérias enteroinvasivas). As
toxinas de origem bacteriana sdo capazes de causar a elevacédo dos niveis de AMPc,
GMPc ou Célcio intracelular, causando a abertura de canais que regulam a
condutancia transmembranar (CFTR) localizados na membrana apical, ativados
mediante a proteinas quinases causando o aumento na secrecédo de cloro e inibicdo
da absorcdo de sddio e cloro no intestino (SOUSA, 2016; LEODIDO, 2017).

1.1.2.3 Diarreia motora

A diarreia motora é originada a partir do desequilibrio da motilidade
gastrintestinal, oriundos de inflamagdes no intestino, hipertireoidismo, o uso de alguns
farmacos (antineoplasicos/ opiaceos), toxinas, reacdes pos cirdrgicas de vagotomia e

gastrectomia, que em sua maioria causam a elevacdo da motilidade intestinal,
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resultando em uma ma absorcdo de agua e em uma diminuicdo do periodo de
digestdo (KENT; BANKS, 2010).

1.1.2.4 Diarreia exsudativa

Lesbes na regido intestinal podem levar a diarreia de cunho inflamatério,
podendo ocasionar a elevacédo da secrecdo com sinais de hematoquezia (sangue nas
fezes), perda de proteinas e muco. A diarreia inflamatoria pode ser ocasionada por
patologias inflamatdrias que atingem o intestino como a Doenca de Crohn, neoplasias
e infeccbes por Salmonella, Campylobacter, Entamoeba hytolitica, Escherichia coli.,
estas podem originar hemorragias intestinas, inflamacdo e ulceracdo (GALE;
WILSON, 2016).

Além destes podem ser de origem viral mais comumente por Rota virus e
Novovirus, que reduzem a absorcéo de fluidos e eletrélitos, sua sintomatologia inclui
nauseas e émese, febre, desequilibrio eletrolitico podendo levar ao 6bito, o0 uso de
alguns medicamentos como 0s quimioterapicos e antibiéticos, também podem levar a
patologia (HAMMER; MCPHEE, 2016).

1.3 Tratamentos para doencas diarreicas

Para uma melhor abordagem acerca do tratamento clinico dos diversos
quadros diarreicos, faz-se necessaria a avaliacdo etioldgica, clinica, bem como o
histérico do paciente e, se necessarios, exames confirmatorios (GALE; WILSON,
2016).

A Organizacdo Mundial de Saude preconiza a Terapia de Reidratacdo Oral
(TRO) como o tratamento clinico para diarreia, porém, este tratamento ndo minimiza
significativamente a frequéncia da saida das fezes e o tempo de duracéo diarreica.
Durante episédios diarreicos infantis a OMS recomenda a ingestdo de zinco 20 mg
por dia em associagdo com a TRO no periodo de 10 a 14 dias para minimizagdo dos
maleficios causados pela diarreia (BARFFOUR et al., 2018).

Os niveis homeostaticos de zinco sao determinados pela ingestdo, absorgéo e
as perdas. Criangas com quadro de diarreia aguda tendem a apresentar diminui¢céo
dos niveis de zinco. Um estudo realizado por Passariello et al. (2011) mostra o

potencial benéfico da suplementacao do zinco na terapéutica da diarreia em criancas,
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outros estudos sobre o envolvimento do zinco em quadros de diarreia em adultos
ainda estéo sendo realizados (LUKACIK et al., 2008; DONOWITZ,2012).

1.3.1 Solucéao de reidratagao oral

Desenvolvida em 1970 a Solugdo de Reidratacdo Oral (SRO), teve como
objetivo inicial minimizar os efeitos de desidratacéo e acidose metabdlica ocasionados
por casos de diarreia aguda de origem infecciosa (SCHULTZ; CURRAN, 1970). A
SRO inicialmente era composta por 90 mM de Sdédio, 111 mM de glicose, com
osmolaridade de 311 mOsm. Com essa composi¢do da SRO teve efeitos benéficos
na desidratacdo, todavia ndo minimizou a quantidade e volume das fezes, para isso
decorreu-se uma série de modificagcbes para o melhoramento de suas a¢des no
organismo (BINDER et al., 2014).

O tratamento com a Solucdo de Reidratacdo Oral, estabelecida pela
Organizacdo Mundial de Saude, pode minimizar a mortalidade diarreica em 93 %
(MUNOS; FISCHER-WALKER; BLACK, 2010) atuando na melhora do quadro
diarreico. Sua acdo consiste na elevacdo da absorcdo de sbédio e agua através do
transporte passivo, para isso o0s niveis de sodio na SRO devem ser equivalentes a 75
mmol/L, glicose a 75 mmol/L com um total de 247 Osm/L de osmolaridade total da
solucéo (CARMO et al., 2012).

A prescrigdo para o uso da SRO varia conforme o grau de desidratagéo do
paciente. Durante a desidratacdo leve, onde se ha a perda de peso corpéreo
equivalente & 3 a 5 % é recomendavel a ingestdo de 50 mL/kg, em casos de
desidratacdo moderada, caracterizada pela perda de peso que varia entre 6 a 9% é
necessario a ingestédo do dobro do volume recomendado na desidratagéo leve sendo
este, portanto de 100 mL/kg, ja na desidratacdo severa com indice de perda de peso
corporeo superiores a 10%, € necessario concomitante a terapia de SRO (100 mL/kg)
a infusao intravenosa de fluidos (NEGREIROS, 2018).

A Terapia de Reidratacdo Oral age apenas como um tratamento auxiliar na
reabilitacdo do paciente e por ser de facil acesso e manipulacdo é bem aceita no
tratamento, porém n&o é suficiente para promover a total cura. E importante salientar
gue 0 seu uso apresenta algumas restricbes, podendo acarretar esporadicamente
alguns casos de hiponatremia sintomatica; em casos de choque hipovolémico infantil

nao € indicada, uma vez que a administracdo pode acarretar em prejuizos aos reflexos
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de protecado das vias aéreas (KING et al.,2013; FRANCESCHI et al., 2014; COSTA,
2016).

1.3.2 Farmacos opidides

Os peptideos opidides (encefalina, endorfinas, dinorfina) produzidos e
liberados pelos neurbnios entéricos, atuam de maneira crucial na regulacdo da
sinalizacdo gastrintestinal, levando a conformacdes na motilidade, transferéncia de
eletrolitos e fluidos. A ligacdo a receptores opidides no trato gastrintestinal diminui o
transito colbnico intestinal ocasionando a conexao inibitéria do nervo entérico, o pré-
bloqueio sinaptico e pos-sinaptico e a liberacdo de neurotransmissores. Os canais de
Cl a nivel epitelial podem ser ativados mediante aos neurdnios secretomotores,
gerando a perda osmolitica de agua em direcdo ao lumen intestinal, os farmacos
opibides, quando se ligam a estes neurdnios secretomotores geram a
hiperpolarizacéo, resultando na saida de fezes duras (PANNEMANS; CORSETTI,
2018).

A loperamida farmaco opidide da classe das piperidinas, destaca-se por ser de
facil acesso a populacao, trata-se de um, muito utilizado por décadas para casos de
diarreia aguda e cronica, atua inibindo o peristaltismo e a secrecdo gastrintestinal,
diminui a urgéncia fecal e aumenta o tdnus anal. A loperamida é um agonista dos
receptores p-opidide acoplado a proteina G (Gi), ao ligar-se ao seu respectivo receptor
causa a separacao das subunidades a e By acarretando a inibicdo da Adenil ciclase
(AC) e consequentemente do AMPc (REGNARD et al., 2011).

Os canais de calcio dependentes de voltagem se fecham diminuindo a
concentracdo intracelular de calcio, provocando a inibicdo da calmodulina. A
hiperpolarizacéo celular pela abertura dos canais de potassio retificador de influxo (Kir
3), resulta na diminuicdo da excitacdo e ocasiona o relaxamento do musculo liso,
elevando a reabsor¢éo de fluidos e sédio intestinal. Porém, o uso prolongado deste
medicamento pode causar a megacolon, que se caracteriza pela dilatacdo do
intestino, causada pela inibicdo da motilidade e retardamento do transito intestinal e
nao deve ser utilizado quando a diarreia for bacteriana (EGGLESTON; CLARK;
MARRAFFA, 2017).
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1.3.3 Farmacos anticolinérgicos

O trato gastrintestinal apresenta mais receptores muscarinicos, em especial o
tipo M3, estes receptores estdo acoplados a proteina G (Gg/G11). A acetilcolina é um
neurotransmissor, que liga-se ao receptor muscarinico Ms, provocando a separagao
das subunidades a e By da proteina Gq, que ativam a fosfolipase C, esta por sua vez
guebra os fosfolipidios de membrana formando bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP2) e
diacilglicerol (DAG), apéds a clivagem dé&-se inicio entdo a conversao de PIP2 em IP3
(trisfosfato de inositol), este por sua vez liga-se ao receptor presente na membrana do
reticulo sarcoplasmatico, desta forma h& a abertura dos canais de calcio, resultando
na saida de calcio das reservas intracelulares em direcdo ao citoplasma (UWADA et
al., 2017).

A elevacdo de Ca?* gera a ativacdo do receptor de rianodina presente no
reticulo sarcoplasmatico, causando dinamicamente o aumento crescente dos niveis
de Ca?*, como resultante final ha entdo a contracdo da musculatura lisa, o DAG
continua ancorado membrana plasméatica, uma vez que € estruturalmente hidrofébico,
este ativa entdo a Proteina quinase C (PKG), que atua fosforilando canais ibnicos. Os
receptores muscarinicos (Ms) se blogueados, leva a reducdo da liberacdo de Ca?*,
resultando na diminui¢cdo da motilidade gastrintestinal (MARSANGO et al., 2018).

Os antagonistas dos receptores muscarinicos, também conhecidos como
farmacos anticolinérgicos, impedem a ligacao da acetilcolina (neurotransmissor) ao
receptor muscarinico (tipo Ms) acoplado a proteina G (Gq), dessa forma reduzem a
secrecdo e a motilidade intestinal. Sdo muito prescritos no alivio dos sintomas
diarreicos e cdlicas intestinais, dentre os mais utilizados destacamos a escopolamina
(BUSCOPAN®) e atropina (ATROPIN®), presente em diversas formas farmacéuticas
(SOUSA, 2016; MENOZZI et al., 2017).

