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RESUMO
Eficacia do monoterpeno a-Terpineol na atividade antidiarreica em roedores

A diarreia é uma desordem gastrintestinal que se caracteriza pela mudanca na
consisténcia das fezes com aumento no teor de agua, tornando-as liquidas ou pastosas.
De acordo com a UNICEF, a diarreia € uma das principais causas de morte infantil,
representando em 2016, aproximadamente 8% de todas as mortes em criangas menores
de 5 anos. A terapéutica de doencas diarreicas geralmente é centralizada na reposicao
de fluidos e eletrélitos, mas as taxas de mortalidade ainda séo significativas, entdo a
populacéo faz uso de plantas medicinais como alternativa, tornando-as fonte de pesquisa
para descoberta de novos tratamentos. Assim, o0 objetivo deste estudo foi investigar o
efeito do monoterpeno a-Terpineol (a-TPN) na atividade antidiarreica e possiveis
mecanismos envolvidos na atividade evidenciada. Inicialmente, a atividade antidiarreica
do a-TPN foi avaliada no modelo de diarreia aguda e enteropooling induzido por éleo de
ricino em camundongos Swiss, que foram pré-tratados com a-TPN (6,25; 12,5; 25; 50
mg/kg, v.0.), e depois de 1 h receberam 6leo de ricino (10 mL/kg, v.0.). Os animais foram
entdo colocados em gaiolas forradas e observados durante 4 h, ao final do tempo, foi
avaliada a severidade da diarreia, peso total de fezes e a medicéo do volume do contetudo
intestinal (enteropooling). Para avaliar o transito gastrintestinal, os camundongos
receberam 6leo de ricino e 1 h depois foram tratados com a-TPN (12,5 mg/kg, v.0.). Apds
1 h, os animais receberam 0,20 mL de carvao ativado por via oral, e 20 min depois foram
eutanasiados e a distancia percorrida pelo carvdo no intestino foi mensurada. A
participacdo opidide e/ou antimuscarinica no transito gastrintestinal foi também
investigada usando naloxona (2 mg/kg, s.c.; antagonista opioide) e betanecol (3 mg/kg,
i.p.; agonista muscarinico), respectivamente. Na diarreia inflamatéria, os animais foram
pré-tratados com a-TPN (12,5 mg/kg, v.0.) e a diarreia foi induzida por PGE: (100 ug/kg,
v.0.). ApGs 30 minutos os animais foram eutanasiados e o volume do conteudo intestinal
foi mensurado. O efeito do a-TPN (12,5 mg/kg, v.0.) na diarreia secretora foi investigado
utilizando o modelo de secrecéo de fluido em alcas intestinais isoladas de camundongos
vivos tratados com toxina da célera. O a-TPN foi avaliado quanto a sua capacidade na
absorcdo de fluidos em alcas intestinais isoladas e interacdo com receptores GM1. As
doses testadas apresentaram efeito antidiarreico significativo (p<0,05), reduzindo a
guantidade total de fezes (55%; 48%; 44%; 24%, respectivamente) e fezes diarreicas,
exceto a dose de 50 mg (47%; 66%; 56%; 10%). Todas as doses foram significativas no
protocolo de enteropooling (46%; 78%; 66%; 41%, respectivamente), sendo que a dose
de 12,5 mg/kg do a-TPN exibiu os melhores resultados, sendo adotada como dose padréo
para os testes seguintes. O o-TPN reduziu o transito gastrintestinal, a partir de
mecanismos anticolinérgicos, além de exercer acao significativa no modelo de diarreia
induzida por PGE: (Inibicdo de 39%). Foi capaz de reduzir a geragao de fluidos e perdas
de ions CI, ao interagir diretamente com os receptores GM1 e a toxina da célera no
modelo de diarreia secretora, além de aumentar a absorcdo de fluidos no modelo de
absorcéo intestinal em algcas isoladas de camundongos. Diante dos resultados
apresentados, comprova-se a atividade antidiarreica do a-TPN por meio de reducéo da
motilidade gastrintestinal na diarreia aguda através da agéo anticolinérgica, na diarreia
induzida por PGE: e na diarreia induzida pela toxina da colera, a partir da interacdo entre
a-TPN-Toxina-GM1, reduzindo assim a perda de fluidos e ions para o lUmen intestinal,
tornando-o um forte candidato a farmaco para tratamento de doencas diarreicas.

Palavras-Chave: Monoterpenos, 6leo de ricino, prostaglandina Ez, célera, Receptor GM1.



ABSTRACT

Efficiency of the a-Terpineol monoterpene on antidiarreica activity in rodents

Diarrhea is a gastrointestinal disorder that stands out in a number of new ideas on the
subject, making them liquid or pasty. According to UNICEF, diarrhea is one of the leading
causes of child deaths, accounting for approximately 8% of all deaths in children under 5
years of age in 2016. The treatment of diarrheal diseases is usually centralized in the
replacement of fluids and electrolytes, but mortality rates are still significant, so the
population uses medicinal plants as an alternative, making them the source of research
for the discovery of new treatments. Thus, the aim of this study was to investigate the effect
of monoterpene a-Terpineol (a-TPN) on antidiarrheal activity and possible mechanisms
involved in the evidenced activity. The antidiarrheal activity of a-TPN was evaluated in the
model of acute diarrhea and enteropooling induced by castor oil in Swiss mice, which were
pretreated with a-TPN (6.25, 12.5, 25, 50 mg/kg, p.o.), and after 1 h they received castor
oil (10 mL/kg, p.o.). The animals were then placed in lined cages and observed for 4 h, at
the end of the time, the severity of the diarrhea, total weight of feces and the measurement
of intestinal contents (enteropooling) were evaluated. To evaluate the gastrointestinal
transit, the mice received castor oil and 1 h later were treated with a-TPN (12.5 mg/kg,
p.o.). After 1 h, the animals received 0.20 ml of activated charcoal orally, and 20 min later
they were euthanized and the distance covered by the coal in the intestine was measured.
Opioid and/or antimuscarinic participation in gastrointestinal transit was also investigated
using naloxone (2 mg/kg, s.c., opioid antagonist) and bethanechol (3 mg/kg, i.p.,
muscarinic agonist), respectively. In inflammatory diarrhea, animals were pretreated with
a-TPN (12.5 mg/kg, p.o.) and diarrhea was induced by PGE, (100 pg/kg, p.o.). After 30
minutes the animals were euthanized and the volume of the intestinal contents was
measured. In addition, the effect of a-TPN (12.5 mg/kg, p.o.) on secretory diarrhea was
investigated using the fluid secretion model in intestinal loops isolated from live mice
treated with cholera toxin. a- TPN was evaluated for its ability to absorb fluids in isolated
intestinal loops and interaction with GM1 receptors. As measured doses, the significant
antidiarrheal effect (p

<0.05) decreased the total amount of feces (55%, 48%, 44%, 24%, respectively) and
diarrheal stools, except for dose of 50 mg (47%, 66%, 56%, 10%). All doses were
significant in the enteropooling protocol (46%, 78%, 66%, 41%, respectively), and the
12.5 mg/kg dose of a-TPN exhibited the best results, being adopted as the standard dose
for the following tests. a-TPN reduced gastrointestinal transit from anticholinergic
mechanisms, in addition to exerting a significant action on the diarrheal model induced by
PGE2 (39% inhibition). It was able to reduce the generation of fluids and losses of CI- ions
by interacting directly with GM1 receptors and cholera toxin in the secretory diarrhea
model, in addition to increasing the fluid absorption in the intestinal absorption model in
isolated mouse handles. In view of the results presented, the antidiarrheal activity of a-
TPN is demonstrated by reduction of gastrointestinal motility in acute diarrhea through
anticholinergic action, in PGE»-induced diarrhea and in cholera toxin-induced diarrhea,
from the interaction between a-TPN-Toxin-GM1, thereby reducing the loss of fluids and
ions to the intestinal lumen, making it a strong candidate for the drug for the treatment of
diarrheal diseases.

Keywords: Monoterpenes, castor oil, prostaglandin E2, cholera, GM1 receptor.
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1 INTRODUCAO
1.1 Problematizacao

De acordo com a UNICEF (Fundo das Nag¢bes Unidas para Infancia), a diarreia
€ uma das principais causas de morte infantil, e que no ano de 2016 representou
aproximadamente 8% de todas as mortes em criancas menores de 5 anos, ou seja,
mais de 1.300 criancas morreram por dia e aproximadamente 480.000 por ano
(UNICEF, 2018). Nos paises em desenvolvimento, geralmente a diarreia é resultante
de agentes infecciosos, enquanto que em paises industrializados, a patologia esta
especialmente relacionada a alteracbes anatdmicas, funcionais e imunologicas
(AUTH; VORA; KOKAI, 2016).

A diarreia € uma desordem gastrintestinal que se caracteriza pela mudanca na
consisténcia das fezes com aumento no teor de agua, tornando-as liquidas ou
pastosas, e alteragdes na frequéncia de evacuagdes, podendo se manifestar de modo
agudou ou crénico (SMIEJA; GOLDFARB, 2016).

Normalmente a absorcao e secre¢do de agua no limen intestinal ocorrem de
forma simultanea, sendo que a absorcéo é quantitativamente mais elevada e quando
esta, € incompleta, torna-se um dos processos fundamentais no desenvolvimento de
doencas diarreicas. Se houver uma reducéo na absorgédo ou um aumento na secrecao
ocorre um acumulo excessivo de agua adicional no lumen, provocando diminuicdo da

consisténcia das fezes e assim, ocasionando a diarreia (SWEETSER, 2012).

Na pratica médica a distincdo entre diarreia aguda e crbnica se faz
principalmente pela duracdo dos sintomas, enquanto a primeira apresenta
sintomatologia rapida, a diarreia cronica € definida pela sua duracéo prolongada de
mais de quatro semanas. A diarreia cronica possui um diagndéstico diferencial mais
amplo e para o diagnostico, deve-se avaliar a historia clinica do paciente, exame fisico
completo, exames laboratoriais e testes funcionais, tais como a colonoscopia (BARES
et al., 2017; SCHILLER; PARDI; SELLIN, 2017).

Diversos patdgenos entéricos, entre virus, protozoarios e bactérias podem
estar envolvidos no desequilibrio da secrecéo de agua e eletrdlitos, desencadeando

doencas diarreicas. Este envolvimento ocorre por diferentes mecanismos, como a
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producdo de enterotoxinas, encurtamento das vilosidades, diminuindo assim, a area
de superficie para a absor¢cdo de nutrientes e até mesmo promovendo a destruicao
dos enterdcitos. Alguns patégenos invasivos, como Clostridium difficile e Shigella séo
responsaveis pelo desenvolvimento de diarreia inflamatéria caracterizada por febre e
presenca de polimorfonucleares nas fezes (HODGES; GILL, 2010; MUANGNIL et al.,
2018).

A terapéutica de doencas diarreicas geralmente € centralizada na reposicéo de
fluidos e eletrolitos utilizando solugdes de reidratacdo oral, mas mesmo sendo uma
terapia bem sucedida, as taxas de mortalidade e a morbidade ainda s&o significativas
(THIAGARAJAH et al., 2014). Além das terapias orais, 0 uso de plantas medicinais ou
de compostos oriundos delas como forma de tratamento se mostra de grande
relevancia, como por exemplo, Mentha piperita L. - Hortela-pimenta (LOGAN;
BEAULNE, 2002), Psidium guajava L. — Goiabeira (BIRDI et al., 2010), Laurus nobilis
L. — Loureiro (QNAIS et al., 2012), Citrus limon L. — Lim&o (ADENIYI et al., 2017). A
biodiversidade no Brasil tem contribuido para a descoberta de numerosas moléculas
biologicamente ativas e tem estimulado grande interesse de pesquisas, sendo
fundamentada em informac6es de varias geracdes, envolvendo o estudo com 6leos
essenciais, extratos, fracdes ou substancias isoladas, que vem aumentando
significativamente a possibilidade de desenvolvimento de farmacos fitoterdpicos
(AGRA et al., 2008; SILVA et al., 2018).

O a-Terpineol (a-TPN) é um alcool monoterpénico volatil, e pesquisas tem
demonstrado seu potencial farmacolégico em reduzir a hipernocice¢do mecanica e a
resposta inflamatoéria (OLIVEIRA et al., 2012), na atividade anticonvulsivante (SOUSA,;
QUINTANS-JUNIOR; ALMEIDA, 2007), efeito cardiovascular (SABINO et al., 2013),
efeito sobre lesdes gastricas (FERNANDES, 2016) e inducdo de retencdo gastrica
provavelmente envolvendo sinalizacdo colinérgica (SILVA et al.,, 2016). Este
monoterpeno a-TPN esta presente no 6leo essencial de varias plantas medicinais,
como da Punica granatum L. (romd) (QNAIS et al., 2007), Rosmarinus officinalis L.
(alecrim) (PACHU, 2007), lllicium verum (anis-estrelado) (FONSECA et al., 2012),
Psidium guajava L. (goiabeira) (TROTTA et al., 2012) que tem uso popular para

diarreia, evidenciando que o a-TPN pode ser um possivel farmaco antidiarreico.
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1.2 Defini¢cOes e Classificacdo das Doencas Diarreicas

A doenca diarreica € caracterizada pelo surgimento de fezes liquidas com ou
sem vOmitos, que podem estar associadas com febre e colicas abdominais
(KOTLOFF, 2017). Clinicamente, a diarreia € definida pelo aumento no peso das
fezes, excedendo 200 gramas/dia, mas é uma medida pouco significativa porque este
valor pode variar de acordo com a dieta, além de que o paciente pode ndo ser capaz
de estimar 0 peso em gramas. A diarreia comumente é subjetiva e diferenciada de um
paciente para o outro, sendo que as caracteristicas mais comuns incluem aumento da
frequéncia das evacuacdes e mudancas na consisténcia das fezes para liquidas ou
pastosas (TRINH; PRABHAKAR, 2007).

A diarreia pode ter diversas etiologias como: microbiana (bactérias, virus,
protozoarios), uso de medicamentos, alimentos contaminados, doencas enddcrinas,
sindrome do intestino irritavel, e é classificada de acordo com o periodo de duracéo:
prolongada/aguda (1-13 dias), persistente (14 dias ou mais) e crbnica (mais de 30
dias), ou de acodo com os mecanismos fisioldégicos: osmatica, secretdria, exsudativa
e motora, em que a maioria das etiologias tem uma fisiopatologia complexa
envolvendo um ou mais destes mecanismos (DANTAS, 2004; PATEL,;
THILLAINAYAGAM, 2009; VELAZQUEZ et al., 2012; BHUTTA; SYED, 2016).

