
1 

 

Todos os direitos autorais reservados à Elsevier 

 

 

 

 
 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUÍ 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO PRÉ-CLÍNICA DE UMA FRAÇÃO POLISSACARÍDICA 

SULFATADA OBTIDA DA ALGA MARINHA Gracilaria intermedia  

 (J AGARDH) COMO CANDIDATA A FÁRMACO PARA O  

TRATAMENTO DE DIARREIAS AGUDAS 

 

 

 

 

ANA CAROLINA MACHADO LEÓDIDO 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TERESINA-PI 

2017 



2 

 

Todos os direitos autorais reservados à Elsevier 

 

ANA CAROLINA MACHADO LEÓDIDO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

AVALIAÇÃO PRÉ-CLÍNICA DE UMA FRAÇÃO POLISSACARÍDICA 

SULFATADA OBTIDA DA ALGA MARINHA Gracilaria intermedia 

 (J AGARDH) COMO CANDIDATA A FÁRMACO PARA O  

TRATAMENTO DE DIARREIAS AGUDAS 

 

 
 

 

                              

Tese apresentada ao Programa de Pós-graduação em     

Biotecnologia da Rede Nordeste de Biotecnologia 

(RENORBIO), Ponto Focal Piauí, da Universidade 

Federal do Piauí, como parte dos requisitos para a 

obtenção do título de Doutor em Biotecnologia.  

 

Orientador: Prof. Dr. Jand Venes Rolim Medeiros 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TERESINA-PI 

2017  



 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

      L577a Leódido, Ana Carolina Machado.  

   Avaliação pré – clínica de uma fração polissacarídíca sulfatada 

obtida da alga marinha Gracilaria intermedia (JAGARDH) como 

candidata a fármaco para o tratamento de diarreias agudas. / Ana 

Carolina Machado Leódido. – Teresina: 2017.  

138f.  

     Orientador: Prof. Dr. Jand Venes Rolim Medeiros.  

     Tese apresentada como requisito para obtenção do título de 

Doutor em Biotecnologia/RENORBIO - Universidade Federal do 

Piauí, Parnaíba, 2017. 

1. Biotecnologia. 2 Rhodophyta. 3. Gracilariaceae. 4. Cólera, 5. 

Escherichia coli. 6. Toxicidade oral aguda.  I. Título.                                                  

                                                                                   

 CDD: 660.6 

 

          

    



 



1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos não é 

senão uma gota de água no mar. Mas o mar seria 

menor se lhe faltasse uma gota”. (Madre Teresa de 

Calcuta). 



             AGRADECIMENTOS 

 

Primeiro de tudo, gostaria de agradecer a Deus por me guiar, iluminar e me dar tranquilidade 

para seguir em frente com os meus objetivos e não desanimar com as dificuldades. 

 

Ao Prof. Dr. Jand Venes Rolim Medeiros pela orientação, oportunidade de aprendizado e 

crescimento profissional. 

 

Aos professores do programa de Pós-graduação em Biotecnologia da RENORBIO, pelas 

aulas interessantes e produtivas. 

 

Ao Laboratório de Algas Marinhas da Universidade Federal do Ceará, em especial à 

professora Dra. Ana Lúcia Ponte Freitas e toda equipe, pela contribuição para a realização 

deste trabalho. 

 

Aos membros da banca de qualificação e defesa, Prof. Dr. Daniel Fernando Pereira 

Vasconcelos, Prof. Dr. Joilson Ramos de Jesus, Prof
a
. Dr

a
. Durcilene Alves e Prof. Dr. José 

Delano Barreto Marinho Filho pelos pertinentes apontamentos que engrandeceram este 

trabalho. 

 

Ao Laboratório de Fisio-Farmacologia da Inflamação e Desordens Gastrintestinais 

(LAFIDG), Campus Ministro Reis Velloso, Universidade Federal do Piauí, pelo apoio técnico 

representado pela Msc. Francisca Beatriz de Melo Sousa. 

 

Aos colegas de laboratório: Thiago Lopes, Nayara Alves, Luan Kelves, Douglas Soares, 

Bruno Iles, Gabriella Pacheco, Simone de Araújo, Ana Patrícia de Oliveira, Matheus Sombra, 

Caroline Brandão, Elenice Monte, José Júnior, Fabiana Moura, Kerolayne Nogueira, Dvison 

Pacífico, Monique Campos e Vanessa Meneses. 

 

Aos amigos de turma do doutorado da RENORBIO: Adelaide Guimarães, Alyne Rodrigues, 

Erika Aparecida e Any Carolina pelas viagens descontraídas para assistir as aulas em 

Teresina. 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj4pPHtqaDWAhVDMSYKHeO9BCYQFggmMAA&url=https%3A%2F%2Fsigaa.ufpi.br%2Fsigaa%2Fpublic%2Fdocente%2Fportal.jsf%3Fsiape%3D2231318&usg=AFQjCNFjavYep9eAvyVTHkdcj6lMgguncA
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj4pPHtqaDWAhVDMSYKHeO9BCYQFggmMAA&url=https%3A%2F%2Fsigaa.ufpi.br%2Fsigaa%2Fpublic%2Fdocente%2Fportal.jsf%3Fsiape%3D2231318&usg=AFQjCNFjavYep9eAvyVTHkdcj6lMgguncA


3 

 

Aos meus pais, Maria Donete Leódido e Mariano Lucas Leódido, que abdicaram de muitos 

projetos pessoias para que eu tivesse a oportunidade de ter uma boa formação profissional e 

por estarem sempre ao meu lado em todos os momentos da minha vida. 

 

A toda a minha família que sempre torceu pelo meu sucesso, em especial, a Mariane Leódido 

e Victor Leódido, pela amizade, apoio e incentivo.  

 

Ao meu namorado, Manoel Dias, pela troca de conhecimentos, por me fazer feliz e e dar 

forças para trilhar um caminho de sucesso pessoal e profissional. 

 

Ao CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico), FAPEPI 

(Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do Piauí), CAPES (Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Ensino Superior) e ao Ministéio da Saúde pelo apoio 

financeiro.  

 

A todos que direta ou indiretamente participaram da produção desta tese, muito obrigada! 

 

Ana Carolina Machado Leódido 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Deus, por ter me provido de saúde e força para a 

realização deste trabalho. 

Aos meus pais, por me apoiarem nos momentos mais 

importante da minha vida. 



5 

 

LISTA DE SIGLA E ABREVIATURA 

 

ADP Difosfato de Adenosina 

AMPc Adenosina Monofosfato Cíclico 

ANOVA Análise de Variância 

ATP Trifosfato de Adenosina 

Atr Atropina 

CCK Colecistocinina 

CFTR Canal Regulador de Condutância Transmembranar da Fibrose Cística 

CHCM Concentração da Hemoglobina Corpuscular Média 

COX Cicloxigenase 

DAG 1,2 Diacilglicerol  

DL50 Dose Letal Mediana 

D.O. Densidade Óptica  

EPM Erro Padrão da Média 

ETEC Escherichia coli Enterotoxigênica 

FTIR  Espectroscopia na Região do Infravermelho com Transformada de Fourrier 

GM1 Monossialogangliosídeo 1 

GMPc  Guanosina Monofosfato Cíclico 

i.p.  Intraperitoneal  

IP3 1,4,5 Trifosfato de Inositol  

TL Toxina Termolábil 

mEq/L Miliequivalente por litro 

mM Milimolar 

mOsm/L Miliosmol por litro 

nm Nanômetro 

OECD Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico  

OMS Organização Mundial da Saúde 

PAF Fator de Ativação Plaquetária 

PBS Tampão Fosfato-Salina 

PGE2 Prostaglandina E2 

Pi Fosfato Inorgânico 

PIP2  Fosfatidilinositol 4,5 bifosfato  

PKA Proteína Cinase A 

PLS Polissacarídeos Sulfatados 

PLS-Gi Fração de Polissacarídeos Sulfatados extraídos de Gracilaria intermedia  

RPM Rotações por Minuto 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Organiza%C3%A7%C3%A3o_para_a_Coopera%C3%A7%C3%A3o_e_Desenvolvimento_Econ%C3%B3mico


6 

 

s.c. Subcutânea 

Sal  Salina/ Soro Fisiológico 

SDS Dodecil Sulfato de Sódio 

SGTL1 Transportador Ativo de Glicose Dependente de Sódio Tipo 1 

SNC Sistema Nervoso Central 

SNE  Sistema Nervoso Entérico 

SNP Sistema Nervoso Periférico 

SRO Solução de Reidratação Oral 

TC Toxina da Cólera 

TGO Transaminase Glutâmico Oxalacética 

TGP Transaminase Glutâmico Pirúvica 

TL Toxina Termolábel 

TS Toxina Termoestável 

TNF-α Fator de Necrose Tumoral Alfa 

TP  Tempo de Protrombina  

TTPA  Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada 

UNICEF Fundo das Nações Unidas para Infância 

VCM Volume Corpuscular Médio 

v.o Via Oral 

VIP  Peptídeo Intestinal Vasoativo  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 

 

 LISTA DE FIGURAS 

 

- REVISÃO DA LITERATURA – 

 

Figura 1.  Corte transversal mostrando as camadas do intestino................... 21 

 

Figura 2. Mecanismos de transporte intestinal............................................... 25 

 

Figura 3. Percentual de óbitos em crianças menores de 5 anos atribuídos à 

diarreia (2015).................................................................................... 

 

31 

 

Figura 4. Enterotoxina e mecanismo patológico de hipersecreção de 

eletrólitos e água................................................................................ 

 

43 

 

Figura 5. Fluxograma representando a metodologia seguida para o ensaio 

de toxicidade aguda........................................................................... 

 

46 

 

Figura 6. Representação da estrutura química das unidades de 

dissacarídeos que formam as galactanas sulfatadas extraídas de 

algas vermelhas................................................................................. 

 

 

 

51 

Figura 7. Aspecto macroscópico da alga marinha vermelha Gracilaria 

intermedia e sua classificação taxonômica...................................... 

 

53 

 

 - CAPÍTULO I -  

Figura 1. Modelo de diarreia induzida pelo óleo de rícino para a avaliação 

do efeito andiarreico da PLS-Gi......................................................... 

 

 

82 

Figura 2. Escores atribuídos a diarreia induzida pelo óleo de rícino.............. 

 

82 

Figura 3. Modelo utilizado para avaliar o efeito da PLS-Gi sobre acúmulo 

de fluido intestinal (enteropooling) induzido por óleo de rícino...... 

 

 

83 

Figura 4. Modelo utilizado para avaliar a atividade da Na+/K+ - ATPase.... 

 

85 

Figura 5. Modelo utilizado para determinar o efeito da PLS-Gi sobre a 

motilidade gastrintestinal................................................................... 

 

 

86 

Figura 6.  Modelo do trânsito gastrintestinal induzido pelo óleo de rícino 

utilizado para avaliar a influência da PLS-Gi sobre receptores 

opioides................................................................................................. 

 

 

 

87 

Figura 7.  Modelo utilizado para investigar efeito da PLS-Gi sobre 

receptores colinérgicos........................................................................ 

 

 

88 

Figura 8. Modelo utilizado para determinar o efeito da PLS-Gi sobre o 

esvaziamento gástrico.......................................................................... 

 

 

89 

Figura 9. Modelo utilizado para avaliar o efeito da PLS-Gi sobre a dirreia 

induzida pela toxina da cólera.......................................................... 

 

 

91 



8 

 

Figura 10. Modelo utilizado para determinar o efeito da PLS-Gi sobre a 

absorção intestinal............................................................................... 

 

 

92 

Figura 11. Modelo utilizado para determinar o efeito da PLS-Gi sobre a 

diarreia induzida pela Escherichia coli............................................ 

 

 

94 

Figura 12. Espectro Infravermelho da fração de polissacarídeos extraída de 

Gracilaria intermedia na região de número de onda entre 700 a 

1400 cm−
1
............................................................................................. 

 

 

98 

 

Figura 13. Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraída de 

Gracilaria intermedia na fluidez das fezes........................................ 

 

99 

 

Figura 14.  Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraída de 

Gracilaria intermedia na atividade da enzima Na
+
/K

+
-ATPase no 

intestino delgado de camundongos..................................................... 

 

 

101 

 

Figura 15.  Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraída de 

Gracilaria intermedia no trânsito intestinal em camundongos...... 

 

103 

 

Figura 16.  Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraída de 

Gracilaria intermedia no esvaziamento gástrico.............................. 

 

105 

 

Figura 17.  Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraídos de 

Gracilaria intermedia na secreção de fluidos induzida pela toxina 

da cólera em alças intestinais isoladas............................................... 

 

 

107 

 

Figura 18.  Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraídos de 

Gracilaria intermedia sobre a ligação da toxina da cólera ao 

receptor GM1....................................................................................... 

 

 

109 

 

Figura 19. Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraída de 

Gracilaria intermedia sobre o crescimento de Escherichia coli in 

vitro........................................................................................................ 

 

 

 

111 

Figura 20. Secções histológicas coradas por Hematoxilina e Eosina do baço 

(A) e rim (B) de camundongos após administração da PLS-Gi 

(2.000 mg/kg, v.o.)................................................................................ 

 

 

 

113 

Figura 21. Secções histológicas coradas por Hematoxilina e Eosina do 

coração (A) e fígado (B) de camundongos após administração da 

PLS-Gi (2.000 mg/kg, v.o.).................................................................. 

 

 

 

114 

 Figura 22. Fotomicrografias de vilosidades do intestino delgado de 

camundongos após a administração da PLS-Gi (2.000 mg/kg, 

v.o.)........................................................................................................ 

 

 

 

115 

Figura 23.  Diagrama do possível mecanismo de ação da PLS-Gi na diarreia 

induzida por óleo de rícino, toxina da cólera e toxina produzida 

pela Escherichia coli entrotoxigênica................................................. 

 

 

124 



9 

 

 

 - ANEXO I-  

 Declaração de aprovação do projeto pela Comissão de Ética em 

Pesquisa Animal................................................................................... 

 

133 

  

-ANEXO II- 

 

 Artigo Publicado na International Journal of Biological 

Macromolecules.................................................................................... 

 

134 

  

 

 

   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 

 

LISTA DE TABELAS 

 

-REVISÃO DA LITERATURA – 

Tabela 1. Toxicidade aguda de polissacarídeos obtidos a partir de algas 

marinhas............................................................................................. 

 

50 

 

 - CAPÍTULO I -  

Tabela 1. Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraídos de 

Gracilaria intermedia (PLS-Gi, 3-30 mg/kg, v.o.) na diarreia 

induzida por óleo de rícino em camundongos................................. 

 

 

99 

 

Tabela 2. Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraídos de 

Gracilaria intermedia (PLS-Gi, 3-30 mg/kg, v.o.) no acúmulo de 

fluido intestinal (enteropooling) induzido pelo óleo de rícino em 

camundongos...................................................................................... 

 

 

 

101 

 

Tabela 3. Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraídos de 

Gracilaria intermedia (PLS-Gi, 30 mg/kg, v.o.) na diarreia 

induzida por Escherichia coli enterotoxigênica em 

camundongos...................................................................................... 

 

 

 

110 

 

Tabela 4. Efeito dos polissacarídeos sulfatados extraídos da Gracilaria 

intermedia (PLS-Gi, 30 mg/kg, v.o.) no peso corporal mediante a 

indução de diarreia com Escherichia coli enterotoxigênica em 

camundongos...................................................................................... 

 

 

 

111 

 

Tabela 5. Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraídos de 

Gracilaria intermedia (PLS-Gi, 2.000 mg/kg, v.o.) nos 

parâmetros bioquímicos de camundongos...................................... 

 

 

112 

 

Tabela 6. Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraídos de 

Gracilaria intermedia (PLS-Gi, 2.000 mg/kg, v.o.) no peso 

corporal e no peso relativo dos órgãos de camundongos............... 

 

 

113 

 

 - APÊNDICE C -  

Tabela 1. Parâmetros avaliados no ensaio de toxicidade oral aguda............. 136 

 

 - APÊNDICE D -  

Tabela 1. Parâmetros hematológicos de camundongos após a 

administração da PLS-Gi (2.000 mg/kg, v.o.)................................. 

 

138 

 

 - APÊNDICE E -  

Tabela 1. Parâmetros bioquímicos de camundongos após a administração 

da PLS-Gi (2.000 mg/kg, v.o.)........................................................... 

 

138 

 

 

 

 

 

 



11 

 

RESUMO 

 

A crescente procura por moléculas com potencial terapêutico tem despertado interesse cada 

vez maior por pesquisas científicas envolvendo organismos de origem marinha. Assim, o 

presente estudo teve como objetivo investigar o potencial terapêutico de uma fração 

polissacarídica sulfatada extraída da alga marinha Gracilaria intermedia (PLS-Gi) no 

tratamento de diarreias agudas. Os resultados obtidos a partir da extração, caracterização 

estrutural e investigação do efeito antidiarreico, antissecretor intestinal e toxicidade aguda da 

PLS-Gi em camundongos. A fração polissacarídica obtida pelo método de extração 

enzimática com papaína apresentou bom rendimento e ausência de contaminação por 

proteínas. A espectroscopia na região do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)  

da PLS-Gi revelou a presença de bandas características de agarana, com sulfatação nos C-6 

dos resíduos de L-galactose. O pré-tratamento com PLS-Gi (3, 10, 30 mg/kg, v.o) reduziu 

significativamente as fezes totais e diarreicas, e o enteropooling (p<0,05). A PLS-Gi (30 

mg/kg, v.o.) aumentou a Na
+
/K

+
 - ATPase gastrointestinal (p<0,05) e reduziu o trânsito 

intestinal (p<0,05), a partir do bloqueio de receptores colinérgicos, sem interferir no 

esvaziamento gástrico. No modelo de diarreia induzida pela toxina da cólera (TC), a PLS-Gi 

diminuiu o fluido intestinal e as perdas de íons Cl
- 

ao interagir com os 

monossialogangliosídeos (GM1) e a TC (p<0,05). Os resultados obtidos pelo método de 

difusão em ágar mostraram ausência de zona de inibição nas concentrações de 10, 30 e 50 

mg/mL,  e sugerem que essas concentrações de PLS-Gi não exercem atividade antibacteriana 

frente a E.coli. Apesar disso, a PLS-Gi reduziu a diarreia induzida por E. coli 

enterotoxigênica (ETEC) e preveniu a perda de peso dos animais (p<0,05). Ademais, no 

estudo da toxicidade oral aguda, os animais não exibiram qualquer sinal de efeito adverso 

após 14 dias de observação, desse modo, estimou-se que o valor da DL50 para a administração 

oral de PLS-Gi é maior que 2.000 mg/kg, podendo ser enquadrada na Classe 5 segundo o 

Globally Harmonized System – GHS, demonstrando limitado potencial de toxicidade aguda. 

Diante dos resultados apresentados, este estudo evidenciou, pela primeira vez, que a PLS-Gi é 

capaz de diminuir a motilidade intestinal por meio da ação anticolinérgica, e controlar as 

diarreias induzidas pela TC e toxina produzida pela ETEC por meio da interação entre PLS-

Toxina-GM1, reduzindo, assim, a perda de íons e fluidos para o lúmen intestinal. Ademais, a 

biodisponibilidade, o baixo custo e o caráter atóxico, tornam a PLS-Gi uma candidata para o 

tratamento de diarreias agudas.  

Palavras-chave: Rhodophyta; Gracilariaceae; Cólera; Escherichia coli; Toxicidade oral aguda. 
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ABSTRACT 

 

The demand for molecules with therapeutic potential has increasing interest in scientific 

research involving organisms of marine origin. Thus, the aim of this study was to investigate 

the therapeutic potential of a sulfated polysaccharide fraction derived from Gracilaria 

intermedia (PLS-Gi) in the treatment of diarrhea. The chapter I shows the results obtained 

from the extract, structurally characterize and investigation of the antidiarrheal effect, 

intestinal antissecretory and acute toxicity of PLS-Gi in mice. PLS-Gi obtained by enzymatic 

digestion with papain showed good yield and purity after extraction, without contamination 

by proteins. The Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) of SP-Gi revealed the 

presence of bands characteristic of agaran with sulphation of C-6 of L-galactosyl residues. 

Pretreatment with PLS-Gi (3, 10, 30 mg/kg, v.o) reduced total and diarrheal feces, and 

enteropooling (p<0.05). PLS-Gi (30 mg/kg, v.o) increased the gastrointestinal Na
+
/K

+
 - 

ATPase (p<0.05) and reduced the gastrointestinal transit from anticholinergic mechanisms 

(p<0.05), without interfering with gastric emptying. In the model of diarrhea induced by 

cholera toxin (CT), PLS-Gi reduced fluid generation and loss of Cl
-
 by interacting with 

monosialoganglioside (GM1) and CT (p<0.05). The results obtained by the agar diffusion 

method showed no inhibition zone at concentrations of 10, 30 and 50 mg/mL, these results 

suggest that these concentrations of PLS-Gi do not exert antibacterial activity against E.coli. 

However, PLS-Gi reduced the diarrhea induced by Enterotoxigenic E. coli (ETEC) and 

prevented weight loss in animals (p<0.05). In addition, in the acute oral toxicity study, 

animals showed no sign of adverse effect after 14 days of observation, thus the value of LD50 

for oral PLS-Gi was estimated to be greater than 2.000 mg/kg and may be classified as Class 

5 of Globally Harmonized System – GHS, showing a reduced potential for acute toxicity. 

Given the results present, this study showed for the first time that PLS-Gi is able to decrease 

intestinal motility through anticholinergic action and to control diarrhea induced by CT and 

toxin produced by ETEC through the interaction between PLS- Toxin-GM1, thus, reducing 

the loss of ions and fluids to the intestinal lumen. In addition, bioavailability, low cost and 

non-toxic character make PLS-Gi a candidate for the treatment of acute diarrhea. 

 

Keywords: Rhodophyta; Gracilariaceae; Cholera; Escherichia coli; Acute oral toxicity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A diarreia pode ser definida como um aumento da frequência de evacuações, 3 ou 

mais vezes em um período de 24 horas, associada a modificação da consistência das fezes, 

amolecidas ou liquidas (ASRIE et al., 2016; WHYTE; JENKINS, 2012; MATHAN, 1998). 

Vários fatores são responsáveis pelo aparecimento da diarreia, como a ansiedade, agentes 

infecciosos, toxinas, intolerância alimentar e medicamentos (MORAES; CASTRO, 2014).  

Mais de 700 fármacos tem sido relatados como causadores dessa disfunção, entre 

esses, antimicrobianos, antiácidos contendo magnésio, produtos com lactose ou sorbitol, 

análogos de prostaglandinas, antineoplásicos, colchicina, agentes colinérgicos e drogas 

antiarrítmicas (CHASSANY et al., 2000). Além disso, esse distúrbio gastrointestinal é uma 

complicação comum da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS), ocorrendo em 

quase 90% dos casos (SHAH et al., 2016).  

 Nos países em desenvolvimento, a diarreia é uma importante causa de mortalidade em 

crianças com menos de 5 anos de idade (UNICEF, 2016). Contudo, a utilização da solução de 

reidratação oral (SRO) pode reduzir de forma significativa a mortalidade, mas não a 

morbidade (BINDER et al., 2009; MATHAN, 1998). Assim, a procura por medicamentos que 

atuem reduzindo o volume das fezes e/ou o tempo do episódio diarreico tem sido alvo de uma 

busca constante (BRANDT; DE CASTRO; DA SILVA, 2015). 

Nesse contexto, a Organização Mundial da Saúde (OMS), juntamente com o Fundo 

das Nações Unidas para a Infância (UNICEF) criaram um programa de controle de diarreias, 

que encoraja o uso de medicamentos a base de produtos naturais, devido a sua eficácia, 

acessibilidade e baixo custo, juntamente com práticas de educação em saúde e abordagens de 

prevenção (KOMAL; RANA, 2013; UNICEF; WHO, 2009). 

Grande porcentagem das substâncias químicas lançadas como fármacos possuem 

alguma relação com metabólitos isolados de organismos vivos (ATANASOV et al., 2015). 

Entre os compostos bioativos de origem natural, os polissacarídeos tem se destacado por 

apresentarem inúmeras propriedades farmacológicas (LI et al., 2015; CHAVES et al., 2013; 

SHAO et al., 2013) e, recentemente, um estudo pioneiro mostrou a atividade antidiarreica de 

um heteropolissacarídeo complexo extraído do exsudato de Anacardium occidentale L., 

conhecido popularmente como cajueiro, em modelos de diarreia aguda (ARAÚJO et al., 

2015).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shah%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27795876
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Não obstante, os polissacarídeos sulfatados obtidos a partir de algas marinhas 

(COSTA et al., 2010) vêm se destacando como alternativa terapêutica promissora, dos quais 

inúmeras atividades biológicas têm sido descritas, tais como: antioxidante (BARAHONA et 

al., 2011), anti-inflamatório, antinociceptivos (DELGADO et al., 2013), anticoagulante 

(CIANCIA et al., 2010), anticâncer (SITHRANGA; KATHIRESAN, 2010), antiviral 

(BOUHLAL et al., 2011) e gastroprotetora  (SILVA et a., 2011). 

Nesse contexto, as algas marinhas pertencentes ao gênero Gracilaria possuem 

polissacarídeos do tipo ágar, consituídos por resíduos alternantes de β-D-galactose e α-L-

galactose com grupamentos hidroxila substituídos naturalmente por ésteres de sulfato 

(DELATTRE; FENORADOSOA; MICHAUD, 2011). Várias espécies desse gênero, 

incluindo, a Gracilaria intermedia são encontradas em abundância na região nordeste 

brasileira (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2005).  