1.3.4 Antimicrobianos

Em casos onde ha uma identificacdo laboratorial do patdogeno a
antibidticoterapia € recomendada, bem como em areas endémicas ou suspeita
sintomatica de diarreia dos viajantes, € necessario que seja feita uma cuidadosa
analise a respeito da resisténcia do microrganismo para determinado antibiético
(COSTA, 2016), visto que os antibidticos quase que em sua totalidade estédo

envolvidos na infecgéo por Clostridium difficile, em especial o uso das cefalosporinas
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de terceira geracéao, como por exemplo, a clindamicina e flouroquinolonas (CANCADO
et al., 2018).

Na diarreia infecciosa ocasionada por Vibrio cholerae, Aeromonas sp,
Campylobacter sp, os antibidticos sdo indicados, no entanto, o uso da terapia é
limitada pela incapacidade de inibir de forma direta toxinas bacterianas, podendo em
alguns casos pode ocasionar resisténcia bacteriana, para evitar € necessario que haja
a confirmacéo de sensibilidade da cepa ao antibiético a ser utilizado (SOUSA, 2016).

A azitromicina e o ciprofloxacino sdo os antibioticos mais prescritos, por serem
de baixo custo, bem como seu menor risco em produzir resisténcia bacteriana, com
boa biodisponibilidade, o primeiro trata-se de um macrolideo, que atua inibindo a
sintese proteica, ao ligar-se reversivelmente a porcado 50S ribossomal, o segundo
pertence a classe das quinolonas, que agem inibindo as enzimas bacterianas (DNA

topoisomerase I/ 1V), prescritos em doses Unicas e seriadas (COSTA, 2016).

1.3.5 Probidticos

O uso de probidticos produzem uma série de beneficios ao sistema
gastrintestinal, agindo na diminuicdo da intolerancia a lactose, bem como reducao da
sintomatologia da doenca do intestino irritavel, instigacdo do sistema imunolégico,
minimizacdo da diarreia gerada por antibioticos e reducéo do rotavirus. De acordo
com a Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) e a
OMS, os probidticos tratam-se de organismos microscopicos viaveis que ao serem
veiculados em quantidades recomendadas (>10°8-107 UFC/g de produto administrado)
podem agir de forma a conferir beneficios a satde do homem (SOUKOUL et al., 2017);
seu mecanismo de acdo compreende a liberacdo de substancias que inibem o
crescimento do patégeno, competindo com 0s organismos microscopicos da flora
intestinal. Dentre os probidticos mais utilizados e pesquisados estao os Lactobacillus
sp, Bifidobacterium sp e Saccharomyces boulardii (NEGRUEIROS, 2018).

A garantia da viabilidade probiotica deve-se a tecnologia anidrobidtica, que
permite que células vivas sejam colocadas em matrizes com baixa umidade
permitindo assim sua encapsulacao (TRIPATHI et al., 2014), as pesquisas envolvendo
a utilizacdo de biopolimeros de camada fina plastificada (filmes comestiveis) neste
mesmo sentido tem crescido ao longo dos anos, bem como seus pros e contra, entre

os beneficios citados na literatura esta a capacidade de estabilizar a integridade
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estrutural dos alimentos, oriundo do inserimento de probidticos, um dos pontos criticos
desta inclusdo esta na letalidade bacteriana que pode ser gerada pela falta de
capacidade dos biopolimeros em inativar a atividade do metabolismo celular, como
forma de tentar suprir esta letalidade estudos com a incluséo de substancias capazes
de promover a eliminacdo de radicais livres, tem sido propostos (BURGAIN et al.,
2013; SOUKOULIS et al., 2016).

1.4 Plantas medicinais

As plantas medicinais contribuem para o desenvolvimento de férmulas
farmacéuticas por meio de seus metabolitos secundarios que atuam de forma direta
ou indireta no organismo (FIRMO et al., 2011) sendo muito utilizadas em comunidades
tradicionais como remédios caseiros, e conceituadas como produto de planta que ao
ser administradas em animal ou no homem, desempenha alguma acédo terapéutica
(MURUGESAN et al., 2019). A utilizacao de plantas para fins medicinais tem crescido
ao logo dos tempos, sendo incentivada pela OMS por sua acessibilidade econémica
a grande parte da populacdo, estimada em 80%, em paises em desenvolvimento
(SPRINGFIELD, et al., 2005, GALDINO, et al., 2012, SOUZA, et al., 2013).

Dotado de uma das maiores biodiversidades do planeta, o Brasil é rico em
fauna e flora, com ampla variedade de herbarias com potencial terapéutico, tendo a
fitoterapia como uma op¢do medicamentosa, abrangendo o atendimento primario a
saude (SOUZA-MOREIRA et al., 2010, MESSIAS et al., 2015). O uso frequente das
herbéarias trouxe grande visibilidade, despertando a curiosidade e interesse da
comunidade cientifica, que tem realizado muitos estudos de cunho observativo e
experimental para comprovacgéo de efeitos farmacologicos (SIANNI et al., 2005).

O Governo Federal do Brasil em 2006 aprovou a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos com o intuito de direcionar e firmar as pesquisas
desenvolvidas (BRASIL, 2006). O Ministério da Saude divulgou uma lista constando
71 espécies de vegetais com potencial farmacoldgico comprovados para a formulagéo
de novos farmacos, surgindo desta forma a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse do Sistema Unico de Satde (RENISUS) (BRASIL, 2009).

A extensao das pesquisas envolvendo fitoterapicos, deve-se sobretudo devido
ao alto custo dos medicamentos de origem sintética, a incidéncia de efeitos colaterais,

e a dificuldade de acesso da populacdo aos servicos medicos, ao crescimento do
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conhecimento quimico e farmacologico das plantas medicinais e seus derivados
ativos, contudo, alguns aspectos devem ser criteriosamente observados, dentre estes
as informacdes sobre a eficacia e seguranca destes compostos que devem ser
criteriosamente analisados através de levantamentos etnofarmacoldgicos, artigos de
cunho cientifico oriundos de estudos clinicos e pré-clinicos (VANACLOCHA;
CANHIGUERAL, 2003).

1.5 Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae, composta por 650 géneros e 13.000 espécies, possui trés
subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae e Ixoroideae, e esta familia tornou-se de
grande importancia econémica com utilizacdo na industria alimenticia e farmacéutica,
cerca de 40 espécies de Rubiaceae sdo utilizadas na medicina popular, sdo muito
conhecidas no meio cientifico pelos seus constituintes fitoquimicos dentre estes os
triterpenoides, saponinas, diterpenoides, esteroides, cumarinas, flavonoides, liganas,
derivados fendlicos e taninos (MARTINS; NUNES, 2015; SOUSA et al., 2018).

Entre as espécies da familia Rubeaceae, existem algumas de muita
importancia econbmica, dentre estas Coffea arabica L. e Genipa americana L.
(industria alimenticia), Ixora ssp., Mussaenda spp., Gardenia ssp (ornamentais)
(STRUWE, 2002; COELHO; AGRA; BARBOSA, 2006). Estudos realizados com
algumas espécies de plantas da familia Rubeaceae entre estas Canthium sp.,
Cinchona pubescens Vahl, Chiococa alba Hitchc, Chiococa brachiata Ruiz, Cinchona
calisaya Wedd, Genipa americana L., Gonzalagunia résea Standl, Hamelia patens
Jacq., Mitracarpus frigidus K. Schum, Morinda citriflora L., Palicourea longiflora Aubl.,
Pychotria carthagenensis Jaq., Psychotria ipecacuanha Stokes, Psychotria leiocarpa
Chan. & Schitdl demonstraram muitas atividades farmacolégicas dentre elas
antibacteriana, antiasmatica, analgésica, emética, diurética, antiarritmica,
antiulcerogenica, antidiarreica, antigonorreica, antiflamatoria, antioxidante,
antifungica, antirreumatica, leishmanicida, antitumoral, ansiolitica e anticonvulsivante
(SOUZA et al., 2013).

1.6 Género Tocoyena e espécie Tocoyena hispidula Standl
O género Tocoyena ocorre na regido neotropical € composta por 30 espécies

de arvores de porte pequeno aproximadamente 12 espécies sao registradas no Brasil,
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com distribuicdo em todas as regides (DELPETE; JARDIM,2012; OLIVEIRA, 2015).
Algumas plantas do género Tocoyena possuem indicagéo de uso medicinal entre elas
Tocoyena brasiliensis Mart.,, Tocoyena formosa (Cham. & Schltdl.), Tocoyena
guianensis Kunt., Tocoyena sellowiana (Cham. & Schitdl.) K.Schum usadas
popularmente no tratamento de queimaduras, reumatismo, tosse, torcdo, cistite,
reumatismo, problemas renais, cardiacos, contusdes e luxac¢des (Souza et al., 2013).

A Tocoyena hispidula Standl. é conhecida popularmente como “flor-do-cerrado”
e “angelca”, podendo ser localizada nas regides Norte e Nordeste. No Piaui, a
Tocoyena hispidula Standl. é encontrada no municipio de Campo Maior usada
popularmente no tratamento de dor abdominal e inflamacao do Utero (FARIAS et al.,
2004; SILVA et al., 2015) ( Figura 1).

Um grupo de pesquisadores da Universidade Federal do Piaui (UFPI) no ano
de 2018, ao realizar o isolamento e identificacdo estrutural de constituintes quimicos
da fracdo cloroformica do extrato etandlico do caule da Tocoyena hispidula, e
obtiveram como resultado seis compostos puros (lupenona, acido acetiloleandlico,
lapachol, chidolinato de metila, morindolideo) e quatro misturas de isoprenoides,
encontrando predominantemente triterpenoides e esteroides, o0 mesmo grupo de
pesquisadores também buscou avaliar a atividade antileishmania dos extratos,
fracBes e compostos frente a promastigotas de Leishmania major e verificaram que o
extrato etandlico, a fracdo cloroférmica (CHCI3), acetato de etila (AcOEt) e metandlica
(MeOH) e os compostos chelidonato de metila e 11- noriridoide inibiram o crescimento
de L. major, sendo as fracdes CHCIlz e AcCOEt mais efetivas que as demais (SOUSA
et al., 2018).

A casca do caule de Tocoyena hispidula Standl. foi inicialmente testada frente
as disfuncbes de motilidade e ndo apresentou resultados significativos, o extrato
etandlico das folhas de Tocoyena hispidula Standl, ainda ndo possui estudos frente
as disfunc¢des diarreicas, visto que é imprescindivel a realizacdo de pesquisas na area
para implementacao de terapias com melhores efeitos farmacoldgicos e menos efeitos
adversos, esta dissertacdo teve por objetivo a investigacdo do efeito do extrato
etanadlico das folhas de Tocoyena hispidula Standl em modelos de diarreia aguda.
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Figura 1- Tocoyena hispidula Standl

Fonte: Bidloga Ruth Raquel Soares de Faria, 2015



32
SOUSA, S. S. Atividade antidiarreica do extrato etandlico da folha de Tocoyena hispidula Standl
(Rubiaceae) em camundongos (2019). Dissertagdo de Mestrado em Farmacologia — PPGF/
NPPM/ CCS/ UFPL.