1.2.1 Tempo de Evolugéo
1.2.1.1 Diarreia Aguda/Prolongada (DDA)

A diarreia aguda é considerada um episédio diarreico com inicio rapido,
duracdo menor que 14 dias, auto-limitada, aumento do volume e frequéncia de fezes
e perda de nutrientes, como agua e eletrdlitos. Geralmente a sua etiologia é infecciosa,
e as principais complicacdes podem ser devido disturbios hidroeletroliticos e déficits
nutricionais. Em relacdo a gravidade, a DDA é classificada em leve, moderada ou
grave: leve quando n&o séo observados sinais de desidratacdo; moderada quando ha
sinais leves ou moderados de desidratacdo e a reidratagéo pode ser realizada por via
oral; e ainda quando resulta em desidratacdo mais intensa com ou sem disturbios
eletroliticos, e requer terapia intravenosa. (BRANDT; ANTUNES; SILVA, 2015).
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As principais causas deste tipo de diarreia podem ser infec¢cdes por virus
(rotavirus, novovirus, astrovirus, adenovirus e calcivirus), bacterianos (como alguns
patotipos de Escherichia coli, Campylobacter spp., Salmonella enteritidis, Shigella
spp., Vibrio cholerae e Clostridium perfringens), intoxicacéo alimentar/toxinas (Bacillus
cereus, Staphylococcus spp.), medicamentos (antibiéticos, antiacidos, antagonistas
H2), ingestdo recente de alimentos ndo absorviveis (frutose, manitol, sorbitol),
isquemia intestinal (DANTAS, 2004; PATEL; THILLAINAYAGAM, 2009;
DRANCOURT, 2017; HOLMGREN; LUNDGREN, 2018).

A DDA pode apresentar-se como diarreia do viajante quando inicia-se durante
ou logo apds viajar para paises de baixa renda ou em desenvolvimento. Geralmente
€ associado a nauseas e vomitos, e mais raramente a dor abdominal, febre e sangue
ou muco nas fezes. Alguns fatores relacionados podem predispor a patologia, como
idade, estado imune do hospedeiro ou uso de medicamentos como inibidores da
bomba de prétons, jA que reduzem o acido cloridrico no estémago, permitindo que
organismos se proliferem e passem em maior nimero para o intestino (HEARN;
DOHERTY, 2014).

1.2.1.2 Diarreia Persistente (DP)

A diarreia persistente é caracterizada como uma patologia que se inicia na
forma aguda, mas persiste por mais de 14 dias e representa 30-50% dos casos de
morte provocados por diarreia em paises em desenvolvimento. Ocorre
predominantemente em criancas menores de trés anos, e a desnutricdo e
imunossupressao sdo fatores de risco para o desenvolvimento da doenca. Os
principais agentes envolvidos na diarreia persistente sdo Escherichia coli
enteropatogénica, Escherichia coli enteroagregativa, Giardia e Cryptosporidium
(GRIMWOOD; FORBES, 2009).

Este tipo de diarreia pode resultar de multiplas infeccdes consecutivas, uma
infeccdo néo resolvida, ma absorcdo secundaria (principalmente lactose) ou a
sindrome de poOs-gastroenterite em que 0s pacientes apresentam ma absorcdo ou
sensibilizacdo prolongada aos antigenos alimentares apds um episodio diarreico
agudo ou subagudo. Além das causas infecciosas, a diarreia persistente pode ser
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provocada por doenca celiaca, intolerancia ao leite de vaca, colite alérgica,
intolerancia a varios carboidratos. Apesar da predominancia em criancgas, esta diarreia
persistente pode ocorrer em adultos, especialmente pacientes com AIDS (OCHOA,;
SALAZAR-LINDO; CLEARY, 2004).

1.2.1.3 Diarreia Cronica

A diarreia crbnica é definida pela presenca de fezes pastosas ou liquidas mais
de trés vezes ao dia durante um periodo de mais de quatro semanas. Pode também
ser medida pelo volume ou peso, sendo considerada diarreia, o excedente de 200g
de fezes aquosas a cada 24 horas. Atualmente, estima-se que mais de 5% da
populacao tenha diarreia cronica e quase 40% desses pacientes tenham mais de 60
anos de idade (FERNANDEZ-BANARES et al., 2016).

As etiologias para diarreia crbnica sdao amplas, com implicacbes clinicas
variaveis, entdo uma maneira para categorizar a diarreia crénica € fundamentada na
fisiopatologia (Tabela 1). Assim, a diarreia cronica pode ser classificada como
osmatica, secretora, inflamatéria e diarreia por ma absorcdo. Para conseguir o
diagnéstico da doenca diarreica crbnica podem-se realizar testes de triagem de
sangue e fezes ou testes mais complexos, como diagndstico por imagem e avaliagdo
endoscopica e histolégica (RAMAN, 2017).

A diarreia crbnica em criangcas mostra uma etiologia relacionada a idade. Em
lactentes, pode estar relacionada a infec¢Bes intestinais persistentes e intolerancia a
nutrientes especificos, como a proteina do leite de vaca. Nos recém-nascidos, a
diarreia congénita € uma sindrome rara, mas bastante grave. Em criancas e
adolescentes, a doenca celiaca € uma das principais causas de diarreia (GUARINO;
VECCHIO; CANANI, 2012).

Tabela 1: Classificacao da diarreia cronica quanto a sua causa

TIPOS DE DIARREIA CAUSAS

T - FZ =3 X ~ZY-
Osmoética Laxantes osmoticos (Mg ™, PO P S04°<); Frutose

(frutas, refrigerantes)




23

NEGREIROS, P. S. Eficacia do monoterpeno a-terpineol na atividade antidiarreica em roedores.
2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI

Secretora Enterotoxinas bacterianas; Disturbios enddécrinos;
Diarreia congénita por cloreto; Cancer colorretal;
Linfoma de intestino delgado

Inflamatoéria Doenca inflamatdria do intestino: Colite ulcerativa;
Doenca de Crohn
Doencas Infecciosas: Bactérias - Shigella, Salmonella,
Campylobacter, Yersinia, Clostridioides difficile;

Esteatorreia Causas Entéricas: Doenca Celiaca, Doenca de
Whipple; Sindrome do Intestino Curto;
Sindromes de ma digestédo: Insuficiéncia pancreatica
exocrina; Baixos niveis de acido biliar no limen

intestinal.

Adaptado de FERNANDEZ-BANARES et al. (2016)

1.2.2 Mecanismos Fisiologicos
1.2.2.1 Diarreia Osmdtica

A diarreia osmotica ocorre quando um numero excessivo de particulas
osmoticamente ativas encontra-se no limen intestinal e assim, mais fluido move-se
passivamente para o limen pelo gradiente osmotico, desencadeando um aumento da
osmalalidade luminal, que pode exceder a capacidade de absorcdo do intestino. Isso
pode ocorrer devido a ingestdo de solutos que ndo sédo absorvidos, como laxantes
osmoticos; ma absorcdo de solutos especificos, como deficiéncia de lactase
congénita ou adquirida; insuficiéncia pancreética; danos na area de absorgcédo da
mucosa resultando em menos absorcdo de fluido, como gastroenterite aguda, e
doenca celiaca; distirbios de motilidade, como os observados na sindrome do
intestino irritavel que resulta em reducdo do contato com a luz intestinal e,
consequentemente, maior concentragdo de solutos no interior do lumen (Figura 1)
(SHILLER, 2012).

Figura 1: Fisiopatologia da diarreia osmotica
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osmaticos, como carboidratos ndo absorvidos. Fonte: Adaptado de BHUTTA; SYED (2016).
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1.2.2.2 Diarreia Secretora

A diarreia secretora é provocada pela superestimulacdo da capacidade de
secrecao de agua e eletrélitos no limen intestinal, sendo o efeito final 0 aumento da
secrecdo de CI e diminuicdo da absorcéo intestinal de Na* e CI (MOON et al., 2015;
THIAGARAJAH et al., 2015). As principais causas desse tipo de diarreia sdo bactérias
produtoras enterotoxina como o Vibrio cholerae e Escherichia coli enterotdxica,

rotavirus, e as bactérias enteroinvasivas como Shigella e Salmonella (WALKER et al.,
2013).

1.2.2.2.1 Diarreia Secretora causada por Vibrio cholerae e Escherichia coli

Estirpes de Escherichia coli enterotoxigénica e cepas O1 ou 0139 de Vibrio
cholerae sdo as principais causas de diarreia secretora devido a producdo de

enterotoxinas por estas bactérias que causam aumentos acentuados nas secrecdes
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entéricas e motilidade intestinal, resultando em fezes frequentes, volumosas e
aquosas, acompanhadas de nauseas e vOmitos, que muitas vezes precedem a
diarreia e em casos graves, pode ocorrer desidratacdo profunda (McCLARREN;
LYNCH; NYAYAPATI, 2011; THIAGARAJAH; VERKMAN, 2013; LOPEZ-
HERNANDEZ et al., 2015).

Estas toxinas causam um aumento nos niveis de AMPc nos enterdcitos
situados nas criptas, provocando a abertura dos canais reguladores de condutancia
transmembranar de fibrose cistica (CRTF) na membrana luminal e isso promove o
movimento de ions cloreto para o limen, causando assim um movimento secundario
de ions sddio para manter a neutralidade elétrica. Entdo, a 4gua segue o gradiente
osmatico criado pelo soédio e cloreto, causando um forte aumento no extravasamento
de liquido para o lumen intestinal (Figura 2), provocando a diarreia secretoOria
(WHYTE; JENKINS, 2012; PATEL et al., 2013).

Figura 2: Mecanismo envolvido no desenvolvimento de diarreia secretora por Vibrio

cholerae e Escherichia col

Na* Ccr Cr

Na* " N
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Legenda: cAMP: adenosina monofosfato ciclico; CFTR: canal de cloreto; Cl—: cloreto; H20: 4gua; K*:
potassio; Nat*: sédio; NKCC, cotransportador de cloreto, potassio e sédio; Na*/K- ATPase: Bomba de
sodio/potassio ATPase. Fonte: Adaptado de PATEL, et al. (2013).
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Vibrio cholerae é uma bactéria Gram-negativa que produz a toxina da colera
(CT) composta por duas subunidades, CT-A e CT-B. A subunidade CT-A & composta
por dois polipeptideos, CT-Al e CT-A2, responsaveis pela atividade téxica, enquanto
a subunidade CT-B apresenta uma estrutura de cinco monémeros nao toxicos,
responsavel pela ligacdo especifica da toxina aos receptores gangliosideos GM1
presente nas superficies das células intestinais (LIM et al., 2018; NAVOLOTSKAYA et
al., 2018). Apés a ligacdo ao GM1, a CT é endocitada pela célula e ocorre a
internalizacdo do complexo toxina-receptor através da agéo de caveolina, clatrina ou
via endocitica ARF6 (fator de ribosilacdo de ADP) que medeiam o transporte até o
complexo de Golgi. Existe uma afinidade do complexo CT-GM1 com o citoesqueleto
de actina que tem papel no transporte de CT do complexo de Golgi ao reticulo
endoplasmatico (ER). Depois que CT atinge o ER, é envolvido um processo celular de
reciclagem natural que normalmente recupera as proteinas dobradas do ER para a
sua degradacdo no citosol. No entanto, CT-Al aparentemente escapa a protedlise
pelos fatores de degradacdo do reticulo endoplasmatico (ERAD), presumivelmente
devido ao seu baixo teor de lisina, que € o alvo da ubiquitinacdo. No entanto, o reticulo
endoplasmatico reconhece o complexo proteico e induz a sintese de uma enzima
chamada dissulfeto isomerase, que atua clivando as pontes dissulfeto de proteinas
para que elas possam ser dobradas corretamente com o auxilio de chaperonas e é
nesse momento que a subunidade A da toxina se desconecta do complexo toxina-
receptor (Figura 3). Assim ocorre a entrada de CTA1, que catalisa a ribosilacdo de
ADP do componente trimérico da proteina Gs, ativando Adenil ciclase e
consequentemente ocorre um aumento de AMPc, que promove a abertura dos canais
de cloreto e promove a diarreia profusa, como foi explicado anteriormente (SANCHEZ;
HOLMGREN, 2011).

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) também sdo bactérias Gram-
negativas que causam diarreia profusa através de adesinas fimbriais para aderirem a
enterdcitos ao longo do intestino delgado proximal e entdo liberam dois tipos de
enterotoxinas: Toxina termolabil (LT) e Toxina termoestavel (ST) que promovem
diarreia pelo mesmo mecanismo que Vibrio cholerae. Sua transmisséo é fecal-oral,
sendo que este micro-organismo € mais frequente em areas com praticas de higiene
precérias e com acesso limitado ao saneamento e a agua potavel (WIERZBA,
BOURGIS, 2017; ZHANG et al., 2018).
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Figura 3: Patogénese de Vibrio cholerae e acédo da toxina da célera
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Legenda: GM1: receptores gangliosideo; CTA1 e CTA2: subunidades da toxina da cdlera responsaveis
pela atividade téxica; CTB: subunidade responsavel pela ligagdo especifica da toxina aos receptores
gangliosideos GM1; AC: adenilil ciclase; cAMP: adenosina monofosfato ciclico; CFTR: canal de cloreto;
CI-: cloreto; NaCl: cloreto de sddio; Fonte: Adaptado de CLEMENS, et al. (2017).

1.2.2.2.2 Diarreia Secretora causada por Rotavirus

E necessario ressaltar que pode haver um combinacéo de diarreia osmotica e
secretora, como no caso de rotavirus onde ha secrecdo mediada por enterotoxina
juntamente com diarreia osmotica provocada pelo dano ao enterdcito (BHUTTA,
SYED, 2016). O rotavirus é o principal agente causador da diarreia aguda infantil e
assim encontra-se na quarta posi¢ao dentre as causas mais comuns de mortalidade

nesta populagéo (GBD, 2015).