Entretanto, existem poucos estudos envolvendo essa alga, tais como análises 

filogenéticas (GURGEL; FREDEIRCQ; NORRIS, 2008) e distribuição ecológica (WYNNE; 

BRADSHAW; CARRINGTON., 2014). Além disso, têm sido relatadas propriedades anti-

inflamatória, antinociceptiva (COSTA et al., 2014) e antioxidante (CASTRO et al., 2014). 

Contudo, nenhuma avaliação toxicológica desse polímero foi realizada para a identificação de 

riscos à saúde e possíveis efeitos de sua exposição. 

Os estudos têm demonstrado que cada macromolécula pode possuir conformação 

estrutural única e, portanto, apresentar atividade biológica variada, muitas vezes mais potentes 

que outros polissacarídeos ou compostos já descritos (ROCHA et al., 2004). Esses dados, 

associados ao efeito antidiarreico de polissicarídeos extraídos de algas marinhas vermelhas 

(SOUSA et al., 2016; COSTA et al., 2016), justificam a investigação da potencialidade 

farmoquímica desse produto natural em distúrbios intestinais, como a diarreia, visto que 

essa manifestação clínica é uma importante causa de mortalidade, principalmente em crianças, 

afeta a qualidade de vida da população, gera importantes demandas para as redes de serviços 

de saúde e que atualmente dispõe de tratamentos específicos, mas que acarretam importantes 

efeitos adversos. 
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2. OBJETIVOS 

 

 2.1. OBJETIVO GERAL 

Caracterizar e investigar o potencial terapêutico de uma fração polissacarídica 

sulfatada obtida da alga Gracilaria intermedia (PLS-Gi) no tratamento de diarreias agudas. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Extrair e caracterizar estruturalmente a fração polissacarídica obtida após a extração por 

meio da Espectrometria na Região do Infravermelho com Transformada de Fourrier 

(FTIR). 

 Avaliar a toxicidade oral aguda da PLS-Gi em camundongos. 

  Investigar os efeitos fisiológicos da PLS-Gi na atividade gastrointestinal. 

  Avaliar a interação da PLS-Gi em receptores envolvidos na função gástrica e intestinal. 

  Avaliar o efeito da PLS-Gi em modelo de diarreia secretora induzida pela toxina da 

cólera (TC). 

  Investigar a ação da PLS-Gi, em modelos in vivo e in vitro, sobre a Escherichia coli 

enterotoxigênica (ETEC). 
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3. REVISÃO DA LITERATURA  

 

3.1. CONSIDERAÇÕES PRELIMINARES 

3.1.1. MORFOLOGIA DO INTESTINO  

Como em outras partes do trato digestório, de dentro para fora, a parede do intestino é 

formada por quatro túnicas: mucosa, submucosa, muscular própria (camada muscular lisa 

circular e camada muscular lisa longitudinal) e serosa (Figura 1) (OVALLE; NAHIRNEY, 

2008).  

Figura 1. Corte transversal mostrando as camadas do intestino. 

 
Fonte: GUYTON; HALL, 2011. 

 

A mucosa reveste internamente o trato gastintestinal, sendo constituída por uma 

camada de células epiteliais, lâmina própria e muscular. Nessa camada está presente uma 

parede pregueada com estruturas que aumentam a superfície de absorção. Adjacente à mucosa 

encontra-se a submucosa, que é composta de tecido conjuntivo com vasos sanguíneos e 

linfáticos, onde está presente o plexo submucoso, uma das redes nervosas do SNE. Próximo à 
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camada submucosa está a camada muscular externa, que é consituida de duas camadas de 

músculo liso, a circular e a longitudinal, onde encontra-se o plexo mioentérico, a mais 

importante rede nervosa do SNE. E por último, está localizada a camada serosa, que fornece 

uma cobertura externa do trato digestorio, e é uma continuação da membrana peritoneal, que 

reveste a cavidade abdominal (SILVERTHORN, 2010; JANKOWSKI; GOODLAD; 

WRIGHT, 1994). 

A camada mais interna do intestino, a mucosa, é formanda por um epitélio de 

revestimento contendo enterócitos (células colunares, que tem função absortiva), células 

caliciformes (importantes na produção de muco), células de Paneth (cujos grânulos contêm 

lisozimas, enzimas com atividade antibacteriana), células-tronco e células enteroendócrinas. 

Contudo, o número e a distribuição dessas células variam nas diferentes zonas do epitélio 

(BERTONI; GABELLA, 2001; VIGUERA et al., 1999). 

De modo geral, os segmentos que compõem o intestino apresentam estruturas 

histológicas semelhantes, entretanto, é possível identificar pequenas variações 

morfofuncionais (DESESSO; JACOBSON, 2001; STEVENS; LOWE, 2001). 

 

3.1.2. MOTILIDADE GASTROINTESTINAL 

A atividade motora da musculatura lisa do trato gastrointestinal é responsável por 

misturar os alimentos com as secreções gastrintestinais, degradá-los mecanicamente e propelir 

o bolo alimentar ao longo de todo trato (BROWNING; TRAVAGLI, 2014). 

As células que formam a camada muscular lisa do intestino são conectadas 

eletricamente por gap junctions. Essa organização faz com que o potencial de ação gerado em 

uma célula se propague para todas as células da camada, permitindo assim, a geração de 

padrões de contrações coordenadas (RUMESSEN; VANDERWINDEN, 2003). O músculo 

liso do trato gastrointestinal é excitado por uma atividade elétrica intrínseca, contínua e lenta, 

que dissipa potenciais de ação, responsáveis pelas ondas peristálticas em conjunto com o SNE 

(SANDERS, 1996).  

Essas células musculares são formadas por filamentos de actina, miosina, proteína 

reguladora (a calmodulina) e uma membrana plasmática com muitos canais de cálcio 

voltagem-dependente, principais responsáveis pelo potencial de ação nesse tipo de célula. Os 

íons cálcio agem diretamente sobre o mecanismo contrátil do músculo liso (BERRIDGE, 

2008).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jankowski%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8125381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goodlad%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8125381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wright%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8125381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Browning%20KN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25428846
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Berridge%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18787034
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Múltiplos sinais regulam a motilidade intestinal, como: nervosos, químicos, hormonais 

e mecânicos. Os neurônios do SNE liberam diversos neurotransmissores e neuromoduladores, 

incluindo acetilcolina, norepinefrina e serototonina (MCCORRY, 2007). 

No trato gastrointestinal a acetilcolina, geralmente, exerce atividade excitatória, esse 

neurotransmissor atua nos receptores muscarínicos do tipo M3 que está associado à proteína 

Gq. Após a ligação do agonista ao seu receptor, ocorre a ativação da proteína Gq, que por sua 

vez, ativa a fosfolipase C, que participa da formação de segundos mensageiros. Depois de 

ativa, a proteína Gq degrada o fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2), presente na membrana, 

em 1,4,5 trifosfato de inositol (IP3) e 1,2 diacilglicerol (DAG) (HAGA, 2013; NELSON; 

COX, 2006). O IP3 produzido migra pelo citoplasma e se liga aos receptores no retículo 

sarcoplasmático, promovendo a liberação de Ca
2+

, que atua nos receptores de rianodina e 

induz a liberação de mais cálcio, fenômeno também conhecido como liberação de cálcio 

induzido pelo cálcio, que desempenha um papel importante no início do processo de 

contração do músculo liso (LEE; KEENER, 2008).  

Por outro lado, a noradrenalina, liberada por terminações nervosas noradrenérgicas, 

produz potenciais inibidores que levam ao relaxamento do músculo liso (HENRY; GOLDIE, 

1990). Do mesmo modo, a serotonina ao interagir com receptores 5-hidroxitriptamina tipo 3 

(HT3) diminui a motilidade, contudo, ao ligar-se a receptores do tipo 5- hidroxitriptamina tipo 

4 (HT4), a serotonina aumenta a atividade pró-cinética no intestino (UGHTON; FOSTER; 

WHORWELL, 2000; RMAN; BURLEIGH, 1993). 

A motilidade gastrointestinal pode ainda ser regulada por hormônios intestinais, entre 

esses: grelina, motilina, secretina, colecistocinina, peptídeo inibitório gástrico 

(CHAUDHRI; SMALL; BLOOM, 2006) e por outras substâncias, incluindo o prostaglandina 

(DING et al., 1997) e óxido nítrico (CHEN et al., 2010). Estudos mostram que a liberação do 

óxido nítrico ativa a produção de monofosfato de guanosina cíclico (GMPc) que, por sua vez, 

pode afetar os canais iônicos, a homeostase de Ca
2+

, fosfatases ou vários desse fatores 

mencionados, conduzindo também ao relaxamento do músculo liso (VAN GELDRE; 

LEFEBVRE, 2004). 

Assim, a regulação do tônus do músculo liso é fundamental para diversas funções 

biológicas. Desse modo, o funcionamento inadequado pode resultar em diversas patologias 

como: hipertensão, asma, disfunsão erétil, cólicas uterinas, diarreias, entre outras (SOMLYO; 

SOMLYO, 1994).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McCorry%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17786266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chaudhri%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16815798
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Small%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16815798
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bloom%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16815798
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Geldre%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15320758
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3.1.3. MECANISMOS DE TRANSPORTE DE FLUIDOS INTESTINAIS  

A função global do trato gastrointestinal é degradar os alimentos em componentes que 

possam ser absorvidos e utilizados pelo corpo, e excretar o material não absorvível. Desse 

modo, seus diferentes segmentos anatômicos apresentam funções específicas no que diz 

respeito à digestão e absorção. Enquanto o intestino delgado é a principal área promotora da 

digestão e onde começa a absorção dos alimentos, o intestino grosso é responsável pelo 

transporte de eletrólitos e água (BAYNES; DOMINICZAK, 2007). 

Em um período de 24 horas, cerca de 10 L de fluidos entram e saem do trato 

gastrointestinal: 1 L de saliva, contendo eletrólitos, proteínas e muco, 7 L de secreções 

intestinais, além da ingestão de 2 L de água. A maior parte dos fluidos é reabsorvida no 

intestino, resultando em um conteúdo eletrolítico fecal que é semelhante ao do plasma, e 

apenas cerca de 150-250 mL de água é excretada nas fezes (STRASINGER; DI LORENZO, 

2009). 

O transporte de fluidos no intestino, assim como em outros epitélios, ocorre de forma 

secundária ao transporte ativo de eletrólitos, acompanhado pelo transporte passivo 

paracelular, através de junções celulares, e por meio de canais aquaporinas, presentes na 

membrana celular. Esses transportadores são constitutivamente ativos, contudo, eles podem 

ser modulados por segundos mensageiros, incluindo o monofosfato de adenosina cíclico 

(AMPc) e Ca
2+

 (FIELD, 2003).  

Histologicamente, a absorção é realizada pelas células que compõem as vilosidades 

intestinais e a secreção é realizada pelas células que formam as criptas intestinais 

(THIAGARAJAH; VERKMAN, 2012). No epitélio intestinal, o movimento de fluidos é 

dirigido por transportadores ativos de íons, incluindo Na
+
, K

+
, Cl

-
, H

+
, bicarbonato (HCO3

-
), e 

solutos, principalmente, a glicose (BAYNES; DOMINICZAK, 2007).  

O Na
+
 entra nas células epiteliais do jejuno por meio de diferentes transportadores, a 

membrana apical contém transportadores, incluindo os cotransportadores Na
+ 

- 

monossacarídeos (Na
+ 

- glicose e Na
+ 

- galactose), cotransportadores Na
+ 

- aminoácidos e 

Na
+
/H

+ 
(NHE). Após entrar na célula, o Na

+ 
é expelido através da membrana basolateral via 

Na
+ 

K
+ 

-
 
ATPase, que transporta Na

+ 
para fora da célula e K

+ 
para o seu interior (3 Na

+
 por 

cada 2 K
+
). A absorção de Na

+ 
na membrana

 
apical ocorre também

 
através da proteína 

transportadora de Na
+
/H

+
, que usa H2O e o CO2 intracelular, convertidos a H

+
 e HCO3

- 
na 

presença da anidrase carbônica. O H
+
 é secretado no lúmen pela proteína Na

+
/H

+ 
e o HCO3

- 
é 
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absorvido pelo sangue. O íleo contém os mesmos mecanismos de transporte que o jejuno, e 

adicionalmente, uma proteína transportadora de Cl
-
 - HCO3

-
, onde ocorre a absorção efetiva 

de NaCl (COSTANZO, 2014). 

Os mecanismos de absorção nas células do cólon são similares aos das células renais. 

A membrana apical contem canais de Na
+
 e K

+
, que são responsáveis pela absorção de Na

+
 e 

pela secreção de K
+
. Assim, como nas células renais, a aldosterona, leva ao aumento da 

reabsorção de Na
+
, e secundariamente o aumento da secreção de K

+
 (COSTANZO, 2014). 

Na absorção do cloreto, anion essencial para o equilíbrio hídrico, o principal 

mecanismo envolvido é dependente de gradientes de concentração e de potenciais de 

membrana. O cloreto presente no lúmen intestinal passa diretamente para dentro dos espaços 

laterais através das zônulas oclusivas, que são permeáveis a pequenos ânions (Figura 2) 

(THIAGARAJAH; VERKMAN, 2012).  

 

Figura 2. Mecanismos de transporte intestinal. À esquerda, a absorção de líquidos nas 

vilosidades envolvendo o transporte de Na
+
, via transportadores presentes na região apical da 

membrana, como o Na
+
/H

+ 
(NHE), o co-transportador de Na

+
-glicose (SLGT-1), e a Na

+
/K

+
 

ATPase na porção basolateral, que dirige o fluxo de Cl
-
 e água. A proteína transportadora de 

Cl
-
/HCO3

-
 na região apical, é importante para a captação de Cl

-
. À direita, a secreção de 

fluidos intestinais, que ocorre principalmente nas criptas e envolve o transporte de Cl
-
 através 

do CFTR e CaCC, com o fluxo passivo de Na
+
 e água. Cotransportador Na

+
/K

+
/Cl

-
 (NKCC), 

que exerce papel importante na captação basolateral de Cl
-
. 

 

Fonte: Adaptado de THIAGARAJAH; VERKAMN, 2012. 



26 

 

Todos os direitos autorais reservados à Elsevier 

 

 

Além desse mecanismo, a absorção de Cl
-
 ocorre por meio da proteína transportadora 

de Cl
-
/HCO3

-
, que movimentam o bicarbonato para o lúmen intestinal, aumentado o pH 

luminal. Já a captação basolateral de Cl
-
 ocorre através do cotransportador Na

+
/K

+
/Cl

-
 

(NKCC), esse mecanismo é dirigido pelo gradiente de concentração produzido pela 

Na
+
K

+
ATPase e canais basolaterais de K

+
 (BAYNES; DOMINICZAK, 2007).  

As células epiteliais que revestem as criptas intestinais secretam fluidos, esse tranporte 

é dirigido, principalmente, pelo efluxo de Cl
-
, que cria uma força eletroquímica para a saída 

paracelular de Na
+
 e dirige a força osmótica para a expulsão da água. A secreção luminal de 

cloreto ocorre através do Regulador de Condutância Transmembranar de Fibrose Cística 

(CFTR). Além disso, esse canal tem também função reguladora, pois sua fosforilação inibe a 

proteína Na
+
/H

+ 
(NHE), diminuindo a absorção de Na

+
 (BAYNES; DOMINICZAK, 2007). 

Ademais, o gradiente eletroquímico que dirige a secreção de Cl
-
 é regulado ainda pelos canais 

de Cl
-
 ativado por Ca

2+
 (CaCCs) (BARRETT; KEELY, 2000).  

De modo geral, os estímulos responsáveis por aumentar ou diminuir a secreção 

intestinal são mecânicos, nervosos, hormonais e químicos. A regulação mecânica é causada 

pela distensão da parede intestinal, havendo a estimulação de glândulas entéricas, e o aumento 

acentuado de suas secreções (SANIOTO; AIRES, 1999).  

A regulação nervosa é considerada o mecanismo mais importante da secreção entérica, 

sendo desencadeada por reflexos locais provocados por estímulos táteis, irritativos ou pela 

presença do quimo no intestino. A estimulação vagal aumenta a secreção do suco entérico 

duodenal, porém, não afeta as secreções do jejuno e íleo. Ademais, agonistas do sistema 

parassimpático, como a acetilcolina e a fisiostigmina (SANIOTO; AIRES, 1999), e o peptídeo 

intestinal vasoativo agem em neurônios secretores, estimulando a secreção intestinal de 

eletrólitos e água (KATZUNG, 2004). 

 Por outro lado, a secreção intestinal também é afetada por neurotransmissores, como 

as encefalinas (TURVILL; FARTHING, 1997), que ligam-se a receptores opioides do tipo δ 

(delta) promovendo a diminuição nos níveis de AMPc e a redução da secreção de eletrólitos e 

água. Devido a essa propriedade, o potencial antissecretor de moléculas inibidoras de 

encefalinas tem sido explorado (FARTHING, 2002). Do mesmo modo, a propriedade 

antissecretora pode ser desencadeada pelo Neuropeptídeo Y, substância encontrada em alguns 



27 

 

Todos os direitos autorais reservados à Elsevier 

 

neurônios do SNE, que tem a capacidade de inibir o fluxo intestinal de eletrólitos e água 

(KATZUNG, 2004). 

Em relação à regulação hormonal da secreção intestinal, secretina e colecistocinina 

exercem papel importante. Ambas são liberadas na corrente sanguínea em resposta ao 

conteúdo ácido (pH=5), gorduroso e hipertônico que chegam ao duodeno e estimulam a 

secreção intestinal (SANIOTO; AIRES, 1999).  

Na regulação química, agentes irritantes, e toxinas produzidas por bactérias como o 

Vibrio cholerae e Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC), produzem o aumento do efluxo 

de Cl
-
 por meio de múltiplas vias de sinalização. Nesses casos, a secreção de Cl

-
 ocorre por 

meio da elevação dos níveis de AMPc e GMPc, que ativam os canais CFTR, canais de Cl
-
 

ativados por Ca
2+

 (CaCC) e canais basolaterais de K
+
 (THIAGARAJAH et al., 2004).  

Estudos têm mostrado que a serotonina induz a secreção de fluidos intestinais, e 

exerce um papel chave na fisiopatologia da diarreia secretória induzida pela toxina da cólera. 

Visto que, essa toxina tem a capacidade de desencadear a liberação de serotonina pelas células 

enterocromafins, ativando estruturas neuronais via receptores 5-HT3, levando a uma 

abundante secreção de fluidos (BEARCROFT; PERRETT; FARTHING, 1996). 

Ademais, o papel da prostaglandina E2 (PGE2) no aumento da secreção intestinal de 

eletrólitos e água também tem sido demonstrado (MATUCHANSKY; MARY; BERNIER., 

1976). A PGE2 estimula a atividade da adenilato ciclase intestinal (KIMBERG et al., 1971), 

elevando os níveis de AMPc, que modifica o fluxo de Na
+
 e Cl

-
 e aumenta a secreção 

intestinal  (BUKHAVE; RASK-MADSEN, 1980). 

 

3.2. CONSIDERAÇÕES SOBRE AS DIARREIAS 

As principais características da diarreia são o aumento do número de evacuações e 

perda da consistência das fezes (ASRIE et al., 2016; WHYTE; JENKINS, 2012; MATHAN, 

1998). O principal determinante da consistência e do volume fecal é o conteúdo líquido, que 

reflete o equilíbrio entre a ingestão, absorção e a secreção de água e eletrólitos ao longo do 

trato gastrointestinal (LONGSTRETH et al., 2006).  

Assim, a presença de perturbações fisiológicas no intestino delgado e/ou quando a 

capacidade absortiva do cólon (2-3 L por dia) é ultrapassada, ocorre um enorme desequilíbrio 

no balanço hídrico do tubo digestivo (PONCE, 2010). Mudanças no fluxo de água ocorrem, 

principalmente, devido a uma inibição na absorção de Na
+
 e Cl

-
 e/ou aumento na secreção de 
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Cl
-
 (KUNZELMANN; MALL, 2002). Desse modo, a água segue impulsionada por forças 

osmóticas envolvendo aquaporinas e via transporte paracelular (ROSENTHAL et al., 2010). 

Além disso, a viscosidade do bolo fecal depende também da intensidade da propulsão 

ou motilidade intestinal (FIELD; SEMRAD, 1993). Desse modo, observa-se uma redução da 

absorção e/ou uma hipersecreção de eletrólitos e água, juntamente com um aumento da 

motilidade intestinal na diarreia (FIELD; SEMRAD, 1993). 

 

3.2.1. CLASSIFICAÇÃO DAS DIARREIAS 

A diarreia pode ser classificada quanto a sua fisiopatologia ou quanto ao seu tempo de 

duração. Considerando os critérios fisiopatológicos, as diarreias são classificadas em 

osmótica, secretora, motora e inflamatória (GAUNDALINI; VAZIRI, 2011). A maioria das 

etiologias tem uma fisiopatologia complexa, envolvendo um ou mais desses mecanismos 

(TERRIN, CANANI, 2011; DANTAS, 2004). 

Na diarreia osmótica, a presença de quantidade elevada de solutos de baixa absorção 

na luz intestinal exerce força osmótica que leva a retenção de água no intestino grosso 

(KENT; BANKS, 2010) e apresenta material fecal ácido, com maior perda de potássio do que 

de sódio (DOUGHTY, 2006). Esse desequilíbrio hidroeletrolítico é agravado pela eventual 

presença de vômitos e febre, levando o indivíduo à desidratação aguda, que pode resultar em 

hipovolemia, choque e morte, se não tratada adequadamente (BARBUTI, 2008). 

A ingestão de substratos pouco absorvidos (manitol e sorbitol) ou intolerância a 

carboidrato (lactose), ao glúten (doença celíaca), ingestão excessiva de laxantes ou antiácidos 

com magnésio e outros fármacos (Metformina e Xenical) são causas frequentes de diarreia 

osmótica (KENT; BANKS, 2010; CHESKIN; MILLER, 2001). Além disso, mudanças 

estruturais do intestino também podem acarretar o aumento do conteúdo liquido na luz 

intestinal, devido à diminuição da capacidade de absorção de fluidos e nutrientes. A presença 

de um processo inflamatório, por exemplo, ocasionado por infecções ou doença inflamatória 

(doença de Crohn) também acarretam mudanças estruturais no intestino e consequentemente 

diminuem a absorção intestinal (POWELL; JENKINS, 2012). Do mesmo modo, a 

desnutrição, provoca atrofia reversível das vilosidades intestinais, que por sua vez diminui a 

velocidade de absorção de nutrientes, prolongando a presença de solutos osmoticamente 

ativos que puxam a água para o lúmen intestinal (POWELL; JENKINS, 2012).  
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A diarreia secretora é causada por estímulos que modificam o transporte de íons pelo 

epitélio de revestimento, que passa a reter maior quantidade de água, responsável pelo 

desarranjo intestinal (BRAUNWALD et al., 2002). Os indivíduos acometidos com esse 

quadro apresentam um volume de fezes muito aumentado, podendo chegar a mais de 1 L por 

dia, com pH neutro e sem alterações na quantidade de fezes produzidas em jejum 

(DOUGHTY, 2006). 

Entre os estímulos que provocam a diarreia secretora estão vírus (rotavírus e 

norovírus), toxinas bacterianas produzidas por Staphylococcus aureus, E. coli 

enterotoxigência (ETEC) e V. cholerae, protozoários (Giardia, Isospora belli e 

Cryptosporidium) (KENT; BANKS, 2010; DANTAS, 2004; CHESKIN; MILLER, 2001; 

WALKER; HALL; HURST 1990). Esses micro-organismos ou toxinas são capazes de ativar 

mecanismos que aumentam a produção de segundo mensageiros (AMPc, PGE2 e Ca
+
), que 

estimulam a secreção intestinal (BARBUTI, 2008). 

O aumento da concentração intracelular de AMPc inibe a absorção de Na
+
 no lúmen 

pelos vilos do intestino delgado e estimula a secreção de Cl
- 
pelas criptas para a luz intestinal 

(BARBUTI, 2008). A secreção de íons Cl
-
 na membrana apical ocorre principalmente através 

do CFTR, segundos mensageiros, como o AMPc, regulam o funcionamento desse canal por 

meio da ativação de proteínas quinases. Desse modo, processos patológicos que aumentam a 

concentração intracelular de AMPc, promovem a ativação da proteína quinase A (PKA), a 

abertura de canais CFTR e, consequentemente, a secreção de Cl
- 
e água

 
(WONGSAMITKUL 

et al., 2010). 

Além dos agentes infecciosos, certos hormônios em excesso, como o peptídeo 

intestinal vasoativo encontrado em tumores pancreáticos, a calcitonina produzida pelo câncer 

medular da tireóide, a serotonina liberada em tumor carcinóide, etanol, medicamentos 

(Furosamida), ácidos biliares, laxantes (óleo de rícino e fenolftaleína) podem estimular a 

secreção excessiva responsável pelo desarranjo intestinal (KENT; BANKS, 2010; DANTAS, 

2004; CHESKIN; MILLER, 2001; WALKER; HALL; HURST 1990). 

Na diarreia motora, o aumento da motilidade é provocado por condições que 

aumentam o trânsito intestinal e promove menor tempo de digestão e absorção de água e 

nutrientes, tais como o hipertireoidismo, o uso de fármacos como a neostigmina e 

procinéticos, a síndrome do intestino irritável, certas toxinas e pós-cirurgias, como vagotomia 

e gastrectomia (KENT; BANKS, 2010). Por outro lado, a diminuição do peristaltismo 
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ocasionada, por exemplo, pelo uso de opiáceos e anticolinérgicos também pode causar 

diarreia, em virtude do crescimento bacteriano intenso no intestino delgado (CHESKIN; 

MILLER, 2001).  