SOUSA, S. S. Atividade antidiarreica do extrato etandlico da folha de Tocoyena hispidula Standl
(Rubiaceae) em camundongos (2019). Dissertagdo de Mestrado em Farmacologia — PPGF/
NPPM/ CCS/ UFPL.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
v Investigar o potencial antidiarreico do extrato etanélico das folhas deTocoyena

hispidula Standl em modelos de diarreia experimental em camundongos.

2.2 Objetivos especificos:

v Avaliar o potencial toxicolégico do extrato etanélico (Th-EtOHr) das folhas de
Tocoyena hispidula Standl. em camundongos;

v" Analisar um possivel efeito antidiarreico do extrato etandlico Th-EtOHr no
modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino e no esvaziamento gastrico em
camundongos;

v Avaliar o efeito antidiarreico do extrato etandlico Th-EtOHt no modelo de
enteropooling induzido por PGE2 em camundongos;

v Investigar se o extrato etandlico Th-EtOHr possui efeito inibitorio no transito
gastrintestinal;

v Avaliar a participagédo da via opidde e ou muscarinica no efeito observado do

extrato etanolico Th-EtOHs .
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Farmacos e reagentes

Durante a pesquisa, foram utilizados 6leo de ricino, prostaglandina E2
(PGE2), sulfato de atropina, cloridrato de betanecol, obtidos da Sigma Chemical
Company, St. LOUIS. cloridrato de loperamida e cloridrato de naloxona, obtidos da
Janssen-Cilag Farmacéuticals LTDA, Brasil e CRISTALIA Pharmaceutical Chemicals
LTDA, Brasil, respectivamente. Os outros produtos quimicos e reagentes empregados
durante a pesquisa eram de grau analitico e obtidos a partir de fornecedores
comerciais padrdo. Todas as drogas foram dissolvidas em solucdo tampéo fosfato-

salina (PBS) ou solucéo salina.

3.2 Obtencao do extrato das folhas de Tocoyena hispidula Standl

As folhas da Tocoyena hispidula Standl foram coletadas na Fazenda
Lourdes (S 04° 51’ 32,4” W 42° 03’ 42,9” altitude: 154 m) no municipio de Jatoba do
Piaui em 31de maio de 2015. O material vegetal foi identificado pela botanica Dra
Ruth Raquel Soares de Farias. A exsicata foi depositada no Herbéario Graziella
Barroso da Universidade Federal do Piaui (UFPI) sob n.° ICN TEPB 30.572.

Para obtencdo do extrato etanodlico as folhas foram secas a temperatura
ambiente e submetidas extragdo exaustiva com etanol a 95% em temperatura
ambiente, com trés dias de duracdo para cada extracdo. A cada extracao, a solugao
hidroalcodlica resultante foi filtrada em papel filtro e concentrada por rotoevaporacao
a temperatura de 45°C e pressao reduzida e, posteriormente, congelada e liofilizada
obtendo-se 78,22 gramas (15,5%) do extrato etandlico bruto (Th-EtOHys), foi
armazenado em um refrigerador.

O extrato (Th-EtOHy) das folhas da Tocoyena hispidula Standl e utilizados
nesse estudo foram gentilmente fornecidos pelo grupo de pesquisa coordenado pela
Profa. Dra. Mariana Helena Chaves do Laboratério de Quimica Organica do

Departamento de Quimica da Universidade Federal do Piaui.

3.3 Animais
Foram utilizados camundongos Swiss (pesando de 25 a 30g), machos e
fémeas, provenientes do Biotério setorial da Universidade Federal do Piaui /UFPI,

mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (22 + 2° C), ciclo claro-escuro de

35



SOUSA, S. S. Atividade antidiarreica do extrato etandlico da folha de Tocoyena hispidula Standl
(Rubiaceae) em camundongos (2019). Dissertacdo de Mestrado em Farmacologia — PPGF/
NPPM/ CCS/ UFPI.

12 horas e livre acesso a agua. Os animais foram privados de alimentacdo por cerca
de 18 horas antes dos experimentos para avaliacdo antidiarreica. Todos os
experimentos desenvolvidos neste estudo foram submetidos previamente ao Comité
de Etica em Experimentacdo Animais da UFPI (CEEA/UFPI) sob o nimero de
protocolo 440/18. Os procedimentos referentes a eutanasia dos animais foram
realizados em conformidade com a resolugcdo do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria N° 1000 de 2012.

3.4 Anélise do extrato etandlico Th-EtOHrem HPLC analitico

O extrato etandlico Th-EtOH: foi analisado em HPLC analitico para
obtencao do perfil cromatogréfico. Na etapa de preparo da amostra, uma aliquota de
10 mg do extrato foi dissolvida em 1,0 mL de MeOH e aplicada em cartucho de
extracdo em fase sélida C-18, eluida com 6 mL de MeOH. Apds evaporacdo do
solvente, a amostra foi solubilizada em MeOH/H20 (1:1) e filtrada em membrana com
porosidade de 0,45 um, obtendo-se a concentracdo de 5 mg x mL™.

O volume de 10 pyL da amostra foi injetado no HPLC, usando gradiente
exploratorio de MeOH-Acetonitrila (ACN) 1:1 e H20 com 0,2% de AcOH (5% — 100%
em 40 min), com fluxo de 1 mL mint e comprimento de onda de 200 - 800 nm. A
Figura 2 mostra o aparelho de cromatografia.

As analises em HPLC analitico foram realizadas em cromatografo da
Shimadzu equipado com degaseificador DGU-20A5R, bomba LC-20AT, valvula LPGE
kit, injetor SIL-20AHT, forno CTO-20A, detector DAD SPD-M20A, controlador
CBMZ20A, coluna da Shimadzu modelo CL-ODS (M) com fase estacionaria de silica
ligada C-18, (250 x 4,6 mm, 5 um), com pré coluna C-18 Shim-pack 6-SIL, utilizado o
software Shimadzu Lab Solutions.

Figura 2 - HPLC Analitico
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Fonte: Arquivo do Laboratorio de Produtos Naturais/Departamento de Quimica -
UFPI

3.5 Ensaios farmacolégicos
3.5.1 Estudo da toxicidade aguda do extrato etanélico Th-EtOHs

Os camundongos receberam o tratamento por via oral com o extrato etandlico
Th-EtOHs (2000 mg/kg) e salina 0,9 % (2,5 mL/kg) em seguida foram observados por
30 minutos apds o tratamento e constantemente durante as primeiras 24 horas, com
atencao especial nas primeiras 4 horas e diariamente por 14 dias.

O numero total de mortos em cada grupo foi quantificado para o célculo da DLso
(concentracao letal para 50% dos animais). Os sintomas de doencas bem como
comportamento fora do padréao normal foram considerados e os sinais de toxicidade
foram avaliados conforme a OECD 423/ 2001 (tremores/ convulséo/ diarreia, agitacdo
entre outros), o peso corporal dos animais foram avaliados durante todos os dias, apds
o periodo de observacao (14 dias) os animais foram anestesiados com cetamina (60
mg/kg) e xilazina (5 mg / kg) administrados em associag&o via peritoneal, amostras
de sangue foram coletadas por puncao retro orbital em seguida os animais foram
eutanasiados e os 6rgdos (coracéo, rim, figado, intestino, pulméo, estémago) foram
removidos afim de verificar caracteristicas de toxicidade macroscopicas e
microscoépicas.

Para a analise histolégica, os 6rgdos acima mencionados foram fixados em
alcool, clarificados em xileno e banhados em parafina e tamponados em formalina a
10 %. ApGs a fixacdo, os respectivos 6rgaos receberam cortes graduados em secc¢des
de 5 um e corados com hematoxilina- eosina e analisados em microscoépico.

Figura 3 - Representacdo esquematica do protocolo experimental de Toxicidade
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3.5.2 Avaliacéao do efeito do extrato etanolico Th-EtOHs em modelos de diarreia
induzida por 6leo de ricino em camundongos

O grupo experimental foi composto por camundongos Swiss (pesando de 25 a
309), provenientes do Biotério Setorial. O método utilizado foi descrito por Awouters
et al. (1993) e por Costa et al. (2016), com algumas modificacées, para a inducéo de
diarreia por 6leo de ricino, os animais permaneceram sob condicdes mencionadas
anteriormente. Os camundongos foram divididos em grupos contendo 6 animais
(figura 5), cada grupo recebeu seu tratamento com o farmaco padrdo (loperamida),
substancia testada (Th-EtOHs), ou veiculo. Apos 1h a diarreia foi induzida nos grupos
experimentais por administracdo do 6leo de ricino (10 mL/kg, v.0.).

Ap6s a inducéo, foi observada a ocorréncia de fezes diarreicas caracterizadas
como fezes aquosas ou ndo formadas. Os animais foram alojados em gaiolas
contendo papel absorvente e a observacéo foi realizada durante 4h, sendo avaliadas
a massa total de fezes (mg) e o numero total de fezes diarreicas que foram excretados
por cada grupo durante este intervalo.

A partir da utilizacdo do método de DiCarlo et al. (1994), foi avaliada a
severidade da diarreia induzida por 6leo de ricino, na qual realizou-se a analise de
acordo com uma pontuacdo baseada na consisténcia das fezes. Assim foram
atribuidos os seguintes escores: fezes normais (ou falta de diarreia) = 0, fezes semi-
sélidas = 1, fezes pastosas/ fezes em pequena/moderada quantidade = 2, fezes
aguosas/fezes em grande quantidade = 3.

Em cada tratamento foi observada a sua atividade e esta foi expressa como
percentagem de inibicdo (%) da diarreia, sendo que o resultado do grupo controle foi
estimado como 100%. O calculo que foi realizado para avaliar a porcentagem de

inibicdo da defecacao e diarreia consiste:

% Inibicdo de defecacao/diarreia = [ (A - B) / A] x 100

Onde:

A = significa a massa média de defecacéo provocada por 6leo de ricino;

B = indica a massa média de defecacdo depois do tratamento com drogas ou a
substancia em estudo (Th-EtOHr).
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Figura 4 — Representacao esquematica do protocolo de diarreia induzida por 6leo de

ricino.
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3.5.3 Avaliacédo do efeito do extrato etandlico Th-EtOHs no acimulo de fluido
intestinal (enteropooling) induzido por 6leo de ricino

Neste protocolo foram utilizados camundongos Swiss (pesando de 25 a 30 g),
sendo cada grupo composto por um n=6 animais (figura 6). O ensaio de enteropooling
induzido por éleo de ricino foi realizado seguindo a metodologia descrita por Robert
et al. (1976) e por Costa et al. (2016), com algumas modificagdes, onde 0s animais
permaneceram em jejum de 18 horas antes do experimento. O ensaio iniciou com o
pré-tratamento com Th-EtOHs (10; 50; 100 mg/kg) ou loperamida (5 mg/kg, v.0.),
enguanto o grupo veiculo recebeu apenas a solucédo de NaCl 0,9% (2,5 mL/kg, v.0.) e
apo6s 1h realizou-se a indugéo de diarreia por 6leo de ricino (10 mL/kg, v.0).