Estes virus infectam enterocitos nas vilosidades do intestino delgado,
resultando em morte celular, e assim € liberada uma nova progénie de rotavirus e
proteinas virais, dentre elas a enterotoxina NSP4, que promove a inibicdo do
transporte de fluidos e eletrélitos, diminuindo SGLT1 (transportador de glicose) e
assim impede a producéo e agédo das dissacaridases. Em conjunto, esses eventos
reduzem as taxas de absorcdo de fluidos, eletrolitos e glicose. Aléem disso, a
concentracdo de calcio intracelular € aumentada no epitélio intestinal em resposta ao

rotavirus e sua enterotoxina NSP4 e isto pode promover a liberacdo de aminas e
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peptideos das células enddcrinas intestinais que ativam células dendriticas neuronais
e, portanto, estimulam os reflexos secretores no sistema nervoso entérico pelo
aumento de fluxo de agua e eletrdlito no lumen intestinal. A NSP4 pode também se
difundir nas criptas para influenciar diretamente o epitélio secretor do intestino. Os
mediadores inflamatdrios, se presentes, também podem estimular os reflexos
nervosos (Figura 4). Apos varios ciclos virais, a extensiva lise celular provoca o
encurtamento das microvilosidades e ha uma reducéo da superficie de absorcao do
epitélio intestinal, resultando em um componente osmaotico que sobrepde ao secretor
(RUIZ; COHEN; MICHELANGELI, 2000; LUNDGREN; SVENSSON, 2001).

Figura 4: Esquema de diarreia induzida por Rotavirus
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Legenda: SGLT1: transportador de glicose; NO: 6xido nitrico; NSP4: enterotoxina do rotavirus. Fonte:
Adaptado de LUNDGREN; SVENSSON (2001).

Plexo Mioentérico



29

NEGREIROS, P. S. Eficacia do monoterpeno a-terpineol na atividade antidiarreica em roedores.
2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI

1.2.2.3 Diarreia Exsudativa

Este tipo de diarreia ocorre quando a barreira epitelial intestinal € comprometida
pela perda de células epiteliais ou rompimento de suas jun¢des, promovendo a
exsudacao de agua, eletrdlitos, proteinas do soro, sangue, muco ou pus, a partir de
areas inflamadas para o lumen intestinal, aumentando o volume fecal, e assim,
desencadenado a diarreia. Nesse grupo, estdo incluidas as doencas inflamatorias
intestinais (Colite ulcerativa, Doenca de Crohn), neoplasias intestinais, infeccbes por
Escherichia coli., Salmonella, Shigella, Campilobacter, Mycobacteryum tuberculosis,
Clostridioides difficile e Entamoeba (DANTAS, 2004; VELAZQUEZ et al., 2012).

A Salmonella, Shigella e o Campylobacter invadem a mucosa intestinal e
provocam uma lesdo causando ulceracéo, inflamacéo e hemorragia (GALE; WILSON
2016). O Clostridioides difficile produz uma enterotoxina, toxina A, e uma citotoxina,
toxina B, que causam diarreia e colite (ROCHA et al., 1998). Doencas inflamatérias
intestinais, como colite, sdo caracterizadas por um processo inflamatoério, na qual
ocorre migracao de leucécitos e producao de citocinas proé- inflamatoérias como TNF-
a e IL-1B, provocando diarreia (CUNHA, 2012).

A diarreia infecciosa aguda também pode ser causada por virus, como o
Norovirus e Rotavirus, causando reducdo da absorcdo de fluidos e eletrélitos.
(GUERRANT et al., 2001). O novovirus tem prevaléncia estimada em 12% em
criancas menores de cinco anos de idade hospitalizadas por diarreia grave
(DRANCOURT, 2017). Sdo membros da familia Caliciviridae e suas cepas podem ser
divididas em cinco grupos (GlI, GlI, GllI, GIV e GV), sendo os grupos GlI, Gll e GIV os
responsaveis por infectar humanos (LOGAN; O’LEARY; O'SULLIVAN, 2007). A
doenca pode provocar vomitos, nauseas diarreia e febre, além de distarbios
eletroliticos, lesdo renal aguda, arritmia e morte em casos de pacientes idosos. O
norovirus tem transmissao via oral-fecal e por meio da ingestdo de agua ou alimentos
contaminados (MAWATARI; KATO, 2014; WHITE; RAJAGOPALAN; YOSHIKAWA,
2016).
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1.2.2.4 Diarreia Motora

Este tipo de diarreia é provocada por perturbacdes da motilidade intestinal,
como o transito acelerado, causando inadequada mistura do alimento com as enzimas
digestivas, e 0 pouco contato com a superficie absortiva, por resseccao intestinal ou
fistulas enteroentéricas. Além disso, doenca celiaca, doencas inflamatorias do
intestino, sindrome do intestino irritvel, resultam em aumento da motilidade,
promovendo diarreia (DANTAS, 2004).

1.3 Epidemiologia das Doencas Diarreicas

A diarreia encontra-se entre as cinco principais causas de morte em paises de
baixa e média renda, com uma estimativa de 4,5 bilhdes de episodios anualmente e
dentre estes, 1,7 bilhdo ocorrem em criangcas menores de cinco anos de idade e
ocasiona cerca de 525.000 o6bitos nesta populagdo (WHO, 2017).

Os principais fatores de risco para o surgimento de doencas diarreicas em
paises em desenvolvimento é 0 acesso precario a agua potavel, uma higiene
adequada e saneamento béasico (KOTLOFF, 2017). A defecacao em locais abertos
leva a contaminacao hidrica devido ao transporte de patdégenos de material fecal
humano e animal para fontes de agua potavel em periodos chuvosos (KUMAR et al.,
2017).

No ano de 2013, foi mensurado 6,3 milhdes de mortes de criangas na faixa
etaria de até cinco anos, e dentre estes, 51,8% morreram por causas infecciosas,
sendo que a diarreia encontra-se na segunda posi¢ao entre as causas mais comuns,
ficando abaixo apenas das infec¢Bes agudas do trato respiratorio (Figura 5). Nos
paises em desenvolvimento, as causas de doencas diarreicas sdo principalmente
infecciosas, incluindo bactérias produtoras de enterotoxinas, como Vibrio cholerae e
Escherichia coli; virus, como o rotavirus e bactérias enteroinvasivas, como Shigella e
Salmonella (LIU et al., 2015)
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Figura 5: Causas globais da morte infantil em 2013
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Analisando os locais de risco de diarreia, estas areas podem ser consideradas
de baixo risco em que a incidéncia € menor ou igual a 8% que incluem o centro e norte
da Europa, Estados Unidos, Canada, Japao, Australia, e Nova Zelandia regides com
um risco intermediario de mais de 8% a 20% incluindo o sul e leste da Europa, RUssia,
China, Israel, Caribe e Africa do Sul, e &reas com maior risco, onde as taxas de diarreia
do viajante estdo entre 20% e 90% e incluem paises do Oriente Médio, sul da Asia,
América Central e do Sul e Africa (Figura 6) (KOLLARITSCH; PAULKE-KORINEK;
WIEDERMANN, 2012).
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Figura 6: Areas de risco de adquirir diarreia

@ Baixo
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Legenda: Baixo: Regifes de baixo risco; Intermediario: Risco intermediario; Alto: Elevado risco de
adquirir diarreia do viajante. Fonte: Adaptado de HEARN; DOHERTY (2014).

No Brasil, os indicadores de mortalidade de 2011 mostraram 756 Obitos por
doenca diarreica aguda entre criangas menores que cinco anos, sendo 354 (46,82%)
destes na regido Nordeste, seguido pela regido Norte que apresentou 165 ébitos
(21,82%). O Piaui apresentou 20 casos, sendo o terceiro estado do Nordeste em maior
proporcao de mortes, ficando atras apenas de Pernambuco e Alagoas, mas a maioria
dos casos ndo encontram-se notificados (BRASIL, 2012). A Secretaria de Saude do
Estado do Piaui (Sesapi) notificou cerca de 100 mil casos de diarreia no ano de 2013

e destes 126 Obitos foram registrados em todo o estado (SESAPI, 2018).

De acordo com a UNICEF, no ano de 2016 a diarreia representou
aproximadamente 8% de todas as mortes em criangcas menores de 5 anos, sendo
mensurado 502.806 mortes mundialmente e 1.122 no Brasil nesta populacao
(UNICEF, 2018).
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1.4 Tratamentos utilizados contra as Doencas Diarreicas

Para realizagé@o do tratamento da diarreia, € necessario o historico completo do
paciente e exames para avaliacao clinica da desidratacao e da etiologia da patologia
para definir a terapéutica inicial de uma doenca diarreica (GALE; WILSON, 2016).

Embora continue sendo uma das principais causas de mortalidade em criancas
menores de cinco anos, nas Ultimas décadas houve um declinio na taxa de
mortalidade por diarreia aguda nos paises em desenvolvimento devido principalmente
a implantacdo da solucéo de reidratacéo oral (SRO) da OMS - Organizacao Mundial
da Saude (SUH; HAHN; CHO, 2010). O principal suporte do tratamento sintoméatico
de diarreia infecciosa aguda, particularmente em criancas pequenas com risco de

desidratagdo, é proporcionar reidratacdo (FAURE, 2013).

1.4.1 Solugao de Reidratac¢éo Oral

As primeiras terapias de SRO recomendadas continham 90 mM de sédio, 111
mM de glicose e osmolaridade de 311 mOsm, o que diminuiu mortalidade causada
por diarreia aguda, devido ao aumento da hidratacdo dos pacientes, no entanto, nao
reduziu o volume fecal ou a duracao da diarreia. Isso levou a varias modificacdes de
suas composicdes e ao desenvolvimento de novas solugdes. Entdo houve uma
reducdo da osmolaridade da SRO (245 mOsm), do sddio (75 mM) e de glicose (75
mM), promovendo assim nestas proporcdes, o aumento da absorcdo de sodio e
consequentemente de agua, melhorando o quadro do paciente (LI; VAZIRI, 2012).

A dosagem prescrita de sol ucdo de reidratacdo oral depende do grau de
desidratacdo. Em casos de desidratacéo leve (3 a 5% de perda de peso corporal), a
dosagem é de 50 mL/kg, sendo que a dosagem deve ser aumentada para 100 mL/kg
em pacientes com desidratacdo moderada (6 a 9% de perda de peso corporal).
Durante a desidratagdo severa (=210% de peso corporal), os fluidos intravenosos
devem ser inicialmente infundidos, seguidos por SRO a 100 mL/kg quando o paciente
€ consegue realizar a ingestéo oral. Esta terapia ndo € capaz de promover a cura,
mas auxilia na recuperacao do paciente, exceto quando as perdas sdo muito severas
ou ha vémitos profundos associados. Embora a terapia seja recomendada para todas

as faixas etarias e para diarreia de qualquer etiologia,
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algumas restricbes se aplicam ao seu uso, pois apesar da raridade, SRO pode
provocar hiponatremia sintomatica (ATIA; BUCHMAN, 2009). Além disso, a sua
administracdo é contraindicada em criancas em choque hemodinamico porque os

reflexos de protecéo das vias aéreas podem ser prejudicados (KING et al., 2003).

1.4.2 Farmacos Opioides

Medicamentos opioides foram usados ha varios séculos para atividade
antidiarreica e ainda sao considerados como tratamento mais eficaz e ndo especifico
para a diarreia (LI; VAZIRI, 2012). Dentre esta classe de farmacos, a loperamida é a
uma medicacdo antidiarreica mais utilizada e seu efeito farmacolégico € alcancado
predominantemente pela ligacdo aos receptores [ opioides acoplados a proteina Gi
no plexo mioentérico, inibindo a liberacéo de acetilcolina e prostaglandinas, reduzindo
assim, o peristaltismo e a secre¢do de liquidos, o que resulta em maior tempo de
transito gastrintestinal e aumento da absor¢céo de fluidos e eletrdlitos. Além disso,
pode antagonizar os canais de calcio, o que pode resultar em motilidade gastrintestinal
reduzida (GODEL, 2003; MILLER et al., 2017).

A loperamida apresenta uma baixa absorcéo oral e € incapaz de atravessar a
barreira hematoencefalica em doses apropriadas (exceto em criangas menores de
dois anos), deste modo possui poucos efeitos no sistema nervoso central, mas néo
apresentam atividade analgésica significativa e assim nao é capaz de diminuir a dor
associada a alguns quadros diarreicos. O uso cronico de loperamida pode inibir a
motilidade intestinal e prolongar o tempo de transito, causando megacolon. Em casos
em gue a diarreia é causada por infeccdo por bactérias produtoras de enterotoxinas,
nao deve ser utilizada terapia antidiarreica, pois a diarreia pode ser um mecanismo
protetor e ndo deve ser inibida. Alguns pacientes podem sofrer sonoléncia ou tonturas
ao usar loperamida, portanto todos os pacientes tem que ser informados sobre o
cuidado que devem ter ao dirigir ou operar maquinas apés o uso do mesmo (BAKER,
2007).
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1.4.3 Farmacos Anticolinérgicos

Anticolinérgicos sdo outro grupo de farmacos que atuam reduzindo a motilidade
e a secrecao, a partir do bloqueio da ligacao do neurotransmissor (Acetilcolina - ACh)
ao receptor muscarinico do tipo Ms acoplado a proteina Gg. Os farmacos com
propriedades anticolinérgicas/antimuscarinicas sao utilizados para aliviar os sintomas
de diarreia e dor abdominal, e esta classe inclui pirenzepina, diciclomina e destaca-se
a escopolamina. Esses agentes podem atuar em outros 6rgaos do corpo através de
receptores muscarinicos, resultando em efeitos adversos como boca seca,
taquicardia e visdo prejudicada (LEE, 2015).

Normalmente, quando ocorre a ligacdo de ACh ao receptor M3, ha o
desmembramento das subunidades a e By da proteina Gq, que ativam uma
fosfodiesterase de membrana, a Fosfolipase C (PLC), que tem como func¢éo clivar os
fosfolipidios de membrana para formar dois mensageiros: Bisfosfato de
Fosfatidilinositol (PIP2) e Diacilglicerol (DAG). A partir de entdo, a PLC promove a
conversdo do PIP2 em Trisfosfato de Inositol (IP3), na qual este se liga e ativa o
receptor de IP3 existente na membrana do reticulo sarcoplasmatico, provocando a
abertura de canais de calcio, que resulta em uma rapida liberacdo de Ca?* das
reservas intracelulares para o sarcoplasma, aumentando a concentracdo de Ca?*, que
resulta na ativacdo do canal operado pelo receptor da rianodina, no reticulo
sarcoplasmatico, promovendo um aumento progressivo da concentracdo de Ca?* na
célula muscular e resultando na contracao da célula muscular lisa. O DAG, por possuir
uma estrutura hidrofébica, permanece associado a membrana plasmérica, e ativa a
Proteina quinase C (PKG), uma enzima ligada a membrana plasmatica que fosforila
canais ionicos. Entretando, quando ha o bloqueio do receptor Ms pelos
anticolinérgicos, este processo ndo ocorre, diminuindo a liberacdo de célcio, e
consequentemente, reduzindo a motilidade provocada pela diarreia. (UCHIYAMA,
CHESS-WILLIAMS, 2004; KAMATO et al., 2015).