A diarreia inflamatória ou exsudativa ocorre devido a lesões inflamatórios da mucosa 

do intestino delgado ou grosso, e está associada à diminuição da absorção e aumento da 

secreção, acompanhada de muco, proteínas séricas e sangue. Os patógenos associados à 

diarreia inflamatória incluem: E. coli enteroinvasiva, Shigella, Salmonella, Campylobacter, 

Yersinia, Entamoeba hystolitica, Schistosoma mansoni e Strongyloides stercoralis. Ademais, 

as diarreias inflamatórias podem ser causadas por doenças inflamatórias intestinais (Doença 

de Crohn e Colite Ulcerativa Crônica), neoplasias intestinais (HAMMER; MCPHEE, 2016) e 

drogas como, agentes imunossupressores, quimioterápicos, alguns antibióticos e anti-

inflamatórios (ABRAHAM; SELLIN, 2007).  

Do ponto de vista clínico, a diarreia pode ser classificada como aguda quando a 

duração for menor que duas semanas; persistente, tem duração de duas a quatro semanas; e 

crônica quando durar mais que quatro semanas (TERRIN; CANANI, 2011). A diarreia aguda 

é geralmente causada por protozoários (Cyclospora, Cryptosporidium, Microsporidium, 

Isospora belli, Giardia lamblia, E. hystolytica), bactérias (Campylobacter, Salmonella, 

Shigella, E. coli, V. cholerae, Clostridium difficile, Staphylococcus, Aeromonas, Yersinia), 

vírus (Rotavírus e Adenovírus) e causas não infecciosas, como antibióticos e antiácidos 

contendo magnésio (LEE, 2015; BARBUTI, 2008). 

A diarreia persistente pode ser definida como uma condição clínica de causa 

presumivelmente infecciosa, que se inicia como um episódio agudo e se prolonga de forma 

não usual, e é responsável por altas taxas de mortalidade, morbidade e desnutrição, 

especialmente em crianças menores de 5 anos de idade, geralmente associada à G. lamblia, 

Cryptosporidium ou E. coli, mas pode ocorrer também devido ao uso de antibióticos 

(ANDRADE; MOREIRA; NETO, 2000). 

Por outro lado, a diarreia crônica é geralmente relacionada a uma desordem funcional, 

como a síndrome do intestino irritável, síndrome de má-absorção e imunodeficiência. 

Ademais, infecção por G. lamblia, E. histolytica e Cryptosporidium também causam diarreia 

crônica (LEE, 2015; THAPAR; SANDERSON, 2004), sendo um problema comum em 

indivíduos com AIDS.  Desse modo, nas fases iniciais, os agentes causadores da diarreia são 

os mesmos da população não infectada pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV), 
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entretanto, com o agravamento da doença, a diarreia passa a ser causada por agentes 

oportunistas (MANZIONE et al., 2003). Assim, em pacientes imunodeprimidos, o próprio 

vírus e medicamentos usados para o tratamento podem acarretar efeitos sobre a mucosa, 

causando desordens da motilidade e da função intestinal (BLANSHARD; GAZZARD, 1995). 

 

3.2.2. EPIDEMIOLOGIA  

As diarreias são importantes causas de morbidade e mortalidade infantil, representam 

cerca de 9% de todas as mortes em crianças com menos de 5 anos de idade no mundo em 

2015 (Figura 3). Isso significa que mais de 1.400 crianças morrem por dia, ou cerca de 

526.000 por ano. A maioria dessas mortes ocorre no sul da Ásia e África (UNICEF, 2016). 

 

Figura 3. Percentual de óbitos atribuídos à diarreia (2015). 

 

Fonte: WHO; MCEE apud UNICEF, 2016. 

 

Apesar desses números ainda alarmantes, nos últimos anos, a taxa de mortalidade por 

diarreias no mundo vem diminuindo. De 2000 a 2015, o número anual total de mortes em 

crianças, com menos de 5 anos de idade, diminuiu mais de 50%, passou de aproximadamente 

1,2 milhões para meio milhão. Contudo, um número maior de crianças poderiam ser salvas 

por meio de intervenções básicas, pois cerca de 60% das mortes por diarreia são atribuídas à 

falta de água potável, higiene e saneamento (UNICEF, 2016). 
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Os principais agentes patogênicos causadores de diarreias são transmitidos pela via 

fecal-oral, por meio do consumo de alimentos e água contaminados (BYERS; GUERRANT; 

FARR, 2001). Aproximadamente 2,5 bilhões de cidadãos do planeta não possuem saneamento 

básico. Em países com economias em rápido crescimento, existe um grande número de 

pessoas que continuam a fazer suas necessidades fisiológicas a céu aberto, 626 milhões de 

pessoas na Índia, 14 milhões na China e 7,2 milhões no Brasil (UNICEF, 2015).  

O Brasil é um dos países que ainda apresenta incidência elevada de casos de diarreia. 

Em 2010, a mortalidade em crianças menores de 5 anos foi de 18,6 óbitos por 1.000 nascidos 

vivos (BRASIL, 2011). De acordo com o sistema de vigilância do Ministério da Saúde, no 

Brasil, as diarreias possuem maior prevalência nas cidades da região nordeste. Em 2011, 

foram notificados 756 óbitos por diarreia aguda, sendo 354 destes na região nordeste e 20 

casos no Piauí (BRASIL, 2011). No ano de 2013, a Secretaria de Saúde do Piauí registrou 

oito surtos de diarreia, cerca de 100 mil casos foram notificados, com 126 óbitos, em 2014, os 

números continuaram alarmantes, sendo registrados 7.279 casos de diarreia no estado, com 

105 óbitos (SESAPI, 2014).   

 

3.2.3. PREVENÇÃO, DIAGNÓSTICO E MANEJO 

De acordo com o relatório lançado pela UNICEF e OMS, são elementos importantes 

para a prevenção da diarreia: vacinas contra rotavirus e sarampo; aleitamento materno 

imediato e exclusivo; suplementação com vitamina A; lavagem das mãos com água e sabão; 

melhoria da qualidade da água e promoção do saneamento básico nas comunidades (UNICEF; 

WHO, 2009). Essas medidas podem contribuir para a redução da morbidade e mortalidade, 

pois essa condição clínica é causada principalmente por bactérias, vírus e parasitas 

transmitidos por meio da água e alimentos contaminados (UNICEF, 2015; GURGEL, 2001). 

Em geral, o diagnóstico das diarreias é clínico, dado basicamente através da anamnese, 

relato de alteração do hábito intestinal, como o aumento do número de evacuações, peso ou 

diminuição da consistência fecal, e pelo exame físico, que pode revelar sinais de desidratação 

e comprometimento do estado geral (BARBUTI, 2008). 

A cultura de fezes para patógenos específicos como Salmonella, Shigella e 

Campylobacter é frequentemente considerada apropriada para auxiliar a escolha do 

tratamento, mas seus benefícios são questionados (GUERRANT et al., 2001).  Os exames 

complementares como hemograma, sorologia, parasitológico, pesquisa de toxinas e de 
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leucócitos fecais, dosagem de sódio, potássio, magnésio e gasometria podem ajudar no 

diagnóstico do agente etiológico, além de auxiliar no tratamento dos distúrbios 

hidroeletrolíticos e orientação terapêutica (BARBUTI, 2008). 

Muitos pacientes tem diarreia com início súbito e auto-limitada, logo, não necessitam 

de tratamento. No entanto, casos acompanhados de desidratação e dos desequilíbrios 

eletrolíticos acarretam riscos graves, particularmente em lactentes, crianças e idosos 

(MANATSATHIT et al., 2002).  

Desse modo, o desenvolvimento da Solução e Reidratação Oral (SRO) representou um 

marco no tratamento das diarreias, podendo ser considerado o fator determinante da redução 

da mortalidade infantil (HIRSCHHORN, 1980). No entanto, somente nas ultimas décadas, as 

bases científicas dessa terapêutica começaram a ser elucidadas. O elemento chave para o 

desenvolvimento da SRO está associado à proteína SGTL-1, um transportador ativo de 

glicose dependente de sódio, que está presente na membrana apical dos enterócitos e auxilia o 

transporte de água (ARAUJO; MARTEL, 2009). Assim, a SRO consegue evitar e curar, de 

forma eficiente a desidratação, no entanto, não é capaz de reduzir a duração e gravidade da 

diarreia (BARDHAN, 2007).  

Apesar do sucesso inicial, foi observada uma mudança no cenário mundial 

caracterizada por uma menor ocorrência de diarreia por cólera e maior ocorrência de diarreias 

virais, desse modo, surgiu uma preocupação em relação à concentração de sódio da SRO, que 

seria muito elevada em relação às perdas observadas nas diarreias virais (DUGGAN et al., 

2004). 

Em 2004, a OMS atualizou suas diretrizes de gerenciamento de diarreia infantil com 

uma nova formulação dessa terapêutica. A SRO de baixa osmolaridade revelou que a redução 

no conteúdo de sódio (90 mEq para 75 mEq) e a redução do conteúdo de glicose (111 mOsm/l 

para 75 mOsm/l), com consequente redução da osmolaridade total (311 mOsm/l para 245 

mOsm/l), diminuiu os vômitos, as evacuações e a probabilidade de hipernatremia, além de 

reduzir a necessidade de hidratação intravenosa, quando comparada com a SRO convencional 

(BINDER et al., 2009).  

A SRO de baixa osmolaridade contém cloreto de sódio, glicose, cloreto de potássio e 

citrato trissódico. O sódio e potássio são essenciais para a restauração do equilíbrio 

eletrolítico, a glicose auxilia a absorção de sódio pelos enterócitos e o citrato corrige a acidose 

resultante da desidratação e da diarreia. Contudo, a SRO é contraindicada no manejo inicial 



34 

 

Todos os direitos autorais reservados à Elsevier 

 

de casos de desidratação grave ou vômitos incontroláveis, pacientes em choque (pressão 

arterial muito baixa), pacientes incapazes de beber líquidos ou portadores de outras doenças 

graves, pois, nesses casos é imprescindível a infusão rápida do volume de reposição 

(BRANDT; DE CASTRO; DA SILVA, 2015). 

Estudos mostram que a suplementação com o zinco é capaz de reduzir de forma 

significativa a severidade, a duração e mortalidade da diarreia em crianças (YAKOOB et al., 

2011; HAIDER; BHUTTA, 2009).  Segundo Folwaczny (1997), a suplementação com o 

zinco acelera a regeneração da mucosa, aumenta os níveis de enzimas da borda em escova, 

aumenta a imunidade celular e o número de anticorpos. 

 

3.3. TRATAMENTO FARMACOLÓGICO  

O uso de antidiarreicos é frequentemente contraindicado, em especial nas fases iniciais 

da afecção, pois a diarreia pode ser encarada como uma defesa do organismo para a 

eliminação de toxinas (BHATNAGAR et al., 2007; DE LUCIA et al., 2007). Em geral, os 

fármacos antidiarreicos inespecíficos não atuam nos mecanismos fisiopatológicos subjacentes 

responsáveis pela diarreia, assim, o tratamento farmacológico inespecífico da diarreia deve ser 

reservado para os pacientes com sintomas persistentes ou significativos. Contudo, sempre que 

uma etiologia de base puder ser determinada, um tratamento específico deve ser instituído, 

quando apropriado (SCHILLER; SELLIN, 2010). 

 

3.3.1. AGENTES ANTIMOTILIDADE 

3.3.1.1. OPIOIDES 

Os opioides são amplamente usados no tratamento da diarreia e atuam por 

mecanismos diferentes, mediados principalmente pelos receptores opioides (µ ou δ) presentes 

nos nervos entéricos, nas células epiteliais e músculos. Esses mecanismos incluem alterações 

da motilidade intestinal (receptores µ) ou da absorção (receptores µ ou δ). Os antidiarreicos 

utilizados comumente (difenoxilato e loperamida) atuam, principalmente, via receptores 

opoides µ periféricos (KHANSARI; SOHRABI; ZAMANI, 2013). 

A loperamida é um derivado butiramídico da piperidina usada na forma de cloridrato, 

e pode ser encontrada como Closecs®, Diarresec®, Imodium®, Imosec®, cujos efeitos são 

atribuídos em parte a sua ação como agonista de receptores opioides do tipo µ do trato 

gastrointestinal (AKEL; BEKHEIT, 2017; REGNARD et al., 2011). O efeito celular desses 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akel%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29125226
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bekheit%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29125226
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receptores, ligados a proteínas G inibitórias, depende de múltiplas vias de transdução, como a 

ativação dos canais de potássio e hiperpolarização da membrana, inibição dos canais de cálcio 

e inativação da calmodulina, redução da produção de AMPc e da liberação de 

neurotransmissores como a acetilcolina. Desse modo, a loperamida diminui o peristaltismo e 

aumenta a reabsorção intestinal (EGGLESTON; NACCA; MARRAFFA, 2015). 

Além desses efeitos, a loperamida aumenta o tônus do esfíncter anal e reduz a 

sensação de urgência e incontinência anal (EGGLESTON; CLARK; MARRAFFA, 2017). A 

loperamida apresenta ainda atividade antissecretora na diarreia induzida pela toxina da cólera 

e por toxinas produzidas por E. coli. Essa atividade ocorre devido a ação em receptores 

ligados a proteína G, e por impedir o aumento do AMPc, que é estimulado por essas toxinas 

(AKEL; BEKHEIT, 2017; REGNARD et al., 2011).  

Esse fármaco tem sido usado como agente coadjuvante no tratamento de quase todos 

os tipos de diarreias crônicas e apresenta poucos efeitos adversos, entretanto, em doses 

excessivas pode causar depressão do SNC, principalmente em crianças e íleo paralítico 

(BLUSH; MATZO, 2012). 

O cloridrato de difenoxilato e sulfato de atropina (Lomotil® e outros) é a segunda 

linha de agentes recomendados para adultos, seu mecanismo de ação envolve propriedades 

opioides e anticolinérgicas, que auxiliam a diminuição da motilidade intestinal (BLUSH; 

MATZO, 2012). Contudo, em altas doses, esses fármacos causam efeitos no SNC e efeitos 

anticolinérgicos, tais como boca seca, visão borrada, entre outros (BLUSH; MATZO, 2012; 

CORBETT; PALMER; HOLDSWORTH, 1980). 

Agentes antimotilidade como codeína, morfina e preparações contendo extrato do ópio 

(elixir paregórico) podem também gerar efeitos no SNC. Além disso, a tolerância às 

propriedades analgésicas do ópio ou agonistas de receptores opioides é frequente, todavia, é 

rara em relação aos efeitos antidiarreicos (KOLBOW et al., 2016). Desse modo, embora os 

opioides exerçam efeitos antidiarreicos, a ação sobre o SNC limita a utilização da maioria 

desses fármacos.  

 

3.3.1.2.  ANTAGONISTAS DE RECEPTORES MUSCARÍNICOS 

Antagonistas de receptores muscarínicos são drogas antimotilidade muito utilizadas, 

dentre os mais conhecidos estão atropina (Hiosciamina®), a escopolamina (Buscopan®) e a 

diciclomina (Bentyl®) (LOCHNER; THOMPSON, 2016; PAGE; DIRNBERGER, 1981). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akel%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29125226
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bekheit%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29125226
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lochner%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27108935
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thompson%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27108935
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No músculo liso intestinal, a interação de agonistas como a acetilcolina com 

receptores muscarínicos do tipo M3 ligados a proteína G, promove a despolarização da célula, 

ativa as fosfolipases e libera o inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG). O IP3 

libera cálcio do retículo sarcoplasmático e o DAG ativa a proteína quinase C, aumentando a 

condutância dos canais de cálcio transmembrana.  Em seguida, o cálcio intracelular ao ligar-se 

à calmodulina, altera a sua conformação, permitindo a interação entre a actina e a miosina, e 

promove o deslizamento de um filamento sobre o outro que resulta na contração muscular 

(SUGURO et al., 2010). Entretanto, a ativação dessa via e, consequentemente, a contração 

muscular só ocorre mediante a ligação de agonistas aos seus respectivos receptores.  

Desse modo, antagonistas colinérgicos promovem o relaxamento da musculatura lisa 

mediante o bloqueio da ligação da acetilcolina ao receptor muscarínico, impedindo a 

despolarização do músculo liso (CAULFIELD, 1993). Contudo, os antagonistas colinérgicos 

podem atuar em outros órgãos do corpo através da interação com receptores muscarínicos, 

resultando em efeitos adversos como boca seca, taquicardia e náusea (BORRELLI et al., 

2009).  

 

3.3.1.3.  AGONISTAS DOS RECEPTORES α2 – ADRENÉRGICO  

Os agonistas dos receptores α2 – adrenérgico, como a clonidina, podem interagir com 

receptores específicos dos neurônios entéricos e dos enterócitos, inibindo a secreção e o 

peristaltismo e aumentando a absorção intestinal. Desse modo, a clonidina é útil em pacientes 

diabéticos com diarreia crônica, nos quais a neuropatia autônoma pode levar a perda da 

inervação noradrenérgica, além disso, esse fármaco tem sido útil aos pacientes com diarreia 

causada pela abstinência opioide. Por outro lado, apresenta efeitos adversos como hipotensão, 

depressão e sensação de fadiga que podem limitar as doses usadas pelos pacientes suscetíveis 

(CAMILLERI et al., 2003). 

 

3.3.2. AGENTES ANTISSECRETORES 

As encefalinas atuam como neurotransmissores entéricos, que inibem a secreção 

intestinal, esses opioides endógenos inibem diretamente a produção de AMPc por meio da 

ligação a receptores δ opioides nos enterócitos (NANO et al., 2000). As encefalinas são 

rapidamente degradadas pela metaloproteina ligadas à membrana, encefalinase, encontradas 

no trato gastrointestinal. O racecadotrila (Tiorfan®) é um inibidor de encefalinase, 
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originalmente conhecido como acetorfano, e foi desenvolvido para o tratamento da diarreia 

aguda. Segundo Hinterleitner et al (1997), o racecadotrila previne a secreção de eletrólitos e 

água induzida pela toxina da cólera no jejuno em humanos. 

Embora a eficácia do racecadotrila tenha sido igual à do tratamento com loperamida, a 

incidência de constipação é significativamente menor (12,9% vs 29%) (WANG; SHIEH; 

LIAO, 2005). Além disso, o racecadotrila também tem sido eficaz no tratamento da diarreia 

em crianças, com redução na produção de fezes e também redução na duração em casos de 

diarreia aguda, entretanto, esse fármaco não paralisa a motilidade intestinal (SZAJEWSKA et 

al., 2007).  

 

3.3.3. ANTIBIÓTICOS 

Os antibióticos são frequentemente recomendados para pacientes que apresentam 

diarreia severa associada à febre, pacientes imunossuprimidos, com neoplasias malignas e 

casos relacionados a parasitas ou infecções bacterianas graves (LEE, 2015). A escolha de 

fármacos desse tipo deve considerar o aumento da incidência de resistência aos antibióticos e 

a modificação da flora bacteriana normal, um importante mecanismo de proteção 

(GUERRANT et al., 2001). 

A terapia com antibióticos é guiada por meio de testes de sensibilidade, mas 

geralmente é iniciada com fluoroquinolonas por causa da resistência generalizada a 

ampicilina, sulfonamidas, tetraciclinas, cloranfenicol e ciprofloxacina (ZHANG et al., 2015).  

 

3.3.4. PROBIÓTICOS 

O trato gastrointestinal contém ampla flora comensal necessária para a manutenção de 

várias funções. Desse modo, alterações no equilíbrio ou composição dessa flora são 

responsáveis pelas diarreias associadas ao uso de antibióticos e possivelmente outras doenças. 

Assim, a administração de probióticos, ou seja, micro-organismos não patogênicos, para 

colonizar o intestino é uma área sob intensa investigação (GUANDALINI, 2012).   

A eficácia dos probióticos depende da cepa, dose e viabilidade do micro-organismo 

contido na preparação. Probióticos contendo Lactobacillus e Bifidobacterium, Streptococcus e 

Saccharomyces boulardii mostraram benefícios nas diarreias agudas infecciosas e associadas 

a antibióticos (PARKES; SANDERSON; WHELAN, 2009).  
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Probióticos contendo S.boulardii foram associados à prevenção da diarreia 

(SZAJEWSKA; KOLODZIEJ, 2015; CREMONINI et al., 2002), por outro lado, os efeitos 

benéficos da formulação contendo Lactobacillus e Bifidobacterium, na diarreia associada a 

antibióticos ou ao Clostridium difficile, não foram evidenciados (ALLEN et al., 2013). 

Contudo, de modo geral, tem sido demonstrado que a ingestão de probióticos diminui a 

incidência e a duração das diarreias (ALLEN et al., 2013).  

No estudo realizado com células epiteliais humanas foi observado que cepas de 

Lactobacillus helveticus e Lactobacillus rhammnosus bloqueiam a adesão de toxinas 

produzidas por E. coli (toxina Shiga) e E. coli enteropatogênica (EPEC) (SHERMAN et al., 

2005). A eficácia de Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus casei, e de formulações 

probióticas contendo L. helveticus e L. rhamnosus na prevenção de infecções tem sido 

atribuída ao aumento a imunidade mediada através da ativação de macrófagos periféricos 

(ISHIDA-FUJII et al., 2007; JOHNSON-HENRY et al., 2005). 

Em geral, os probióticos melhoram a saúde intestinal através da estimulação da 

produção de substâncias bactericidas, de mucina (glicoproteína), que têm a função de proteger 

e lubrificar membranas mucosas, facilitam a digestão de alimentos, competem com patógenos 

pelos nutrientes e alteram o pH local criando um ambiente desfavorável para os patógenos 

(WGO, 2011). Além disso, os probióticos também têm benefícios imunológicos 

extremamente relevantes, ativam macrófagos locais, estimulam a apresentação dos antígenos 

para os linfócitos B e aumentam a produção da imunoglobulina A (IgA) (WGO, 2011). 

Desse modo, os medicamentos destinados ao tratamento da diarreia disponíveis 

atualmente, podem atuar sobre os micro-organismos ou trato intestinal, diminuindo a 

motilidade, secreção ou alterando a sua flora (GOODMAN; GILMAN, 2012). Não obstante, a 

farmacoterapia dessa disfunção permanece limitada apesar dos avanços no entendimento de 

seus mecanismos celulares (KENT; BANKS, 2010). 

 

3.4. USO DE PRODUTOS NATURAIS PARA O TRATAMENTO DAS DIARREIAS  

Os produtos naturais continuam sendo utilizados como fontes valiosas para o 

desenvolvimento de novos compostos com potencial de aplicação em várias áreas (JIN et a., 

2016). Em todo o mundo, existe um número elevado de fitoterápicos considerados eficazes 

para o tratamento da diarreia, no entanto, os dados científicos que confirmam a eficácia desses 

fitofármacos são escassos ou inconclusivos (MANATSATHIT et al., 2002). 
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A propriedade antidiarreica de produtos naturais pode ser comprovada por meio de 

diferentes mecanismos, incluindo a estimulação da absorção de água e/ou redução da secreção 

de eletrólitos; modificação da atividade da Na
+
/K

+
 ATPase; inibição do trânsito 

gastrointestinal; mudança na atividade de enzimas e sistemas de neurotransmissores; interação 

com canais de Ca
+
; modulação do metabolismo ácido araquidônico via inibição da 

cicloxigenase (COX) e lipo-oxigenase; alteração da disponibilidade de Ca
2+

 em etapas 

envolvidas na excitação-contração ou inibição de agonistas indutores de contrações 

(PALOMBO, 2006). Além desses mecanismos, a presença de substâncias químicas que 

exercem ação adstringente, antimicrobiana e/ou antiparasitária também auxilia o controle de 

certos tipos de diarreia (TIAN et al., 2009; PANIZI et al., 2002).  

Estudos têm demonstrado a atividade antiespasmódica induzida por diversos extratos 

de plantas medicinais, sendo o relaxamento do músculo liso intestinal mediado pelo bloqueio 

dos canais de Ca
2+

 ou pela abertura dos canais de K
+
 (MEHMOOD et al., 2015). O extrato 

metanólico de Matricaria chamomilla L., também conhecida como camomila, possui 

atividade antidiarreica, antissecretora e antiespasmódica mediada, predominantemente, 

através da ativação dos canais de K
+
, provendo a hiperpolarização e efeito antagônico na 

corrente de Ca
2+

 (MEHMOOD et al., 2015).
    

 

Do mesmo modo, foi demonstrada a influência do extrato aquoso de folhas de Psidium 

guajava (goiabeira) (OJEWOLE; AWE; CHIWORORO, 2008), Stachytarpheta cayenensis 

(gervão), Eugenia unifora (pitangueira), Aster squamatus (Zé-da-silva), Polygonum 

punctatum (pimenta d’água) (ALMEIDA et al, 1995) e Myracrodruon urundeuva (aroeira) 

sobre a motilidade gastrointestinal (CRUZ, 1982).  

Por outro lado, o alcaloide vegetal Berberina, produzido por vários gêneros das 

famílias Ranunculaceae e Berberidaceae, muito utilizado na China e Índia, parece exercer 

efeitos antidiarreicos por meio da sua capacidade de retardar o peristaltismo e inibir a 

secreção intestinal, além de atuar como antimicrobiano (GOODMAN; GILMAN, 2012; 

RABBANI et al., 1987). 

Muitos estudos têm proposto a aplicação de flavonoides para o tratamento de 

enfermidades inflamatórias intestinais como a doença de Crohn e colite ulcerosa (GALVEZ et 

al., 2000; KIM et al., 1999). Os flavonoides são compostos de baixo peso molecular 

amplamente distribuídos no reino vegetal, que podem ter grande utilidade em diarreia aguda e 

crônica, por reduzir os movimentos peristálticos e a secreção intestinal (DICARLO et al., 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ojewole%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19234374
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ojewole%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19234374
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiwororo%20WD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19234374
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Almeida%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8734966
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1994; ALMEIDA et al., 1995), podendo também ser benéfico na redução de danos, 

proporcionando proteção contra o stress oxidativo e preservando a mucosa intestinal 

(BALLESTER et al., 2006).  