Decorrido o periodo de 4h, os animais foram eutanasiados e o conteudo
intestinal relativo a por¢céo do piloro ao ceco foi colocado em tubo graduado e a
avaliacao da porcentagem de inibicdo da secrecéo de fluido intestinal prosseguiu da

seguinte forma:

% Inibicdo do volume intestinal = [(A - B) / A] x 100
Onde:

A = significa o valor da secrecao de fluido intestinal provocada por 6leo de ricino;
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B = indica o valor da secrecéo de fluido intestinal apds o tratamento com a droga

padréo ou substancia em estudo (Th-EtOHj).

Figura 5 - Representacédo esquematica do protocolo experimental de enteropooling

X g
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Th-EtOH, (10, 50, ¢ 100 mg/kg) Oleo de ricino A
(10 mlkg )

Salina 0,9% (2,5mUkg)
Loperamida (5 mg/kg)

0= normal
1= semi-sdlida
2=pastosa

3= aquosa
DICARLO et al, (1994)

3.5.4 Avaliacdo do efeito do extrato etandlico Th-EtOH: na motilidade
gastrintestinal

Através da utilizacdo do método descrito por DiCarlo et al. (1994), com algumas
modificagdes, foi avaliado o efeito do extrato etandlico Th-EtOHr sobre o transito
gastrintestinal, por meio da utilizacdo de uma refeicdo de carvdo como marcador da
distancia percorrida durante o transito. O presente protocolo foi dividido em trés
etapas, que foram realizadas separadamente, para verificar se ha envolvimento do
sistema opidide ou muscarinica na resposta do o extrato etandlico Th-EtOH: na
reducdo da motilidade gastrintestinal. Deste protocolo em diante, foi utilizada a melhor
dose do extrato etandlico Th-EtOHr obtida no protocolo de enteropooling, que foi de
50 mg/kg.

Na primeira etapa do experimento, foi avaliado o efeito da substancia testada
na reducéo do transito gastrintestinal no modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino.
Primeiramente, foi induzida a diarreia nos animais através da administracdo do 6leo
de ricino (10 mL/kg, v.0.) e ap6s 1 hora, os animais foram tratados oralmente com
salina, Th-EtOHs (50 mg/kg v.0.), ou loperamida (5 mg/kg, v.0.). Passando-se uma
hora, os animais receberam por via oral uma suspensao de carvéo (0,2 mL/animal)

contendo 10% de carvao ativado suspenso em 5% de goma arabica e apés 20 min,
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os camundongos foram eutanasiados e o intestino delgado foi removido e estendido
em uma superficie limpa. Em seguida, foi calculada a distancia percorrida pelo carvao
(marcador) em relacdo ao comprimento total do intestino delgado e essa distancia foi
expressa da seguinte forma:

% da distancia percorrida pelo marcador =[A / B] x 100
Onde:
A = representa a média da distancia percorrida pelo carvéo;
B = representa a média do comprimento total do intestino.

Na segunda etapa do experimento, foi examinado um possivel envolvimento do
sistema opioide no efeito do extrato na reducédo do transito gastrintestinal induzido por
Oleo de ricino. Entdo, foram utilizados outros grupos de animais, nos quais foi
administrado, naloxona (2 mg/kg, s.c.), um antagonista opioide, e ap6s 30 min, foram
tratados, por via oral, com salina, Th-EtOHs (50 mg/kg v.0.), ou loperamida (5 mg/kg,
v.0.), sendo este ultimo, um agonista opidide. Os proximos passos foram realizados
como descrito na primeira parte do ensaio.

Na terceira etapa dos experimentos, seguiu-se o método descrito por Morais
(2012), utilizado o modelo de transito gastrintestinal estimulado por betanecol, um
agonista colinérgico de receptores muscarinicos, para avaliar uma possivel atividade
anticolinérgica do Th-EtOHs na reducado do transito gastrintestinal em outro grupo de
animais. Inicialmente, os animais foram pré-tratados oralmente com salina (2,5 mL/kg,
v.0.), Th-EtOH: (50 mg/kg v.0.), ou atropina (3 mg/kg, s.c.), um antagonista colinérgico,
e apdés 30 min, os animais receberam betanecol (3 mg/kg, i.p.). Passando-se uma
hora, os camundongos receberam por via oral uma suspensdo de carvao (0,2
mL/animal) contendo 10% de carvao ativado suspenso em 5% de goma arébica e
apos 20 min, eles foram eutanasiados e foi mensurado a distancia percorrida pelo

carvao no intestino, a partir do piloro ao ceco, como foi descrito nas etapas anteriores.

Figura 6 — Representacdo esquematica do protocolo experimental de motilidade

gastrica e modulacéo opidide

41



SOUSA, S. S. Atividade antidiarreica do extrato etandlico da folha de Tocoyena hispidula Standl
(Rubiaceae) em camundongos (2019). Dissertacdo de Mestrado em Farmacologia — PPGF/
NPPM/ CCS/ UFPI.

12 —
- E 2'
¢ iy ; - il
J 1h {
1h -
) . ) f 1h o 30 min '
¢ R y - ‘
.
St Th-FA0H, Somp kg 0,2 ml de carviio stivade Th-EtOH, $0ma’kg 1h
Yo de nicano preiges . . ]
10 mlks Salina 0,99 2,5mlky (10% carvao em 5% Nak 2 ki Salma 0,9% 2 fmlkg
Lopermmnsda S mpky de goma arabica - v.0) Oleo de ricino || Naloxona 2 mykg, Lopersenida § mp'ks

0.2 ml de carvio stivado
(107 carviio em 5%
de goma arabica - v.0)

- ﬁ - .‘.\/'. 20 min

.
g ¥ Ry

Figura 7 — Representacao esquematica do protocolo experimental da modulacéo
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3.5.5 Avaliacdo efeito extrato etandlico Th-EtOH; sobre o esvaziamento gastrico

O esvaziamento géstrico foi aferido através da técnica de Reynell e Spray
(1978) modificada. Apoés jejum de 18 horas, os camundongos do grupo controle foram
tratados por via oral com salina (2,5 mL/kg), enquanto o grupo teste foi tratado com o
extrato etandlico Th-EtOHs (50 mg/kg v.0.). ApGs 1 hora, os camundongos receberam,
por gavagem, 300 pl de uma refeicdo teste que consistia de um marcador nao
absorvivel (0,75 mg/mL de solucdo de vermelho de fenol em 5% de glicose).
Decorridos 20 minutos, 0os animais foram eutanasiados e apds a laparotomia, o

estbmago e o intestino delgado foram expostos, rapidamente isolados por ligaduras
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nas juncdes gastro-duodenal, esodfago-gastrica e ileo-cecal sendo finalmente
removidos. Depois de sua retirada, o estbmago e o intestino delgado foram colocados
em uma mesa e divididos nos seguintes seguimentos: estdmago e intestino.

Cada um desses segmentos foi introduzido em um cilindro graduado e o volume
total foi aferido através da adicdo de 10 mL de 0,1 N NaOH. A seguir, os segmentos
foram homogeneizados por 30 s. Apds 20 minutos da homogeneizacao, foi retirado 1
mL do sobrenadante e centrifugado por 10 minutos a 2800 rpm. As proteinas no
homogeneizado foram precipitadas através da adi¢édo de acido tricloroacético (20 %),
e novamente centrifugadas por 20 min a 2800 rpm. A seguir, foram retirados 150 ul
do sobrenadante e adicionados a 200 pl de 0,5 N de NaOH, juntamente com 600 ul
de 4gua destilada. A absorbancia das amostras foi estabelecida em espectrofotdmetro
a um comprimento de onda de 540 nm e expresso em densidade Optica (D.O.).

A curva padrao foi obtida por espectrofotdmetro a 540 nm de uma concentracéo
conhecida de vermelho de fenol diluida em 0,1 N NaOH. ApoOs a determinacdo do
coeficiente linear (a) da curva padrdo, a concentragdo da solugédo (C = D.O.) e a
quantidade de vermelho de fenol (m) por cada segmento (m = C x volume) foram
determinadas. A retencao gastrica (x) foi expressa em % de acordo com a seguinte
formula:

(%) Retengao de corante no estdbmago x = (quantidade de vermelho de
fenol no estdmago/ total de vermelho de fenol no estdmago + intestino).

Figura 8 - Representacdo esquematica do protocolo experimental de esvaziamento
gastrico
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3.5.6 Avaliacdo do efeito do extrato etandlico Th-EtOH: no enteropooling
induzido por PGE2

Para a realizagdo do presente ensaio foi utilizado o método descrito por
Mukherjee et al. (1998), com algumas alteracdes. Primeiramente, os animais foram
pré-tratados com salina (2,5 mL/kg, v.0.), extrato etandlico Th-EtOHs (50 mg/kg v.0.)
ou loperamida (5 mg/kg, v.0.). Imediatamente apds os tratamentos, a diarreia foi
induzida por PGE2 (100 pg/kg, v.o.; Sigma Aldrich, EUA).

Ap6s 30 min da administragdo de PGEz, os animais foram eutanasiados e o
intestino delgado a partir do piloro ao ceco foi retirado e seu contetdo recolhido num
tubo de ensaio graduado para aferir o volume do conteudo intestinal. Para calcular a
porcentagem de inibicdo da secrecédo de fluido intestinal foi utilizada a mesma formula

descrita no protocolo de enteropooling com 6leo de ricino.

