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RESUMO

A crescente procura por moléculas com potencial terapéutico tem despertado interesse cada
vez maior por pesquisas cientificas envolvendo organismos de origem marinha. Assim, o
presente estudo teve como objetivo investigar o potencial terapéutico de uma fracéo
polissacaridica sulfatada extraida da alga marinha Gracilaria intermedia (PLS-Gi) no
tratamento de diarreias agudas. Os resultados obtidos a partir da extracdo, caracterizacdo
estrutural e investigagédo do efeito antidiarreico, antissecretor intestinal e toxicidade aguda da
PLS-Gi em camundongos. A fracdo polissacaridica obtida pelo método de extracdo
enzimatica com papaina apresentou bom rendimento e auséncia de contaminacdo por
proteinas. A espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
da PLS-Gi revelou a presenca de bandas caracteristicas de agarana, com sulfatacdo nos C-6
dos residuos de L-galactose. O pré-tratamento com PLS-Gi (3, 10, 30 mg/kg, v.0) reduziu
significativamente as fezes totais e diarreicas, e 0 enteropooling (p<0,05). A PLS-Gi (30
mg/kg, v.0.) aumentou a Na'/K® - ATPase gastrointestinal (p<0,05) e reduziu o transito
intestinal (p<0,05), a partir do bloqueio de receptores colinérgicos, sem interferir no
esvaziamento gastrico. No modelo de diarreia induzida pela toxina da colera (TC), a PLS-Gi
diminuiu o fluido intestinal e as perdas de ions CI° ao interagir com o0s
monossialogangliosideos (GM1) e a TC (p<0,05). Os resultados obtidos pelo método de
difusdo em agar mostraram auséncia de zona de inibicdo nas concentracdes de 10, 30 e 50
mg/mL, e sugerem que essas concentracdes de PLS-Gi ndo exercem atividade antibacteriana
frente a E.coli. Apesar disso, a PLS-Gi reduziu a diarreia induzida por E. coli
enterotoxigénica (ETEC) e preveniu a perda de peso dos animais (p<0,05). Ademais, no
estudo da toxicidade oral aguda, os animais ndo exibiram qualquer sinal de efeito adverso
apos 14 dias de observacdo, desse modo, estimou-se que o valor da DLs para a administracdo
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 acdo anticolinérgica, e controlar as
diarreias induzidas pela TC e toxina produzida pela ETEC por meio da interacdo entre PLS-
Toxina-GM1, reduzindo, assim, a perda de ions e fluidos para o limen intestinal. Ademais, a
biodisponibilidade, o baixo custo e o carater atoxico, tornam a PLS-Gi uma candidata para o
tratamento de diarreias agudas.

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



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 | 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.0) reduced total and diarrheal feces, and
enteropooling (p<0.05). PLS-Gi (30 mg/kg, v.0) 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 CI" 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 LDsy
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.



SUMARIO
L INTRODUGAO. ..ot e s e ses e ssasne s anses
2. OBIETIVOS. ..o sessessiesaes e
2.1. OBIETIVO GERAL ...
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS........oooieiecveesieesessiesiess s siss s sesss s s s s
3. REVISAO DA LITERATURA . .....ooiiieeeeeiestessee s sss s
3.1. CONSIDERAGOES PRELIMINARES..........cooiiiiiiieeeieseetesee s ssse s
3.1.1. MORFOLOGIA DO INTESTINO.......cooiiiiieeieetieseesesieeiesseee s essies s ssis s
3.1.2. MOTILIDADE GASTROINTESTINAL ....o.coiiiiiieieeeeeeeceeeseeevesiessees s
3.1.3. MECANISMOS DE TRANSPORTE DE FLUIDOS INTESTINAIS......cccoovririmrrrsrirenrnns
3.2. CONSIDERACOES SOBRE AS DIARREIAS.........co.ooveiieeeeeeieeeeeses e
3.2.1. CLASSIFICAGAQO DAS DIARREIAS........c..ovmieieereeeeeesiessieessees e sssssssssss s
3.2.2. EPIDEMIOLOGIA. ... ana e
3.2.3. PREVENCAO, DIAGNOSTICO E MANEJO.........oooierveieeeeee s,
3.3.TRATAMENTO FARMACOLOGICO..........ooverreseiesresrisesesssssseessssssss s s
3.3.1. AGENTES ANTIMOTILIDADE .........coviireerieeteeeseesessissses s
3.3.1.0. OPIOIDES. ... s
3.3.1.2. ANTAGONISTAS DE RECEPTORES MUSCARINICOS...........cooovmvrrreerneresreerseenenan
3.3.1.3. AGONISTAS DOS RECEPTORES a2-ADRENERGICO...........ccccovvmmvemrneerrinresresrnennn
3.3.2. AGENTES ANTISSECRETORES.......c.oooiierieeeeriseeseeesseeseesses s
3.3.3. ANTIBIOTICOS. ..ottt sessenseens
3.3.4. PROBIOTICOS........oooeeeeeeeeeeesee s
3.4. USO DE PRODUTOS NATURAIS PARA O TRATAMENTO DAS DIARREIAS...............

35. MODELOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIDIARREICA E TOXICIDADE........cotiieieeeet ettt e

3.6. TOXICOLOGIA DE PRODUTOS NATURAIS.......ooiiiieieitene et

3.7. CONSIDERACOES SOBRE ALGAS MARINHAS E POLISSACARIDEOS
SULFATADOS. ...t r e bt

3.7.1. ACOES FARMACOLOGICAS DE POLISSACARIDEOS SULFATADOS E
TOXICIDADE. ... ekt b et

3.7.2. POLISSACARIDEOS SULFATADOS EXTRAIDOS DA ALGA VERMELHA
GraCHArTA INTEIMEOIA. ... eeeveeeeeee ettt ettt e et e ettt e ettt esereeeseseeesaseeeseseesaasesesaseessaseessreeessereeen o

21

21

21

22

24

27

28

31

32

34

34

34

35

40

44

47

48



4. CAPITULO | - AVALIAGAO DO POTENCIAL TERAPEUTICO ANTIDIAREICO E DA
SEGURANGCA DE UMA FRACAO DE POLISSACARIDEOS SULFATADOS EXTRAIDOS

DA ALGA MARINHA Gracilaria iNterMEdIa..........ccueeiiiieeiiie ettt sres s s e e erae e 75
[ G U] 1 21 TR 76
) oo [ Tor Lo RSOSSN 77
Y Eo N ] T R AV =] 0T [ F 78
[ (TS0 7= (o [0 TR 98
D FS ot U Y- (o TR 117
(0] T (V1S3 T TR 124
e (= <] (o] PV 126
5. CONCLUSAO ... oottt e et ee et et ee et et et et et et et et et et e e e e eeeeeeseseneseeeseeeeseeeenenean e 132

ANEXO |. DECLARACAO DE APROVACAO DO PROJETO PELA COMISSAO DE
ETICA EM PESQUISA ANIMAL ........ooiuiiieeeeiieeeeee sttt ntes sttt ss s 134

ANEXO II. ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA INTERNATIONAL JOURNAL OF
BIOLOGICAL MACROMOLECULES..........coooiiiiiii s 135

APENDICE A. PARAMETROS AVALIADOS NO ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA.......... 137

APENDICE B. PARAMETROS HEMATOLOGICOS DE CAMUNDONGOS APOS A
ADMINISTRACAO DA PLS-Gi (2.000 MQ/KG, V.0.)....rurereereniniieeieessssessossssssesssassssssessesssesssssensen 138

APENDICE C.~PARAMETROS BIOQUIMICOS DE CAMUNDONGOS APOS A
ADMINISTRACAO DA PLS-Gi (2.000 MQ/KJ, V.0.)..cuviviiriieiiiiniiiniiinneeneee s 138



18

1. INTRODUCAO

A diarreia pode ser definida como um aumento da frequéncia de evacuagdes, 3 ou
mais vezes em um periodo de 24 horas, associada a modificacdo da consisténcia das fezes,
amolecidas ou liquidas (ASRIE et al., 2016; WHYTE; JENKINS, 2012; MATHAN, 1998).
Vérios fatores sdo responsaveis pelo aparecimento da diarreia, como a ansiedade, agentes
infecciosos, toxinas, intolerancia alimentar e medicamentos (MORAES; CASTRO, 2014).