Outro fitoquímico com atividade antidiarreica é o tanino, substâncias polifenólicas, 

solúveis em água, com capacidade de precipitar proteínas.  Quando precipitam as proteínas, 

os taninos formam uma capa que protege a mucosa intestinal e reduz a secreção de água e 

eletrólitos (TIAN et al., 2009; TRIPATHI, 1994). Ademais, a formação dessa camada na 

mucosa, também inibe o desenvolvimento de micro-organismos, por meio da ação 

antisséptica, contribuindo para o tratamento da diarreia (TIAN et al., 2009). Recentemente, a 

eficácia da goma extraída do exsudato da Anacardium occidentale L. no tratamento da 

diarreia foi observada em modelos experimentais. Esse heteropolissacarídeo inibe a 

motilidade intestinal por meio da interação com receptores opioides e colinérgicos e, assim, 

reduz o acúmulo de fluidos, além de inibir a secreção de Cl
-
 e água no lúmen intestinal 

(ARAÚJO et al 2015).  

 

3.5. MODELOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE 

ANTIDIARREICA  

Vários modelos têm sido utilizados para avaliar a atividade antidiarreica de uma 

substância, entre esses, a diarreia induzida pelo óleo de rícino (ISLAM et al., 2013), um 

laxante extraído a partir da semente de Ricinus communis (Euphorbiaceae), é um modelo 

amplamente usado para a investigação de substâncias com propriedades antidiarreicas 

(GUTIÉRREZ et al., 2014; TADESSE et al., 2014). 

Após a ingestão oral, o óleo de rícino é emulsificado no intestino pela bile e 

hidrolisado pelas lípases pancreáticas, que liberam o ácido ricinoleico (ácido 12 - hidroxi-9-

cis-octadecenóico), promovendo uma irritação na mucosa e a produção de prostagladinas 

(GALVEZ et al., 1993), histamina (CAPASSO et al., 1986), fator de ativação plaquetária 

(PINTO et al., 1992) e óxido nítrico (MASCOLO et al., 1993). O ácido ricinoleico também 

ativa a adenilato ciclase, promovendo o aumento de AMPc na mucosa e altera o transporte de 

eletrólitos, água e os movimentos peristálticos do intestino (MASCOLO et al., 1993; SIMON; 

KATHER, 1980).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C3%A9rez%20Guti%C3%A9rrez%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25026354
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tadesse%20WT%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Capasso%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2876085
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Após a indução da diarreia com o óleo de rícino, vários parâmetros podem ser 

avaliados, tais como: peso total de fezes sólidas e líquidas, a severidade da diarreia, o 

percentual de fezes líquidas e da inibição da diarreia (AWOUTERS et al., 1978).   

A atividade antidiarreica de uma substância pode ser investigada por meio do modelo 

de diarreia aguda induzida por prostaglandina E tipo 2 (PGE2) (RIVIERE et al., 1991), que é 

formada a partir do ácido araquidônico por ação das COX. A PGE2 aumenta a atividade da 

adenilato ciclase intestinal, elevando os níveis de AMPc, que modifica o fluxo de Na
+
 e Cl

-
, 

aumenta a secreção (BUKHAVE; RASK-MADSEN., 1980) e os movimentos intestinais 

(FUJII et al., 2016; BURAKOFF; PERCY, 1992).  

A diarreia do tipo osmótica pode ser induzida por purgativos ou cartáticos salinos, 

como sulfato de magnésio ou hidróxido de magnésio (leite de magnésia®) (CHUNFANG et 

al., 2014). A presença de substâncias osmoticamente ativas no trato gastrointestinal promove 

a distensão do cólon, que estimula a atividade motora e diminui a absorção intestinal. No 

entanto, como desvantagem, esse modelo aumenta o volume do conteúdo intestinal de forma 

lenta e necessita de aumento da oferta de água (ISLAM et al., 2013; DANTAS, 2004). 

Para investigar diretamente a influência de uma substância sobre a motilidade, pode 

ser utilizado o modelo de trânsito intestinal, que usa grupos tratados com drogas que tem 

mecanismos de ação conhecidos, como: naloxona e/ou morfina, que interage com receptores 

opioides; verapamil, com canais de cálcio do tipo L; propranolol, com receptores β-

adrenérgicos; ioimbina, com receptores α-2 adrenérgicos (CHENG et al., 2016; GURGEL et 

al., 2001; DICARLO et al., 1994), em seguida, é comparada a distância percorrida por um 

marcador não absorvível entre os grupos, afim de caracterizar o mecanismo de ação de uma 

substância desconhecida (DE SALES et al., 2015).  

Do mesmo modo, no modelo de trânsito gastrointestinal estimulado pela fisostigmina, 

um inibidor da colinesterase, pode ser utilizado para identificar uma possível atividade 

anticolinérgica na inibição do trânsito gastrointestinal de determinada substância (GURGEL 

et al., 2001). 

O efeito de substâncias sobre a motilidade pode ser avaliado ainda por meio de 

contrações induzidas por agonistas, em jejuno isolado in vitro. Para a realização desse 

modelo, uma porção do jejuno é montada e feito o registro das respostas contráteis a 

acetilcolina, cloreto de bário, 5-HT, antes e após a incubação com a substância teste 

(ABDULLAHI et al., 2001; MURUGESAN et al., 2000). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Percy%20WH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1733267
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Contudo, apenas o modelo do esvazimento gástrico permite identificar se o efeito de 

uma substância sobre a motilidade do trato gastrointestinal ocorre em nível de estômago e/ou 

intestino, esse método avalia a porcentagem de retenção de um marcador não absorvível por 

segmento do tubo digestivo (MEDEIROS et al., 2012). 

Para determinar se a atividade antidiarreica de uma substância também está associada 

a uma redução de fluidos intestinais, indicando indiretamente uma atividade antissecretora, é 

utilizado modelo de enteropooling, nesse modelo, o fluido intestinal pode ser quantificado 

com o auxílio de uma proveta e é analisada a capacidade de diminuição de secreção do fluido 

intestinal (ROBERT et al., 1976). 

Além disso, tem sido feitas tentativas de simular estados patológicos através da 

utilização de enterotoxinas (MOURAD, 2004). Os modelos experimentais com a toxina da 

cólera (TC) ajudaram a esclarecer os processos de absorção no intestino, os mecanismos de 

perda de eletrólitos e impulsionaram o desenvolvimento de SRO.  Desse modo, a TC tornou-

se uma ferramenta amplamente utilizada para elucidar os aspectos importantes da biologia 

celular, por exemplo, dos receptores de membrana, do sistema de AMPc, das proteínas G, 

bem como dos mecanismos normais e patológicos de transporte de íons (PETRI JUNIOR et 

al., 2008). 

A TC é formada pela subunidade ativa A (A1 e A2), que está covalentemente ligada a 

5 subunidades B, essa última forma um estrutura em anel que tem a capacidade de se ligar a 

receptores monossialogangliosídeo (GM1),  localizados na superfície dos enterócitos 

(BALDAUF et al., 2015).  

A ligação da toxina ao GM1 promove a sua internalização por endocitose, em seguida, 

no interior da célula as subunidades que compõem a TC se dissociam. A subunidade A tem 

atividade difosfato de adenosina ribosiltransferase e interage com a proteína de membrana Gs 

que regula a adenilato ciclase. O resultado dessa interação aumenta os níveis de AMPc, 

levando a ativação da proteína cinase dependente de AMPc (PKA), causando a fosforilação e 

abertura dos CFTR da membrana apical dos enterócitos. A secreção de Cl
- 

é acompanhada 

pela secreção de Na
+
 e água. Assim, o volume do líquido secretado para o lúmen intestinal 

sobrepuja os mecanismos absortivos do intestino delgado e colon, levando a diarreia maciça 

(LIMA; FONTELES, 2014; DUBREUIL, 2013; MATHAN, 1998). O V.cholerae ou vibrião 

colérico, a bactéria produtora da TC não é invasiva, contudo, permanece no lúmen do 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baldauf%20KJ%5Bauth%5D
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intestino delgado liberando sua enterotoxina durante a progressão da doença (MATHAN, 

1998). 

A TC é funcional e estruturalmente similar à toxina termo lábil (TL) produzida pela 

Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC) (Figura 4) (SIXMA et al., 1992).  

 

Figura 4. Enterotoxina e mecanismo patológico de hipersecreção de eletrólitos e água.  Após 

a ligação da enterotoxina a receptores presentes na superfície dos enterócitos (GM1), a toxina 

é internalizada, e em seguida as subunidades se dissociam. Posteriormente, a subunidade A 

interage com a proteína G e a adenilato ciclase, e induz a secreção de fluidos. 

 

 
Fonte: Adaptado de SLONCZEWSKI; FOSTER, 2009. 

 

 A TL, assim como a TC, é formada por 2 subunidade A e 5 subunidades B, essenciais 

para a ligação da toxina aos receptores GM1 na superfície dos enterócitos. Após a ligação ao 

receptor GM1, a TL promove a saída da água, causando a diarreia, por meio de mudança no 

gradiente osmótico envolvendo a proteína G, adenilato cilclase, AMPc, CFTR e outros canais 

iônicos, causando secreção de cloro e bicarbonato nas criptas, bloqueando assim a absorção 

de Na
+
 e Cl

-
 nas vilosidades, do mesmo modo que a TC (DUBREUIL, 2013; LIMA; 

FONTELES, 2014). 

Entretanto, ao contrário da TC, a TL é encontrada no espaço periplasmático da 

bactéria e é expulsa quando exposta a sais biliares no intestino delgado (MAINIL, 2013). A 

https://www.amazon.com/s/ref=dp_byline_sr_book_1?ie=UTF8&text=Joan+L.+Slonczewski&search-alias=books&field-author=Joan+L.+Slonczewski&sort=relevancerank
https://www.amazon.com/s/ref=dp_byline_sr_book_2?ie=UTF8&text=John+W.+Foster&search-alias=books&field-author=John+W.+Foster&sort=relevancerank
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TL é uma causa importante da diarreia dos viajantes, enquanto a cólera é endêmica em muitas 

regiões do mundo e tem sido importante preocupação para pessoas que habitam essas áreas, 

assim como para viajantes dessas regiões (DUBREUIL, 2013). Muitos estudos têm 

demonstrado que a ligação da TL ao GM1 é inibida pela galactose (BECKER; WIDJAJA-

GREEFKES; VAN WIKSELAAR, 2010). 

Após a fase de identificação de atividade biológica e entendimento dos mecanismos de 

ação, é necessário a realização de estudos de toxicologia pré-clínica, afim de indicar o grau de 

confiança depositado em um medicamento a ser administrado na espécie humana, 

independente da sua origem (BERKOWITZ; KATZUNG, 2003). 

 

 

3.6. TOXICOLOGIA DE PRODUTOS NATURAIS 

 

O número de pessoas que fazem o uso de plantas para o tratamento de doenças sem 

conhecer os seus riscos é muito elevado, esse fato, torna os estudos toxicológicos e 

farmacológicos pré-clínicos e clínicos indispensáveis à proteção da saúde. A toxicidade de 

plantas medicinais e fitoterápicos pode parecer trivial quando comparada a dos medicamentos 

usados nos tratamentos convencionais, contudo, representa um problema sério de saúde 

pública (EFFERTH; KAINA, 2011). 

Nesse sentido, os ensaios não clínicos e clínicos de produtos candidatos a 

medicamento fitoterápico e/ou fitofármacos devem ser realizados com o sentido de se obter 

informações que certifiquem a segurança e eficácia (ANVISA, 2014). Em geral, as normas 

para avaliações toxicológicas de medicamentos são elaboradas por instituições regionais, tais 

como: a europeia, Organisation for Economic Cooperation and Development - OECD, a 

americana, Food and Drug Administration – FDA, e a asiática, Agência Japonesa de 

Medicamentos e Dispositivos Médicos - PMDA (HANDOO et al., 2012). 

No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) é o órgão regulador 

para registro de medicamentos fitoterápicos de uso humano e determina a realização de 

estudos de toxicidade tendo como base o “Guia para a Condução de Estudos não Clínicos de 

Toxicologia e Segurança Farmacológica Necessários ao Desenvolvimento de Medicamentos” 

(ANVISA, 2013).  De acordo com esse guia devem ser realizados testes de toxicidade aguda, 

testes de toxicidade de doses repetidas (toxicidade subcrônica e crônica), e quando houver 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Widjaja-Greefkes%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19919285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Widjaja-Greefkes%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19919285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Wikselaar%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19919285


45 

 

Todos os direitos autorais reservados à Elsevier 

 

inidicação de uso contínuo ou prolongado do medicamente deverão ser realizados testes 

adicionais, tais como estudo de genotoxicidade e toxicidade reprodutiva (ANVISA, 2013). 

Atualmente, entre os métodos validados para avaliar a toxicidade aguda em animais 

estão: Teste de Dose Fixa (OECD 420), Teste de Toxicidade Aguda de Classe (OECD 423) 

ou ainda o Teste Up and Down (OECD 425) (EPA, 2017; ANIVSA, 2014). Em geral, esses 

métodos utilizam um número menor de animais que o preconizado no método clássico de 

DL50 (dose que mata 50% dos animais) e são capazes de classificar substâncias químicas 

quanto ao seu potencial de toxicidade aguda, fornecer informações sobre possíveis órgãos 

alvo e evidenciar sinais de toxicidade aguda (EPA, 2017; ANIVSA, 2014; ABREU et al., 

2008). 

Publicado em 1992, o teste de dose fixa é utilizado para identificar a menor dose que 

causa toxicidade evidente. Com esse propósito, são estabelecidas doses fixas (5, 50, 300 e 

2000 mg/kg, e excepcionalmente, pode-se usar 5000 mg/kg), selecionados 5 animais por dose, 

e após a exposição à substância investigada o animal é observado por 14 dias quanto a sua 

sobrevivência e aparecimento de efeitos tóxicos (OECD, 2001).  

Em 1996, surgiu o método de toxicidade aguda de classe, o qual foi adotado pela 

OECD (OECD, 423) e utiliza as mesmas doses do teste de doses fixas, contudo emprega 

apenas 3 animais por dose (OECD, 2001). O guia OECD 423/2001 (Figura 5) avalia a 

toxicidade produzida por uma substância teste após a administração, em dose única ou 

parcelada, em um período não superior a 24 horas, seguida da observação dos animais por 14 

dias após a administração. Em geral, esse protocolo permite estimar a DL50, sinais de 

toxicidade aguda e órgãos alvo. As alterações comportamentais dos animais podem ser 

avaliadas por meio do screening hipocrático, uma ferramenta que considera os seguintes 

critérios comportamentais: atividade geral, motilidade, frequência cardíaca, piloereção, 

exoftalmia, lamber patas, coçar focinho, morder cauda, convulsão, ereção da cauda, tremor da 

cauda, sedação, analgesia, anestesia, perda do reflexo. Além disso, outros possíveis efeitos 

que podem ser observados como força para agarrar, hipotermia e morte (OECD, 2001; 

BRITO, 1994).   
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Figura 5. Fluxograma representando a metodologia seguida para o ensaio de toxicidade 

aguda de classe (OECD 423). 

 

- 0, 1, 2, 3: número de animais mortos em cada etapa.  

- GHS: Sistema de Classificação Mundial Harmonizado (mg/kg de peso corporal).  

- ∞: não classificado.  Fonte: Adaptado de OEDC (2001). 

 

Em 1998, surgiu o teste “Up and Down” (OECD, 425) que observa o padrão de 

sobrevivência do animal em 48 horas, nesse método a escolha da dose para o próximo animal 

é feita com base na sobrevivência ou morte do primeiro. Esse método apresenta a 

desvantagem de necessitar de programas específicos para estabelecer a sequência de doses 

testadas e fornecer as estimativas finais (OECD, 2008).   

Nesse contexto, a escolha da via de administração é mais simples do que das doses a 

administrar, geralmente a via de administração é a mesma que se pretende utilizar nos ensaios 

clínicos. Os testes de toxicidade aguda empregam três vias de administração: oral, dérmica e 

inalatória. Contudo, a via oral é a mais utilizada para a avaliação pré-clínica de novos agentes 

terapêuticos, por ser a via mais comumente usada para a administração de fármacos (OECD, 

2008; OECD, 2001).  Além disso, para os testes de toxicidade oral aguda é recomendado a 

utilização de fêmeas, em virtude da maior suscetibilidade a efeitos tóxicos no gênero 

decorrente de suas alterações hormonais fisiológicas (HAYES, 2007). Em geral, a escolha do 

método deve ser feita com base do entendimento claro da proposta científica e quanto a 

resposta que se quer ser obtida (VALADARES, 2006). 
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3.7. CONSIDERAÇÕES SOBRE ALGAS MARINHAS E POLISSACARÍDEOS 

SULFATADOS 

Alga é um termo genérico desprovido de significado taxonômico que inclui 

organismos de linhagens filogenéticas completamente diferentes, incluindo procariontes 

(cianobactérias ou algas azuis) e eucariotes pertencentes ao reino protista, unicelulares ou 

pluricelulares e autotróficos, possuidores de clorofila ‘a’ (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 

2007). Devido à realização da fotossíntese, as algas desempenham um importante papel, 

sendo responsáveis pela produção de oxigênio e fixação de carbono (RAVEN; EVERT; 

EICHHORN, 2007; PERFEITO et al., 2004). 

Apesar de não apresentarem origem filogenética concordante, algumas formas de 

classificação baseadas em suas características morfológicas e estruturais são utilizadas, uma 

dessas classificações agrupa as algas de acordo com seu tamanho, sendo divididas em algas 

microscópicas ou microalgas, e algas macroscópicas ou macroalgas (RAVEN; EVERT; 

EICHHORN, 2001).  As macroalgas podem ainda ser classificadas de acordo com a presença 

de pigmentos acessórios que podem mascarar a presença da clorofila em três grupos: 

Rhodophyta (algas vermelhas), Phaeophyta (algas pardas) e Chlorophyta (algas verdes) 

(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001). 

O surgimento de novas técnicas com aplicações nas áreas de genômica e filogenia 

molecular permitiu significativas mudanças na história evolutiva de genes e na taxonomia das 

algas. Desse modo, baseado na interpretação da sequência de base de DNA dos cloroplastos e 

de sequências de RNA ribossomal, as algas são classificadas atualmente em Cyanophyta, 

Glaucophyta, Rhodophyta, Cryptophyta, Phaeophyta, Dinophyta, Haptophyta, Euglenophyta, 

Clorophyta e Charophyta (PEREIRA; NETO, 2014). 

As algas são encontradas em diversos ambientes (solo, água doce e salgada, por 

exemplo), sua distribuição está relacionada com a temperatura e salinidade da água, 

disponibilidade de luz solar, correntes dos oceanos, condições físicas e químicas ambientais 

(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007). Para sobreviver a um ambiente desfavorável e 

competitivo, as algas marinhas têm desenvolvido estratégias de defesa que resultam na 

formação de metabólitos com alto nível de diversidade química e estrutural (PUGLISI et al., 

2004). Entre esses compostos, os polissacarídeos vêm se destacando devido a sua abundância, 

(CHUNG et a., 2010), atividades biológicas com potenciais benéficos para a saúde, e 

aplicações bastante diversificadas nas áreas de alimento, farmacêutica, biomédica e 
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biotecnológica (SIMPSON, CAMPBELL, 2015; BONTEN et al., 2015; XIE,  WANG, 

ZHANG, 2015).  

A parede celular das algas possuem um componente fibrilar, formador do esqueleto da 

parede, e um componente amorfo, o qual forma uma matriz na qual o componente fibrilar se 

encontra embebido, que corresponde aos polissacarídeos muito utilizados comercialmente 

(KLOAREG; QUATRANO, 1998). 

Essas macromoléculas apresentam variações estruturais conforme a classificação das 

algas, sendo encontradas como fucanas nas algas pardas ou marrons (Phaeophyceae), 

galactanas nas algas vermelhas (Rhodophyceae) e arabino-galactanas nas algas verdes 

(Chlorophyceae) (ROCHA et al., 2004; PERCIVAL; MCDOWEL, 1967).  

Em geral, os polissacarídeos sulfatados compreendem um grupo complexo de 

macromoléculas, essa complexidade é devido às múltiplas possibilidades de ligações entre os 

monossacarídeos e a distribuição de grupamentos sulfato (OSO3
-
) ou átomos de enxofre 

(PÉREZ-RECALDE et al., 2014). Adicionalmente, a presença de ésteres de sulfato confere 

elevada eletronegatividade, que permite a interação eletrostática desses compostos com 

proteínas específicas, um ponto chave para as suas atividades biológicas (POMIN, 2009). 

 

3.7.1. AÇÕES FARMACOLÓGICAS DE POLISSACARÍDEOS SULFATADOS E 

TOXICIDADE 

Os polissacarídeos sulfatados obtidos a partir de algas apresentam inúmeras atividades 

biológicas, entre essas, a atividade antiviral está entre as mais estudadas e tem demonstrado 

efeito contra importantes patógenos humanos, tais como o vírus herpes simples, 

citomegalovírus humano, HIV, vírus da dengue e vírus sincicial respiratório, uma vez que, a 

atividade antiviral desses compostos está relacionada à formação de complexos que 

bloqueiam a interação dos vírus com as células, mesmo que as aplicações sistêmicas tenham 

inconvenientes, a sua estrutura e modo de ação indicam potencial para utilização em 

formulações tópicas, com o intúito de prevenir infecções por vírus (THUY et al., 2015; 

RABANAL et al., 2014; DAMONTE; MATULEWICZ; CEREZO, 2004).  

Ademais, o potencial terapêutico desses compostos tem sido explorado com o 

propósito de desenvolver medidas terapêuticas contra o câncer, e tem apresentado 

citotoxicidade frente a células cancerosas, inibição da invasão, metástase e angiogênese 

(SENTHILKUMAR et al., 2013).  

http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=26032482100&amp;eid=2-s2.0-84929070274
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=56031053700&amp;eid=2-s2.0-84929070274
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=56029389700&amp;eid=2-s2.0-84929070274
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Senthilkumar%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23817097
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De acordo com Senthilkumar et al. (2013), os polissacarídeos sulfatados extraídos de 

algas marrons, conhecidos como fucanas, inibem a proliferação e induzem a apoptose em 

linhagem de células de linfoma humano. Do mesmo modo, polissacarídeos obtidos a partir de 

algas vermelhas Bostrychia montagnei e Porphyra columbia têm demonstrado atividade 

antiproliferativa frente a linhagem celular tumoral de cólon uterina (STEVAN et al., 2001).  

No estudo realizado por Azevedo et al. (2009) foi demonstrado que polissacarideos 

obtidos a partir da alga marrom Fucus vesiculosus, além de atuarem de forma eficiente como 

anticoagulante, apresentam baixa atividade hemorrágica quando comparado a heparina. 

Dentre os estudos mais recentes, foi investigado o efeito de polissacarídeos sulfatafos obtidos 

a partir da alga Grateloupia lívida sobre o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA), 

e Tempo de Protrombina (TP) usando plasma humano normal, os resultados obtidos 

demonstraram que esses compostos tem ação anticoagulante e podem servir como fontes 

naturais alternativas. Além disso, foi observado que esses polissacarídeos possuem ação 

antioxidante (TANG et al., 2017).   

Vários trabalhos reportam a atividade antioxidante de polissacarídeos sulfatados 

extraídos de algas (BARAHONA et al., 2011; SOUZA et al., 2011). Na caracterização da 

ação de polissacarídeos obtidos da alga Hypnea musciformis sobre a colite induzida em ratos, 

foi observado após tratamento, manutenção ou reparo dos níveis de glutationa, um marcador 

de estresse oxidativo in vivo, sugerindo uma ação antioxidante endógena dessas 

macromoléculas frente a danos provocados pelo estresse oxidativo. Ademais, esses 

polissacarídeos reduziram de forma significativa marcadores de migração de leucócitos, como 

a mieloperoxidase, citocinas pró-inflamatórias (IL-13 e TNF-α), isso permite sugerir também 

atividade anti-inflamatória (BRITO et al.,2014). 

Na avaliação da ação desses biopolímeros frente a processos inflamatórios, Silva et al. 

(2011) avaliaram o efeito gastroprotetor de polissacarideos isolados da alga Gracilaria 

caudata, em camundongos, os resultados mostraram que o tratamento reduziu o dano 

gastrointestinal e sugerem efeito protetor através de mecanismos que envolvem a inibição da 

infiltração de células inflamatórias e peroxidação lipídica. 

A avaliação dos efeitos de polissacarídeos obtidos a partir de Gracilaria cornea em 

modelos de experimentação animal mostrou que esses compostos são capazes de reduzir o 

número de contorções abdominais induzidas por ácido acético, além disso, no teste de 

formalina, teste da placa quente, no modelo de peritonite e edema de pata induzida por 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Senthilkumar%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23817097
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carragenana, os resultados obtidos, em conjunto, demonstraram que esses biopolímeros 

apresentam atividades antinociceptiva e anti-inflamatória (COURA et al., 2012). 

Recentemente, polissacarídeos extraídos das algas H. musciformis e Gracilaria caudata 

tiveram atividade antidiarreica comprovada em modelos de diarreia induzida pelo óleo de 

rícino e pela toxina da cólera (SOUSA et al., 2016; COSTA et al., 2016).  