1.4.4 Antimicrobianos

Os antibidticos devem ser adequadamente selecionados quando ha um

diagnéstico preciso do agente etioldégico da diarreia, e nos casos de diarreia do
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viajante e quando houver uma alta suspeita ou risco de infeccéo bacteriana sistémica
(SASAKI et al., 2008). Os antimicrobianos mais eficazes incluem azitromicina e
ciprofloxacino, que de acordo com a FDA (Food and Drug Administration), a
classificacdo de risco a mulheres gravidas destes farmacos sdo as categoria B e C
respectivamente, assim o primeiro é a escolha mais segura para essa populacéo, e
ciproflaxicino devem ser evitados por mulheres gravidas (SPIES, 2008). A incidéncia
crescente de infeccdes resistentes aos antibioticos, efeitos colaterais do tratamento e
a associacdo com complicacbes limitam a seguranca e a eficacia dos agentes
antimicrobianos. Os antibidticos devem ser especificamente evitados no caso da
infeccdo por Escherichia coli 0157 devido a associagéo do tratamento antibidtico com

o desenvolvimento da sindrome uremia hemolitica (KENT; BANKS, 2010).

1.4.5 Probidticos

Outra classe de farmacos utilizada no tratamento da diarreia sao os probioticos,
definidos como micro-organismos vivos que, quando administrados em uma
quantidade adequada, conferem um beneficio para a saude ao hospedeiro. As
espécies probidticas mais estudadas sédo Lactobacillus sp, Bifidobacterium sp e VSL#3
(combinacao de Bifidobacterium, Lactobacillus e Streptococcus sp) e Saccharomyces
boulardii que € uma levedura (LI; VAZIRI, 2012).

O mecanismo de acdo desta classe provavelmente esteja relacionado a
competicdo no intestino com micro-organismos patogénicos e possivelmente os
probiéticos secretam moléculas que inibem o crescimento do patégeno, no entanto,
os beneficios dependem da cepa, da dose e da viabilidade dos micro-organismos
utilizados nas preparacdes. Geralmente, 0s micro-organismos probioticos séo
administrados como esporos para resistir ao transito no meio altamente acido do
estdbmago e posteriormente germinar e proliferar no limen intestinal. Entretanto, n&o
colonizam o trato gastrintestinal persistentemente e desaparecem das fezes quando

0 uso dos probiéticos é interrompido (FAURE, 2013).
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1.4.6 Plantas Medicinais

Além destes tratamentos, 0 uso de plantas medicinais durante episodios de
diarreia é bastante difundido no Brasil, e suas potencialidades neste setor sao
reconhecidas mundialmente. Dentre as plantas utilizadas nesta patologia pela
populacdo, pode-se destacar o macerado da folha do mastruz (Chenopodium
ambrosioides L.), decocto da folha da erva-doce (Foeniculum vulgare Mill.), macerado
da folha de céanfora (Artemisia camphorata Vill.), infusdo, maceracao e decoccao da
folha de boldo (Plectranthus neochilus Schltr.), infusdo das folhas de erva-cidreira
(Melissa officinalis L.), decocto da folha e fruto de roma (Punica granatum L.) decocto
da folha de goiabeira (Psidium guajava L.) O conhecimento tradicional é de interesse
para a ciéncia por se tratar do acumulo de saberes resultantes da observagéo
sistematica realizada pela populacdo (MESSIAS et al. 2015).

1.5 Pesquisa de Plantas Medicinais para o Tratamento da Diarreia

Estudos envolvendo plantas vém crescendo a cada dia e sdo consideradas
fontes potenciais de descoberta de farmacos. Muitas plantas medicinais séo utilizadas
para o tratamento da diarreia e disturbios gastrintestinais, e algumas destas, tém seu
potencial farmacolégico comprovado cientificamente em modelos animais de diarreia.
No entanto, poucas plantas foram clinicamente testadas através de ensaios

controlados para avaliar a seguranca e sua eficacia (RAWAT; SINGH; KUMAR, 2017).

A diarreia é uma das principais causas de mortalidade em comunidades rurais
na Africa, e as plantas medicinais sdo uma fonte de esperanca para estes pacientes
gue na maioria das vezes nao conseguem atender aos custos sempre crescentes dos
medicamentos. A eficacia das ervas medicinais utilizadas no tratamento da diarreia
estd a cada dia mais popular, desde que as propriedades de muitos constituintes
fendlicos de plantas medicinais, como a sua capacidade de inibir enteropooling e
diminuir o transito gastrintestinal, sGo muito uteis no controle da diarreia. No entanto,
falta de padronizagcdo de métodos de preparacdo, condi¢cdes inapropriadas de

armazenamento e falta de incentivos a pesquisa, sdo questdes que
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afetam a eficacia e a pratica da medicina tradicional nas comunidades rurais
africanas (NJUME; GODUKA, 2012).

No Brasil, a diarreia também é uma das principais causas de morte, sobretudo
na populacéo infantil, e rotavirus € um dos principais agentes etioldgicos da diarreia
em lactentes e criancas menores que dois anos de idade em todo o mundo. Para
combater a diarreia, a medicina brasileira tradicional usa uma grande variedade de
plantas, e dentre elas os extratos de Artocarpus integrifolia L. — “Jaqueira", Myristica
fragrans Houtt. — "Noz-moscada" e Spongias lutea L. - "Cajazeiro", podem ser Uteis
no tratamento de diarreia humana se o agente etiol6gico da patologia for o rotavirus
(GONCALVES et al., 2005).

Algumas plantas medicinais utilizadas tradicionalmente pela populacéo
demonstraram possuir excelente eficacia antidiarreica. Alguns dos extratos como de
Psidium guajava L. (Goiabeira), Mangifera indica L. (Mangueiras), Euphorbia hirta L.
(Eva-de-Santa-Luzia), Punica granatum L. (Roménzeira), Oxalis barrelieri L.
(Azedinha), Maytenus erythroxylon Reissek (“Casca-grossa” ou “Bom nome”), Cistus
salviifolius L. (Estevinha), Spondias mombin L. (Cajazeira), representaram atividade
antidiarreica significativa com 80% -100% de inibicdo para os diferentes parametros
testados. Esses extratos de plantas medicinais devem ser utilizados como fonte de
descoberta de novos farmacos, realizando a identificacdo de moléculas ativas e
posteriormente rigorosas pesquisas pré-clinicas e clinicas para garantir eficacia e
seguranca (HORE et al., 2006; PALOMBO, 2006; QNAIS et al., 2007; RAWAT;
SINGH; KUMAR, 2017).

Apesar da abundante biodiversidade brasileira e das inimeras publicacdes
académicas sobre plantas medicinais em revistas cientificas internacionais e algumas
patentes depositadas, poucos medicamentos foram derivados desses estudos.
Portanto, devem ser feitos grandes esforcos para melhorar o desenvolvimento do
mercado de medicamentos derivados de plantas no Brasil, especialmente envolvendo

a parceria entre academia e empresas farmacéuticas (DUTRA et al., 2016).
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1.6 Acdes Farmacoldgicas de Terpenos e Monoterpenos

Os terpenos ou isoprenodides sédo hidrocarbonetos que constituem o grupo mais
abundante de metabolitos secundéarios em plantas superiores com cerca de
30.000 compostos. Séo classificados pelo numero de unidades de isopreno (CsHs),
sendo os mais comuns os monoterpenos (Cio), sesquiterpneos (Cis) e diterpenos (Czo)
e juntamente com compostos aromaticos, constituem os 6leos essenciais das plantas.
Estudos demostram que os terpenos possuem atividade na prevencéao e terapia de
varias patologias, incluindo céancer; atividade antimicrobiana, analgésica, anti-
inflamatoria, e na neuroprotecdo (CARVALHO; FONSECA, 2006; KIYAMA, 2017,
MEWALAL et al., 2017).

Nas plantas, o difosfato de isopentenilo (IPP) e o difosfato de dimetilalilo
(DMAPP) séo os percussores dos terpenos e eles podem ser sintetizados através de
duas vias compartimentadas. A via convencional de acido acetato-mevalonico atua
principalmente no citossol, reticulo endoplasmatico e nos peroxissomos e sintetiza
principalmente esterdis, sesquiterpenos e ubiquinonas. Inicialmente ha a unido de trés
unidades de acetil CoA, levando a sintese de 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA, que
posteriormente é catalisado pela 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA redutase em &cido
mevalbnico. Este Ultimo é convertido através do processo de fosforilagcdo e
descarboxilagdo em isopentenil pirofosfato, que é o produto final da via do acido
mevaldnico da biossintese de terpenoides. A via do acido ndo mevaldnico sintetiza
hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos. Esta via biossintética dos
terpenos comecga nos plastos através da condensacao do piruvato e gliceraldeido-3-
fosfato, o que conduz a sintese de desoxixilulose 5-fosfato. Este é reduzido a 2-metil
eritritol 4-fosfato, que juntamente com 2,4-ciclodifosfato promovem a sintese de o 4-
difosfato de hidroximetilbutenilo, e assim é convertido diretamente na mistura de
difosfato de isopentenilo e difosfato de dimetilalilo, dando origem aos terpenos (Figura
7) (SINGH; SHARMA, 2015).
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Figura 7: Sintese dos Terpenos
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Dentre os terpenos, 0S monoterpenos e sesquiterpenos S8o 0s principais
compostos em 6leos essenciais e podem ter estruturas diversas (Figura 8), podendo
ser aciclico (mirceno e a-farneseno), monociclico (terpinoleno e a-bisaboleno) e
biciclico (a-pineno). Podem ser encontradas também estruturas com heterodtomos

como oxigénio (a-terpineol) e cloreto (longifone) (LIMA et al., 2016).

Estudos demonstraram que 0s monoterpenos e seus derivados sintéticos
possuem varias propriedades farmacolégicas, incluindo atividades antifungicas,
antibacterianas, antioxidantes, anticancerigenas, antiarritmicas, anti-agregadoras,
anestésicas locais, antinociceptivas, anti-inflamatorias, anti-histaminicas e anti-

espasmodicas (KOZIOL et al, 2014). Estudo demonstrou atividades

antiespasmadicas e antisecretérias de 1,8-cineol e racionalizou o uso
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tradicional da planta contendo varios niveis deste terpeno no tratamento de
queixas gastrointestinais, como diarreia (JALILZADEH-AMIN; MAHAM, 2015).

Figura 8: Estrutura de mono e sesquiterpenos
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1.7 Monoterpeno a-TPN

O ao-TPN ou [2-(4-Methyl-1-cyclohex-3-enyl)propan-2-o0l)] é um alcool
monoterpeno volatil presente em Oleos essenciais de diversas plantas como
Rosmarinus officinalis L. (Alecrim) (MAY et al., 2010), Melaleuca quinquenervia
(IRELAND et al., 2002), Psidium guajava L. (Goiabeira), Mentha spicata L. (Hortela
verde) (TROTTA et al., 2012), Eucalyptus largiflorens F. Muell (Caixa-preta) (RAHIMI-
NASRABADI et al., 2013), Illicium verum Hook. (Anis estrelado) (FONSECA, et al.,
2012), Punica granatum L. (Roméazeira) (QNAIS et al., 2007).

Este monoterpeno é um produto comercial importante que é tipicamente
aplicado em sabbBes e cosméticos, devido o seu odor agradavel, sendo

comercialmente disponivel a precos relativamente baixos. E produzido



42

NEGREIROS, P. S. Eficacia do monoterpeno a-terpineol na atividade antidiarreica em roedores.
2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI

principalmente por via sintética, como pela a¢édo de acidos cloroacéticos sobre o
limoneno, mostrando uma perspectiva promissora de bioprodugcdo racional deste
composto biotecnoldgico. O uso do bioprocessamento é uma alternativa adequada
para aumentar a taxa de producgéo, rendimentos e eficiéncia de recuperacao de
compostos tao importantes derivados de terpenos (BICAS et al., 2008; ROTTAVA

et al., 2011).

O a-TPN tem sido utilizado na investigacdo de possiveis propriedades
farmacoldgicas e, nesses estudos foram relatados: efeitos sobre les6es gastricas
(SOUZA et al.,, 2011; FERNANDES, 2016), efeito anti-hiperanalgésico em modelo
de animal para fibromialgia (OLIVEIRA et al., 2016), atividade anticonvulsivante
(SOUSA, QUINTANS-JUNIOR, ALMEIDA, 2007), nociceptiva (QUINTANS-JUNIOR
et al.,, 2011), propriedades anti-inflamatoérias sobre a hipernocicepcdo mecanica
(OLIVEIRA et al., 2012), efeito cardiovascular (SABINO et al., 2013), retencédo géastrica
provavelmente envolvendo sinalizacdo colinérgica (SILVA et al.,, 2016),
atividade anticancerigena através de um mecanismo gque envolve a inibicdo da via
NF-kappaB (HASSAN et al., 2010). Além disso, recentemente uma nova série de
derivados de a-TPN foi sintetizada e demonstraram atividade de relaxamento do
musculo liso da via aérea, apresentando assim, atividade antiasmética (ZHU et al.,
2018).

Foram realizados também estudos de toxicidade aguda com o a-TPN pela
via intraperitoneal, intramuscular e via oral em roedores para avaliar a seguranca
deste monoterpento. Pela via intraperitoneal, os ratos foram observados durante 72
horas e a dose letal (DLso) obtida para 50% foi de 847 mg/kg; pela via
intramuscular, os camundongos foram avaliados durante 48 horas e a DLso obtida
foi de 2000 mg/kg e, por via oral foram observados durante 7 dias, e a DLso foi de
2900 mg/kg (YAMAHARA et al., 1985; BHATIA; LETIZIA; API, 2008).

Como o a-TPN apresenta baixa toxicidade demonstrando sua seguranca,
possui muitas atividades farmacologicas comprovadas, inclusive no trato
gastrintestinal, e esta presente em varias plantas medicinais utilizadas pela
populacdo para o tratamento da diarreia, e em plantas que ja tiveram atividade
antidiarreica comprovada, este monoterpeno demonstra ser um possivel candidato

ao tratamento de doencas diarreias.
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Objetivos
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2 OBJETIVOS

2.10Objetivo Geral

e Investigar a atividade antidiarreica do monoterpeno a-TPN em modelos
experimentais de diarreia osmotica, inflamatoria e secretOria, e possiveis

mecanismos envolvidos na atividade evidenciada.