Figura 9 — Representacdo esquematica do protocolo de enteropooling induzida por
PGE:>

PGE, 100 pg'ke
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3.6 Analise estatistica
3.6.1 Anédlise estatistica dos protocolos in vivo

Os dados estédo apresentados como a média + EPM de animais em cada grupo
(n = 6-7). Os resultados obtidos nos animais do grupo veiculo tratados com solugéo
salina foram utilizados como valores de referéncia. Em todos os casos, os resultados
obtidos a partir dos grupos teste tratados com o farmaco de referéncia ou com o
extrato foram comparados com os resultados obtidos a partir do controle tratado com
solucéo salina. Os testes estatisticos foram realizados no software Graphpad Prism
(versado 6.0). A significancia estatistica das diferencas entre grupos foi determinada
por analise unidirecional da variancia (ANOVA) e o teste de Tukey. Para estudar a
fluidez das fezes, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do
teste de Dunn para comparacbes multiplas. As diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Obtencéao e andlise do extrato etandlico Th-EtOH: em HPLC analitico

O perfil cromatografico do o extrato etandlico Th-EtOH:, obtido em HPLC
analitico, mostrou bandas de maior absor¢éo nos tempos de retengdo (Tr) de 11,50;
12,10; 12,42 e 17,62 minutos (figura 10). Os espectros de UV destas bandas (figuras
11a, 11b, 11c, 11e) apresentaram uma absorcao forte em aproximadamente 237-238
nm. Observa-se também que o espectro de UV da banda Tr de 15,13 minutos (figura
11d) mostra absor¢des em 250 e 323 nm.

Figura 10- Perfil cromatografico em HPLC analitico do extrato etandlico Th-EtOH: em
240 nm.
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Figura 11- Espectro de absorcédo UV para as bandas com TR de 11,50 (a), 12,10 (b),

12,42 (c), 15,13 (d) e 17,62 (e) minutos, no cromatograma do o extrato etanolico Th-

EtOH:.
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4.2 Resultados in vivo
4.2.1 Teste de toxicidade oral aguda

Durante o teste de toxicidade oral aguda, ndo houve mortes ou sinais de
toxicidade com administracdo do extrato etandlico Th-EtOHs na dose de 2000 mg/kg,
via oral. Com relacéo ao peso dos animais durante os 14 dias de avaliacado ndo houve
alteracdes significativas entre o grupo controle (salina, v.0) e o grupo tratado com Th-
EtOH: (dados ndo apresentados), o peso dos orgdos retirados ap0s a eutanasia
também ndo mostrou alteracdes significativas (tabela 01), os niveis plasmaticos de
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), uréia (UUV),
albumina (ALB), bilirrubina direta (BID), bilirrubina total (BIT), creatinina (CRET),
glicose (GLI), proteina total (PRO) e gama gt (GGT) n&do apresentaram diferencas
significativas quando comparado ao grupo controle (tabela 02). Quando relizado a
analise histologica desses orgaos, ndo apresentou alteracdes patologicas (figuras 12-
16).

Tabela 1 - Efeito do extrato etandlico Th-EtOHs (2.000 mg/kg, v.0.) sobre o peso

absoluto (g) dos orgaos vitais de camundongos.

Orgéos Th-EtOH:s Controle
M. Absoluto M. Absoluto
Estdmago 0,312 £ 0,016 0,304 £ 0,021
Bago 0,114 + 0,004 0,112 + 0,007
Figado 1,356 £ 0,041 1,298 £ 0,025
Rins 0,438 £ 0,016 0,442 + 0,018
Coracéao 0,174 + 0,010 0,166 + 0,013
Intestino 2,290 + 0,088 2,162 + 0,138
Pulmao 0,262 + 0,032 0,312 + 0,109

Legenda: Os valores estédo expressos como média + EPM. Teste t-Student.
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Tabela 2 - Efeito do extrato etanolico Th-EtOHs (2.000 mg/kg, v.0.) nos parametros

bioquimicos de camundongos

Parametros

bioquimicos CONTROLE Th- EtOH:;
(unidade)

ALB (g/dL) 2,074 + 0,030 2,078 + 0,068
ALT (UIL) 45,40 + 3,415 51,20 £ 6,216
AST(UIL) 120,2 £ 12,46 133,0 +£ 16,05
BID (mg/dL) 0,006 + 0,002 0,006 + 0,010
BIT (mg/dL) 0,074 + 0,015 0,183 + 0,062
CRET (mg/dL) 0,336 + 0,046 0,272 + 0,009
GLI (mg/dL) 145,6 + 21,53 153,0 + 19,56
PRO (mg/dL) 5,916 + 0,219 6,050 = 0,044
UUV (mg/dL) 47,60 + 3,829 67,80 £ 13,98
GGT (mg/dL) 145,6 £ 21,53 153,0 + 19,56

Legenda: Os valores estdo expressos como média + EPM. Teste t-Student. aminotransferase ( AST)
e alanina aminotransferase (ALT), uréia (UUV), albumina (ALB), bilirrubina direta (BID), bilirrubina total
(BIT), creatinina (CRET), glicose (GLI), gama gt (GGT), proteina total (PRO).
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Figura 12- Secc0es histoldgicas do coracao apés a administracao do extrato etanélico
Th-EtOH: (2.000 mg/kg, v.0)
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Legenda: Fotomicrografia do miocérdio, Grupo controle (salina, v.0) e Th-EtOHs (extrato etandlico das

folhas de Tocoyena hispidula Standl) objetiva de 4x (a), 10x (b), 40x (c).

Figura 13- Seccdes histologicas do estbmago apos a administracdo do extrato

etandlico Th-EtOHr (2.000 mg/kg, v.0)
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Legenda: Fotomicrografia do estdmago, Grupo controle (salina, v.0) e Th-EtOHs (extrato etandlico das
folhas de Tocoyena hispidula Standl) objetiva de 4x (a), 10x (b), 40x (c).
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Figura 14- Seccdes histolégicas do figado apds a administracéo do extrato etanélico
o0 extrato etandlico Th-EtOH: (2.000 mg/kg, v.0)

CONTROLE

Th- EtOH,

40 X

Legenda: Fotomicrografia do figado, Grupo controle (salina, v.0) e Th-EtOH: (extrato etandlico das
folhas de Tocoyena hispidula Standl) objetiva de 4x (a), 10x (b), 40x (c).

Figura 15- Seccdes histolégicas do rim apds a administracdo do extrato etandlico Th-
EtOHs (2.000 mg/kg, v.0)

Legenda: Fotomicrografia do rim, Grupo controle (salina, v.0) e Th-EtOHs (extrato etandlico das folhas
de Tocoyena hispidula Standl) objetiva de 4x (a), 10x (b), 40x (c).



SOUSA, S. S. Atividade antidiarreica do extrato etandlico da folha de Tocoyena hispidula Standl
(Rubiaceae) em camundongos (2019). Dissertacdo de Mestrado em Farmacologia — PPGF/
NPPM/ CCS/ UFPI.

Figura 16- Seccdes histologicas do intestino apds a administracao do extrato
etandlico Th-EtOH: (2.000 mg/kg, v.0)
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Legenda: Fotomicrografia do intestino, Grupo controle (salina, v.0) e Th-EtOHs (extrato etanélico das
folhas de Tocoyena hispidula Standl) objetiva de 4x (a), 10x (b), 40x (c).

4.2.2 Escores de severidade e efeito do extrato etanolico Th-EtOH: sobre a
reducdo da diarreia induzida por Gleo de ricino
As doses administradas do extrato etandlico Th-EtOH: (10; 50; 100 mg/kg)

diminuiram significativamente os escores de severidade diarreica (figura 17).

Figura 17- Reducédo dos escores de severidade diarreica pelo extrato etanélico Th-

EtOH: em modelo diarreia induzida por 6leo de ricino em camundongos
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Legenda: Os valores estdo expressos como mediana + EPM (n = 5-7). *p <0,05 quando comparado
com o grupo veiculo + 6leo de ricino. Os dados apresentados sdo medianas com pontuacao minima e
maxima. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn foi usado para as
comparacdes multiplas. Abreviaturas: Lop, loperamida; Th-EtOHs, Tocoyena hispidula.

4.2.3 Efeito do extrato etandlico Th-EtOHr sobre a diarreia induzida por 6leo de
ricino

Nos experimentos realizados, observa-se que em todas as doses testadas (10;
50; 100 mg/kg), a Tocoyena hispidula foi eficaz em reduzir a massa total de fezes
(1,87+0,29* g/ 38,07%; 1,50+0,09 g/ 50,33%; 1,42+0,19 g/ 52,98%; 1,78+0,26 g/
37,41% respectivamente) e a massa total de fezes diarreicas no prazo de 3 horas
apos a administracao do 6leo de ricino, em comparacao com o grupo controle (0,25
+0,03Q). Este experimento demonstrou que o extrato também reduziu a diarreia de
modo geral (30,52%; 46,98%; 46,18%, 41,05% respectivamente) quando comparado
com o controle. E vélido ressaltar que a dose que apresentou maior eficacia na

reducgéo do total de fezes e de fezes diarreicas foi a dose de 100 mg/ kg (Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito do extrato etandlico Th-EtOHs na diarreia induzida por 6leo de ricino

em camundongos.

Tratamento (v.0.) Peso total Inibic&o da Peso total de

de fezes (g) defecacdo (%) fezes diarreicas

(9)

Inibicdo da
diarreia (%)

Salina (2,5 mL/kg)

0,25+ 0,03 : 0,09 0,01 .

Oleo de Ricino (10 mL/kg) 3,02 + 0,30 i 249+ 012 )
Th-EtOHr (10 ma/kg) 4 g7, ( 20+ 38,07 1,73+ 0,28 30,52
Th-EtOH (S0ma/ka) 4 504000+ 5033 1,32 + 0,20* 46,98
Th-EtOH: (100ma/ka) 4 454010+ 52,08 1,34 + 0,14* 46,18
Loperamida Gma/Ke) 4194004+ 9370 0,09 + 0,02* 96,38

Legenda: Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n = 5-6). *p <0,05 quando comparado
com o grupo controle.

4.2.4 Reducédo da geracao de fluido intestinal pelo extrato etandlico Th-EtOH: na
diarreia induzida por Oleo de ricino
Para avaliar a geragao de fluidos durante o processo diarreico, foi utilizado o

teste de enteropooling como forma avaliativa para este parametro. As doses de Th-
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EtOH: (10; 50; 100 mg/kg) reduziram significativamente o volume de fezes intestinais
(40%; 55%, 13,33% respectivamente) quando comparado com o controle (tabela 4).
Com os resultados de inibicdo de diarreia e enteropooling, sendo que ao levar em
consideracao todos estes resultados preliminares, pode-se observar que a dose de
50 mg/kg obteve os melhores resultados frente as outras doses, e portanto, utilizou-

se esta como a dose padrao para os testes seguintes.

Tabela 4- Efeito do extrato etandlico Th-EtOHs sobre o enteropooling induzido por 6leo

de ricino em camundongos.