 Ademais, estudos têm demonstrado que polissacarídeos sulfatados extraídos de algas 

inibem a ligação da toxina termoestável (TS), produzida pela ETEC, aos receptores presentes 

na parede dos enterócitos, essa toxina é responsável pela indução de diarreia secretora em 

animais (GONÇALVES et al., 2008). Essa inibição da ligação ocorre devido a similaridade 

estrutural entre os polissacarídeos, que são constituídos de unidades de galactose sulfatada, e 

o receptor dessa toxina, que contém grupos sulfatados do tipo 3´-sulfogalactosil-ceramida 

(ROUSSET; HAREL; DUBREUIL, 1998). 

Em geral, os dados publicados até o momento referentes à avaliação da segurança dos 

polissacarídeos extraídos de algas demonstram que essas macromoléculas possuem carácter atóxico  

(Tabela 1).  

Tabela 1. Toxicidade de polissacarídeos obtidos a partir de algas. 

              

Espécie Toxicidade             Referência 

 

Caulerpa racemosa (-) RIBEIRO et al., 2014 

Caulerpa cupressoides (-) RODRIGUES et al., 2013 

Gracilaria birdiae (-) VANDERLEI et al., 2011 

Gracilaria cornea (-) COURA et al., 2012 

Undaria pinnatifida (-) CHUNG et al., 2010 

Fucus vesiculosus (-) ZARAGOZA et al., 2008 

Cladosiphon okamuranus (-) GIDEON; RENGASAMY, 2008 

Laminaria japonica (-) LI; ZHANG; SONG, 2005 
                           (-) = Ausencia de efeito após a exposição. (+) = Presença de efeitos após a exposição. 

 

Segundo Chaves (2008), a toxicidade depende de vários fatores, entre as causas 

intrínsecas ao organismo vítima da intoxicação pode-se destacar a forma como o agente 

tóxico foi administrado, a biodisponibilidade do agente no organismo, a metabolização, 

biotransformação e os mecanismos de eliminação do agente tóxico.   

Estudos em modelos animais mostram que os polissacarídeos extraídos de algas 

vermelhas não são degradados de forma significativa pelo baixo pH gástrico ou bactérias do 

trato gastrointestinal (WEINER, 2014). Por outro lado, tem sido relatada a presença de 

enzimas que degradam os hidratos de carbono das algas vermelhas pela microbiota do 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15680677
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15680677
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intestino (HEHEMANN et al., 2010). O alto peso molecular, a estrutura e estabilidade quando 

ligados a proteínas, contribuem para que esses polímeros não sejam absorvidos de forma 

significativa ou metabolizados (WEINER, 2014).  

No entanto, do mesmo modo que as propriedades biológicas, a biotranformação dos 

polissacarídeos depende, entre outros fatores, do peso molecular e da distribuição de 

grupamentos sulfatados ao longo da cadeia polissacarídica (RAÚL et al., 2015; CHAVES, 

2008).   

 

3.7.2. POLISSACARÍDEOS SULFATADOS EXTRAÍDOS DA ALGA VERMELHA 

(Gracilaria intermedia)  

As algas marinhas vermelhas apresentam grande diversidade de espécies (BICUDO; 

MENEZES, 2010). A coloração avermelhada observada em algumas algas é devido à 

presença de ficoeritrina, pigmento fotossintético acessório presente no interior dos 

cloroplastos, sendo também encontrados, em menor quantidade: ficocianina e aloficocianina 

(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).  

Nas algas vermelhas, a matriz extracelular é marcada pela presença de grande 

variedade de galactanas sulfatadas, polímeros de galactose, formados por cadeias lineares de 

dissacarídeos repetitivos. Cada dissacarídeo é constituído por subunidades, A e B, arranjadas 

em sequências alternadas na forma (AB)n. A unidade A é formanda por β-D-galactose ligada 

através dos carbonos C1 e C3, enquanto a unidade B é composta por α-D/L-galactose ligada 

por meio dos carbonos C1 e C4 (Figura 6 A). Além disso, algumas unidades B podem estar na 

forma de α-L-anidrogalactose (Figura 6 B) (BARROS et al., 2013; CAMPO et al., 2009; 

PAINTER, 1983). 

 

Figura 6. Representação da estrutura química das unidades de dissacarídeos que formam as 

galactanas sulfatadas extraídas de algas vermelhas.  
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Fonte: Adaptado de BARROS et al, 2013. 

 

Apesar da estrutura básica repetitiva, os PLS apresentam diversidade estrutural, devido 

aos diferentes tipos de substituintes na cadeia principal, que originam moléculas complexas 

(PAINTER, 1983). Os polissacarídeos sulfatados podem ser divididos em grupos conforme a 

configuração enantiomérica das unidades B (α-galactose), quando essas unidades estão na 

configuração enantiomérica D são classificados como carragenanas, e quando presentes na 

configuração L são classificados como agaranas ou ágar. Ademais, alguns polissacarídeos 

também podem apresentar simultaneamente carragenanas e agaranas, formando um terceiro 

grupo de polissacarídeos onde as unidades B ou α-galactose podem estar tanto na 

configuração D quanto L (as galactanas DL-híbridas) (KNUTSEN et al., 1994).  

Segundo Fidelis (2014), as agaranas podem ser fracionadas em unidades de agarose e 

unidades de agaropectina. A agarose, também chamada de agarobiose, fração gelificante, é 

um polissacarídeo linear neutro, que consiste de cadeias repetidas de unidades alternadas de 

(1→3)-β-D-galactopiranose e (1→4) 3,6-anidro-α-L-galactose (FIDELIS, 2014). Enquanto a 

agaropectina, fração não gelificante, é um polissacarídeo ácido que apresenta (1→3)-β-D-

galactose (unidade A) e (1→4)-α-L-galactose (unidade B) com a presença de substuintes 

carregados, com o sulfato (LABROPOULOS et al., 2002).  A proporção dessas frações, 

agarose e agaropectina, varia de acordo com a espécie da alga marinha e as condições 

ambientais (LABROPOULOS et al., 2002).  

Espécies do gênero Gracilaria são as principais produtoras de ágar encontradas na 

natureza, e apresentam agaranas formadas por unidades (1→3)-β-D-galactose (unidade A) e 

(1→4)-3,6,anidro-α-L-galactose (unidade B) com substituições por grupamentos metil ou 

sulfato (Figura 6B) (BARROS, 2011; MARINHO-SORIANO, 2006). Além disso, o ágar 

obtido de espécies do gênero Gracilaria tem sido explorado comercialmente e usado como 
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meio de cultura microbiológico, na formulação de cápsulas de medicamentos, base para 

cosméticos e em produtos alimentícios (RINAUDO, 2008; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 

2001). 

 

No Brasil, várias espécies do gênero, incluindo G. intermedia (Rhodophyceae) (Figura 

7), são encontradas em abundância na região nordeste (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 

2005). Atualmente, existem poucos estudos envolvendo essa espécie, tais como análises 

filogenéticas e distribuição ecológica (GURGEL; FREDEIRCQ; NORRIS, 2008; WYNNE; 

BRADSHAW; CARRINGTON., 2014). Contudo, têm sido relatadas propriedades anti-

inflamatória, antinociceptiva (COSTA et al., 2014) e antioxidante (CASTRO et al., 2014). 

 

Figura 7. Aspecto macroscópico da alga marinha vermelha Gracilaria 

intermedia e sua classificação taxonômica. 

 
Fonte: SAHAI, 2003. 

 

O polissacarídeo isolado a partir da G. intermedia é uma agarana, com peso molecular 

de 410 kDa, composta por unidades de  β-D-galactopiranose ligada a L-galactose-6-sulfato e 

3,6-anidro-α-L-galactose (COSTA et al., 2014; CASTRO et al., 2014).  

Em geral, para a extração desses biopolímeros é necessário um meio aquoso, porém, 

ainda não há um consenso quanto ao pH ideal para a extração, pois os diferentes meios 

influênciam na quantidade e no tipo de polissacarídeos sulfatados extraídos, bem como na 

extração de contaminantes, como proteínas (ALE et al., 2011).  

A extração de polissacarídeos sulfatados de algas em soluções aquosas com pH 

próximo ao neutro apresentam bom rendimento (SOUZA et al., 2012). Por outro lado, a 

extração utilizando solução em pH básico, como NaOH ou KOH, tem sido utilizada nos 
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processos de extração de polissacarídeos de algas devido a menor contaminação (FIDELIS et 

a., 2014; BONO et al., 2012; RUPÉREZ; AHRAZEM; LEAL, 2002).  

Visando melhorar a extração de polissacarídeos, muitos autores introduziram o uso de 

enzimas proteolíticas a solução básica, pois os polissacarídeos presentes na matriz extracelular 

das algas muitas vezes estão presos a proteínas, que dificultam a sua remoção, desse modo, o 

uso de agentes proteolíticos degrada as proteínas, permitindo uma extração mais eficaz 

(CHANANA et al., 2013). Entre os agentes proteolíticos, a enzima papaína têm sido bastante 

utilizada na extração de polissacarídeos sulfatados de algas (MELO et al, 2002), nesses casos 

o pH da hidrólise é igual a 5,0,  que é o pH ideal da papaína (FIDELIS, 2014). 

Outro fator importante a ser considerado é a temperatura de extração, pois esse fator 

também influência na obtenção dos polissacarídeos sulfatados (SOUZA et al., 2012). 

Entretanto, nas extrações cuja proteólise é inserida, há limites restritos de alterações de 

temperatura, pois essa irá depender da temperatura ideal da atividade enzimática. Desse 

modo, quando a proteólise está inserida no protocolo de extração, a maioria, utiliza a 

temperatura na faixa de 60 °C (COSTA et al., 2012; CAMARA; COSTA;  FIDELIS, 2011.; 

ROCHA et al., 2005). Nesse contexto, a metodologia empregada para a extração desses 

biopolímeros pode afetar o rendimento, a estrutura do polissacarídeo, as propriedades físico-

químicas e biológicas (PEREIRA et al., 2005; MARINHO-SORIANO et al., 2006). Portanto, 

o uso de uma condição em especial pode favorecer a obtenção de polissacarídeos com uma 

atividade que se deseja em detrimento de outras (FIDELIS, 2014).  

Segundo Castro (2014), a extração de PLS da alga marinha G. intermedia através do 

método enzimático resultou em amostra com baixo efeito gelificante, fato que pode estar 

relacionado à quantidade de sulfato na amostra (COSSON et al., 1995). Contudo, a 

porcentagem de sulfato obtida na fração políssacarídica pelo método enzimático foi superior à 

apresentada nas frações extraídas por meio de outros métodos, tais como, extrações nas quais 

a alga é pré-tratada com NAOH (1%) e KOH (5%) e extração sem pré-tratamento, ou seja, 

quando a obtenção dos polissacarídeos ocorre com a fervura. Ademais, as amostras que 

tiveram pré-tratamento alcalino apresentaram quantidade menor de sulfato (CASTRO., 2014). 

Além disso, estudos tem demonstrado que consideráveis variações estruturais nessas 

macromoléculas podem sofrer influência de fatores fisiológicos, variações sazonais e do local 

de origem dos espécimes (PEREIRA et al., 2005; MARINHO-SORIANO et al., 2006).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21339951
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Desse modo, considerando a diversidade estrutural, o fato desse recurso natural ainda 

ser pouco explorado e o grande pontecial farmoquímico dos polissacarídeos sulfatados 

extraídos de algas marinhas sobre distúrbios do trato gastrointestinal, como a diarreia, é de 

fundamental importância potencializar os meios científicos, tecnológicos e financeiros que 

viabilizem os estudos desses biopolímeros, visto que, os resultados obtidos poderão auxiliar a 

adoção de novas estratégias terapêuticas e medidas profiláticas que poderão ser usadas na 

atenção básica à saúde do Estado do Piauí. 
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Título curto: Efeito antidiarreico e avaliação da segurança da PLS-Gi  

 

Resumo  

O objetivo deste estudo foi avaliar a composição química, o efeito antidiarreico e a toxicidade 

aguda de uma fração de polissacarídeos sulfatados obtida da Gracilaria intermedia (PLS-Gi). 

Inicialmente, foi realizada a caracterização estrutural da fração polissacarídica obtida após a 

extração por meio da Espectrometria na Região do Infravermelho com Transformada de 

Fourrier. A atividade antidiarreica da PLS-Gi foi avaliada no modelo de diarreia induzida pelo 

óleo de rícino. Posteriormente, o efeito da PLS-Gi sobre a diarreia induzida pela toxina da 

cólera (TC) foi examinado, além disso, foi avaliada a sua possível interação com os 

monossialogangliosídeos GM1. Os efeitos da PLS-Gi também foram investigados sobre 

diarreia induzida por E. coli. Em seguida, foi investigado o potencial de toxicidade aguda, 

seguindo as diretrizes da OECD Guideline 423/2001. O espectro de infravermelho da PLS-Gi 

apresentou bandas atribuídas à agarana e grupamentos sulfatos no C-6 dos resíduos de L-

galactose. O pré-tratamento com a PLS-Gi reduziu as fezes totais, diarreicas e o 

enteropooling. A PLS-Gi (30 mg/kg, v.o.) aumentou a atividade de Na
+
/K

+
 - ATPase e 

reduziu o trânsito gastrointestinal por meio de mecanismos anticolinérgicos sem interferir no 

esvaziamento gástrico. No modelo de diarreia induzida pela TC, a PLS-Gi inibiu a secreção 

do líquido intestinal e diminuiu a perda de íons Cl
-
. O teste de ELISA demonstrou que a PLS-
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Gi pode interagir com o GM1 e a TC. A PLS-Gi reduziu a diarreia induzida por E.  coli e 

impediu a perda de peso dos animais. Além disso, no ensaio de toxicidade aguda da PLS-Gi, 

os animais não exibiram qualquer sinal de efeito adverso. Em conjunto, esses resultados 

sugerem que a PLS-Gi é uma possível candidata para o tratamento de diarreias agudas. 

Palavras-chave: Algas marinhas, macromoléculas sulfatadas, diarreia aguda. 

 

1. Introdução 

A diarreia é uma desordem gastrointestinal caracterizada pelo aumento da frequência 

de evacuações (três ou mais vezes por dia), acompanhada de diminuição da consistência das 

fezes, e que pode levar a um desequilíbrio eletrolítico [1]. Apesar das melhorias nas condições 

de saúde pública e da redução da mortalidade relacionada à diarreia, nos últimos anos, essa 

manifestação clínica continua matando crianças com menos de cinco anos de idade [2].   

Nos países em desenvolvimento, bactérias produtoras de toxinas (Vibrio cholerae e 

Escherichia coli), bactérias enteroinvasivas (Shigella e Salmonella), protozoários (Entamoeba 

histolytica e Cryptosporidium parvum) e vírus (Rotavírus) são os principais causadores de 

diarreia [3]. Ademais, outros fatores são responsáveis pelo aparecimento desse distúrbio, 

como ansiedade, intolerância alimentar, medicamentos, entre outros [4]. 

As soluções de reidratação oral (SRO) são indicadas para o tratamento inicial das 

diarreias em todo o mundo. Entretanto, as SRO disponíveis atualmente são incapazes de 

reduzir a duração e severidade da diarreia [5]. Desse modo, a crescente demanda por 

moléculas com potencial terapêutico tem levado ao aumento de pesquisas envolvendo 

organismos de origem marinha, devido a sua grande biodiversidade [6]. Entre essas 

moléculas, os polissacarídeos sulfatados obtidos a partir de algas marinhas tem grande 

potencial terapêutico para o tratamento de várias doenças. Desse modo, inúmeras atividades 

biológicas têm sido descritas, tais como: atividade antioxidante [7], anti-inflamatória, 
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antinociceptiva [8], anticoagulante [9], anticâncer [10], antiviral [11], antimicrobiana [12], 

gastroprotetora [13] e antidiarreica [14, 15].  

Os polissacarídeos sulfatados obtidos a partir da alga vermelha do gênero Gracilaria, 

pertencente à Família Gracilariaceae e Filo Rhodophyta, são compostos, principalmente, de 

galactanas sulfatadas constituídas por resíduos alternantes de 3-β-D-galactose (unidade A) e 

4-α-L-galactose (ou 3,6-anidrogalactose) (unidade B) [16, 17]. Essas macromoléculas, 

geralmente, possuem alto peso molecular e elevada eletronegatividade devido aos grupos 

éster sulfato em sua estrutura, que permite interações eletrostáticas com proteínas específicas 

contribuindo para diferentes atividades biológicas [18]. 

Espécies do gênero Gracilaria são encontradas em abundância em regiões tropicais 

[19]. No Brasil, várias espécies desse gênero, incluindo a Gracilaria intermedia, são 

encontradas na costa do nordeste. Atualmente, existem poucos estudos envolvendo essa 

espécie, tais como análises filogenéticas e distribuição ecológica [20, 21]. Devido ao baixo 

número de artigos científicos envolvendo a G. intermedia e polissacarídeos sulfatados, e 

considerando o potencial terapêutico desses biopolímeros em doenças do trato gastrintestinal, 

é essencial a condução de pesquisa nessa área. Desse modo, os resultados obtidos poderão 

permitir a adoção de novas terapias e medidas profiláticas. Assim, a proposta deste estudo foi 

investigar o efeito antidiarreico de uma fração de polissacarídeos sulfatados extraídos da 

G.intermedia (PLS-Gi) em camundongos, e conduzir uma avaliação da toxicidade aguda.  

 

2. Material e Método 

2.1. Extração da fração de polissacarídeos sulfatados 
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Os espécimes da alga foram coletados em Abril de 2013, na costa do nordeste do 

Brasil (Praia de Taíba, de São Gonçalo, Ceará), os exemplares coletados foram catalogados 

no herbário ficológico do Instituto de Ciências do Mar da Universidade Federal do Ceará (n
o
 

2386).  

Em seguida, as algas foram lavadas com água destilada e secas a 25 °C. A extração 

dos polissacarídeos foi realizada de acordo com o método descrito por Farias et al. [22]. A 

alga seca (5 g) foi suspensa em 250 mL de tampão acetato de sódio 0,1M (pH 5,0), contendo 

30 mg/mL de papaina, 5 mM de EDTA, 5 mM de cisteína, e incubada a 60 °C durante 40 

min. Após a filtração em membrana de nylon, os polissacarídeos foram precipitados com a 

adição de 16 mL de solução de cloreto de cetilpiridínio (CPC) a 10%. Após 24 h à 

temperatura ambiente, a mistura foi filtrada novamente em membrana nylon. Em seguida, os 

polissacarídeos sulfatados foram lavados com 500 mL de solução de 0,05% de CPC 

dissolvido em 100 mL de uma solução 2 mol/L de NaCl-etanol (100:15, v/v). Posteriormente, 

os polissacarídeos em solução foram precipitados com 200 mL de etanol absoluto. Após a 

incubação por 24 h, a 4°C, o precipitado foi filtrado e lavado com etanol a 80%, e em seguida, 

com etanol absoluto e acetona. Posteriormente, a secagem foi realizada por fluxo de ar quente 

(60 °C). O rendimento dos polisscarídeos foi calculado da seguinte forma: 

 

Rendimento dos polissacarídeos (%) = massa do material seco obtido (g) / massa da alga seca 

usada no processo de extração (g) × 100. 

 

2.2. Caracterização de composição química  

A dosagem de proteínas na fração de polissacarídeos obtida foi realizada de acordo 

com o método proposto por Bradford [23], e a albumina sérica bovina foi usada para a 
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confecção da curva padrão.  O espectro da fração de polissacarídeos foi obtido através da 

dispersão em pastilhas de KBr e, foi utilizado um Espectrofotômetro de Infravermelho com 

Transformada de Fourier (FTIR) da Shimadzu, modelo 8300, apresentando uma janela 

espectral de 400 a 4000 cm
-1

. 

 

2.3. Animais  

Para a realização dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss (Mus 

musculus), pesando entre 25-30 g, de ambos os sexos, provenientes do Biotério Central da 

Universidade Federal do Piauí (UFPI). Os animais foram mantidos em gaiolas e 

acondicionados no laboratório com temperatura controlada, acesso à água e ração ad libitum.  

 

2.4. Aspectos Éticos 

Os procedimentos e protocolos experimentais usados nesse estudo foram aprovados 

pela Comissão de Ética em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceará 

(Protocolo n° 11/2013). Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas 

do Guia para Cuidado e Uso de Animais de Laboratório [24]. 

 

2.5. Reagentes e Drogas 

 Todos os reagentes e drogas utilizados nos experimentos foram de grau analítico: 

Papaína (Merck - Kenilwoth, NJ, USA), Cloridrato de Xilazina e Cloridrato de Cetamina 

(Syntec - Cotia, SP, Brasil), óleo de rícino, betanecol, atropina, toxina da cólera, 

monossialogangliosídeo-GM1, reagente de Splittgerber, e 3,3′,5,5′-tetramethylbenzidina 

(Sigma - St. Louis, MO, USA), Cloridrato de Loperamida (Janssen-Cilag Farmacêutica 

LTDA - São Paulo, SP, Brasil), Cloridrato de Naloxona (Cristália Produtos Químicos 
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Farmacêuticos LTDA - Nova Itapira, SP, Brasil), Sulfato de Atropina (Isofarma Industrial 

Farmacêutica LTDA - Fortaleza, CE, Brasil). Todas as drogas foram dissolvidas em solução 

tampão fosfato-salina (PBS) ou solução salina.  

 

2.6. Avaliação da atividade antidiarreica da PLS-Gi  

2.6.1. Diarreia induzida pelo óleo de rícino 

O óleo de rícino foi usado para induzir a diarreia de acordo com o método descrito por 

Awouters et al. [25] com algumas modificações. Os camundongos foram distribuídos 

aleatoriamente em 6 grupos de 5-6 animais por grupo, e privados de comida durante 18 horas 

antes do experimento, mas tiveram livre acesso à água. Inicialmente, o grupo 1 recebeu 

solução salina enquanto os grupos 2, 3, 4 receberam PLS-Gi (3, 10, e 30 mg/kg v.o., 

respectivamente), o grupo 5 recebeu loperamida (5 mg/kg v.o.), e o grupo 6 recebeu apenas o 

veículo (solução salina). Após 1 hora, o óleo de rícino (10 ml/kg v.o.) foi administrado para os 

grupos 1 a 5, para a indução da diarreia, enquanto o grupo 6 recebeu apenas solução salina. 

Após a indução da diarreia, os animais foram colocados em caixas forradas com papel 

absorvente por 3 horas para detectar as características das fezes, incluindo avaliação da 

quantidade total de fezes (mg) e quantidade total de fezes diarreicas (mg) excretadas.  A 

porcentagem de inibição da diarreia foi calculada da seguinte forma:  

Inibição da diarreia (%) = [(A − B) / A] × 100. 

Onde A corresponde à massa média de defecação causada pelo óleo de rícino, B indica 

a massa média de defecação após o tratamento com salina, PLS-Gi ou loperamida. 
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Figura 1. Modelo de diarreia induzida pelo óleo de rícino para a avaliação do efeito 

antidiarreico da PLS-Gi. 

 

A severidade da diarreia induzida por óleo de rícino foi observada e registrada como 

uma pontuação baseada na consistência das fezes (escores), de acordo com o método descrito 

por Dicarlo et al. [26], onde as fezes normais (ou ausência de diarreia) = 0, fezes semi-sólidas 

= 1, fezes pastosas em pequena/moderada quantidade = 2 e fezes aquosas/fezes em grande 

quantidade = 3. 

 

 Figura 2. Escores atribuídos à diarreia induzida pelo óleo de rícino. 
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2.6.2. Acúmulo de fluido intestinal (enteropooling) induzido por óleo de rícino 

O ensaio do enteropooling induzido por óleo de rícino foi realizado de acordo com o 

método descrito por Robert et al. [27] com algumas modificações. Os camundongos foram 

privados de alimento durante 18 horas antes do experimento e distribuídos aleatoriamente em 

5 grupos de 6 animais por grupo. Inicialmente, o grupo 1 recebeu solução salina enquanto os 

grupos 2, 3, e 4 receberam (3, 10 e 30 mg/kg v.o, respectivamente), e o grupo 5 recebeu 

loperamida (5 mg/kg v.o). Após 1 hora, todos os grupos foram tratados com óleo de rícino (10 

ml/kg v.o.). Após 3 horas, os animais foram eutanaziados, laparomizados, e o intestino 

delgado (a partir do piloro ao ceco) foi isolado, pinçado e retirado da cavidade abdominal. 

Posteriormente, o volume do conteúdo intestinal foi quantificado com o auxílio de uma 

seringa graduada.  A eficácia de cada tratamento foi expressa como porcentagem de inibição 

do volume do fluido intestinal (%) e foi calculada da seguinte forma: 

Inibição do volume do fluido intestinal (%) = [(A − B) / A] × 100 

Onde A corresponde ao volume de fluido intestinal após a administração do óleo de 

rícino, e B indica o volume de fluido intestinal após o tratamento com salina, PLS-Gi ou 

loperamida. 