2.2 0bjetivos Especificos

e Avaliar a atividade antidiarreica do a-TPN em modelo de diarreia osmética
induzida por 6leo de ricino;

¢ Analisar se a- TPN possui efeito inibitério no transito gastrintestinal;
e Demonstrar se o efeito de a-TPN envolve mecanismo opioide e/ou colinérgico;

¢ Avaliar o efeito antidiarreico do a-TPN no modelo de enteropooling induzido por

PGE2 em camundongos;

e Observar o efeito antissecretorio do a-TPN em modelo de diarreia secretora
induzida pela toxina da célera (CT);

e Determinar a concentracéo de ions cloreto no fluido intestinal demonstrando o
efeito do a-TPN no efluxo destes ions induzido pela CT;

¢ Investigar o efeito do a-TPN sobre a absorcéo intestinal em alcas isoladas de
camundongos;

e Analisar uma possivel interacdo do a-TPN com receptores GM1 através de
ensaio (ELISA).
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Metodologia
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3 METODOLOGIA

3.1 Drogas e Reagentes

Durante a pesquisa, foram utilizados Oleo de Ricino, a-TPN (Alfa-terpineol),
Prostaglandina Ez2 (PGE2), Sulfato de Atropina, Cloridrato de Betanecol, Toxina da
Coélera (CT) e Monossialogangliosideo-GM1, obtidos a partir da Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, USA. 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 substancias foram dissolvidas em solucao

tampao fosfato-salina (PBS) ou solucéo salina.

3.2 Animais e Condicdes Pré-Experimentais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss
(pesando de 25 a 30 g), machos e fémeas, provenientes do Biotério Setorial. Os
animais foram acondicionados em gaiolas sob condi¢des controladas de temperatura
(22 £ 2°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas e livre acesso a agua e racao, sendo
submetidos a um jejum de 18 h antes da execucéo dos protocolos experimentais. Os
grupos experimentais foram compostos por 6-7 animais para o tratamento com o
monoterpeno em estudo, farmaco de referéncia e grupo veiculo tratado com salina ou
PBS.

Os procedimentos referentes a eutanasia dos animais foram realizados em
consonancia com Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

Durante o uso de animais foram seguidos os principios e normas para utilizacao
de animais em projetos de pesquisa e todos os procedimentos experimentais deste
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

Universidade Federal do Piaui (Parecer n® 303/17).
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3.3 Efeito do a-TPN na diarreia induzida por 6leo de ricino em roedores

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 modificacdes, para a inducdo de
diarreia por Oleo de ricino, na qual os animais permaneceram sob condi¢cdes
mencionadas anteriormente. Os camundongos foram divididos em grupos contendo 6
animais (Figura 9), na qual nos grupos a-TPN (6,25; 12,5; 25; 50 mg/kg) as doses
foram escolhidas a partir dos trabalhos de Oliveira et al. (2012), Fernandes (2016) e
Silva (2016). Apés 1h dos tratamentos com farmaco padréo (loperamida), substancia
testada (a-TPN), ou veiculo, a diarreia foi induzida nos grupos experimentais por
administracédo do 6leo de ricino (10 mL/kg, v.0.).

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

A partir da utilizagcdo do método de DiCarlo et al. (1994), foi avaliada a
severidade da diarreia induzida por 6leo de ricino, na qual realizou-se a andlise 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 defecacéo e diarreia consiste:

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

Onde:
A - significa a massa média de defecacéo provocada por Oleo de ricino;
B - indica a massa média de defecagdo depois do tratamento com drogas ou a

substancia em estudo (a-TPN).
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Figura 9: Representacdo esquematica do protocolo experimental de inducéo de

diarreia por 6leo de ricino
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Grupo a-TPN 6,25: a-TPN 6,25 mg/kg + Oleo
Grupo a-TPN 12,5: a-TPN 12,5 mg/kg + Oleo
Grupo a-TPN 25: o-TPN 25 mg/kg + Oleo

\ Grupo a-TPN 50: o-TPN 50 mg/kg + Oleo

Oleo de Ricino
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3.4 Acumulo 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. O ensaio de enteropooling induzido
por 6leo de ricino foi realizado seguindo a metodologia descrita por Robert et al. (1976)
e por Costa et al. (2016), com algumas modificacdes, onde os animais permaneceram
em jejum de 18 horas antes do experimento. O ensaio iniciou com o pré-tratamento
com a-TPN (6,25; 12,5; 25 e 50 mg/kg, v.0.) ou loperamida (5 mg/kg, v.0.), enquanto
0 grupo veiculo recebeu apenas a solucdo de NaCl 0,9% (2,5 mL/kg, v.0.) e apos 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 porcéo do piloro ao ceco foi colocado em tubo graduado (Figura
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10) e a avaliagao da porcentagem de inibicdo da secrecao de fluido intestinal
prosseguiu da seguinte forma:

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

Onde:

A - significa o volume da secrec¢éo de fluido intestinal provocada por 6leo de ricino;

B - indica o volume da secrecéo de fluido intestinal apds o tratamento com a droga
padréo ou substancia em estudo (a-TPN).

Figura 10: Representacdo esquematica do protocolo experimental de Enteropooling
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3.5 Avaliacédo da motilidade gastrintestinal estimulada por 6leo dericino

Atraveés da utilizacdo do método descrito por DiCarlo et al. (1994), com algumas
modificagdes, foi avaliado o efeito do monoterpeno a-TPN 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
gue foram realizadas separadamente, para verificar se ha envolvimento do sistema

opidide ou atividade anticolinérgica na resposta do a-TPN na reducéo da



50

NEGREIROS, P. S. Eficacia do monoterpeno a-terpineol na atividade antidiarreica em roedores.
2018. PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI

motilidade gastrintestinal. Deste protocolo em diante, foi utilizada a melhor dose do
a-TPN obtida no protocolo de enteropooling, que foi de 12,5 mg/kg.

Na primeira etapa do experimento foi avaliado o efeito da substancia testada
na reducéao 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 apds 1 hora, os animais foram tratados oralmente com salina,
a-TPN (12,5 mg/kg, v.0.), ou loperamida (5 mg/kg, v.0.). Passando-se uma hora, os
animais receberam por via oral uma suspenséao de carvéao (0,2 mL/animal) contendo
10% de carvdo ativado suspenso em 5% de goma arabica e apdés 20 min, 0s
camundongos foram eutanasiados e o intestino delgado foi removido e estendido em
uma superficie limpa (Figura 11). Em seguida, foi calculada a distancia percorrida pelo
carvao (marcador) em relacdo ao comprimento total do intestino delgado e essa

distancia foi calculada da seguinte forma:

% da distancia percorrida pelo marcador = [A / B] x 100

Onde:
A - representa a distancia percorrida pelo carvao;

B - representa o comprimento total do intestino.

Na segunda etapa do experimento, foi examinado um possivel envolvimento do
sistema opioide no efeito do a-TPN na reducao do transito gastrintestinal induzido por
6leo de ricino. Entao, foi utilizado outros grupos de animais, nos quais foi administrado
nos camundongos, naloxona (2 mg/kg, s.c.), um antagonista opioide, e ap6s 30 min,
foram tratados por via oral com salina, a-TPN (12,5 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 (Figura 9).
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Figura 11: Representagdo esquematica do protocolo experimental de motilidade
gastrintestinal e modulag&o opioide
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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 de a-TPN na reducdo do transito gastrintestinal em outro grupo de
animais. Inicialmente, os animais foram pré-tratados oralmente com salina (2,5 mL/kg,
v.0.), a-TPN (12,5 mg/kg, v.0.) ou atropina (3 mg/kg, s.c.), um antagonista colinérgico,
e apbés 30 min, os animais receberam betanecol (3 mg/kg, i.p.). Passando-se uma
hora, os camundongos receberam por via oral uma suspensédo 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 10).
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Figura 12: Representacdo esquematica do protocolo experimental da modulagéo
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3.6 Enteropooling induzido por PGE:2

Para a realizacdo do presente ensaio foi utilizado o método descrito por

Mukherjee et al. (1998), com algumas alteracbes. Primeiramente, os animais foram

pré-tratados salina (2,5 mL/kg, v.0.), a-TPN (12,5 mg/kg, v.0.) ou loperamida (5 mg/kg,

v.0.). Imediatamente apds os tratamentos, a diarreia foi induzida por PGE:

(Prostaglandia Ez2) (100 pg/kg, v.o.; Sigma Aldrich, EUA).

Apo6s 30 min da administracdo de PGE2, 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 (Figura 13). Para

calcular a porcentagem de inibicdo da secrecdo de fluido intestinal foi utilizada a

mesma férmula descrita no protocolo de enteropooling com 6leo de ricino.
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Figura 13: Representacédo esquematica do protocolo experimental de inducéo de

diarreia por PGE2 e de acumulo de fluido intestinal (enteropooling)

,,cﬁ#
ot s =N
f u = 4 LA
N < ¢ i
j |
\ ‘:’; -y :D
h \\~ \

PGE, 100 pg/kg

a-TPN 12,5 mg/kg
Veiculo "
Loperamida 5 mg/kg [eSn I A7)

s \ ~
] “\ \ N /
Ny g \‘\;l; 4"\;)‘4. A

-
—
)

i
<

pre

3.7 Avaliacdo da secrec¢ao de fluido induzida pela toxina da célera em algas

intestinais isoladas de camundongos tratados com a-TPN

O método descrito por Tradtrantip; Ko & Verkman (2014) foi utilizado para
avaliar o efeito de a-TPN sobre a secrec¢éo de fluido intestinal induzida pela inoculacao
da toxina da célera (CT). Os animais do grupo veiculo foram pré-tratados com solugéo
salina (2,5mL/kg, v.0.) e o grupo teste com o monoterpeno a-TPN (12,5 mg/kg, v.0.).

Os animais foram anestesiados com cloridrato de xilazina (5 mg/kg) e cetamina
(60 mg/kg) por via intraperitoneal e ap6s uma hora foram laparatomizados para
visualizar e expor o intestino delgado. Logo apds, uma por¢ao do jejuno foi isolada e
fechada com dupla lacada formando uma alga intestinal medindo aproximadamente
2-3 cm. Em seguida, as alcas intestinais do grupo controle negativo foram inoculadas
com 100 pL de solugado salina tamponada com fosfato (PBS), e o grupo positivo e
grupo teste foram inoculados com toxina da célera dissolvida em PBS a uma dose de
1 pg/alga. As algas intestinais foram entdo recolocadas na cavidade abdominal e a
incisdo abdominal foi suturada.

Quatro horas apos, os animais foram eutanasiados e as alcas isoladas foram

removidas da cavidade abdominal, e através da relacdo do peso/comprimento da
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algca, foi mensurada a secrecdo de fluido intestinal em g/cm. Por fim, o conteudo
intestinal acumulado em cada alca isolada foi recolhido para mensurar a concentragéo

de ions cloreto (CI') (Figura 14).

Figura 14: Representacdo esquematica do protocolo experimental de avaliacdo da
secrecdo de fluido induzido pela toxina da célera em alcas intestinais isoladas de

camundongos tratados com a-TPN
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3.8 Determinacgéo da concentracdo de ions cloreto no fluido intestinal

Para mensurar a concentracdo de ions cloreto no fluido intestinal acumulado
em cada alca isolada foi seguido o protocolo de acordo com as instru¢cdes do
fabricante (Labtest, Sdo Paulo, Brasil). O contetdo das alc¢as intestinais passaram por
centrifugacéo a 4000 rpm durante 10 min e o sobrenadante foi recolhido e diluido de
1:2 com agua destilada. Em seguida, as amostras foram misturadas com os reagentes
do kit durante dois minutos e a absorbancia foi medida em espectrofotometro a 470

nm, na qual os valores obtidos foram expressos em mEqg/L.
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3.9 Avaliacdo da absorcédo intestinal em alcas intestinais isoladas de
camundongos tratados com a-TPN

O método utilizado foi o descrito por Tradtrantip; Ko; Verkman (2014), para
verificar efeito do a-TPN na absorcao intestinal. As algas intestinais isoladas foram
obtidas como descrito no protocolo anterior e estas foram inoculadas com 200 pL de
PBS (controle negativo), PBS contendo 10 mM de glicose (controle positivo para a

absorgao de fluidos), ou PBS contendo o a-TPN (12,5 mg/kg).

As alcas intestinais foram recolocadas na cavidade abdominal e os animais
foram suturados. Apos 30 min, os camundongos foram eutanasiados, a cavidade
abdominal foi reaberta e as al¢as intestinais isoladas foram retiradas. Logo apds, as
alcas foram pesadas com e sem o conteudo luminal e o volume do conteudo intestinal
foi calculado pela subtracdo dos dois valores (Figura 15). E a porcentagem de
absorcao de fluido foi avaliada pela relagédo do peso/comprimento da alga isolada.

Figura 15: Representacdo esquematica do protocolo experimental de avaliagdo da

absorcao em algas intestinais isoladas de camundongos tratados com a-TPN
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3.10 Avaliagao da Ligagao do a-TPN ao Receptor GM1 (Ensaio GM1-ELISA)

O método descrito por Saha et al. (2013) foi utilizado para avaliar a capacidade
de ligagao do a-TPN ao receptor GM1 através de andlise por técnica de ELISA (GM1-
ganglioside enzyme-linked immunosorbent assay/GM1-ELISA). Inicialmente, uma
solugdo (2 pg/mL) de monossialogangliosideo-GM1 adquirida a partir de cérebro
bovino (100 yL em PBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foi adicionada a microplacas
de 96 pocos (Global Plast, China) e foram incubadas durante overnight a temperatura
ambiente. Os locais de ligacao extras foram bloqueados por adigdo de 200 uL de BSA
(Albumina Sérica Bovina 1% p/v dissolvido em PBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA),
e incubado durante 30 min a 37 °C. Logo apods, as placas foram lavadas trés vezes
com PBS contendo 0,05% v/v de Tween
20 (etapa de lavagem) e as amostras contendo a CT (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA),
com e sem concentragdes de a-TPN (1 a 500 pg/mL) foram diluidas em série, depois
adicionadas as placas de microtitulacao e incubadas a temperatura ambiente durante
2 h. Em seguida foi feita uma lavagem e foi adicionado 100 yL de um anticorpo
apropriado diluido 1:2000 em PBS.