Peso total do Volume do
Tratamento conteudo conteudo Inibicdo (%)
(v.0.) intestinal (g) intestinal (ml)
Veiculo (2,5 mL/kg) 1,76 £ 0,04 0,10+ 0,01 -
Veiculo + 6leo de ricino (10 mL/kg) 2,37 £ 0,05 0,60 + 0,02 -
Th-EtOH: (10 mg/kg) 2,25+ 0,06 0,36 + 0,04* 40,00
Th-EtOH: (50 mg/kg) 1,99 £ 0,04 0,27 + 0,02* 55,00
Th-EtOH; (100 mg/kg) 1,65+ 0,04 0,52+ 0,01 13,33
Loperamida (5 mg/Kg) 1,55+0,10 0,21 +0,01* 70,64

Legenda: Os valores estdo expressos como média tEPM (n = 5-7). * p <0,05 quando comparado com

0 grupo controle.

Figura 18- Efeito do extrato etanolico Th-EtOHt sobre o enteropooling induzido por

6leo de ricino em camundongos.
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Legenda: Lop, loperamida. Os valores estdo expressos como média tEPM (n= 5-7). *p<0,05 quando

comparado com o grupo veiculo + éleo de ricino.
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4.2.5 Efeito do extrato etandlico Th-EtOHr mediado pelo sistema opidide

Para avaliar o transito gastrintestinal, a distancia percorrida pelo carvao foi
mensurada. Na analise inicial, pode-se observar que a distancia percorrida pelo
marcador no grupo de animais tratados com extrato etandlico Th-EtOHs ficou em torno
de 38,49 £ 4,07% do comprimento total do intestino, valor este significativamente
menor (p<0,05; figura 19) do que o observado no grupo que recebeu salina e 6leo de
ricino (64,27 £ 3,500). Na andlise seguinte, pode-se observar que o grupo que recebeu
naloxona e Th-EtOHr ao ter a motilidade estimulada com 6leo de ricino apresentou a
distancia média percorrida pelo marcador de 54,24 + 3,81% e ndo apresentou
diferenca estatistica quando comparado com o grupo que foi pré-tratado com da

primeira analise.

Figura 19 - Atividade do extrato Th-EtOHs no transito intestinal induzido por 6leo de

ricino em camundongos e modulacéo do sistema opiodide

X

80 b

60 -1

40 :

0 T T 1 T
Veiculo Loperamida Th- EtOHf Veiculo Loperamida Th-EtOH¢
(5 mg/kg) (50 mg/kg) (5 mg/kg) (50 mg/kg)

Distancia percorrida pelo marcador (%)

Oleo de ricino (10 mL/kg)

Naloxona (2 mg/kg)

Legenda: Todos os animais receberam 6leo de ricino para a producéo de diarreia. No grupo de animais
tratados com o extrato etandlico Th-EtOHr (50 mg/ kg) houve diminuicdo significativa (*p<0,05) do
transito intestinal, a partir da distdncia marcada pelo carvao através do intestino delgado e o pré-
tratamento do grupo do extrato etandlico Th-EtOHr com naloxona (2 mg/kg, sc) néo alterou o transito.
Os resultados foram expressos como média + EPM de um minimo de 5 animais por grupo. *p<0,05 vs.
grupo Veiculo+6leo de ricino; quando compara-se 0s grupos Lop+06leo de ricino e Lop+Naloxona+éleo
de ricino. Andlise estatistica: ANOVA seguido do teste de Tukey.
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4.2.6 Avaliacdo da participacdo da via muscarinica no efeito promovido pelo
extrato etandlico Th-EtOHs sobre o transito gastrintestinal de camundongos
Nos resultados abaixo, pode-se notar que o carvao percorreu uma distancia
média de 50,34% do intestino delgado no grupo salina. O grupo de animais que foram
tratados apenas com solucao salina e betanecol (3mg/kg) obtiveram média de 69,58%
do percurso intestinal, valor este significativo, quando comparado com 0s animais
usados como grupo veiculo. Os grupos de animais que foram tratados com o extrato
etandlico Th-EtOHs (50 mg/kg) e atropina (3 mg/kg) apresentaram valores médios de
distancia percorrida pelo carvdo no intestino delgado de 43,07 % e 34,14 %,
respectivamente, que séo significativamente menores (p<0,05) do que o grupo que

recebeu o betanecol (figura 20).

Figura 20 - Efeito do extrato etandlico Th-EtOH: sobre o transito intestinal estimulado

por betanecol em camundongos

100 A

] 1

Veiculo Veiculo Th-EtOH+50 Atropina 3 mg/kg

Distancia percorrida pelo marcador (%)

Betanecol (3 mg/kg)

Legenda: Os animais receberam betanecol (3 mg/kg) para induzir um aumento da motilidade intestinal
e o pré-tratamento com o extrato etandlico Th-EtOHs (50 mg/kg) ou atropina (3 mg/kg) foram capazes
de reduzir significativamente a acdo muscarinica sobre o transito intestinal. Os resultados foram
expressos como média + EPM de um minimo de 5 animais por grupo. *p<0,05 quando se compara o
grupo veiculo+betanecol vs. veiculo, Tocoyena hispidula + betanecol, atropina + betanecol. ANOVA

seguido do teste de Tukey.
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4.2.7 Efeito do extrato etandlico Th-EtOHs sobre o esvaziamento géastrico de
camundongos

Nas analises realizadas foi possivel notar que o extrato etandélico Th-EtOHs ndo
altera o perfil de esvaziamento gastrico nos animais, pois o grupo controle teve uma
taxa de retencéo do marcador de 18,74 £ 1,75 % e o grupo que recebeu o extrato de
Tocoyena hispidula teve uma taxa de retencédo do marcador de 17,49 + 1,03 % o que
mostra que ndo ha diferenca estatistica quando comparamos ambos os valores (figura
21).

Figura 21- Esvaziamento gastrico de camundongos tratados e nao tratados com o
extrato etandlico Th-EtOH;s

251

20 -1

Retencdo do Marcador (%)

0 IIIIIIIIIIIII

Veiculo Th-EtOH50 mg/kg

Legenda: Observe que ndo héa diferenca estatistica nos dois grupos, mostrando que o extrato etanoélico
Th-EtOHs ndo altera o perfil de esvaziamento gastrico nesses animais. Foram utilizados grupos de 6-7
animais e a analise estatistica foi feita utilizando o teste t de Student. Obs.: O marcador utilizado foi o

vermelho de fenol, que se torna rosaceo (magenta) em pH > 8,2.

4.2.8 Efeito do extrato etandlico Th-EtOHr sobre os pardmetros de diarreia
causados por PGE2

A partir dos resultados, observou-se que o tratamento com o extrato etandlico
de Tocoyena hispidula Standl ndo reduziu o fluido intestinal em 0,7480 + 0,05678 dos
camundongos com enteropooling induzido por PGE:2 (Figura 22), pois a Tocoyena
hispidula Standl ndo foi capaz de reduzir a geracao de fluidos intestinais causado pela
acao da PGE:2 no intestino de forma diferente a loperamida (farmaco antidiarreico

padrdo) que reduziu significativamente a producao de fluidos em 0,4720 £ 0,2634.
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Figura 22 - Efeito do Extrato etandlico de Tocoyena hispidula Standl sobre o
enteropooling induzido por PGE2 em camundongos
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Legenda: Os valores estao expressos como média + EPM (n = 5-7). *p<0,05 quando comparado com

0 grupo controle.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, avaliou-se a atividade antidiarreica de um extrato de
Tocoyena hispidula em modelos experimentais de diarreia, uma desordem
gastrintestinal onde ha a passagem de fezes com o0 aumento na secrecdo de 4gua e
eletrdlitos que relaciona-se com a motilidade intestinal (AUTH; VORA; KOKAI, 2016;
THIAGARAJAH et al., 2018).

As plantas medicinais tem sido uma alternativa utilizada pela populacao para o
alivio e tratamento desta patologia desde os tempos primitivos, diversos estudos ja
foram realizados em busca de elucidar os mecanismos pelos quais 0s compostos
oriundos de plantas estariam atuando nesta desordem gastrintestinal como os
realizados com a Punica granatum Linn no qual avaliou-se os efeitos dessa planta
sobre os disturbios intestinais, resultados semelhante foram encontrados por Fonseca
(2017) que verificou a atividade espasmolitica e antidiarreica da Platonia insignis Mart.
“bacuri” aos quais salientaram que 0s compostos bioativos oriundos de plantas podem
ser uma alternativa viavel para o tratamento de patologias intestinais (QNAIS et al.,
2007; TASNEEM et al., 2019; SANTOS et al., 2019).

A parte da planta a ser utilizada varia de acordo com a necessidade, as folhas
tendem a ser as mais procuradas devido a facilidade de sua coleta quando comparado
as outras partes, tornando-as mais utilizada como componente de remédios. No meio
cientifico sabe-se que as folhas produzem mais metabdlicos secundarios ativamente
gue outras partes de plantas (BAYDOUN et al., 2015; BAHADUR et al., 2018).

Os extratos de plantas dispdem de inUmeras vantagens para descoberta de
novos constituintes, visto que oferecem uma mistura de constituintes fitoquimicos, o
sinergismo desses sao, em maioria, 0S responsaveis por sua maior acao
farmacoldgica quando comparado ao isolamento de um Unico, explica-se que o
isolamento do constituinte é favoravel quando a sua a maior atividade esta em um
anico constituinte (PARANJPE et al., 2013).

O método a ser utilizado para extracédo depende do objetivo, pesquisas indicam
gue o hexano é o solvente mais utilizado, porém o seu uso tem sido desacreditado
devido a sua toxicidade, o etanol possui alguns beneficios citados na literatura dentre
eles o fato de ser atdoxico, causar menos maleficios ao meio ambiente e ser
classificado pela FDA (Food and Drung Administration) como de classe 3, por possuir

riscos minimos a saude humana e ser considerado uma substancia menos toxica,
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(NETO; BATISTA; MEIRELLES., 2018). Visto que estudos anteriores nao foram
realizados com o extrato etandlico das folhas de Tocoyena hispidula Standl e que
nossos estudos preliminares demonstraram um bom potencial farmacologico
decidimos por utilizd-lo na investigacdo da atividade antidiarreica. Buscando
correlacionar os constituintes quimicos e a possivel acdo farmacologica do extrato
etandlico das folhas de Tocoyena hispidula Standl optamos por utilizar analise
cromatografica.

Inicialmente, foi verificado o perfil cromatogréafico do extrato etandlico Th-EtOHs
(Figura 1), usando o HPLC analitico, os resultados mostraram bandas de maior
absorcdo nos tempos de retencéo (Tr) de 11,50; 12,10; 12,42 e 17,62 minutos. Os
espectros de UV destas bandas (Figuras 2a, 2b, 2c e 2e) apresentaram uma absor¢ao
mais proeminente em aproximadamente 238 nm, caracteristica de compostos da
classe dos iridoides (LI et al., 2008).