Figura 3. Modelo utilizado para avaliar o efeito da PLS-Gi sobre acúmulo de fluido 

intestinal (enteropooling) induzido por óleo de rícino. 
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2.6.3. Determinação da atividade da Na
+
/K

+
 - ATPase  

Inicialmente, o óleo de rícino foi usado para induzir a diarreia como descrito 

anteriormente, seguindo o método descrito por Awouters et al. [25]. Antes do experimento, os 

camundongos foram submetidos a jejum de 18 horas, com livre acesso à água e distribuídos 

aleatoriamente em 3 grupos de 6 animais por grupo. Inicialmente, o grupo 1  recebeu solução 

salina, enquanto o grupo 2 recebeu PLS-Gi (30 mg/kg v.o.) e o grupo 3 recebeu loperamida  

(5 mg/kg v.o.). Após 1 hora, todos os grupos foram tratados com o óleo de rícino (10 ml/kg 

v.o.).  Posteriormente, os animais foram eutanaziados, laparomizados, e o intestino delgado (a 

partir do piloro ao ceco) foi isolado, pinçado e retirado da cavidade abdominal para avaliar a 

atividade da Na
+
/K

+
 - ATPase presente nos enterócitos, usando o método descrito por Bewaji 

et al [28]. Em seguida, amostras de três segmentos do intestino foram maceradas em 200 mM 

NaCl, 40 mM KCl, e 60 mM Tris (pH 7,4) para cada 40 mg de tecido. Posteriormente, 

alíquotas de 20 µl do homogenato intestinal foram misturadas a 20 µl de MgCl2∙6H2O 80 

mM, 20 µl de EGTA 20 mM e 240 µl de água destilada. Essas misturas foram incubadas em 

banho-maria a 37 °C por 5 minutos. Em seguida, a reação foi iniciada pela adição de 100 µl 

de ATP 8 mM e os tubos foram incubados a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, foi 

adicionado 200 µl de Dodecil Sulfato de Sódio (SDS, 5%) juntamente com 2.000 µl de 

reagente de Splittgerber (solução de molibdato de amônio e ácido sulfúrico) e ácido ascórbico 

9% na proporção 4:1 (v/v). Em seguida, essa mistura foi incubada por 30 minutos a 

temperatura ambiente para o desenvolvimento de cor. A amostra do branco foi preparada da 

mesma maneira, exceto que o sobrenadante do intestino delgado foi substituído por 20 µl de 

água destilada. A absorbância foi mensurada a 560 nm em espectrofotômetro. A concentração 

de fosfato inorgânico (Pi) no tecido foi validada a partir de uma curva de calibração obtida 

com concentrações conhecidas. A atividade da Na
+
 K

+
 - ATPase foi padronizada em termos 
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de concentração de proteínas nas amostras de tecidos do intestino delgado, determinada 

seguindo os procedimentos de acordo com as instruções do fabricante (Labtest Diagnóstica, 

Lagoa Santa, Brasil). A atividade específica de Na
+
 K

+
 - ATPase foi calculada da seguinte 

forma:   

Atividade da Na
+
/K

+ 
- ATPase (μmol Pi/mg de proteína/hora) = [Pi] × 2 × fator de 

diluição/1000 × concentração de proteína (mg/mL). 

Onde [Pi] representa a concentração de fosfato inorgânico em nmol (obtido da curva 

de calibração); 2 representa o fator introduzido para obter a quantidade de Pi liberado por 

hora; 1000 representa o fator introduzido para converter o Pi liberado para µmol.  

 

Figura 4. Modelo utilizado para avaliar a atividade da Na
+
/K

+
 - ATPase. 

 

2.6.4. Trânsito gastrointestinal 

O trânsito gastrointestinal foi avaliado usando uma solução de carvão como marcador 

de acordo com o método descrito por Dicarlo et al. [26]. Inicialmente, o efeito da PLS-Gi na 

redução da motilidade gastrintestinal no modelo de diarreia induzido com o óleo de rícino foi 
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avaliado. Os camundongos foram distribuídos de forma aleatória em 3 grupos, com 6 animais 

cada. Os animais foram privados de comida durante 18 horas antes do experimento, mas 

tiveram livre acesso à água. Todos os grupos receberam óleo de rícino (10 mL/kg v.o.) para 

induzir a diarreia, 30 minutos depois, o grupo 1 recebeu solução salina, enquanto o grupo 2 

recebeu PLS-Gi (30 mg/kg v.o.) e o grupo 3 recebeu (5 mg/kg v.o.). Após 1 hora, os animais 

receberam uma solução de carvão (0,2 mL contendo 10% de carvão ativado suspenso em 5% 

de goma arábica) por via oral. Decorridos 20 minutos, os animais foram eutanásiados, e 

distância percorrida pelo carvão (marcador) em relação ao comprimento total do intestino 

delgado foi mensurada e expressa como porcentagem da distância percorrida, onde: 

Distância percorrida pelo marcador (%) = [A / B] × 100 

Onde A corresponde à distância percorrida pelo marcador, e B representa o 

comprimento total do intestino.  

 

Figura 5. Modelo utilizado para determinar o efeito da PLS-Gi sobre a motilidade 

gastrintestinal. 

 

Em seguida, para examinar um possível envolvimento do sistema opioide no efeito da 

PLS-Gi na redução do trânsito gastrointestinal induzido por óleo de rícino, os camundongos 
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foram distribuídos de forma aleatória em 3 grupos, com 6 animais, e receberam naloxona (2 

mg/kg, s.c.; antagonista opioide).  Após trinta minutos, os animais receberam por via oral 

solução salina (grupo 4), PLS-Gi (30 mg/kg) (grupo 5) ou loperamida (5 mg/kg; agonista 

opioide) (grupo 6), as mesmas doses foram administradas para os grupos 1, 2 e 3, 

respectivamente. Os passos seguintes foram realizados como descrito anteriormente.   

 

Figura 6. Modelo do trânsito gastrintestinal induzido pelo óleo de rícino utilizado para 

avaliar a influência da PLS-Gi sobre receptores opioides. 

 

 

 

Em seguida, para avaliar uma possível atividade anticolinérgica da PLS-Gi na redução 

do trânsito gastrointestinal, foi usado o modelo do trânsito gastrointestinal estimulado pelo 

betanecol, um agonista colinérgico de receptores muscarínicos, de acordo com o método 

descrito por Morais et al [29]. Os camundongos foram distribuídos de forma aleatória em 4 

grupos, com 6 animais, e pré-tratados oralmente com solução salina (grupo 7), PLS-Gi (30 

mg/kg, v.o.) (grupo 8) ou atropina (3 mg/kg, s.c; antagonista colinérgico) (grupo 9). Após 30 

minutos, os grupos 7 a 9 receberam betanecol (3 mg/kg, i.p.). O grupo 10 recebeu apenas 

solução salina (controle). Após 1 hora, todos os animais receberam por via oral uma 



88 

 

Todos os direitos autorais reservados à Elsevier 

 

suspensão de carvão (0,2 mL contendo 10% de carvão ativado suspenso em 5% de goma 

arábica) por via oral. Decorridos 20 minutos, os camundongos foram eutanásiados e distância 

percorrida pelo carvão no intestino, a partir do piloro ao ceco, foi mensurada como descrito 

anteriormente. 

 

Figura 7. Modelo utilizado para investigar o efeito da PLS-Gi sobre receptores 

colinérgicos. 

 

 

 

 2.7. Avaliação do esvaziamento gástrico  

O esvaziamento gástrico foi aferido através da técnica de Reynell e Spray [30]. Após 

jejum de 20 horas, os camundongos do grupo controle foram tratados por via oral com 

solução salina (2,5 ml/kg), enquanto o grupo teste foi tratado com PLS-Gi (30 mg/kg). Após 1 

hora, os camundongos receberam por gavagem, 300 μl de uma solução contendo um 

marcador não absorvível (0,75 mg/ml de solução de vermelho de fenol em 5% de glicose), por 

via oral.  Decorridos 20 minutos, os animais foram eutanásiados e após a laparotomia, o 

estômago e o intestino delgado foram expostos, rapidamente isolados por ligaduras nas 

junções gastro-duodenal, esôfago-gástrica e íleo-cecal sendo finalmente removidos. Após a 
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remoção, estômago e intestino delgado foram colocados em uma mesa e divididos nos 

seguintes seguimentos: estômago e intestino. Cada um desses segmentos foi introduzido em 

um cilindro graduado e o volume total foi aferido através da adição de 10 ml de NaOH 0,1 N. 

Em seguida, os segmentos foram homogeneizados por 30 s. 

Após 20 minutos da homogeneização, foi retirado 1 mL do sobrenadante e 

centrifugado por 10 minutos à 2800 rpm. As proteínas no homogeneizado foram precipitadas 

através da adição de ácido tricloroacético (20 %), e novamente centrifugadas por 20 min à 

2800 rpm. A seguir, foram retirados 150 μl do sobrenadante e adicionado a 200 ml de NaOH 

0,5 N e 600 μl de água destilada. As absorbâncias foram medidas a 540 nm com o auxílio de 

um espectrofotômetro e expressas em densidade óptica (D.O.). A curva padrão foi obtida a 

partir de uma concentração conhecida de vermelho de fenol diluída em  NaOH 0,1 N. Após a 

determinação do coeficiente linear (α) da curva padrão, a concentração da solução (C = D.O.) 

e a quantidade de fenol vermelho (m) por cada segmento (m = C × volume) foram 

determinadas. A retenção gástrica foi expressa em porcentagem da seguinte forma:  

Retenção de corante no estômago (%) = quantidade de fenol vermelho no estômago/ total de 

fenol vermelho no estômago + intestino × 100. 

Figura 8.  Modelo utilizado para determinar o efeito da PLS-Gi sobre o esvaziamento 

gástrico. 
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2.8. Avaliação da atividade antidiarreica da PLS-Gi na diarreia secretora induzida pela 

toxina da cólera 

2.8.1. Efeito da PLS-Gi na secreção de fluido induzida pela toxina da cólera em alças 

intestinais isoladas 

O efeito inibitório dos polissacarídeos sobre a secreção de fluido intestinal induzida 

pela inoculação da toxina da cólera (TC) foi avaliado seguindo o método descrito por 

Tradtrantip et al. [31]. Os animais foram colocados em jejum 24 h antes do experimento, mas 

com acesso a água ad libitum e distribuídos aletoreamente em 3 grupos. Os camundongos do 

grupo 1 (controle negativo) e grupo 2 (controle positivo) foram pré-tratados oralmente com 

solução salina (2,5ml/kg, v.o.), enquanto o grupo 3 recebeu a PLS-Gi (30mg/kg, v.o.). Os 

animais então foram anestesiados com uma combinação de cloridrato de xilazina (5 mg/kg, 

i.p.) e cloridrato de cetamina (60 mg/kg, i.p.). Após 1 hora, foi realizada a laparotomia e uma 

porção do jejuno foi isolada e fechada com dupla laçada com fio de sutura, de modo a formar 

uma alça intestinal medindo aproximadamente 2-3 cm. As alças intestinais foram inoculados 

com 100 µl de solução salina tamponada com fosfato (PBS) para o grupo 1 (controle 

negativo), e a TC foi dissolvida em PBS (1 µg/alça) para os grupos 2 e 3. As alças intestinais 

foram devolvidas para a cavidade abdominal, a incisão abdominal foi fechada com suturas. 

Decorridas 4 horas após a anestesia, os animais foram eutanásiados e as alças isoladas foram 

rapidamente removidas da cavidade abdominal. A secreção de fluido intestinal foi medida 

indiretamente através da relação do peso/comprimento da alça, expressa em g/cm. O conteúdo 

intestinal acumulado em cada alça isolada foi recolhido separadamente para medir a 

concentração de íons cloreto (Cl
-
). 
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Figura 9. Modelo utilizado para avaliar o efeito da PLS-Gi sobre a dirreia induzida pela 

toxina da cólera.  

 

 

2.8.2. Determinação da concentração de íons cloreto no fluido intestinal 

O fluido intestinal acumulado em cada alça isolada foi centrifugado a 4000 rpm 

durante 10 minutos e o sobrenadante foi retirado e diluído de 1:2 com água destilada. Em 

seguida, as concentrações dos íons cloreto foram determinadas de acordo com as instruções 

do fabricante (Labtest, São Paulo, Brasil). As absorbâncias foram medidas a 470 nm com o 

auxílio de um espectrofotômetro. Os valores obtidos foram expressos em mEq/L. 

 

2.8.3. Efeito da PLS-Gi na absorção intestinal em alças intestinais isoladas  

O efeito da PLS-Gi na absorção intestinal foi determinado de acordo com o método 

previamente descrito por Tradtrantip et al. [31]. Antes dos experimentos, os animais foram 

colocados em jejum por 24 horas com livre acesso à água. As alças intestinais isoladas foram 

obtidas como descrito anteriormente. Em seguida, durante a cirurgia, foram inoculadas 200 µl 

de PBS (controle negativo) (grupo 1), PBS contendo 10 mM de glicose (controle positivo 

para a absorção de fluidos) (grupo 2), ou PBS contendo a PLS-Gi (30mg/kg) (grupo 3). As 

alças intestinais foram devolvidas para a cavidade abdominal e a laparotomia foi fechada com 
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sutura. Trinta minutos após a inoculação nas alças, os animais foram eutanásiados, a cavidade 

abdominal foi reaberta e as alças intestinais isoladas foram removidas. As alças foram pesadas 

com e sem o conteúdo luminal e o volume do conteúdo intestinal foi calculado indiretamente 

pela subtração dos dois valores. A porcentagem de absorção de fluidos foi medida 

indiretamente como a relação do peso/comprimento da alça isolada.  

 

Figura 10. Modelo utilizado para determinar o efeito da PLS-Gi sobre a absorção 

intestinal. 

 

2.8.4. Ensaio GM1-ELISA  

A capacidade de ligação da PLS-Gi ao GM1 foi analisada pelo teste de ELISA 

(Enzyme-linked immunosorbent assay) como descrito por Saha et al. [32]. Inicialmente, as 

microplacas de 96 poços (Global Plast, China) foram cobertas com GM1 (2 µg/ml) diluído em 

PBS a 1%, e foi reali ada a adição de 100 μL/poço, em seguida, as placas foram incubadas 

overnight a temperatura ambiente.  Os locais de ligação extras, regiões não cobertas pelo 

GM1, foram bloqueadas pela adição de 200 µl/poço de PBS contendo 1% de BSA (p/v), em 

seguida, a placas foram incubadas durante 30 min a 37 °C. Após cada etapa, as placas foram 

lavadas três vezes com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (v/v). Soluções contendo a TC 
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), sem e com diferentes concentrações da PLS-Gi (1 a 500 

µg/ml) foram adicionadas às placas, e incubadas à temperatura ambiente durante 2 h. Após a 

etapa de lavagem, 100 µl de anticorpo diluído 1:2000 em PBS foram adicionados. Para o teste 

de ELISA, foram utilizados o anticorpo anti-toxina da cólera produzido em coelho (Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA), seguido de um anticorpo anti-imunoglobulina G de coelho 

produzido em cabras, conjugado com uma peroxidase (GE Healthcare, Amersham Place, 

UK). As placas foram então incubadas durante 1h à temperatura ambiente, lavadas e 

incubadas com uma solução fresca de 3, 30, 5, 50-tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, EUA) durante 15 min à temperatura ambiente. A intensidade de cor foi medida a 

492 nm no leitor de ELISA (Bio-Rad). Cada experimento foi realizado em triplicata e 

validado com a curva padrão obtida de concentrações conhecidas da TC (100 a 1,56 ng/ml), 

utilizada para estimar a quantidade de TC/poço. Para o controle negativo foram utilizados 

poços com GM1 adsorvido, contudo, não foi feita a adição da TC. 

 

2.9. PLS-Gi e Escherichia coli enterotoxigênica  

2.9.1. Avaliação dos efeitos da PLS-Gi na diarreia induzida pela Escherichia coli  

Cepas de E. coli enterotoxigênica (ETEC) foram utilizadas para induzir a diarreia de 

acordo com o método descrito por Bisson et al [33] com modificações. Os camundongos 

foram divididos em 4 grupos, de 6 animais, e colocados em jejum por 18 horas com livre 

acesso a água. Inicialmente, os animais do grupo 1 (controle negativo) e grupo 2 (controle 

positivo) foram pré-tratados com solução salina (5 ml/kg, v.o.), o grupo 3 recebeu o 

antibiótico padrão gentamicina (8 mg/kg, v.o.) e o grupo 4 foi pré-tratado com PLS-Gi (30 

mg/kg, v.o.)  por 3 dias. As cepas de ETEC foram obtidas do laboratório de microbiologia do 

Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceará, Brasil. A suspensão da E. coli 
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foi feita em solução salina estéril contendo 2×10
8
 UFC/ml mensurada com o auxílio de um 

espectrofotômetro. A diarreia foi induzida em todos os grupos, exceto controle negativo, após 

a administração de dose oral única de solução salina contendo ETEC (5 mg/kg), incubada a 

37
o
 C. Após a administração das drogas, os animais foram colocados em gaiolas forradas com 

papel absorvente e foram observados diariamente, durante 3 dias, para detectar a quantidade 

de fezes. Ao longo desse período, foi realizado o registro do peso corporal dos animais. Além 

disso, a quantidade total de fezes (g) e o total de fezes diarreicas (g) excretada por cada grupo 

foi monitorada por três dias. A eficácia de cada tratamento foi expressa como porcentagem de 

inibição da diarreia (%) comparada com o resultado do grupo controle positivo, considerado 

como 100% de diarreia. A porcentagem de inibição da diarreia foi calculada da seguinte 

forma: 

Inibição de defecação/diarreia (%) = [(A - B) / A] ×  100 

Onde A indica a média da massa de defecação induzida pela ETEC; B indica a média 

da massa de defecação nos grupos tratados com salina, PLS-Gi ou gentamicina.  

 

Figura 11. Modelo utilizado para determinar o efeito da PLS-Gi sobre a diarreia 

induzida pela Escherichia coli. 

 

 



95 

 

Todos os direitos autorais reservados à Elsevier 

 

2.9.2. Atividade antimicrobiana de PLS-Gi pelo método de difusão em ágar 

Atividade antibacteriana da PLS-Gi foi testada contra E. coli (ATCC 25922). A 

atividade antimicrobiana foi avaliada de acordo com o método descrito por Valgas et al. [34].  

A suspensão da E. coli foi confeccionada em solução salina estéril (1×10
8 

CFU/mL) e 

espalhada em placa de Petri contendo ágar Mueller-Hinton. Após 24 horas, a PLS-Gi (10, 30 

e 50 mg/mL) foi dissolvida em salina estéril, e em seguida, foi adicionado 100 µL/poço (6 

mm - diâmetro) confeccionados nas placas de Petri contendo o meio de cultura. Após a 

incubação por 24 h a 37
o 

C, a atividade antibacteriana foi mensurada como o diâmetro da zona 

de inibição do crescimento e comparada com o controle negativo (salina). Todos os testes 

foram realizados em triplicata. 

 

2. 10. Estudo de toxicidade aguda da PLS-Gi  

Para avaliar a toxicidade aguda da PLS-Gi foi utilizado o método descrito pela 

Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD), Guideline 423 [35]. 

Foram utilizados camundongos Swiss, fêmeas, com peso variando entre 25-30 g. Os animais 

receberam PLS-Gi (2000 mg/kg, v.o.) dissolvido em salina, enquanto o grupo controle 

recebeu apenas solução salina por gavagem. 

 

2.10.1. Observação de Sinais Clínicos  

Após a administração da PLS-Gi (2000 mg/kg, v.o.), os animais foram observados por 

30 minutos e durante as primeiras 24 horas, com atenção especial para as primeiras 4 horas, e 

depois diariamente, durante os 14 dias de duração do experimento. A observação das 

alterações comportamentais nos animais foi guiada pelo screening hipocrático, de acordo com 

o Guideline 423, que considera os seguintes critérios comportamentais a serem observados: 
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atividade geral, irritabilidade, reflexo palpebral, reflexo auricular, aperto da cauda, reflexo de 

endireitamento, força para agarrar, ataxia, anestesia, tremores, colvulsão, piloereção, ptose 

palpebral, cianose, defecação, lacrimação e morte. Além disso, o peso corporal dos animais 

foi monitorado durante todo o experimento.  

 

2.10.2. Parâmetros Bioquímicos 

Ao final do estudo de toxicidade aguda, os animais foram anestesiados com a 

combinação de Cloridrato de Xilazina (5 mg/kg i.p.) e Cloridrato de Cetamina  (60 mg/kg 

i.p.). Após a anestesia, foi realizada a coleta de sangue por punção cardíaca, em seguida, as 

amostras obtidas foram armazenadas em tubos contendo ácido etilenodiaminotetracético 

(EDTA). As dosagens bioquímicas foram realizadas por meio de espectrofotometria, 

utilizando o analisador semi-automático – TEKNA. A avaliação da função hepática foi 

realizada por meio da quantificação da aspartato aminotransferase (AST), alanina 

aminotransferase (ALT), e a função renal foi estimada através da dosagem da ureia. Todas as 

dosagens foram realizadas de acordo com as especificações do fabricante dos kits da Labtest 

Diagnosis (São Paulo, Brazil). 

 

2.10.3. Peso relativo dos órgãos e análise histológica  

Após a eutanásia dos camundongos, os órgãos (fígado, rins, coração e baço) foram 

removidos, em seguida, registrado os pesos. Posteriormente, o peso relativo dos órgãos foi 

calculado da seguinte forma:  

Peso do órgão/peso do corpo após o tratamento × 100. 

Para a análise histológica, um seguimento de 3 cm dos órgãos mencionados acima foi 

fixado em formalina a 10%. Após a fixação, os tecidos foram desidratados em serie etanólica 
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crescente, clarificado em xileno, e embebido em parafina. Os blocos foram cortados (5-μm) e 

corados com hematoxilina-eosina (H & E), e observados ao microscópio óptico. 

 

2.11. Análise estatística 

Os valores foram expressos como media ± erro padrão da média (E.P.M). As 

diferenças entre os grupos foram determinadas por meio da Análise da Variância (ANOVA), 

seguida pelo teste-t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste ou teste t-Student. Para os 

dados não-paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-wallis, seguido do teste de Dunn´s. Os 

resultados foram considerados significativos quando p< 0,05. 

 

3. Resultados 

3.1. Análise Química  

A extração da fração de polissacarídeos a partir de G. intermedia (PLS-Gi) foi 

realizada por digestão proteolítica, e 1,83 mg de polissacarídeos foi obtido a partir de 5 g de 

amostras secas de alga, correspondendo ao rendimento de 36,7%. Além disso, não foram 

detectadas proteínas na PLS-Gi. A espectroscopia de infravermelho foi usada como 

ferramenta para caracterizar a estrutura química da PLS-Gi. O espectro da FTIR é apresentado 

na Figura 12, expandido na região entre 1400 - 700 cm
-1

, com bandas em 1376, 1258, 1071, 

933, 890, e 819 cm
-1

. 
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Figura 12. Espectro de Infravermelho da fração de polissacarídeos extraídos de 

G. intermedia (PLS-Gi) na região de número de onda entre 1400-700 cm
−1

. 

 

3.2. Avaliação da atividade antidiarreica da PLS-Gi na diarreia induzida com o óleo de 

rícino 

Os resultados obtidos mostraram que a administração do óleo de rícino foi eficaz na 

indução da diarreia (Tabela 1). O pré-tratamento com PLS-Gi nas doses (3, 10, 30 mg/kg)  

reduziu de forma significativa (p<0,05) a massa total de fezes (9.65±0,01 g; 3.32±0,003 g; 

1.3±0,004 g) quando comparado ao grupo salina (11,44±0,01 g). A inibição da defecação para 

as doses testadas foi 15,64%; 79,97%; 88,63%, respectivamente. Além disso, a PLS-Gi 

reduziu a perda de fluidos quando comparada aos valores do grupo controle positivo, e a 

inibição da diarreia foi 16.35%; 72.41% e 91.00%, respectivamente. 
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Tabela 1. Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraídos de Gracilaria 

intermedia (PLS-Gi, 3-30 mg/kg, v.o.) na diarreia induzida por óleo de rícino em 

camundongos. 
  Tratamento    Dose (v.o.) Total de 

fezes (g) 

Inibição da 

defecação 

(%) 

Total de 

fezes 

diarreicas (g) 

Inibição da 

diarreia (%) 

Salina 2,5 (mL/kg) 11,44±0,01            --    11,13±0,005           -- 

PLS-Gi 3 (mg/kg) 9,65±0,01* 15,64 9,31±0,01* 16,35 

10  3,32±0,003* 79,97 3,07±0,01* 72,41 

30  1,3±0,004* 88,63 1,0±0,06* 91,00 

Loperamida 5 (mg/kg) 0,95±0,01* 91,69 0,97±0,008* 91,28 

Os valores estão expressos como média ± E.P.M (n = 5-6). ANOVA e Student-

Newman-Keuls. *p <0,05 quando comparado ao grupo salina.   

 

Do mesmo modo, o efeito da PLS-Gi na severidade da diarreia foi avaliado. A figura 

13  mostra que o pré-tratamento com PLS-Gi (3 e 10 mg/kg) por gavagem, não produziram 

resultados com significância estatística quando comparados com o grupo controle positivo. 

Por outro lado, a PLS-Gi na dose de 30 mg/kg reduziu a severidade da diarreia de forma 

significativa (p<0,05) quando comparado ao grupo controle positvo. A droga antidiarreica 

padrão, loperamida (5 mg/kg), também diminuiu a produção de fezes diarreicas de forma 

significativa (p<0,05). 
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Figura 13. Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraídos 

de G. intermedia (PLS-Gi) na fluidez das fezes. Após a administração 

do óleo de rícino (10 mL/kg, v.o.), o grupo controle produziu fezes 

diarreicas abundantes. O grupo pré-tratado com PLS-Gi (3, 10 mg/kg, 

v.o) não produziu resultados com diferença estatística quando 

comparado ao grupo controle (salina + óleo de rícino), contudo, a PLS-

Gi na dose de 30 mg/kg reduziu significativamente os escores de 

diarreia e diminuiu a severidade da diarreia quando comparado ao 

grupo controle. O medicamento antidiarreico padrão, loperamida (5 

mg/kg, v.o.) diminuiu de forma significativa a fluidez das fezes. Os 

dados foram expressos como média ± E.P.M. Número de animais por 

grupo = 5-6. #p<0,05 vs. grupo salina e *p<0,05 vs. grupo controle 

(óleo de rícino + solução salina). (Kruskal-Wallis e Dunn). 