Foram utilizados anticorpo anti-toxina da colera produzido em coelho (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) para o ensaio de GM1-ELISA, seguido de um anticorpo anti-
imunoglobulina G de coelho produzido em cabras conjugada com uma peroxidase (GE
Healthcare, Amersham Place, UK). Em seguida, as placas foram incubadas durante
1h a temperatura ambiente, lavadas e incubadas com uma solucéo fresca de 3, 30, 5,
50-tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) durante 15 min a
temperatura ambiente. Por meio de um leitor de ELISA (Bio-Rad) a 492 nm foi
mensurada a intensidade da cor. Todos os experimentos foram realizados em triplicata
e validados a partir de uma curva padréo de concentracdes conhecidas de CT (100 a
1,56 ng/mL) para estimar a quantidade de CT nos pogos, enquanto que no controle

negativo os pogos estavam sem GM1 adsorvido.

3.11 Dados e Anélise Estatistica

Os dados estéao apresentados como a média + EPM de animais em cada grupo

(n = 6-7). Os resultados obtidos nos animais do grupo veiculo tratados com
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solucédo salina foram utilizados como valores de referéncia. Em todos os casos, 0S
resultados obtidos a partir dos grupos teste tratados com o farmaco de referéncia ou
com o monoterpeno foram comparados com os resultados obtidos a partir do controle
tratado com solucdo salina. Os testes estatisticos foram realizados no software
Graphpad Prism (versao 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-
Walllis, seguido do teste de Dunn para comparacfes multiplas. As diferencas foram

consideradas significativas quando p<0,05.
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Resultados
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4 RESULTADOS

4.1 Escores de severidade e Efeito do a-TPN sobre areducéo da diarreia

induzida por 6leo de ricino

As doses administradas de a-Terpineol (6,25; 12,5; 25; 50 mg/kg) nao
diminuiram significativamente os escores de severidade diarreica (Figura 16), que sédo
determinados apos o periodo de quatro horas de inducéo a diarreia provocada pelo

Oleo de ricino ao observar a sujidade gerada pela diarreia na regidao anogenital dos
animais.

Figura 16: Escores de severidade diarreica pelo a-TPN em modelo diarreia induzida
por 6leo de ricino em camundongos
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Legenda: Quatro horas ap6s a administracdo oral de 6leo de ricino, todos os camundongos do grupo
veiculo+6leo de ricino produziram diarreia abundante. O pré-tratamento dos animais com a-TPN (6,25;
12,5; 25; 50 mg/kg, v.0), ndo reduziu a severidade da diarreia e a pontuacéo geral dos escores. A droga
antidiarreica padréo, loperamida (5 mg/kg, v.0), produziu um efeito inibidor significativo. Os valores
estao expressos como média zEPM (n = 5-7). *p <0,05 quando comparado com o grupo veiculo+dleo
de ricino. Os dados apresentados sao medianas com pontuacdo minima e maxima. O teste nédo
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn foi usado para as comparag¢des multiplas.
Abreviaturas: Lop, loperamida; a-TPN, a-Terpineol.
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Nos experimentos realizados de inducéo de diarreia, observa-se que em todas

as doses testadas (6,25; 12,5; 25; 50 mg/kg), o a-TPN foi eficaz em reduzir a massa
total de fezes (1,84 + 0,29/ 54,90%; 2,12 + 0,089/ 48,03%; 2,27 + 0,079/ 44,36%; 3,12

+ 0,29/ 23,52%, respectivamente) e a massa total de fezes diarreicas no prazo de 4

horas apds a administragdo do Oleo de ricino, em comparacdo com 0 grupo controle

(0,30 £0,039). Este experimento demonstrou que o a-TPN também reduziu a diarreia
de modo geral (47,11%; 65,95%; 55,62%, 10,33%, respectivamente) quando

comparado com o controle. E valido ressaltar que a dose que apresentou maior

eficacia na reducéo do total de fezes diarreicas e na inibicdo da diarreia foi a dose de

12,5 mg/kg (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito de a-TPN na diarreia induzida por 6leo de ricino em camundongos.

Tratamento (v.0.) Peso total Inibicdo da Peso total de Inibicdo da
de fezes (9) defecacéo fezes diarreicas  diarreia (%)
(%) )

Veiculo (2,5 ml/kg) 0.30 +0.03* 3 0.10+0.01* -
Oleo de Ricino (10 40840 1 i 329+0.12 .
ml/kg) | 1 | |
a-TPN-6,25 mg/kg 1,84+0,2* 54,90 1,74+0,1* 47,11
a-TPN-12,5 mg/kg 2,12+0,08* 48,03 1,12+0,09* 65,95
a-TPN-25 mg/kg 2,27+0,07* 44,36 1,46+0,05* 55,62
a-TPN-50 mg/kg 3,12+0,2* 23,52 2,95+0,2 10,33
Loperamida (5 ma/kg) g 5340,04* 94,36 0,110,02* 96,65

Os valores estao expressos como média +SEM (n = 5-7). *p <0,05 quando comparado com o grupo

Oleo de Ricino.
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4.2 Redugao da geracgao de fluido intestinal pelo a-TPN na diarreia induzida por

6leo de ricino

Para avaliar a geracao de fluidos durante o processo diarreico, foi utilizado o
teste de enteropooling como forma avaliativa para este parametro. Todas as doses de
a-TPN (6,25; 12,5; 25; 50 mg/kg) reduziram significativamente o volume de fezes
intestinais (45,76%; 77,96%; 66,10%; 40,67%, respectivamente) quando comparado
com o controle (Tabela 3), demonstrando o fendbmeno de hormese (Figura 17). 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
12,5 mg/kg obteve os melhores resultados frente as outras doses, e portanto, utilizou-

se esta como a dose padrao para os testes seguintes.

Tabela 3 - Efeito do a-TPN sobre o enteropooling induzido por 6leo de ricino em

camundongos.
Diferenca de Volume do contetdo
peso do intestinal (ml) Inibicdo
Tratamento (v.0.) contetdo (%)

intestinal (g)

Veiculo (2,5 ml/kg) 1,760,04 0,10+0,01* -

Oleo de Ricino (10 ml/kg) 2,37+0,05 0,59+0,02 -

a-TPN-6,25 mg/kg 1,94+0,03 0,32+0,03* 45,76
a-TPN-12,5 mg/kg 1,65+0,04 0,13+0,01* 77,96
a-TPN-25 mg/kg 1,99+0,04 0,20+0,02* 66,10
a-TPN-50 mg/kg 2,25+0,06 0,35+0,04* 40,67
Loperamida (5mg/Kg) 1,55+0,10 0,17+0,01* 70,64

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

Oleo de Ricino
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Figura 17: Efeito do a-TPN sobre o enteropooling induzido por éleo de ricino em

camundongos.
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Os valores estdo expressos como média +EPM (n = 5-7). * p<0,05 quando comparado com o grupo
veiculo+dleo de ricino

4.3 Efeito do a-TPN sobre o transito intestinal mediado pelo sistema opioide

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 a-TPN ficou em torno de 29,96 + 2,31%
do comprimento total do intestino, valor este significativamente menor (p<0,05; Figura
10) do que o observado no grupo que recebeu salina e 6leo de ricino (49,87 + 4,16%).
Na analise seguinte, pode-se observar que o grupo que recebeu naloxona e a-TPN ao
ter a motilidade estimulada com 6leo de ricino apresentou a distancia média percorrida
pelo marcador de 34,92 + 1,67% e ndo apresentou diferenca estatistica quando
comparado com o grupo que foi pré-tratado com a-TPN da primeira andlise (Figura
18).
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FIGURA 18: Atividade do a-TPN no transito intestinal induzido por 6leo de ricino em

camundongos e modulacao do sistema opioide
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Legenda: Todos os animais receberam 6leo de ricino para a producédo de diarreia. No grupo de animais
tratados com a-TPN (12,5 mg/kg, v.0) houve diminui¢do significativa (*p<0,05) do transito intestinal, a
partir da distancia marcada pelo carvao através do intestino delgado e o pré-tratamento do grupo de a-
TPN com naloxona (2 mg/kg, sc) ndo alterou o transito. Os resultados foram expressos como média +
EPM de um minimo de 5 animais por grupo. *p<0,05 vs. grupo Veiculo+6éleo de ricino; #p<0,05 quando
compara-se 0s grupos Lop-+06leo de ricino e Lop+Naloxona+oéleo de ricino. Andlise estatistica: ANOVA
seguido do teste de Tukey.

4.4 Avaliacao da participacdo muscarinica sobre o transito gastrintestinal de

camundongos

Nos resultados abaixo, pode-se notar que o carvao percorreu uma distancia
média de 48,08% do intestino delgado no grupo salina. O grupo de animais que foram
tratados apenas com solucéo salina e betanecol (3mg/kg) obtiveram média de 75,36%
do percurso intestinal, valor este significativo, quando comparado com 0s animais
usados como grupo veiculo. Os grupos de animais que foram tratados com a-TPN
(12,5 mg/kg) e atropina (3 mg/kg) apresentaram valores médios de distancia
percorrida pelo carvao no intestino delgado de 51,55% e 45,87%, respectivamente,
gue séo significativamente menores (p<0,05) do que o grupo que recebeu o betanecol
(Figura 19).
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Figura 19: Efeito do a-TPN sobre o transito intestinal estimulado por betanecol em

camundongos
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Legenda: Os animais receberam betanecol (3 mg/kg) para induzir um aumento da motilidade intestinal
e o pré-tratamento com o a-TPN (12,5 mg/kg) e atropina (3 mg/kg) foram capazes de reduzir
significativamente a agdo 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 0 grupo
veiculo+betanecol vs. veiculo, a-TPN 12,5+betanecol, atropina+betanecol. Andlise estatistica: ANOVA
seguido do teste de Tukey.

4.5 Efeito do a-TPN sobre os parametros de diarreia causados por PGE2

Nos resultados, foi possivel observar que o tratamento com a-TPN reduziu o
fluido intestinal em 38,8% em camundongos com enteropooling induzido por PGEz,
sendo estes dados estatisticamente significativos (Tabela 4; Figura 20), pois o a- TPN
foi capaz de reduzir a geracdo de fluidos intestinais causada pela acédo da PGE2 no

intestino.
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Tabela 4: Efeito do a-TPN sobre o enteropooling induzido por PGE2 em
camundongos

Diferenca de peso Volume do

do contetdo conteudo Inibic&o (%)
Tratamento (v.0.) intestinal (g) intestinal (ml)
Veiculo 0,71+0,03 0,30+0,06* -
PGE: (100 pg/kg) 1,17+0,08 0,72+0,06 -
a-TPN (12,5 mg/kg)+ PGE: (100 0,97+0,1 0,44+0,08* 38,8
pa/kg)
Lop (5 mg/kg) + PGE: (100 pg/kg) 0,66+0,05 0,43+0,03* 40,27

Os valores estdo expressos como média +tEPM (n = 5-7). *p <0,05 quando comparado com o grupo
PGE:2

Figura 20: Efeito do a-TPN sobre o enteropooling induzido por PGE2 em

camundongos
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Os valores estdo expressos como média +tEPM (n = 5-7). *p<0,05 quando comparado com o grupo
controle.
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4.6 Efeito inibitério do a-TPN sobre o acamulo de fluido intestinal gerado pela

toxina da cblera em algas intestinais isoladas em camundongos

O resultado apresentado na figura 21-A/B demonstra a avaliacdo da geragao
de fluidos intestinais durante o processo promovido pela toxina, a partir do isolamento
de alcas intestinais. O grupo controle positivo que recebeu toxina da colera (0,1102 +
0,014 g/cm) apresentou acumulo de fluido na alga. No entanto, o a- TPN foi eficaz em
reduzir as perdas de fluido causados pela CT a uma concentragéo de 1 pg/alga no
periodo de quatro horas, onde os valores no grupo tratado com a- TPN (0,0656 +
0,005 g/cm) foram estatisticamente semelhantes ao grupo veiculo (0,0529 + 0,005
g/cm) (Fig. 21-A/B), evidenciando que o a-TPN pode contribuir para reducdo da

geracéo de fluidos durante a diarreia induzida pela toxina da célera.

4.7 Efeito do a-TPN sobre a concentracdo de ions cloreto no limen intestinal
de alcas isoladas em camundongos

O resultado representa os niveis de ions cloreto (Cl-), na qual os animais que
receberam tratamento com a-TPN apresentaram reducéo significativa de perdas de
ions cloreto para o meio extracelular (Figura 21-C), em comparacdo com 0s animais
que apenas receberam a toxina da célera inoculada na alca intestinal, sendo esta
dosagem realizada por espectrofotometria. Os niveis de cloreto no grupo tratado com
a-TPN foram reduzidos (67,07 + 16,08 mEg/l), quando comparado com 0 grupo que
recebeu somente a toxina (144,0 + 20,99 mEg/L), corroborando o achado anterior a

respeito sobre a reducéo da geracao de fluidos.

4.8 Efeito do a-TPN sobre a absorcéo de fluidos em algas intestinais isoladas

em camundongos

Os determinantes da acumulacgéo de fluido intestinal incluem a secrecao de
fluido e absor¢éo. Analisando os resultados dos niveis de absorcéo de fluido em algcas
intestinais isoladas, observou-se que o nivel de absorcdo de fluido intestinal na
presenga de a-TPN n&o afetou a absorcéo de fluido intestinal (49,92 + 4,57%) de
forma significativa quando comparado ao grupo PBS (40,63 £ 4,32%) ou grupo de
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glicose (63,20 £ 5,19%), mostrando que o a-TPN pode atuar por meio de reabsor¢céo
de fluidos na diarreia colérica (Figura 21-D).

Figura 21: Efeito do a-TPN sobre a absor¢éo de fluidos em algas intestinais isoladas

em camundongos
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Legenda: (A) Fotografia representando alcas intestinais isoladas de camundongos dos seguintes
grupos, respectivamente: Salina+PBS, Salina+Toxina da Colera (1 pyg/alga) e a-TPN+Toxina da Célera
(1 pg/alga); (B) Secrecgédo de Fluidos medida pela proporgédo do peso em relacdo ao comprimento apés
4 horas do processo cirrgico. (C) Concentracao de ions cloreto no conteldo intestinal de al¢as isoladas
de camundongos. (D) Absorc¢éo de fluido em algas intestinais isoladas de camundongos divididos em
grupos que receberam PBS, a-TPN (12,5 mg/kg), ou glicose (10 mM) como controle positivo. Obs.: a
absorcao de fluido percentual foi calculada a partir da diferenca entre a razdo peso/comprimento das
alcas na presenca e auséncia de liquidos. Os resultados sdo expressos como média + EPM de um
minimo de 6 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado com o grupo Toxina e Glicose. Andlise
estatistica: ANOVA e teste Tukey.
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4.9 Avaliacao da interacao toxina-receptor e a-TPN pelo ensaio ELISA-GM1

Para examinar a possivel interacdo entre a toxina, o controle negativo foi
representado por pocos sem GM1 (coluna A) e os pogos revestidos com GM1 foram
incubados com 100 ng de CT aos poc¢os (coluna B). Em seguida na presenca de GM1,
os resultados mostraram que a pré-incubacdo com GM1 e a-TPN (100 pg/mL) reduziu
a deteccao por ELISA da toxina, sugerindo que o a-TPN pode interagir com o receptor
GM1 (coluna C). Além disso, quando a toxina (100 ng/mL) e concentracdes crescentes
de a-TPN (1-500 ug/mL — colunas D até I) foram adicionadas simultaneamente a placa
de microtitulacdo previamente adsorvida ao GM1, a detec¢éo por ELISA entre GML1-
toxina diminuiu significativamente em todas as concentragdes. Tomados em conjunto,
estes resultados sugerem que o a-TPN pode interagir com o receptor GM1 e com a
toxina da colera (Figura 22).