Os iridoides sdo metabdlicos secundarios que podem ser divididos em
carbociclicos e seco-iridoides, sendo mais presente na forma glicosilada
(CARRERAS; MIGUEL; ALEIXANDRE., 2012; SILVA et al., 2018), sdo muito
encontrados e estudados em varias familias de plantas medicinais em especial a
Rubeaceae dentre elas Tocoyena formosa (Cham & Schltdl) K.Schum (BARROS et
al.,, 1996) Galium verum subsp. verum (DEMIREZER et al., 2005) Gardenia
jasminoides Ellis (FU et al., 2014), Genipa americana e Anthocephalus chinensis Mig.
Hedyotis tenelliflora Blume (MARTINS; NUNEZ., 2015), Morinda morindoides Milne-
Redh (SERI et al., 2017), com diversas a¢des farmacologicas ja descritas na literatura
como acgdo antifungica, antiviral, anti-inflamatéria, antinociceptiva, antioxidante,
antibacteriana entre outros (BARROS et al.,, 1996; GHISALBERTI, 1998; DINDA,
DEBANATH; BANIK., 2011; YANG et al.,, 2019), como também acfes no trato
gastrintestinal apresentando atividade antidiarreica (JAISWAL et al., 2010), amebicida
(CARRERAS; MIGUEL; ALEIXANDRE., 2012) e possuem acgao sobre a funcao
hepatica melhorando-a e apresentando também a capacidade de estimular a
eliminacdo de acidos biliares (CHANG et al., 1983; MIYAGOSHI; AMAGAVA;
OGIHARA., 1988). Desta forma, pode-se sugerir que os iridoides sdo 0os compostos
majoritarios no extrato etanolico Th-EtOH.

Quando analisados o espectro de UV da banda com Tr de 15,13 minutos
(Figura 2d) este mostrou absor¢des em 250 e 323 nm sugerindo tratar-se de composto
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da classe dos flavonoides (LI; SCHMITZ, 2015). Os flavonoides tratam-se
constituintes polifendicos com peso molecular baixo, responsaveis por diversas
atividades farmacoldégicas ja conhecidas como por exemplo atividade antibacteriana,
antioxidante, cardioprotetora dentre outras sabe-se que estes compostos sao
produzidos em sua maioria em pequenas quantidades e que sua producdo bem como
o acumulo estdo diretamente relacionadas com agentes causadores de estresse,
atuando como defensor, e também ao processo de climatizacdo ao meio ambiente,
auxiliando no processo de defesa dessas espécies (DE OLIVEIRA et al., 2019;
NAGULA; WAIRKAR., 2019; RENGASAMY et al., 2019)

Para a fracdo hexanica proveniente da particéo liquido-liquido do extrato EtOH
das folhas s&o descritos na literatura a presenga do D-manitol, a-tocoferol, (E)- fitol,
dos esteroides sitosterol e estigmasterol, dos triterpenos acidos ursolico, oleandlico e
rotungénico, bem como de uma mistura de triacilgliceréis de acidos graxos saturados
e insaturados (SANTIAGO; CHAVES, 2018).

Com o crescente uso das plantas medicinais, os estudos toxicologicos tornam-
se imprescindiveis, visto que uso destas herbarias também pode oferecer efeitos
adversos, todavia, a investigacdo toxicoldgica pré-clinica e clinica sdo necessarias
para que seja garantida a seguranca, bem como eficacia dos mesmos conforme a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2014).

A ANVISA fornece um “Guia para Conducédo de Estudos ndo Clinicos de
Toxicologia e Seguranca Farmacolégica Necessaria ao Desenvolvimento de
Medicamentos”, de acordo com este guia, estudos iniciais de Toxicidade Aguda
devem ser realizados, um dos métodos citados para esta avaliacdo € o Teste de
Toxicidade Aguda de Classe de numero 423/2001, preconizado pela Organizacéo
para a Cooperacdo de Desenvolvimento Econémico (OECD), que faz o uso de uma
menor quantidade de animal quando comparado ao método de DLso ( dose letal para
50% dos animais) (ANVISA, 2014; LEODIDO, 2017; EPA, 2017). Visto a necessidade
de investigacao toxicologica, realizamos a metodologia de investigacdo de Toxicidade
Aguda de Classe conforme a OECD Guideline 423 (2001) utilizando de uma Unica
dose de 2.000 mg/kg em um periodo de 24 horas.

Ao realizar-se o estudo toxicolégico, ndo foi possivel calcular a DLso visto que
ao administrar uma Unica dose do extrato etanélico Th-EtOH¢ (2.000 mg/kg) ndo houve

mortes durante o periodo de monitoramento (14 dias), além disso os animais nao
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apresentaram alteragbes comportamentais, estes permaneceram com o peso corporal
sem modificacdes, e também ndo apresentaram inconformidades com relacdo ao
peso dos 6rgdos (intestino, estdmago, rim, coracao, figado), conforme a OECD e
substancias com a DLso entre 2000 — 5000 mg/kg séo consideradas de classe 5, o
gue supde que sejam seguras, contudo para a melhor elucidacao faz-se necessaria a
realizacdo de estudos histolégicos e bioquimicos.

A funcionalidade de alguns 6rgdos pode ser analisada por concentracfes
bioguimicas séricas, que em uma avaliagdo toxicoldégica sdo valiosas para
identificacdo de sinais de toxicidade, enzimas hepaticas como alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) mostram a totalidade
celular, estas sao originadas majoritariamente pelo figado que ao sofrer um dano
comeca a produzi-las em maior escala, sendo este um sinal de toxicidade, j& os niveis
de proteina total bem como albumina, bilirrubina e gama GT determinam a
funcionalidade do figado, a diminui¢éo dos niveis séricos destes marcadores sugerem
que a funcdo hepatica esta reduzida, um achado comum em casos de danos no figado
ou patologias, ja 0 aumento destes niveis geralmente estdo atrelados a ingestdo de
proteinas em uma dieta ou a condi¢cGes cancerosas (BARIWENI et al., 2018).

A monitorizacdo da funcionalidade dos rins também é crucial quando se trata
de uma triagem toxicolégica, mais comumente € avaliado pelos niveis de ureia e
creatinina, o0 aumento nos niveis de ureia é sugestivo de ma funcionalidade renal ou
gue o animal apresenta desidratacdo, contudo niveis diminuidos séo correlacionados
a insuficiéncia hepatica aguda, ja a creatinina se trata de um indicador de filtracéo
glomerular (UGWAH-OGUEJIOFOR et al., 2019).

Os niveis de glicose em um animal podem sofrer influéncia de muitos fatores,
dentre eles o periodo de jejum, neste caso 0s niveis de glicose sdo diminuidos
drasticamente, se a glicose mantiver seus niveis elevados mesmo com o animal em
jejum pode ser sugestivo de diabetes, necessitando de maiores investigacdes
(ROBERTO et al., 2018).

Ao realiza-se a analise dos parametros bioquimicos dos camundongos,
verificou-se que ndo houve alteracdo nos niveis plasmaticos de aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase, bilirrubina total, bilirrubina direta,
albumina, proteina total, gama GT, creatinina, uréia e glicose ndo apresentaram

diferencas significativas, quando comparados ao grupo controle, que corroboram
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também com os parametros histoldégicos que permaneceram inalterados. De acordo
com o teste toxicologico, foi possivel constatar que o extrato ndo apresenta sinais de
toxicidade aguda, sendo assim, possivel prosseguir com a investigagao
farmacologica.

Este estudo evidenciou que o extrato etanolico Th-EtOH: possui atividade
antidiarreica em roedores constatados em varios protocolos de diarreia aguda e
evidenciados em protocolos de diarreia induzidos por 6leo de ricino estes resultados
corroboram com outros estudos realizados para comprovar a atividade antidiarreica
de plantas medicinais utilizadas pela populagdo como Cissampelos sympodialis Eichl.
(Sales et al., 2015) Bide biternata (Lour.) Merr. (KINUTHIA; MURIITHI; MWANGI,
2016), Clitorea ternatea Linn (PANDHARE et al., 2018).

Inicialmente, os testes realizados foram direcionados para a avaliacdo da
diarreia aguda induzida por 6leo de ricino. Quando administrado, o 6leo de ricino é
hidrolisado em glicerol e acido rinoleico pelas lipases do pancreas, sendo o acido
rinoleico o responséavel pela atividade diarreica, através do aumento do peristaltismo
e modificagbes na osmolaridade celular do intestino delgado, diminuindo em
concomitancia a permeabilizacdo de Na* e CI, acarretando também o acumulo de
substancias no lumen do intestino. O &cido rinoleico causa irritacdo da mucosa
intestinal, bem como acdo inflamatoria, liberando prostaglandinas, no intestino
delgado, provoca vasodilatagéo, contratibilidade do musculo liso, bem como secrec¢éo
de muco no intestino delgado, pela acdo das prostaglandinas e fator ativador de
plaquetas, oxido nitrico e ativacdo da adenilciclase, resultado na producdo de AMPc,
elevando desta forma o peristaltismo intestinal (MASCOLO et al., 1993; YOSHIO et
al., 1999; SINGH; KUMAR, 2017; ROJAS-BEDOLLA et al., 2018).

Nos resultados obtidos com todas as doses de Tocoyena hispidula Standl foi
possivel observar a reducéo significativa da quantidade total de fezes, bem como de
fezes diarreicas, inibindo a defecacéo e a diarreia induzida por 6leo de ricino, o que
sugere gque o extrato etanolico e a fracdo hexanica das folhas de Tocoyena hispidula
Standl (10; 50; 100 mg/kg) € capaz de inibir fatores envolvidos na elevacédo da
motilidade gastrintestinal e modificagdes na permeabilidade da membrana, resultados
semelhantes foram encontrados em um mesmo modelo de diarreia induzida por éleo
de ricino realizados por Bello et al. (2016) que analisou o efeito do extrato metandlico

de Nymphaea lottus Linn. constatando que o extrato foi capaz de inibir a diarreia
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induzida por 6leo de mamona de maneira dose-dependente.

Um estudo também realizado com o mesmo protocolo anterior observou-se o
efeito do extrato etandlico da Paederia foetida Linn (Rubeaceae), onde o extrato
aumentou o tempo de laténcia diarreica induzida por O6leo de ricino, quando
administrado nas doses de 100 e 500 mg/kg, com diminuicdo do nimero de fezes nas
primeiras horas do estudo (AFROZ et al.,, 2006), os mesmos achados foram
encontrados por Pandhare et al.,, (2018) que ao analisar o efeito antidiarreico do
extrato etanolico das folhas de Clitorea ternatea Linn. verificou que este foi capaz de
diminuir o tempo de evacuacfes bem como numero de fezes humidas.