Abreviações: Lop = loperamida; PLS-Gi = fração de polissacarídeos 

sulfatados extraída de G. intermedia; Sal = solução salina. 

 

3.3. Acúmulo de fluido intestinal induzido pelo óleo de rícino  

Para avaliar o efeito da PLS-Gi no acúmulo do fluido intestinal durante o processo 

diarreico, o ensaio do enteropooling foi utilizado. A Tabela 2 mostra que o efeito do pré-

tratamento com PLS-Gi no acúmulo do fluido intestinal durante o processo diarreico. A PLS-

Gi (3 e 10 mg/kg) não reduziu o volume do conteúdo intestinal de forma significativa  

(8,51%; 10,63%, respectivamente) quando comparado com o grupo controle positivo tratado 

apenas com solução salina. Entretanto, a PLS-Gi (30 mg/kg) e a loperamida reduziram de 

forma  significativa (p<0,05) o volume do fluido intestinal (34,04%; 38,29%, 

respectivamente) quando comparado com o grupo controle positivo. Além disso, os resultados 

mostram que a dose mais efetiva da PLS-Gi foi 30 mg/kg, em seguida, essa foi usada como 

padrão para os outros experimentos. 
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Tabela 2. Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraídos de 

Gracilaria intermedia (PLS-Gi, 3-30 mg/kg, v.o.) no acúmulo de fluidos 

intestinais (enteropooling) induzido pelo óleo de rícino em 

camundongos. 
   Tratamento         Dose (v.o.) Conteúdo    

intestinal 

(mL) 

           Inibição do  

         fluido intestinal 

               (%) 

     Salina 

   PLS-Gi 

 

 

Loperamida 

         2,5 (mL/kg) 

         3 (mg/kg) 

                 0,47±0,04 

 0,43±0,04 

               -- 

              8.51 

10   0,42±0,02               10,63 

30  

5 (mg/kg) 

 0,31±0,01* 

 0,29±0,01* 

              34,04 

              38,29 

Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 5-6). ANOVA e 

Student-Newman-Keuls. * p<0,05 quando comparado ao grupo salina.   

 

3.4. Determinação da atividade da Na
+

/K
+
 - ATPase do intestino delgado  

Os resultados obtidos mostraram que o óleo de rícino reduziu a atividade da Na
+
/K

+
- 

ATPase (432,00 ± 54,57 μmol·mg
-1
·h

-1
) de forma significativa (p<0,05) quando comparado ao 

grupo salina (1158,00 ± 154,00 μmol·mg
-1
·h

-1
) (Figura 14). Entretanto, a atividade da Na

+
/K

+
-

ATPase aumentou de forma significativa (p<0,05) no intestino delgado de animais pré-

tratados com PLS-Gi (923,0 ± 102,1 μmol·mg
-1
·h

-1
) quando comparado com o grupo que 

recebeu óleo de rícino e salina. A loperamida (660,6 ± 99,93 μmol·mg
-1
·h

-1
) também 

aumentou a atividade dessa proteína. Esses resultados indicam que o tratamento com a PLS-

Gi foi capaz de aumentar o a atividade enzimática, contribuindo para o efeito antidiarreico. 
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Figura. 14. Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraídos 

de G. intermedia (PLS-Gi) na atividade da enzima Na
+
/K

+
-ATPase 

no intestino delgado de camundongos. A atividade da Na
+
/K

+
-

ATPase do intestino delgado foi medida por meio da libertação de 

fosfato inorgânico a partir da hidrólise do trifosfato de adenosina 

(ATP). O pré-tratamento com PLS-Gi (30 mg/kg, v.o.) aumentou 

significativamente (p<0,05) a atividade da Na
+
/K

+
-ATPase quando 

comparado ao grupo óleo de ricino. O medicamento antidiarreico 

padrão, loperamida (5 mg kg, v.o.) não produziu resultados com 

diferença estatística quando comparado ao grupo controle (salina + óleo 

de rícino). Os resultados foram expressos como média ± E.P.M. 

Número de animais por grupo = 5-6. #p<0,05 vs. grupo salina + óleo de 

rícinio; *p<0,05 vs. salina. ANOVA e teste Student-Newman-Keuls. 

Abreviações: Lop = loperamida; PLS-Gi = fração de polissacarídeos 

sulfatados extraídos de G. intermedia; Sal = solução salina. 

 

3.5 Motilidade gastrointestinal  

A distância percorrida pelo marcador (solução de carvão) através do intestino após a 

ingestão do óleo de rícino foi utilizada para avaliar o efeito da PLS-Gi no trânsito 

gastrointestinal. Os animais tratados com PLS-Gi ou loperamida reduziram de forma 

significativa (p<0,05) a distância percorrida pelo marcador quando comparado ao grupo 

controle positvo (Figura 15 A). Os animais tratados com PLS-Gi ou loperamida tiveram as 

distâncias percorrida pelo marcador de 42,13% e 30,78%, respectivamente (Figura 15 A). 
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Figura 15. Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraída 

de G. intermedia (PLS-Gi) no trânsito intestinal em camundongos. 

(A) Efeito da naloxona na atividade da PLS-Gi sobre o trânsito 

intestinal induzido por óleo de rícino em camundongos. Os animais 

receberam óleo de rícino para induzir diarreia. O tratamento com a 

PLS-Gi (30 mg/kg, v.o.) reduziu de forma significativa (p<0,05) a 
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distância percorrida pelo marcador (carvão) através do intestino 

delgado. A loperamida (5 mg/kg, v.o.) teve um efeito antimotilidade 

similar. O pré-tratamento com a naloxona (2 mg/kg, s.c.) no grupo 

tratado com a PLS-Gi (30 mg/kg, v.o.) não reverteu seu efeito 

antimotilidade. Número de animais por grupo = 5-6. *p<0,05 vs. grupo 

salino; #p<0,05 loperamida + naloxona vs. loperamida sozinha. (B) O 

betanecol, um agonista colinérgico, aumentou de forma significativa 

(p<0,01) a distância percorrida pelo marcador (carvão) através do 

intestino quando comparado ao grupo tratado apenas com solução 

salina. O pré-tratamento com PLS-Gi (30 mg/kg, v.o.) reverteu o efeito 

estimulador da betanecol (3 mg/kg, i.p.) no trânsito gastrointestinal em 

camundongos. A atropina (3 mg/kg, s.c.) teve um efeito similar ao da 

PLS-Gi. Os resultados foram expressos como média ± E.P.M. Número 

de animais por grupo = 5-6. **p<0,05 vs. grupo salina + betanecol; #p 

<0,05 grupo salino vs. solução salina + betanecol. ANOVA e teste de 

Newman-Keuls. Abreviações: Lop = loperamida; PLS-Gi = fração de 

polissacarídeos sulfatados extraídos de G. intermedia; Sal = solução 

salina. 

 

 Além disso, na segunda etapa dos experimentos, um antagonista opioide não 

específico, naloxona, foi administrado para investigar o possível envolvimento de receptores 

opioides. O pré-tratamento com o antagonista opióide não impediu os efeitos do tratamento 

com a PLS-Gi (40,76%), embora tenha inibido a atividade da loperamida (90,33%), a droga 

padrão usada para o tratamento da diarreia, que altera o trânsito intestinal por interagir com 

receptores opioides do intestino (Figura 15 A). 

No modelo de trânsito intestinal estimulado pelo betanecol, a distância percorrida pelo 

marcador no intestino (90,7%) aumentou de forma significativa (p<0,05) quando comparada 

ao grupo tratado apenas com solução salina (51,08%). Os grupos de animais tratados com 
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PLS-Gi ou atropina tiveram distâncias (47,59% e 42,13%, respectivamente) 

significativamente menores (p<0,05) que aquelas observadas para o grupo que recebeu apenas 

o betanecol (Figura 15 B), indicando que a PLS-Gi reduziu a motilidade intestinal por meio 

do bloqueio de receptores colinérgico do trato gastrointestinal. 

  

3.6. Esvaziamento gástrico 

A porcentagem de retenção gástrica do marcador mostrou que a administração da 

PLS-Gi não resultou em diferença significativa (48,97±6,05%) quando comparado com o 

grupo que recebeu apenas solução salina (55,06±2,81%) (Figura 16). Assim, esse resultado 

evidencia que a PLS-Gi não afeta o esvaziamento gástrico.  

 

 

Figura 16. Efeito da fração de polissacarídeos 

sulfatados extraídos de G. intermedia (PLS-Gi) no 

esvaziamento gástrico. Observe que não há diferença 

estatística entre os grupos, mostrando que o pré-tratamento 

com a PLS-Gi (30 mg/kg, v.o.) não altera o esvaziamento 

gástrico. Os resultados foram expressos como média ± 

E.P.M. Número de animais por grupo = 5-6. ANOVA e 



106 

 

Todos os direitos autorais reservados à Elsevier 

 

teste t de Student. Abreviações: PLS-Gi = fração de 

polissacarídeos sulfatados extraídos de G. intermedia; Sal 

= solução salina. 

 

3.7. Avaliação da PLS-Gi na secreção intestinal induzida pela toxina da cólera em alças 

intestinais isoladas  

O efeito da PLS-Gi na secreção intestinal foi testado usando o modelo de diarreia 

secretora induzida pela toxina da cólera em alças intestinal isoladas. Na Figura 17 A e  17 B, 

o acúmulo excessivo de fluidos foi observado nas alças intestinal que receberam a TC (0,08 ± 

0,01 g/cm) quando comparado ao grupo controle negativo, onde foi injetado apenas o PBS 

(0,04 ± 0,01 g/cm). Os animais pré-tratados com PLS-Gi tiveram redução significativa (p< 

0,05) no acúmulo de fluido intestinal induzido pela TC (0,03 ± 0,003 g/cm) quando 

comparado com grupo que recebeu TC e solução salina. Os resultados indicam que a PLS-Gi 

inibe a secreção de fluido intestinal induzido pela TC. 
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Figura 17. Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraídos de G. 

intermedia (PLS-Gi) na secreção de fluidos induzida pela toxina da 

cólera (TC) em alças intestinais isoladas. (A) O pré-tratamento com a 

PLS-Gi (30 mg/kg, v.o.) reduziu de forma significativa (p<0,05) o acúmulo 

de fluidos intestinais após a inoculação de TC (1 μg/loop) nas alças 

intestinais. (B) A PLS-Gi reduziu a secreção de fluidos que foi medida 

indiretamente por meio da relação peso/comprimento da alça (g/cm). (C) Os 

níveis de Cl
-
 do conteúdo intestinal dos animais pré-tratados com a PLS-Gi 

reduziu de forma significativa (p<0,05). (D) A PLS-Gi não teve efeito sobre 

a absorção de fluidos intestinais, mostrado por meio da porcentagem de 

absorção após 30 minutos. Os dados foram expressos como média ± E.P.M. 

Número de animais por grupo = 5-6. 
#
p <0,05 vs. grupo PBS; *p<0,05 vs. 

grupo CT; 
δ
p<0,05 vs. grupo glicose. ANOVA e teste de Newman-Keuls. 

Abreviaturas: PBS = solução salina tamponada com fosfato; PLS-Gi = 

fração de polissacarídeos sulfatados extraídos de G. intermedia; Sal = 

solução salina. 
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3.8. Determinação do efeito da PLS-Gi sobre a concentração de íons cloreto do fluido 

intestinal 

Os resultados mostraram que a concentração de íons cloreto aumentou de forma 

significativa nas alças intestinais isoladas após a injeção da TC (155,90 ± 11,80 mEq/L) 

quando comparada com os animais que receberam PBS (14,94 ± 9,04 mEq/L). O tratamento 

com PLS-Gi diminuiu de forma significativa (p<0,05) os níveis de cloreto nas alças intestinais 

(100,60 ± 7,25 mEq/L) (Figura 17 C). Esses resultados mostram que a PLS-Gi reduz as 

características da diarreia induzida pela TC, como o efluxo excessivo de íons cloreto para o 

lúmen intestinal.   

 

3.9. Efeito da PLS-Gi sobre a absorção de fluidos em alças intestinais isoladas  

O efeito da PLS-Gi na porcentagem de absorção do fluido intestinal em alças 

intestinais isoladas foi avaliado. Na figura 17 D, pode ser observado que a absorção do fluido 

intestino no controle positivo (glicose) foi de 78,25±8,06%. A figura 6D mostra que a PLS-Gi 

não afetou a absorção de fluidos das alças intestinais  (30,00±10,00%), resultado semelhante 

ao observado no grupo controle negativo (44,26±5,91%). Esses resultados indicam a inibição 

da secreção induzida pela TC após o tratamento com PLS-Gi é provavelmente mediado por 

outro mecanismo. 

 

3.10. Ensaio ELISA-GM1  

Para avaliar a possível interação da PLS-Gi com a TC e/ou receptores GM1 o teste de 

ELISA foi realizado. Os resultados mostramram que a incubação do GM1 com PLS-Gi (100 

µg/ml) reduziu de forma significativa (p<0,001) a detecção da TC, e sugere que a PLS-Gi 

interage com o GM1 (Figura 18, coluna b). Esse resultado corrobora com a diminuição dos 
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níveis da TC quando a PLS-Gi foi adicionada simultaneamente com a toxina nos poços 

previamente incubados com o GM1 (Figura 18, coluna c-h). A quantidade de TC detectada 

diminuiu de forma significativa (p<0,001) em todas as concentrações de PLS-Gi testadas. 

Esses resultados sugerem que a PLS-Gi pode interagir com o GM1 e com a TC.  

 

 

Figura 18.  Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados 

extraídos de G. intermedia (PLS-Gi) sobre a ligação da toxina 

da cólera (TC) ao receptor GM1. A TC (100 ng) foi incubada 

sozinha (coluna a) ou com a PLS-Gi (1, 10, 50, 100, 300 ou 500 

mg/mL) (colunas c-h, respectivamente), em seguida, a quantidade 

de TC foi estimada por meio do ELISA. Os poços revestidos com 

GM1 foram pré-incubados com a PLS-Gi (coluna b) e lavados, 

em seguida, a TC (100 ng) foi adicionada aos poços e a 

quantidade de toxina foi estimada por meio do ELISA. Os valores 

obtidos para a TC (100 ng) foram ajustados para 100% de ligação. 

Os dados apresentados são médias ± E.P.M de experimentos 

independentes, realizados em triplicata e condições semelhantes. 

*p<0,001 vs. coluna a. ANOVA e teste de Newman-Keuls. 
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3.11. Avaliação da PLS-Gi na diarreia induzida pela ETEC 

O tratamento com a PLS-Gi diminuiu de forma significativa (p<0,05) o total de fezes 

quando comparado com o grupo controle positivo (salina + E. coli). A inibição da diarreia no 

grupo tratado com a PLS-Gi foi de 46,08% e no grupo tratado com a gentamicina foi de 

66,40% (Tabela 3).  

 

Tabela 3. Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraídos de 

Gracilaria intermedia (PLS-Gi, 30 mg/kg, v.o.) na diarreia induzida por 

Escherichia coli enterotoxigênica em camundongos. 
      Tratamento 

 

    Total de fezes (g) Inibição da 

diarreia  

(%) 

Dia 1 Dia 2        Dia 3  

   

Salina   8,65 ± 1,26 13,41 ± 2,03 15,38 ± 1,85    -- 

PLS-Gi  4,42 ±0,78* 7,63 ± 1,24* 8,14 ± 1,33 46,08 

Gentamicina 2,35 ±1,79* 5,16 ± 1,57* 5,07 ± 1,06* 66,40 

Os valores estão expressos como média ± E.P.M (n = 5-6). ANOVA e Student-

Newman-Keuls. *p<0,05 quando comparado ao grupo salina.   

 

Além disso, no terceiro dia, foi observado que o tratamento com a PLS-Gi ou 

gentamicina preveniu de forma significativo (p<0,05) a perda de peso dos animais (2,7 g e 1,8 

g, respectivamente) quando comparado ao grupo controle positivo (salina + E. coli) (5,7 g) 

(Tabela 4).  
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Tabela 4. Efeito dos polissacarídeos sulfatados extraídos de Gracilaria 

intermedia (PLS-Gi, 30 mg/kg, v.o.) no peso corporal mediante a indução 

de diarreia com Escherichia  coli enterotoxigênica em camundongos. 
         Tratamento 

            

          Peso corporal (g) 

 
         Peso perdido (g) 

 

 

Salina 

  Dia 0     Dia 3  

  

  -- 27,5 ± 2,1 29,8 ± 1,6 

Salina + E. coli 28,3 ± 1,6 22,6 ± 1,1 5,7
*
 

PLS-Gi 27,7 ± 1,9 25,0 ± 0,8 2,7
#
 

Gentamicina 26,9 ± 1,2 25,1 ± 0,6 1,8
#
 

Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 5-6). ANOVA and 

Student Newman-Keuls test. * p<0,05 vs. Salina. 
#
p<0,05 vs. Salina + 

E.coli. 

 

3.12. Avaliação da atividade antimicrobiana contra cepas de E. coli  

A atividade antimicrobiana da PLS-Gi foi testada contra cepas de E. coli (ATCC 

25922) usando o método de difusão em ágar. Os resultados obtidos mostraram a ausência de 

halo de inibição nas doses (10, 30 e 50 mg/mL) (Figura 19). Desse modo, esses resultados 

sugerem que essas concentrações da PLS-Gi não exerce atividade antimicrobiana contra E. 

coli. 

Figura 19. Efeito da fração de polissacarídeos 

sulfatados extraída de Gracilaria intermedia 

sobre o crescimento de Escherichia coli in vitro 

 

Foto da placa de petri contendo o Ágar Müeller 

Hinton, previamente inoculadas com 100 µL de 

suspensão contendo 10
8 

UFC/ml. Após o período 

de incubação, os poços confeccionados no meio 

foram preenchidos com 100 µL da PLS-Gi (10, 30, 

50 mg/mL) sobre E.coli. Na avaliação da atividade 

antimicrobiana dos PLS sobre a E.coli nas 
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concentrações de 10, 30 e 50  mg/mL não houve 

formação de um halo de inibição. 
 

 

3.13. Teste de toxicidade oral aguda  

Nesse estudo, não foi observado morte ou sinais de toxicidade nos animais tratados 

com a dose de 2000 mg/kg. Além disso, em relação ao peso do corporal dos animais após 14 

dias consecutivos, não houve diferença significativa entre os grupos controle e tratado com a 

PLS-Gi  (resultados não apresentados). 

Ademais, os níves plasmáticos da aspartato aminotransferase (AST) e alanina 

aminotransferase (ALT) (marcadores da função hepática), e uréia (indicador da função renal) 

do grupo tratado com a PLS-Gi não apresentaram diferença significativa quando comparado 

ao grupo controle (Tabela 5).  

 

Tabela 5. Efeito da fração de polissacarídeos 

sulfatados extraídos de Gracilaria intermédia 

(PLS-Gi, 2.000 mg/kg, v.o.) nos parâmetros 

bioquímicos de camundongos. 
Parâmetro       Controle              PLS-Gi  

 (2.000 mg/kg, v.o.) 

Uréia (mg/dL) 38.97±0.35 39.56±3.01 

AST (U/L)  56.50±4.95        60.50±7.77  

ALT (U/L)  76.50±6.36        82.00±4.24  

Os valores estão expressos como média ± EPM. 

Teste t-Student. Aspartato aminotranferase 

(AST), Alanina aminotranferase (ALT). 

 

Em relação a avaliação dos pesos dos órgãos (fígado, rins, coração e baço), não foi 

observada diferença significativa entre o grupo tratado com a PLS-Gi e o grupo controle 

(Tabela 6). Do mesmo modo, a análise histológica desses órgãos revelou a ausência de 

alterações patológicas entre os grupos (Figura 20, 21 e 22).  
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Tabela 6. Efeito da fração de polissacarídeos sulfatados extraídos de Gracilaria 

intermedia (PLS-Gi, 2.000 mg/kg, v.o.) no peso corporal (g) e no peso relativo dos 

órgãos de camundongos. 
Tratamento   Peso corporal (g) Peso relativo dos órgãos (%) 

 Antes Depois     

   Fígado Coração Rins Baço 

Controle 29,00±1,000 29,07±1,392 3,945±0,231 0,463±0,055 1,110±0,092 

 

0,378±0,015 

PLS-Gi 29,00±0,577 28,54±0,981 3,644±0,225 0,416±0,027 0,9742±0,009 0,405±0,094 

Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 3). Teste t-Student. 

 

 

Figura 20. Secções histológicas coradas por hematoxilina e 

eosina do coração (A1 e A2) e fígado (B1 e B2) de 

camundongos após a administração da PLS-Gi (2.000 mg/kg, 

v.o.). 

 

A. Fotomicrografia de miocárdio, grupos controle (salina, v.o.) 

(A1) e PLS-Gi (A2), observe a presença dos feixes de fibras 

musculares cardíacas alongadas com um ou dois núcleos (seta) 

nos em objetiva de 40x.   

B. Secções histológicas de fígado, grupo controle (salina, v.o.) 

(B1) e PLS-Gi (B2), mostrando hepatócitos com citoplasma 

preservado e sem alterações nucleares em objetiva de 40x.  
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Figura 21. Secções histológicas coradas por hematoxilina e eosina do baço 

(A1 e A2), e rim (B1 e B2) de camundongos após a administração da PLS-Gi 

(2.000 mg/kg, v.o.). 

 

A. Fotomicrografia do baço, grupo controle (salina, v.o.) (A1) e grupo PLS-Gi  

(A2), ambos apresentando aquitetura normal. Observe o órgão envolvido por 

cápsula de tecido conjuntivo denso (seta), a qual origina septos que divide o 

parênquima em compartimentos incompletos, denominados polpa branca 

(asterisco) e polpa vermelha (cabeça de seta), objetiva de 10x.  

B. Fotomicrografia de rim, região cortical, grupo controle (salina, v.o.) (B1) e 

PLS-Gi (B2), observe o aspecto normal dos glomérulos (seta), da capsula de 

Bowman (asterisco), separados pelo espaço capsular preservado, e a integridade 

dos  túbulos contorcidos proximais (cabeça de seta), objetiva de 40x. 
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Figura 22. Fotomicrografia de vilosidades do intestino 

delgado de camundongos após a administração da PLS-Gi 

(2.000 mg/kg, v.o.). 

 
 

Detalhe da vilosidade intestinal revestida por epitélio cilíndrico 

simples contendo células caliciformes (ponta da seta), grupo 

controle (salina, v.o.) (A) e grupo tratado com polissacarídeos 

sulfatados extraídos da alga marinha Gracilaria intermedia   

(B) após 14 dias consecutivos, objetiva de 40x. 
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4. Discussão 

No presente estudo, a fração de polissacarídeos sulfatados obtidos a partir da alga 

marinha vermelha G. intermedia (PLS-Gi) foi extraída em água quente com a digestão 

enzimática realizada por papaína. O rendimento obtido corrobora os dados obtidos em estudos 

com outras espécies de algas do mesmo gênero [17, 36, 37]. Além disso, o tratamento 

proteolítico foi eficaz na remoção de proteínas contaminantes na fração analisada. Esse 

resultado está de acordo com outros dados de estudos anteriores, cujos achados mostraram 

que a digestão proteolítica durante a extração de polissacarídeos a partir de algas marinhas 

elimina os resíduos de proteínas que poderiam interferir nos ensaios biológicos [38, 39]. 

O espectro de infravermelho da PLS-Gi revelou bandas com números de onda 

característicos de polissarídeos de algas (1071, 933 e 890 cm
−1

) [40, 41, 42, 43]. A banda com 

número de onda de 1376 é atribuída ao grupo éster de sulfato, a banda 1258 cm
-1 

está 

relacionada ao estiramento assimétrico do grupo (O = S = O) e a banda 1071 cm
-1 

é
 
indicativa 

da presença de esqueleto carbônico de polissacarídeos do tipo galactana [44]. Além disso, a 

absorção em 933 cm
-1 

indica a presença do grupo C-O-C em 3,6-anidrogalactose [17, 43]. 

Geralmente, em polissacarídeos do tipo ágar, a presença de bandas na região entre 800-850 

cm
−1

 é usada para inferir a posição de grupamentos sulfatados. Desse modo, a absorção em 

821 cm
−1 

sugere a presença de sulfatação no C-6 dos resíduos de L-galactose, o precursor 

biológico de 3,6-anidro-L-galactose [45]. 

Nos últimos anos, os polissacarídeos sulfatados obtidos a partir de algas marinhas tem 

chamado atenção devido ao seu potencial terapêutico, como a atividade antidiarreica [14, 15, 

46]. Desse modo, considerando que existem poucos estudos investigando o potencial 

terapêutico de polissacarídeos sulfatados de origem marinha em doenças do trato 
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gastrintestinal, estudos detalhados são necessários para permitir a adoção de novas terapias e 

medidas profiláticas. 

No presente estudo, os resultados obtidos indicam que a PLS-Gi possui atividade 

antidiarreica em camundongos. Inicialmente, o modelo de diarreia induzida com o óleo de 

rícino foi usado para avaliar o efeito antidiarreica da PLS-Gi. O óleo de rícino é um laxante 

extraído das sementes de Ricinus communis (Euphorbiaceae) amplamente usado para 

investigar a propriedade antidiarreica de substâncias [47, 48]. O efeito laxativo desse óleo é 

atribuído ao princípio ativo, o ácido ricinoleico, um irritante da mucosa intestinal, que 

promove a liberação de prostaglandinas [49, 50], histaminas [51], fator ativador plaquetário 

[52] e óxido nítrico [53]. O ácido ricinoleico também ativa a adenilato ciclase, que promove o 

aumento de adenosina monofosfato cíclico (AMPc) na mucosa, e altera o transporte de 

eletrólitos [54]. Desse modo, o óleo de rícino induz a modificações na permeabilidade de 

eletrólitos e água na membrana da mucosa intestinal, e aumenta a motilidade intestinal [55].  