Figura 22: Efeito do a-TPN sobre a ligacao da toxina da célera (CT) ao receptor
GM1
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genda: Efeitos do a-TPN na Toxina da Colera (CT) e no GM1. O controle negativo é representado por
pocos sem GM1 (coluna A). CT (100 ng) foi incubada isolada (coluna B). Os pocos revestidos com GM1
foram pré-incubados com a-TPN e lavados, e em seguida foram adicionados 100 ng de CT aos pogos
e a quantidade de CT foi estimada por ELISA (coluna C). Pocos revestidos com GM1 foram incubaldos
com CT e a-TPN nas concentracgfes 1, 10, 50, 100, 300 ou 500 ug/mL (colunas D-I, respectivamente).
Os dados apresentados sdo médias + EPM de trés testes independentes realizadas em condi¢cbes
semelhantes. *p<0,05 vs. Coluna B.
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Discussao
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5 DISCUSSAO

No presente estudo investigou-se a atividade antidiarreica do a-TPN em
modelos experimentais de diarreia, uma patologia referenciada na literatura como uma
das principais causas de morte em criangas menores que cinco anos de idade em
todo o mundo, sobretudo nos paises em desenvolvimento. Essa patologia resulta em
cerca de meio milhdo de ébitos por ano, ocupando o segundo lugar entre todas as
causas de morte (SAMDAN et al., 2018). Com base nessa premissa, a populacéo
busca como alternativa, o uso de plantas medicinais ou produtos advindos destas para

o tratamento das doencas diarreicas.

Vérios estudos investigaram os efeitos de algumas espécies de plantas sobre
a funcéo intestinal, como Psidium guajava L. (goiaba) e Punica granatum L. (romd), e
provaram que esses produtos naturais podem ser uma fonte abundante de compostos
biologicamente ativos. Os extratos e os produtos de plantas podem ter efeitos
antiespasmaodicos, reduzir o transito intestinal, suprimir a motilidade intestinal ou
diminuir a secrecao eletrolitica. Para determinar a atividade antidiarreica de um extrato
ou substancia isolada, as diarreias sao induzidas por um agente, como o 6leo de
ricino, prostaglandina E2 ou toxina da cOlera em roedores. Como esses agentes
possuem diferentes mecanismos de ac¢éo, a natureza da atividade antidiarreica pode
ser determinada (PALOMBO, 2006; QNAIS et al., 2007; CECILIO et al., 2012;
RAWAT; SINGH; KUMAR, 2017; RICARDO et al., 2018).

O presente estudo comprovou que o a-Terpineol (a-TPN) possui atividade
antidiarreica em roedores, evidenciado em modelos experimentais de diarreia aguda
induzida com oleo de ricino ou PGE2 em camundongos, bem como no modelo de
diarreia secretéria induzida pela toxina da cllera e no transito gastrintestinal,
mostrando sua eficacia sobre mecanismos fisiopatologicos relacionados as doencas
diarreicas, além de ter demonstrado resultados semelhantes a outros terpenos, como
do 1,8-cineol (JALILZADEH-AMIN; MAHAM, 2015) nos mesmos modelos
apresentados nesta dissertacdo. Os resultados obtidos corroboram com estudos
anteriores realizados com extratos de plantas utilizadas pela populagéo para tratar
diarreia e que possuem em sua composi¢ao o a-TPN, como a Punica granatum L.,
(AKTER; SARKER; HOSSAIN, 2013), Mangifera indica L. (SAIRAM et al., 2003;
EDIRIWEERA; TENNEKOON; SAMARAKOON, 2017), Calotropis gigantea L.
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(RAHMAN et al.,, 2012; SINGH; JAVED, 2013), que demonstraram atividade
antidiarreica, e o 6leo essencial de Satureja hortensis L. que apresentou atividade
espasmolitica (HAJHASHEMI et al., 2000; LAMPRONTI; SAAB; GAMBARI, 2006).

Estudos para avaliar a toxicidade do a-TPN foram realizados pelas vias
intraperitoneal, intramuscular e via oral em roedores. Os animais que receberam a-
TPN pela via intraperitoneal foram observados durante 72 horas e verificou-se que a
dose letal obtida para 50% dos ratos foi de 847 mg/kg. Pela via intramuscular, os
camundongos foram avaliados durante 48 horas e a DLso obtida foi de 2000 mg/kg e,
por via oral, estes observados durante 7 dias, a DLso foi de 2900 mg/kg (YAMAHARA
et al., 1985; BHATIA; LETIZIA; API, 2008). Assim, levando-se em consideracdo os
valores das doses letais do a-TPN e as doses utilizadas na presente pesquisa (6,25;
12,5; 25; 50 mg/kg), estas sdo bem menores demonstrando confiabilidade e

seguranca na pesquisa.

Inicialmente, foram realizados experimentos para modelo de diarreia induzida
por 6leo de ricino para determinar o efeito antidiarreico do a-TPN. O 6leo de ricino
possui como composto majoritario o acido ricinoleico (cerca de 90%) e acido oleico e
linoleico em menores quantidades. Quando ingerido, o 6leo é hidrolisado a glicerol e
acido ricinoleico pelas lipases pancreaticas, sendo este Ultimo o responsavel pelo
efeito diarreico (WATSON; GORDON JR., 1962; YOSHIO et al., 1999). Este modelo
possui grande reprodutibilidade no nimero de evacuacbes de fezes liquidas e
formadas, desde que reduz a absor¢cdo e aumenta a secrecao de agua e eletrdlitos,
além de estimular o peristaltismo, acelerando o transito intestinal (MASCOLO et al.,
1993).

A presencga de &cido ricinoleico no intestino delgado resulta em liberagdo de
prostaglandinas e PAF (Fator Ativador de Plaquetas) (MASCOLO et al., 1994), que
promovem vasodilatacdo, contragdo da musculatura lisa e secrecdo de muco no
intestino delgado, resultando em um quadro diarreico (KASE et al., 1999; BELLO;
MAIHA; ANUKA, 2016). Além disto, o &cido ricinoleico promove a liberagéo de Oxido
nitrico (NO) e ativag&o da adenilil cliclase com consequente aumento na concentracao
de AMPc, estimulando a atividade peristaltica no intestino, que por sua vez, altera a
permeabilidade da membrana e reduz a atividade da bomba de Na*K*ATPase,

diminuindo assim, a absor¢édo de Na* e K*, provocando acumulo
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destes eletrdlitos e agua no lumen intestinal (GAGINELLA; PHILLIPS, 1975; 1ZZO;
MASCOLDO et al., 1994; RAWAT,; SINGH; KUMAR, 2017).

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram que todas as doses testadas
de a-TPN (6,25; 12,5; 25; 50 mg/kg) reduziram significativamente o nimero total de
fezes e de fezes diarreicas, inibindo a defecacéo e a diarreia induzida pelo 6leo de
ricino, sugerindo que o a-TPN é capaz de inibir alguns fatores envolvidos no aumento
da motilidade intestinal e alteracdes na permeabilidade da membrana. Os valores
apresentados foram bem proximos aos encontrados no estudo de Rahman et al.
(2015) que utlizou 0 mesmo modelo para avaliar a atividade antidiarreica do extrato
metandlico da Maranta arundinacea Linn. O monoterpeno em estudo ndo apresentou
resultados significativos nos escores de severidade diarreica, isto pode ser explicado
pelo fato deste parametro ter uma andlise subjetiva. Utilizando o mesmo modelo para
Anacardium occidentale L, foi possivel observar também que apenas a dose
intermediaria reduziu o escore de severidade, por meio da observacdo da sujidade
perianal (ARAUJO et al., 2015).

A fim de elucidar os possiveis mecanismos envolvidos na atividade antidiarreica
do a-TPN, o efeito anti-secretor foi estudado realizando o teste de enteropooling, que
avalia a geracao de fluidos intestinais pela acdo das prostaglandinas (ROBERT et al.,
1976). O a-TPN foi capaz de reduzir significativamente a producédo de fluidos
intestinais em todas as doses testadas. Este efeito pode ser devido a capacidade em
aumentar a reabsorcdo de eletrdlitos e &agua, associado a algum mecanismo
antissecretdrio, como observado no estudo envolvendo o extrato aquoso da Punica
granatum L., que possui a-TPN na sua composi¢ao (QNAIS et al., 2007) e da pesquisa
com o monoterpeno 1,8-cineol (JALILZADEH-AMIN; MAHAM, 2015), em que ambos
utilizaram o modelo de enteropooling e foi observada reducao de geracéo de fluidos
em todas as doses testadas, corroborando com os resultados apresentados neste

estudo.

Durante a avaliagdo da diarreia induzida por 6leo de ricino e no enteropooling
foi possivel observar o fendbmeno de hormese, definida como uma relagdo dose-
resposta caracterizada em forma de U ou U invertida (U-shaped), em que ha uma
resposta estimuladora em doses baixas, mas uma resposta inibitéria em doses altas
(CALABRESE; BALDWIN, 2001a). Avaliando varios sistemas de receptores
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farmacoldgicos que afetam respostas fisiologicas, essencialmente todos exibem
respostas bifasicas. Em muitos casos, 0s sistemas farmacoldgicos desenvolveram
estratégias altamente eficientes nas quais 0 mesmo agonista enddégeno pode provocar
uma resposta estimulante ou inibitéria dependendo da sua concentracdo, e assim €&
possivel avaliar os riscos de toxicidade (CALABRESE; BALDWIN, 2001b). Esses
resultados do a-TPN corroboram com respostas de outros estudos que utilizaram o
mesmo modelo como a atividade antidiarreica de Anacardium occidentale L., que
apresentou uma relacdo dose-resposta U-shaped (ARAUJO, et al, 2015) e em
pesquisas com monoterpenos como o (-)-Linalool livre e incorporado no complexo de
inclusdo contendo B-ciclodextrina (LIN-BCD) que também apresentou esse padréo de
resposta em modelos de Ulcera gastrica induzida por etanol (SILVA et al., 2016).
Considerando os resultados obtidos nestes testes, foi adotada a dose de 12,5 mg/kg

como dose padrdo para 0os demais experimentos.

O transito gastrintestinal foi avaliado para analisar outro possivel mecanismo
envolvido na resposta antidiarreica e assim compreender a agcao do a-TPN na
motilidade intestinal, utilizando carvéao ativado (agente nao absorvivel) como marcador
da distancia percorrida no intestino. O resultado demonstrou que o a-TPN é capaz de
reduzir significativamente o transito gastrintestinal, quando comparado a loperamida
gue é a droga padrdo utilizada, sugerindo que seu mecanismo de acdo envolva a
reducdo da motilidade intestinal. A loperamida, conhecida como agente antidiarreico
€ agonista de receptores opioides, atuando sobre os receptores u- opidides no plexo
mioentérico, que por sua vez diminui o tbnus da musculatura lisa da parede intestinal.
Além disso, promove ativacao dos receptores opioides pré- sinapticos presentes no
sistema nervoso entérico e com isso, inibe a liberacdo de acetilcolina, diminuindo o
peristaltismo, e assim aumenta o tempo do transito intestinal (BELLO; MAIHA,;
ANUKA, 2016).

Mesmo com resultados similares a loperamida, € necessario avaliar se o a- TPN
tem relacdo com a via opioide, entdo foi avaliado o transito intestinal modulado com
naloxona, que € um antagonista de receptor opioide, ndo seletivo e de curta acao
(VAN DORP; YASSEN; DAHAN, 2007). Foi entdo observado que a naloxona reduziu
significativamente o efeito da loperamida, entretanto ndo foi capaz de antagonizar o
efeito exercido pelo a-TPN, sugerindo que sua atividade antidiarreica ndo depende de

mecanismo opioide na reducédo do transito intestinal, o que pode
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ser considerado vantajoso, pois exclui os efeitos colaterais oriundos da acéo agonista
opioide. Entre os efeitos colaterais mais comuns relacionados ao impacto na
motilidade intestinal, observa-se dor abdominal, nduseas, vémito, distensédo, inchaco
e constipacdo (HANAUER, 2008).

A acetilcolina (ACh) é liberada pelo sistema nervoso parassimpatico e
desempenha um importante papel fisiologico na regulacdo dos movimentos
intestinais, pois aumenta o influxo de célcio, promovendo contracdo da musculatura
lisa, assim a inibicdo deste neurotransmissor pode retardar o transito intestinal
(GILANI et al., 1997). Deste modo, foi investigado um possivel efeito anticolinérgico
do a-TPN através do transito modulado pela via colinérgica. O indutor utilizado foi o
betanecol, um agonista colinérgico que atua nos receptores muscarinicos do tipo M3,
com ampla localizagdo no trato gastrintestinal (INCE; TURKMEN; YAVUZ, 2011).

Neste estudo, pode-se observar que o a-TPN reduziu significamente os efeitos
estimulatérios promovidos pelo betanecol, resultando na reducéo do transito intestinal.
Este fato mostra que o a-TPN pode estar competindo diretamente pelos receptores
Ms do TGI, atuando como um antagonista dos receptores muscarinicos, de modo
semelhante a atropina, um antagonista colinérgico utilizado como referéncia que age
como antidiarreico diminuindo a motilidade e aumentando o tempo de transito
intestinal (BROADLEY; KELLY, 2001). E valido ressaltar que o modelo de transito
intestinal € um indicador da distancia percorrida pelo marcador (carvao ativado) ao
longo do intestino delgado, mas nédo fornece informacbes se o efeito promovido é
devido um esvaziamento no estdbmago ou relacionado a alteracdo no transito
intestinal. Estudos anteriores, realizados por Silva e colaboradores (2016), utilizando
o a-TPN em testes de esvaziamento gastrico comprovam que em altas doses, o a-
TPN é retido no estbmago devido a atividade muscarinica, corroborando com os
resultados apresentados no presente estudo. Porém, em doses baixas o a-TPN ndo
possui efeito sobre a retengdo gastrica (SILVA et al., 2016), sugerindo que na melhor
dose utilizada neste estudo (12,5 mg/kg), o a-TPN pode ter acdo na motilidade apenas

a nivel intestinal.