Os resultados dos escores de severidade deram significativos na dose de 50
mg/kg do extrato, que indica que houve uma menor severidade na sujidade perianal
dos animais, quando comparado ao grupo que recebeu apenas o controle (6leo +
veiculo), isso reforca o potencial antidiarreico do extrato na diarreia induzida por 6leo
de ricino, estes achados corroboram com os encontrados por Santana (2016) que
estudou as propriedades antidiarreica de proteinas do latex.

Em uma tentativa de elucidar os mecanismos relacionados a atividade
antidiarreica do extrato etanolico Th-EtOH, estudou-se o efeito anti-secretor do extrato
realizando o teste de enteropooling. Descrito primeiramente por Robert et al. (1976),
o enteropooling tem como intuito avaliar a geracao de fluidos intestinais resultantes
da acdo das prostaglandinas. O extrato etandlico Th-EtOH:, nas doses de 10 e 50
mg/kg foi capaz de diminuir significativamente a producédo de fluidos intestinais,
achados similares foram também encontrados por Prasad et al. (2014) ao estudar o
extrato das raizes de Aconitum heterophyllun (Ranunculaceae) com o mesmo modelo
de experimentacéo.

O fendmeno de hormese foi observado no decorrer da analise dos resultados
obtidos da diarreia induzida por 6leo de ricino e no enteropooling, este fendbmeno tem
como caracteristica uma dose-reposta estimulante em doses baixas e inibitéria em
doses altas, apresentando um grafico de dose-resposta bifasica e hormetica, em
forma de U, U invertido (U-shaped) e em forma de J. (CALABRESE; BALDWIN, 2001;
CALABRESE; BLAIN, 2011). Esse resultado do estudo do extrato etandlico etandlico
Th-EtOHr assemelham-se aos encontrados por Negreiros et al. (2019) em seu estudo
sobre a atividade antidiarreica do a-terpineol em camundongos, que ao utilizar o

mesmo protocolo obteve como resposta um grafico dose-resposta em forma de U.
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Conforme os resultados encontrados, adotou-se entdo a dose de 50mg/kg como
protétipo para os outros testes.

Com o intuito de avaliar a agdo do extrato etandlico Th-EtOHr no transito
intestinal, buscamos avaliar seus efeitos na motilidade, usando como ferramenta o
carvao ativado, um agente que nao € absorvido e devido a sua adsorcdo impede que
haja absorcdo de drogas e substancias, é usado como um marcador de distancia
percorrida ao longo do musculo liso (BELLO; MAIHA; ANUKA, 2016). O resultado
inicial obtido neste protocolo constatou que o extrato foi capaz de reduzir
significativamente o transito intestinal quando estimulado pelo 6leo de ricino, e
comparado aos efeitos da loperamida.

Com efeitos semelhantes ao da morfina a loperamida (analogo meperidina), €
um agonista opidide que exerce seus efeitos nos receptores p-opidides, localizados
no sistema mioenterico (intestino grosso), provocando diminuicdo do ténus da
musculatura lisa, bloqueia a liberacdo de acetilcolina e minimiza os movimentos
peristalticos (LUTTERODT, 1989), buscando avaliar o envolvimento da via opidide,
realizou-se entdo a modulag&o do transito com a naloxona que por sua vez atua sobre
0s receptores opidides de forma néo seletiva, possuindo mais afinidade pelo tipo p-
opibides ( KINUTHIA; MURIITHI; MWANGI, 2016), é capaz de antagonizar os efeitos
exercidos pela morfina, fentanil e loperamida entre outros (LIU; WITTBRODT, 2002).

Durante a andlise da motilidade gastrintestinal, ao utilizar-se a naloxona, notou-
se que o0s animais que receberam o farmaco padrao (loperamida) apresentaram
reversdo dos efeitos anteriormente observados, demonstrando um aumento da
motilidade, no entanto, o extrato etandlico etandlico Th-EtOH: ndo apresentou
reverséo significativa dos seus efeitos permanecendo com o transito reduzido, com
iSSo constatou-se que o extrato possui efeitos sobre o transito intestinal, de forma a
reduzi-lo, constatando desta forma que a acdo antidiarreica é independente de um
mecanismo opidide na diminuigdo do transito intestinal, um achado importante visto
que os farmacos opioides apresentam fortes efeitos colaterais dentre este anorexia,
nauseas, vomitos, espasmos na regido abdominal, constipacéo e dor (CAMILLERI,
LEMBO; KATZKA, 2017).

Para a investigacdo de um provavel efeito anticolinérgico do extrato etandlico
Th-EtOHs realizou-se o transito modulado pela via colinérgica baseado nos
experimentos de Morais et al. (2012), a Acetilcolina € liberada pelo sistema nervoso
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parassimpatico e atua fisiologicamente na regulacdo dos transito intestinal, para a
analise deste efeito utilizou-se como agente um agonista colinérgico, neste caso o
betanecol que atua no estimulo contratil intestinal ao se ligar aos receptores
muscarinicos do tipo M3 (INCE; TURKMEN; YAVUZ, 2011; GAITONDE et al., 2018).

Em nosso estudo, verificou-se que o etandlico Th-EtOH: (50mg/kg) atuou
antagonizando os efeitos promovidos pelo betanecol, atuando de forma a reduzir o
transito intestinal, de forma semelhante a atropina, um farmaco de referéncia que atua
antagonizando o receptor muscarinico (LEODIDO, 2017) dessa forma pode se conferir
que o extrato etandlico Th-EtOH: pode estar atuando de forma competitiva pelos
receptores muscarinicos do tipo 3, reduzindo significativamente o transito intestinal,
visto que o transito indica somente a distancia percorrida pelo marcador. Apos esta
analise, realizou-se o teste de esvaziamento gastrico em uma tentativa de avaliar uma
provavel acao cinética do extrato etandlico Th-EtOH: exerce acao no intestino ou se
ha envolvimento do estomago nessa acao.

O vermelho de fenol é corante, ndo absorvivel, muito utilizado nos estudos de
esvaziamento gastrico, apresenta permeabilidade baixa, menos de 10% é secretado
pela urina, foi inicialmente estudado por Gorham (1923), € muito utilizado no modelo
de esvaziamento gastrico que consiste em verificar se algum composto atua de forma
procinética (HARRISON et al., 2004).

O protocolo de esvaziamento nos possibilitou observar que o extrato ndo tem
atuacdo no esvaziamento gastrico, visto que ndo houve retencdo significativa do
corante no estdbmago, comprovando o extrato etandlico Th-EtOHr exerce seus efeitos
exclusivamente a nivel intestinal, resultados similares foram encontrados por Costa et
al., (2016) ao estudar os efeitos do polissacarideo da alga Gracilaria caudata frente
ao esvaziamento gastrico. Dado os resultados ja obtidos do extrato, buscamos
também realizar o modelo de inducgéo de diarreia por Prostaglandinas E-z.

A prostaglandina E2 € originada do metabolismo da Cox Il (cicloxigenase II),
sua sintese inicia com a liberacdo de AA (acido araquiddnico) dos glicofosfolipideos
resultante das acbOes da fosfolipase que sofre conversdo em PH2 sob acdo da
cicloxigenase, trata-se de um valioso mediador inflamatorio, com acdo sobre a
migracao leucocitaria e angiogenese ao ligar-se aos seus receptores especificos (EP1,
EP2, EP3, EP4), sua atuacédo na musculatura lisa ocorre através dos receptores EPs3,

este quando ativado podem alterar a motilidade intestinal, promovendo perda
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hidroeletrolitica para o lumen do intestino; 0 modelo diarreico por prostaglandina E2
promove diarreia de cunho inflamatério (MUKAHERJEE et al., 1998; SHAHBAZIAN et
al., 2002; DUANGPROM et al., 2018; NISHIZAWA et al., 2018). Os resultados da
avaliacdo da diarreia induzida por prostaglandina (E2) ndo resultaram em diferenca
estatistica, pois quando avaliado o enteropooling induzido por PGE: verificou-se que
nao houve reducéo da geracao de fluidos, sugerindo que o extrato etandlico Th-EtOHs

nao teria influéncia sob a diarreia de origem inflamatéria.
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6. CONCLUSOES
e Quando realizado a caracterizacdo quimica do extrato etandlico Th-EtOHs
apresentou bandas caracteristicas das classes dos Iridoides e flavonoides,

sendo o primeiro encontrado em abundancia no extrato.

e O extrato etanodlico Th-EtOHt ndo apresentou sinais de toxicidade aguda.

e O extrato etandlico Th-EtOHr mostrou atividade antidiarreica no modelo de
diarreia e enteropooling induzido por O6leo de ricino, diminuindo

significativamente a producéo de fluidos intestinais e a quantidade de fezes.

e Acao antidiarreica do extrato etandlico Th-EtOH: Standl no intestino ocorre
devido a uma provavel acdo como um antagonista de receptores muscarinicos,
responsavel pela diminuicdo de fluidos gastrointestinais, bem como da

motilidade intestinal, e secre¢do de ions e 4gua para o lumen.

e O extrato etandlico Th-EtOHs ndo demonstrou efeito sobre o esvaziamento
gastrintestinal em camundongos, 0 que supde que seus efeitos ocorrem

apenas no intestino.

e O extrato etandlico Th-EtOHs ndo mostrou agdo antidiarreica frente a diarreia

induzida por PGE:2
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Figura 23 — Mapa conceitual do estudo da atividade antidiarreica do extrato

etanolico Th-EtOHr em camundongo
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PERSPECTIVAS
v Avaliar o potencial toxicolégico de fracdes obtidas das folhas de Tocoyena

hispidula Standl. em camundongos;

v' Analisar a existéncia de efeito antidiarreico das frac6es obtidas das folhas de
Tocoyena hispidula Standl. no modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino e

no esvaziamento gastrico em camundongos ;

v' Avaliar a atividade relaxante induzida pelo extrato das folhas de Tocoyena
hispidula Standl em 6rgéos isolados de ratos

v"Investigar a atividade espasmolitica do extrato etandélico das folhas Tocoyena

hipidula Standl em ileo isolados de rato.

v" Investigar a participacdo dos canais de célcio no efeito relaxante induzido pelo
extrato etandlico das folhas de Tocoyena hispidula Standl em ileo isolado de

rato.

v Investigar a participacdo dos canais de potassio sobre a mediacdo do efeito
relaxante induzido pelo extrato etandlico das folhas de Tocoyena hispidula

Standl em ileo isolado de rato.
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