Nesse contexto, nossos resultados mostraram que a PLS-Gi reduziu a quantidade total 

de fezes e a severidade da diarreia. Além disso, os efeitos observados foram similares ao 

observados para a loperamida, uma droga antidiarreica que controla a diarreia induzida pelo 

óleo de rícino devido as suas propriedades antimotilidade e antissecretora [56, 57]. Desse 

modo, é possível que o efeito inibitório da PLS-Gi na diarreia induzida pelo óleo de rícino 

ocorra devido a inibição de algum mediador envolvido no mecanismo de ação do óleo de 

rícino, que afete o acúmulo de fluidos no lúmen intestinal e/ou interfira no peristaltismo 

intestinal, e consequentemente, modifique a permeabilidade das células da mucosa. 

A administração do óleo de rícino também promove o acúmulo de água e eletrólitos 

por alterar a permeabilidade da mucosa e o transporte de eletrólitos (Na
+
 e Cl

-
) levando a 

hipersecreção e diarreia [58]. Esse efeito foi avaliado usando o modelo do enteropooling. 



118 

 

Todos os direitos autorais reservados à Elsevier 

 

Nossos resultados mostraram que a PLS-Gi reduziu o volume do conteúdo intestinal. Assim, a 

redução do acúmulo do conteúdo do fluido intestinal provacado pela PLS-Gi pode ser devido 

a um mecanismo antissecretor associado ao transporte de eletrólitos e água. 

Os estudos tem demonstrado que o óleo de rícino interfere na atividade da Na
+
/K

+
-

ATPase no intestino, inibindo o funcionamento dessa proteína e contribuindo para o acúmulo 

de fluidos  [59, 60]. Ademais, nossos resultados mostraram o aumento da atividade da 

Na
+
/K

+
- ATPase no intestino delgado de camundongos pré-tratados com a PLS-Gi quando 

comparado ao grupo óleo de rícino. Logo, o aumento da atividade dessa enzima pode 

contribuir com o efeito enteropoooling por meio da diminuição do acúmulo de fluido 

intestinal. Assim, o aumento da atividade da Na
+
/K

+
-ATPase pode ser um dos mecanismos da 

PLS-Gi como agente antidiarreico. Entretanto, essa hipótese não exclui a possibilidade da 

PLS-Gi atuar por outro mecanismo para exercer atividade antidiarreica. 

O efeito de drogas na motilidade gastrointestinal pode ser avaliado por meio da 

distância percorrida por um marcador (carvão) no intestino [26]. Nesse estudo, esse método 

foi usado para avaliar a influência da PLS-Gi no trânsito gastrointestinal. Nossos resultados 

mostraram que o tratamento de animais com a PLS-Gi reduziu o trânsito gastrointestinal no 

modelo de diarreia induzida com o óleo de rícino quando comparado aos controles. Ademais, 

o grupo tratado com a loperamida exibiu efeito antimotilidade similar ao grupo PLS-Gi. 

A loperamida inibe a motilidade gastrointestinal e, consequentemente, aumenta a 

absorção do fluido intestinal por interagir com receptores opioides do intestino [25, 61]. 

Assim, considerando a similaridade dos resultados observados, na etapa seguinte foi avaliado 

o possível envolvimento dos receptores opioides no mecanismo de ação da PLS-Gi. Com esse 

propósito, os animais foram tratados com naloxona, um antagonista opoioide, antes da 

indução da diarreia com o óleo de rícino. Os resultados obtidos mostraram que a naloxona 
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antagonizou o efeito da loperamida, mas não foi capaz de reverter o efeito da PLS-Gi. Logo, o 

efeito antidiarreico da PLS-Gi não é dependente de mecanismo opioide, resultado semelhante 

tem sido observado para polissacarídeos sulfatados extraídos das algas marinhas vermelhas 

Hypnea musciformis e G. caudata [14, 15]. Portanto, a PLS-Gi diminui o trânsito 

gastrointestinal por outro mecanismo que tem a capacidade de modular a motilidade 

gastrointestinal.  

De modo semelhante, a possivel atividade anticolinérgica da PLS-Gi na redução do 

trânsito gastrointestinal induzido pelo betanecol foi investigado. O betanecol é uma agonista 

colinérgico que estimula a contração dos músculos intestinais por ativar os receptores 

colinérgicos muscarínicos [62]. No presente estudo, a PLS-Gi bloqueou o efeito do betanecol. 

O efeito observado foi similar ao da atropina, um antagonista de receptores colinérgicos 

muscarínicos usado como droga padrão. Desse modo, é possível que a PLS-Gi reduza 

motilidade intestinal por meio do bloqueio de receptores muscarínicos, atuando como um 

antagonista. Além disso, para avaliar se o efeito inibitório da PLS-Gi ocorre a nível de 

estômago e/ou intestino, o modelo do esvaziamento gástrico foi realizado. Esse modelo utiliza 

a fração do marcador retida por segmento (estômago e/ou intestino) e tem sido utilizado por 

outros autores [63, 64]. Nossos resultados mostraram que a PLS-Gi teve baixo ou nenhum 

efeito sobre a motilidade gástrica. Assim, o efeito inibitório da PLS-Gi no trato 

gastrointestinal ocorre somente a nível de intestino.  

Ademais, o modelo de diarreia induzida pela TC foi utilizado para investigar a 

possível atividade secretora da PLS-Gi. A TC é formada por duas subunidades A e cinco 

subunidades B, essenciais para a ligação da toxina aos GM1 na superfície dos enterócitos 

[65]. Após a ligação da toxina, uma cascata envolvendo proteína G, adenilato ciclase, AMPc, 

e PKA promovem o efluxo de Cl
-  

associado a perda maciça de água [66, 67, 68]. Os 
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resultados obtidos demonstraram que a PLS-Gi teve um efeito inibitório na secreção de 

fluidos induzida pela TC, reduzindo a perda de água e a concentração de Cl
- 

no lúmen 

intestinal. Em seguida, foi investigado se o envolvimento da PLS-Gi na redução do acúmulo 

do fluido intestinal depende de mecanismos relacionados ao processo de absorção. Contudo, a 

PLS-Gi não exerceu efeito sobre a absorção de fluido intestinal, indicando que a PLS-Gi atua 

por outro mecanismo na redução da perda de fluidos. Resultados similares foram observados 

por Araújo et al. [69] para a goma do cajueiro, um complexo de heteropolissacarídeos 

extraídos do exsudato de Anacardium occidentale.  

Em seguida, considerando que a ligação da TC ao GM1 é a primeira etapa na 

patogênese da cólera, esse alvo tem sido explorado para o desenvolvimento de drogas para o 

tratamento e profilaxia dessa doença [70]. Estudos têm demonstrado que análogos da 

galactose interferem na ligação da TC com o GM1 [71, 72, 73]. Diante desses dados, foi 

investigada a capacidade da PLS-Gi de interferir na ligação da toxina ao GM1. Os resultados 

obtidos mostraram que a pré-incubação da PLS-Gi com os receptores GM1 reduziu a ligação 

da TC. De acordo com a caracterização química de polissacarídeos sulfatados extraídos de 

algas do gênero Gracilaria, esses compostos têm como constituintes básicos monômeros de 

D-galactose [12, 74]. Assim, é possível que a interação entre os monômeros de D-galactose 

presentes na PLS-Gi promova o bloqueio dos sítios de ligação da toxina no GM1, validando 

essa fração como um possível antagonista competitivo de receptores GM1. Além disso, 

quando a TC e a PLS-Gi foram adicionadas simultaneamente aos poços contendo GM1, a 

ligação da TC ao GM1 diminuiu em todas as concentrações testadas, sugerindo a interação 

entre polissacarídeos e toxina. Em conjunto, esses resultados corroboram os obtidos por Costa 

et al. [14], que sugerem que os polissacarídeos sulfatados extraídos de G.caudata pode 

interagir com ambos, GM1 e TC. 
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A TC possui uma sequência de aminoácidos homóloga a toxina termo label (TL) 

produzida pela ETEC [75]. Além disso, essa toxina também se liga ao GM1 presente no 

epitélio do intestino e, subsequentemente, estimula a síntese de AMPc, que inicia uma cascata 

e ativa a secreção de eletrólitos e fluidos para o lúmen intestinal [76]. Desse modo, devido a 

similaridade estrutural e patogênese entre essas toxinas, e considerando a eficácia da PLS-Gi 

no controle da diarreia induzida pela TC, a ação dessa fração polissacarídica foi investigada 

no modelo de diarreia induzida pela ETEC. Assim, os resultados obtidos mostraram que a 

fração de polissacarídeos não apenas reduziu a quantidade total de fezes diarreicas, como 

preveniu a perda de peso dos animais. Assim, a PLS-Gi pode exercer atividade antidiarreica 

por interferir na ligação da TL com o GM1, provavelmente devido à presença de monômeros 

de galactose na sua estrutura. Além disso, estudos têm demonstrado que a galactose inibe a 

ligação da TL ao GM1 [70, 77]. 

As cepas de ETEC também podem produzir uma toxina estável ao calor (TS). Existem 

variantes da TS, como o subtipo TSbP que está envolvido na indução de diarreia secretora em 

animais, incluindo humanos. Essa toxina se liga a regiões que contêm receptores (3'-

sulfogalactosil-ceramida) presentes na parede celular do epitélio intestinal [78]. A inibição da 

ligação da TSbP ao seu receptor foi observada após a administração de polissacarídeos 

sulfatados extraídos de alga marinha, tipo λ-carragenana, um polímero constituído por 

unidades de galactose sulfatada [79]. Assim, considerando que as espécies do gênero 

Gracilaria produzem principalmente ágar, uma galactana sulfatada com a mesma estrutura 

linear de polissacarídeos tipo carragenana [80], é possível que a PLS-Gi possa mimetizar o 

receptor dessa toxina, prevenindo e controlando esse tipo diarreia em animais.  

Em seguida, devido à atividade antidiarreica da PLS-Gi na diarreia induzida por E. 

coli, foi avaliada a possível atividade antimicrobiana dessa fração de polissacarídeos. No 
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entanto, a inibição do crescimento de E. coli por SP-Gi não foi observada. Por outro lado, 

Amorim et al [12] observaram um efeito inibitório de polissacarídeos sulfatados extraídos de 

algas G. ornata contra E. coli em meio líquido. Em vista disso, a ausência de efeito inibitório 

pode ser devido a variações estruturais e conformacionais em polissacarídeos sulfatados. O 

peso molecular, a densidade de carga e/ou a distribuição dos grupos sulfato têm um papel 

importante na sua atividade biológica [81]. Além disso, a ausência de antimicrobiana por 

polissacarídeos sulfatados obtidos a partir de algas marinhas pode ser atribuída à repulsão 

entre a carga dos grupos sulfatados e a parede celular da bactéria e/ou produção de enzimas 

pela bactéria capaz de remover os polissacarídeos da superfície celular [82]. 

Atualmente, as drogas disponíveis para tratamento das diarreias embora eficazes, 

apresentam variados efeitos adversos. A loperamida, por exemplo, pode causar problemas 

respiratórios, cardíacos, e até morte [83]. Nesse estudo, para avaliar a toxicidade da PLS-Gi, 

seguimos as recomendações do Guideline 423 (2001) da OCDE [35]. De acordo com esse 

protocolo, quando as informações disponíveis na literatura sugerem que a mortalidade é 

improvável em altas doses [74, 84, 85], o teste limite pode ser realizado. Desse modo, o 

estudo da toxicidade a PLS-Gi foi conduzido com a dose mais alta, e não foi observada morte 

ou alterações clínicas e comportamentais. Do mesmo modo, nenhum sinal significativo de 

toxicidade foi observado para polissacarídeos sulfatados isolados de algas vermelhas Solieria 

filiformis [84]. 

Além disso, foi observado que a PLS-Gi não alterou o peso corporal dos animais e o 

peso relativo dos órgãos, ambos, fatores importantes no estudo da toxicidade. A análise 

histológica do coração, baço, fígado, rim, órgãos sensíveis e/ou importante no metabolismo e 

excreção de xenobióticos, não apresentaram alterações significativas entre os grupos. 
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Resultados similares foram observados para polissacarídeos sulfatados obtidos de G. birdae 

[74]. Em conjunto, esses resultados sugerem baixa toxicidade da PLS-Gi. 

A resposta do corpo a substâncias tóxicas também é manifestada por mudanças 

fisiológicas, portanto, testes que avaliam a presença de lesão hepática como AST e ALT são 

úteis para determinar a extensão do dano a esse órgão [85]. Da mesma forma, a ureia é 

utilizada como um indicador da função renal [86]. Nesse estudo, não foi observada alteração 

nos níveis de AST, ALT e ureia de camundongos tratados, corroborando os resultados obtidos 

na análise histológica do fígado e dos rins. De modo semelhante, Coura et al. [87] não 

observaram mudanças significativas nesses parâmetros ao avaliar os efeitos de polissacarídeos 

sulfatados extraídos de G. cornea. 

De acordo com o protocolo 423 da OCDE, a PLS-Gi pode ser classificada na categoria 

5 (substância com DL50 superior a 2000 mg/kg) do Sistema Global Harmonizado (GHS). 

Desse modo, a próxima dose a ser testada seria de 5000 mg/kg. No entanto, o estudo dessa 

dose só é recomendado em casos excepcionais [35]. 

 

5. Conclusão 

Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que os polissacarídeos sulfatados obtidos 

a partir da alga G. intermedia têm atividade antidiarreica em camundongos, alterando os 

parâmetros fecais, inibindo o enteropooling, estimulando a atividade da Na
+
/K

+
-ATPase nos 

enterócitos e reduzindo a motilidade gastrointestinal, possivelmente através de um mecanismo 

anticolinérgico. Além disso, a PLS-Gi foi eficaz na diarreia secretora induzida pela TC e 

ETEC, provavelmente bloqueando a ligação dessas toxinas ao GM1. Em conjunto, esses 

resultados somados a baixa toxicidade oral aguda fornecem suporte científico para o uso da 

PLS-Gi na prevenção e/ou tratamento das diarreias. 
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Figura 23.  Diagrama do possível mecanismo de ação da PLS-Gi na diarreia 

induzida por óleo de rícino, toxina da cólera e toxina produzida pela Escherichia coli 

entrotoxigênica. 

 

Seta preta (estimula); seta vermelha (inibe). SGTL1: transportador ativo 

de glicose dependente do sódio tipo 1; M3: Receptores muscarínicos do tipo 3; GM1: 

Receptor monossialogangliosídeo; AMPc: Monofosfato cíclico de adenosina; CFTR: 

Canal Regulador de Condutância Transmembranar de Fibrose Cística; Toxina TL- ETEC: 

Toxina Termolábel produzida pela Escherichia coli entrotoxigênica (ETEC). 
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      5. CONCLUSÃO 

 

 A PLS-Gi apresentou bom rendimento e elevado grau de pureza após a extração. O 

espectro da PLS-Gi revelou bandas atribuídas ao esqueleto de galactana e a sulfatação 

no C-6 dos resíduos de L-galactose. 

 A PLS-Gi demonstrou atividade antidiarreica no modelo de diarreia e enteropooling 

induzido por óleo de rícino, e aumentou a atividade da Na
+
/K

+
 - ATPase 

gastrointestinal. 

 A atividade andiarreica da PLS-Gi é decorrente de sua ação sobre o trânsito 

gastrointestinal, a partir do bloqueio de receptores colinérgicos. 

 A PLS-Gi não interferiu no esvaziamento gástrico, sugerindo que o efeito inibitório 

sobre a motilidade gastrointestinal ocorre apenas em nível de intestino. 

 A PLS-Gi demonstrou efeito antissecretor no modelo de diarreia induzida pela TC, 

inibindo a perda de água e de íons cloreto a partir dos enterócitos para o lúmen 

intestinal. 

 A PLS-Gi não apresentou efeito no processo normal de absorção intestinal. 

 Por meio do ensaio de ELISA foi demostrado que a PLS-Gi tem a capacidade de 

interagir com receptores GM1 e também com a TC, evitando a ligação da TC com os 

receptores GM1.  

 No modelo de diarreia induzida pela ETEC, a PLS-Gi reduziu a diarreia e preveniu a 

perda de peso dos animais.  

 A PLS-Gi nas concentrações de 10 e 30 mg/mL não exerce atividade frente a E.coli.  

 A administração oral da PLS-Gi apresentou baixo potencial de toxicidade aguda, 

podendo ser enquadrada na Classe 5 segundo o GHS.  
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ANEXO I.  DECLARAÇÃO DE APROVAÇÃO DE PROJETO PELA COMISSÃO DE 

ÉTICA EM PESQUISA ANIMAL (CEPA). 

 

 

 

 



134 

 

Todos os direitos autorais reservados à Elsevier 

 

ANEXO II. ARTIGO PUBLICADO NAINTERNATIONAL JOURNAL OF 

BIOLOGICAL MACROMOLECULES 
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APÊNDICE A. PARÂMETROS AVALIADOS NO ENSAIO DE TOXICIDADE 

ORAL AGUDA (ADAPTADO DE BRITO, 1994). 

 
PARÂMETROS SINAIS DE TOXICIDADE ESCORES 

ATIVIDADE GERAL AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE GERAL 

DO ANIMAL NA GAIOLA APÓS 

ESTÍMULO 

0 – NÃO SE MOVE 

1- DÁ UM PASSO 

2- MEIA-VOLTA NA GAIOLA 

3- DUAS VOLTAS NA CAIXA 

OU MOVIMENTO DE 

ALERTA (PADRÃO) 

4- ANDA COM AGILIDADE 

 SISTEMA SENSORIAL  

IRRITABILIDADE RESPOSTA DO ANIMAL APÓS 

TOQUE OU SOPRO NA FACE 

0 – AUSENTE 

1 – PRESENTE 

REFLEXO 

PALPEBRAL 

REFLEXO DOS OLHOS APÓS 

APROXIMAÇÃO LENTA DE UMA 

PINÇA, MAS SEM O TOQUE 

0 - OLHOS FICAM ABERTOS 

1 - QUASE NÃO SE MOVEM 

2 - MOVEM-SE POUCO E 

LENTAMENTE 

3 - FECHAM PELA METADE 

QUANDO A PINÇA SE 

APROXIMA 

4 - FECHAM TOTALMENTE 

QUANDO A PINÇA SE 

APROXIMA (PADRÃO) 

REFLEXO 

AURICULAR 

POSIÇÃO DA ORELHA APÓS 

VÁRIOS ESTALOS CONSECUTIVOS, 

QUANTO MAIS PRÓXIMA DA 

CABEÇA MENOR SERÁ O REFLEXO. 

0 - AUSENTE, ORELHA 

COLADA À CABEÇA 

1 - ORELHA LIGEIRAMENTE 

COLADA NA CABEÇA 

2 - ORELHA EM PÉ PELA 

METADE 

3 - ORELHA EM POSIÇÃO 

USUAL 

4 - ORELHA TOTALMENTE 

EM PÉ 

APERTO DA CAUDA RESPOSTA AO APERTO INTENSO 

DA EXTREMIDADE DA CAUDA COM 

UMA PINÇA 

0 – NÃO SE MOVE 

1 – MOVE-SE LENTAMENTE 

2 – MOVE-SE 

RAPIDAMENTE 

3 – MOVE-SE E PULA 

(PADRÃO) 

4 – MOVE-SE, PULA E 

CORRE 

 SISTEMA PSICOMOTOR  

REFLEXO DE 

ENDIREITAMENTO 

RESPOSTA DO ANIMAL PARA 

VOLTAR A POSIÇÃO NORMAL 

QUANDO É COLOCADO COM O 

DORSO SOBRE UMA SUPERFÍCIE 

(MÁXIMO 15 SEG) 

0 – NÃO SE MOVE 

1-VOLTA LENTAMENTE E 

COM DIFICULDADE 

2- VOLTA LENTAMENTE 

3-VOLTA RÁPIDO 

4-VOLTA IMEDIATAMENTE 

E COM AGILIDADE 

(PADRÃO) 
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CONTINUAÇÃO - APÊNDICE C. PARÂMETROS AVALIADOS NO ENSAIO 

DE TOXICIDADE ORAL AGUDA (ADAPTADO DE BRITO, 1994) 
PARÂMETROS SINAIS DE TOXICIDADE ESCORES 

FORÇA PARA 

AGARRAR 

INTENSIDADE COM QUE O 

ANIMAL SE AGARRA A UMA 

GRADE QUANDO ESTA TEM SUA 

POSIÇÃO LEVEMENTE 

MODIFICADA 

            0 – NÃO SE AGARRA 

1-SE AGARRA, MAS EM 

SEGUIDA LARGA A GRADE 

2-SEGURA POR UM TEMPO, 

MAS CAI 

3-SEGURA FIRMEMENTE, 

MAS NÃO SUPORTA E CAI 

4-SEGURA FIRMEMENTE E 

NÃO CAI (PADRÃO) 

ATAXIA MOVIMENTOS DESORDENADOS 

DEVIDO A OSCILAÇÕES ENTRE 

ESTADOS DE CONSCIÊNCIA E 

INCONSCIÊNCIA 

0 - AUSENTE (PADRÃO) 

1 – PRESENTE 

CONTORÇÃO MOVIMENTO VERMIFORME DO 

CORPO 

0 - AUSENTE (PADRÃO) 

1 – PRESENTE 

 SISTEMA NERVOSO CENTRAL  

ANESTESIA AUSÊNCIA DE RESPOSTA AO 

ESTÍMULO DOLOROSO COM 

PERDA DO REFLEXO DE 

ENDIREITAMENTO 

0 - AUSENTE (PADRÃO) 

1- PRESENTE 

TREMORES OBSERVAR PRESENÇA OU NÃO 0 - AUSENTE (PADRÃO) 

1- PRESENTE 

CONVULSÃO OBSERVAR PRESENÇA OU NÃO 0 - AUSENTE (PADRÃO) 

1- PRESENTE 

 SISTEMA NERVOSO AUTÔNOMO  

PILOEREÇÃO EREÇÃO DOS PELOS DO CORPO 0 - AUSENTE (PADRÃO)  

1 - EREÇÃO LEVE 

 2 - GRAU LIGEIRAMENTE 

MAIOR QUE O ANTERIOR 

 3 - VISÍVEL, MAS NÃO 

TOTALMENTE ERETO  

4 - TOTALMENTE ERETO 

PTOSE PALPEBRAL PÁLPEBRAS FECHADAS OU 

SEMIFECHADAS MESMO APÓS O 

ESTÍMULO 

0 - AUSENTE (PADRÃO) 

1 - LIGEIRAMENTE 

FECHADO 

2 - SEMIFECHADO 

3 - QUASE TOTALMENTE 

FECHADO 

4 - FECHADO 

CIANOSE PONTOS COM COLORAÇÃO 

ANORMAL NO CORPO, 

SOBRETUDO NOS PÉS 

0 - AUSENTE (PADRÃO)  

1- COR ESBRANQUIÇADA 

 2 - COR LEVEMENTE 

AZULADA  

3 - COR LEVEMENTE 

ARROXEADA  

4 - COR TOTALMENTE 

ARROXEADA 

DEFECAÇÃO NÚMERO DE BOLOS FECAIS NÚMERO DE PELLETS DE 

EXCRETAS 

LACRIMAÇÃO PRESENÇA OU AUSÊNCIA 0 - AUSENTE (PADRÃO) 

1- PRESENTE 

MORTE   



138 

 

Todos os direitos autorais reservados à Elsevier 

 

APÊNDICE B. PARÂMETROS HEMATOLÓGICOS DE 

CAMUNDONGOS APÓS A ADMINISTRAÇÃO DA PLS-Gi (2.000 

mg/kg, v.o.) . 

PARÂMETROS 

HEMATOLÓGICOS 

CONTROLE PLS-Gi (2.000 mg/kg, v.o.) 

HEMÁCIAS (1x10
6
/μL) 7±0,28 7±0,06 

HEMATÓCRITO (%) 36,75±0,95 36,50±0,57 

HEMOGLOBINA (g/dL) 11,88±0,75 11,66±0,80 

VCM (fL) 51,08±0,71 51,72±0,36 

HCM (pg) 16,35±0,45 16,51±1,00 

CHCM (g/dL) 32,01±0,52 31,92±1,72 

LEUCÓCITOS (1x10
3
/ μL) 4±0,25 5±0,30 

PLAQUETAS (1x10
3
/ μL) 500±16,33 505±19,15 

Os valores estão expressos como média ± EPM. ANOVA e Teste Turkey. 

Volume corpuscular média (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média 

(HCM), Concentração da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). 

 

APÊNDICE C. PARÂMETROS BIOQUÍMICOS DE CAMUNDONGOS 

APÓS A ADMINISTRAÇÃO DA PLS-Gi (2.000 mg/kg, v.o.). 

PARÂMETROS CONTROLE PLS-Gi (2.000 mg/kg, v.o.) 

GLICOSE (mg/dL) 101,5±5,6 103,4±6,0 

TRIGLICERÍDEOS (mg/dL) 89,0±3,0 85,98±1,9 

COLESTEROL TOTAL (mg/dL) 104,7±5,4 96,0±6,7 

URÉIA (mg/dL) 38,97±0,35 39,56±3,01 

TRANSAMINASE GLUTÂMICO 

OXALACÉTICA  (U/L) 

56,50±4,95 60,5±7,77 

TRANSAMINASE GLUTÂMICO 

PIRUVICA (U/L) 

76,5±6,36 82±4,24 

BILIRRUBINA DIRETA  (mg/dL) 6,2±2,0 6,8±2,6 

PROTEÍNA TOTAL (g/dL) 6,3±0,8 6,6±0,9 

Valores apresentados em média±erro padrão da média, n=6 animais por grupo.
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