Outro modelo que pode ser utilizado para avaliar a atividade antidiarreica é a

inducao do processo diarreico pela prostaglandina Ez (PGE2) que promove diarreia
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inflamatéria (MUKHERJEE et al., 1998). A prostaglandina E2 é um metabdlito pré-
inflamatorio, resultado do metabolismo da ciclooxigenase Il e pode exercer uma
variedade de acdes fisiolégicas, como migracéo de leucdcitos, ativacdo de moléculas
pré-inflamatérias e angiogénese ao se ligarem aos seus receptores especificos (EP1,
EP2, EP3 e EP4) acoplados a proteina G (SUGITA et al., 2013). A PGE2 pode atuar
alterando a motilidade intestinal através da interagdo com receptores EP3 presentes
no masculo liso intestinal, promovendo contragdes da musculatura lisa, além de atrair
agua e eletrolitos para o lumen intestinal (AWOUTERS et al., 1978; SHAHBAZIAN et
al., 2002).

Os resultados obtidos com a andlise do enteropooling induzido pela PGE:2
mostraram que o a-TPN foi capaz de reduzir significamente a geracao de fluidos neste
ensaio. Esta reducdo pode estar relacionada a um mecanismo citoprotetor,
bloqueando receptores EP, o que impede a ligacdo de prostaglandinas no trato
gastrintestinal. Este efeito corrobora com estudos anteriores em que o a-TPN
evidenciou propriedades anti-inflamatérias e antinociceptivas em um modelo de
hipernocicepc¢ao induzida por PGE:2 (OLIVEIRA et al., 2012).

Outro modelo utilizado foi de diarreia induzida pela toxina da célera para
verificar um possivel efeito antissecretério do a-TPN. A cllera apresenta-se como uma
diarreia secretora aguda causada por uma infec¢ao dos sorotipos O1 e 0139 de Vibrio
cholerae e € uma causa de grandes epidemias em mais de 50 paises (HARRIS et al.,
2012; DAVIES; BOWMAN; LUBY, 2017). Mesmo com o tratamento da colera e as
melhores condi¢cbes de qualidade da agua, saneamento e higiene, ainda estima-se
gue aproximadamente 100.000 mortes ocorrem anualmente devido a esta
enfermidade (CLEMENS et al., 2017). Alguns sintomas da célera séo diarreia aquosa,
vomitos e se nao houver um tratamento adequado, o paciente pode desidratar-se,
sofrendo de acidose e colapso circulatorio, situacao que pode levar a morte (LEMOS-
PAIAO; SILVA; TORRES, 2017).

O principal fator de viruléncia que ocasiona a perda de fluido intestinal durante
a colera é a liberacdo de uma toxina secretada pelo V. cholerae no intestino delgado
(BASU; MUKHOPADHYAY, 2014). A toxina da célera (CT) é composta por dois tipos
de subunidades, a maior subunidade A esta localizada centralmente acoplada a
subunidade B que contém cinco peptideos idénticos dispostos em um anel
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pentamérico localizados perifericamente. Ao ser liberada da bactéria, a CT liga-se a
enterdcitos intestinais por meio da interacdo da subunidade B com o receptor de
gangliosideo GM1, e é entdo internalizada por endocitose. Dentro da célula, a
subunidade A conduz a ribosilagao de ADP da proteina Gsa e a ativagao constitutiva
de adelilil ciclase, ocasionando assim niveis aumentados de AMP ciclico dentro da
célula hospedeira. Como resultado, ha ativacdo da proteina quinase A (PKA) e
consequente abertura de canais para Cl- (CFTR) na membrana apical de enterdcitos,
além da inibicdo da absorcdo de Na*, desencadeando um desequilibrio eletrolitico e
promovendo o0s sinais clinicos da coélera (THIAGARAJAH; VERKMAN, 2005;
BHARATI; GANGULY, 2011).

Este estudo mostrou que o a-TPN tem eficacia antidiarreica em modelo de
diarreia induzida pela toxina da colera, reduzindo significativamente o acumulo de
fluido intestinal nas alcas isoladas e a perda de ions cloreto extracelulares (CI7).
Resultados semelhantes foram relatados em estudo com o polissacarideo sulfatado
extraido da alga marinha vermelha Hypnea musciformis (Wulfen) (SOUSA et al.,
2016), fracdo polissacaridica sulfatada da alga Gracilaria intermedia J.Agardh.
(LEODIDO et al., 2017), Sulfeto de hidrogénio (SOUSA et al., 2017) e latex de
Plumeria pudica Jacq. (SANTANTA et al., 2018), tornando assim o a-TPN um possivel
candidato a farmaco no tratamento de diarreia induzida por CT, visto que as

possibilidades terapéuticas para a patologia séo restritas.

A antibioticoterapia € frequentemente utilizada contra infeccées por V. cholerae,
no entanto, o surgimento de resisténcia deste micro-organismo aos agentes
quimioterapicos € um grave problema clinico (SAHA; DAS; CHAUDHURI, 2013). E
utilizado também no tratamento da cdlera, a reposicdo de 4gua e de eletrélitos, por
meio da administracédo de solucdo de reidratacao oral (SRO). Ainda que esta solucéo
seja eficaz para a hidratacdo e reduza a mortalidade, a SRO néao inibe a secrecéo
excessiva mediada pela toxina da colera nem elimina a infecgdo da
V. cholerae (BINDER et al., 2014).

A absorcao de agua e ions € o resultado de dois fluxos unidirecionais opostos
de ions, um absortivo e outro secretor, que ocorrem anatomicamente separados.
Normalmente, os processos de absorcédo de agua e eletrdlitos prevalecem sobre os

processos secretorios e, como resultado, a 4gua é absorvida. No entanto, durante a
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doenca diarreica, ha um desarranjo nos processos de absor¢cdo-secrecao por
mecanismos osmoticos e/ou secretérios. Assim, a terapia de reidratacéo oral contém
glicose, na qual a sua via classica de absorcdo € predominantemente mediada pelo
transportador SGLT1, uma proteina de membrana que acopla duas moléculas de Na*
juntamente com uma molécula de glicose, aumentando a reabsorcao de fluidos (SUH,;
HAHN; CHO, 2010; QIN et al., 2018).

Foi entédo investigado o envolvimento do a-TPN sobre o processo normal de
absorcao intestinal, e foi observado que ndo demonstrou diferenca significativa da
glicose. Isto demonstra que néo houve interferéncia sobre este parametro, indicando
gue sua atuacdo pode promover a reabsorcédo de fluidos, e consequentemente de
agua, diminuindo assim a desidratacdo promovida pela diarreia secretoria. Além disso,
por ser um monoterpeno e € uma molécula pequena, provavelmente o a-TPN tenha
sido absorvido juntamente com o fluido, e consequentemente pode ter uma acao

intracelular.

Como um possivel mecanismo, pode-se sugerir que possa atuar inibindo o
canal CFTR e, portanto poderia diminuir a secrecéo de Cl-, jA que o presente estudo
demonstrou que o a-TPN reduz a perda de ions cloreto extracelulares. Além disso,
diante de uma agao intracelular, o a-TPN pode interagir com o receptor SGLT1,
explicando assim a absorcdo de fluidos observada anteriormente. Desta forma, o
monoterpeno pode atuar das duas formas, aumentando a reabsorcdo de liquido e
eletrélitos, e impedindo a secrecdo de Cl, fatores que podem impulsionar novos
estudos a cerca desta biomolécula para identificar as suas vias de atuagéo e promover

o desenvolvimento de farmacos para o tratamento da célera.

A toxina da célera promove seus efeitos a partir da ligacdo ao receptor GM1,
gue apresenta uma porcdo externa formada por carboidratos e uma porcao interna
por lipidio ceramida, presentes na membrana dos enterécitos. Quando ocorre a
ligacdo toxina-receptor, ha a internalizacdo do complexo por endocitose, sendo
transportado através da via retrograda por meio do complexo de Golgi para o reticulo
endoplasmatico, onde as subunidades A e B se dissociam. A subunidade CT-Al
promove citotoxicidade e catalisa a ribosilacdo de ADP do componente trimérico Gsa
por meio dos fatores de ribosilacdo (ARFs). Apos a ADP-ribosilacdo por CT, a AC
(Adenilil cliclase) permanece no estado ligado ao GTP, aumentando
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sua atividade e consequentemente elevando a concentracdo de AMPc intracelular que
promove uma diminuicdo na absor¢cdo de sodio e aumento da perda de cloretos,
mediada pelo CFTR e resultando em perda de agua das células no lumen do intestino
(THIAGARAJAH; VERKMAN, 2012; AURELI, 2015; JOBLING, 2015).

Além da possibilidade que o a-TPN tenha entrado nos enterdcitos para interferir
na via de ativacdo da CT intracelular, a molécula estudada foi hipotetizada interagindo
com o receptor GM1 e os resultados mostram que o a-TPN tem atuacdo no receptor
GM1, sugerindo que a-TPN pode de alguma forma interagir com o sitio de ligacdo ao
receptor e impedir a ligacdo CT-GM1, que € um indicativo que o a- TPN pode ser um
possivel antagonista dos receptores GM1, resultado semelhante ao estudo realizado
com a goma do cajueiro, extraido do Anacardium occidentale L. (ARAUJO et al.,
2015; COSTA et al., 2016; SOUSA et al., 2016; LEODIDO et al.,

2017). Além disso, como a molécula pode ter agdes intracelulares, o a-TPN pode ter

afinidade pela regido intracelular do receptor GM1.

A porcao funcionalmente ativa da toxina da coOlera € um heterodimero da
subunidade Al da holotoxina Vibrio cholerae e do fator 6 de ribosilacdo ADP (ARF6)
do citoplasma do hospedeiro humano, que é responsavel pela ribosilacdo de ADP e
provoca perda de agua e eletrélitos das células hospedeiras (KAPER et al., 1995).
Essa regido da subunidade Al € um possivel local de interacéo entre drogas e toxina,
impedindo a ligacdo entre a toxina e o receptor, o que resultaria na inativacdo da toxina
e consequentemente o0 ndo surgimento da fisiopatologia da colera. Existem muitas
substancias que promovem essa mudanca na conformagdo da toxina, como
compostos com residuos de carbonila, moléculas sulfatadas e nitrogenadas,
alcaloides, guanidinas, entre outros compostos, que exibem alta afinidade de ligac&o
a subunidade A1-ARF6 (GANGOPADHYAY; DATTA, 2015; CLEMENS et al., 2017).
Este € um dos possiveis mecanismos de agao do a-TPN sobre a diarreia induzida pela

toxina da célera.

Diante do exposto, observa-se que o a-TPN pode ser utilizado como ferramenta
importante na elaboracdo de novas substancias, pois apresentou grande potencial
antidiarreico em modelos de diarreia aguda em roedores (Diarreia induzida por oleo
de ricino), diarreia inflamatoéria (modelo de inducéo por PGE:2) e diarreia secretora
(modelo induzido pela toxina da célera), resultante da sua capacidade em
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inibir a motilidade intestinal, por meio de mecanismos anticolinérgicos, e
consequentemente, evitar o acumulo de fluido intestinal e reduzir a secrecao de dgua
e cloretos para o lumen intestinal. O a-TPN também demostrou significativa atividade
antissecretoria, que pode ser explicada, pela diminuicdo da liberacdo de eletrélitos e
aumento da reabsorcéo de fluido intestinal. Provavelmente, o monoterpeno também
tenha sido absorvido juntamente ao fluido intestinal e exercer uma agéo intracelular
bloqueando canais e transportadores. Além disso, apresentou capacidade de
interacdo com receptores GM1 e/ou com a prépria toxina, assim, futuramente com
novos estudos para elucidar estes mecanismos, pode vir a ser utilizado como farmaco

para o tratamento da diarreia.
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6 CONCLUSOES

O a-Terpineol apresenta atividade antidiarreica em modelo de diarreia e
enteropooling induzido por 6leo de ricino, reduzindo a producéo de fluidos

intestinais.

A atividade antidiarreica do a-TPN € devido a sua ag¢do sobre o transito
gastrintestinal, associada a um possivel blogueio de receptores colinérgicos,
promovendo reducdo da motilidade intestinal, de acimulo de fluidos intestinais

e reducédo da secrecdo de ions e agua para o limen intestinal.

O a-TPN demonstrou eficacia na diarreia inflamatéria pela inibicdo do

enteropooling induzido por PGE-.

O a-TPN apresentou atividade antissecretoria em modelo de diarreia induzida
pela toxina da célera (TC) em alca intestinal isolada de camundongos, inibindo
a perda de agua e ions cloretos (Cl-) a partir dos enterdcitos para o lumen

intestinal.

O a-TPN evidenciou efeito no processo normal de absorcao intestinal em algcas
isoladas de camundongos, promovendo o aumento da reabsorcéo de fluidos

intestinais.

Através de ensaio de ELISA foi comprovado que o a-TPN tem a capacidade de
interagir com receptores GM1 e/ou com a toxina da colera, prevenindo a ligacao
CT-receptor GML1.
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Perspectivas
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7 PERSPECTIVAS

e Verificar a atividade de Na*K*ATPase a partir da inducdo a diarreia pelo Oleo

de ricino em camundongos;

e Investigar a atividade antidiarreica do a-TPN em modelos de diarreia induzida
por sulfato de magnésio;

e Examinar a participagdo de outros receptores, como serotoninérgicos, a-
adrenérgicos, TRP’s, de canais de calcio e de potassio, a partir de modulagao
do transito gastrintestinal;

e Ampliar os estudos computacionais, realizando docagem, para melhor elucidar
o0 mecanismo de acgao envolvendo o a-TPN, através da analise dos receptores

colinérgico, EP3, GM1;

e Averiguar o mecanismo pelo qual o a-TPN pode ser absorvido e como teria

acao intracelular por meio de microscopia confocal;

e Investigar uma possivel interacao do a-TPN com o canal CFTR,;

e Verificar se 0 a-TPN apresenta atividade antimicrobiana.
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