Mais de 700 farmacos tem sido relatados como causadores dessa disfuncdo, entre
esses, antimicrobianos, antiacidos contendo magnésio, produtos com lactose ou sorbitol,
analogos de prostaglandinas, antineoplasicos, colchicina, agentes colinérgicos e drogas
antiarritmicas (CHASSANY et al., 2000). Além disso, esse disturbio gastrointestinal é uma
complicagdo comum da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), ocorrendo em
quase 90% dos casos (SHAH et al., 2016).

Nos paises em desenvolvimento, a diarreia é uma importante causa de mortalidade em
criancas com menos de 5 anos de idade (UNICEF, 2016). Contudo, a utilizacdo da solucédo de
reidratagdo oral (SRO) pode reduzir de forma significativa a mortalidade, mas ndo 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 episddio diarreico tem sido alvo de uma
busca constante (BRANDT; DE CASTRO; DA SILVA, 2015).

Nesse contexto, a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), juntamente com o Fundo
das NacOes Unidas para a Infancia (UNICEF) criaram um programa de controle de diarreias,
gue encoraja 0 uso de medicamentos a base de produtos naturais, devido a sua eficacia,
acessibilidade e baixo custo, juntamente com praticas de educacdo em salde e abordagens de
prevencdo (KOMAL; RANA, 2013; UNICEF; WHO, 2009).

Grande porcentagem das substancias quimicas lancadas como farmacos possuem
alguma relacdo com metabolitos isolados de organismos vivos (ATANASOQOV et al., 2015).
Entre os compostos bioativos de origem natural, os polissacarideos tem se destacado por
apresentarem inumeras propriedades farmacologicas (LI et al., 2015; CHAVES et al., 2013;
SHAO et al., 2013) e, recentemente, um estudo pioneiro mostrou a atividade antidiarreica de
um heteropolissacarideo complexo extraido do exsudato de Anacardium occidentale L.,
conhecido popularmente como cajueiro, em modelos de diarreia aguda (ARAUJO et al.,
2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shah%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27795876
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N&o obstante, os polissacarideos sulfatados obtidos a partir de algas marinhas
(COSTA et al., 2010) vém se destacando como alternativa terapéutica promissora, dos quais
inimeras atividades biologicas tém sido descritas, tais como: antioxidante (BARAHONA et
al., 2011), anti-inflamatorio, antinociceptivos (DELGADO et al., 2013), anticoagulante
(CIANCIA et al., 2010), anticancer (SITHRANGA; KATHIRESAN, 2010), antiviral
(BOUHLAL et al., 2011) e gastroprotetora (SILVA eta., 2011).

Nesse contexto, as algas marinhas pertencentes ao género Gracilaria possuem
polissacarideos do tipo agar, consituidos por residuos alternantes de B-D-galactose ¢ a-L-
galactose com grupamentos hidroxila substituidos naturalmente por ésteres de sulfato
(DELATTRE; FENORADOSOA; MICHAUD, 2011). Varias espécies desse género,
incluindo, a Gracilaria intermedia sdo encontradas em abundancia na regido nordeste
brasileira (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2005).

Entretanto, existem poucos estudos envolvendo essa alga, tais como anélises
filogenéticas (GURGEL; FREDEIRCQ; NORRIS, 2008) e distribuicdo ecologica (WYNNE;
BRADSHAW,; CARRINGTON., 2014). Além disso, tém sido relatadas propriedades anti-
inflamatoria, antinociceptiva (COSTA et al., 2014) e antioxidante (CASTRO et al., 2014).
Contudo, nenhuma avaliacdo toxicoldgica desse polimero foi realizada para a identificacdo de
riscos a saude e possiveis efeitos de sua exposicao.

Os estudos tém demonstrado que cada macromolécula pode possuir conformacéo
estrutural Unica e, portanto, apresentar atividade bioldgica variada, muitas vezes mais potentes
que outros polissacarideos ou compostos ja descritos (ROCHA et al., 2004). Esses dados,
associados ao efeito antidiarreico de polissicarideos extraidos de algas marinhas vermelhas
(SOUSA et al., 2016; COSTA et al., 2016), justificam a investigacdo da potencialidade
farmoquimica desse produto natural em distdrbios intestinais, como a diarreia, visto que
essa manifestacdo clinica é uma importante causa de mortalidade, principalmente em criancas,
afeta a qualidade de vida da popula¢do, gera importantes demandas para as redes de servicos
de salde e que atualmente dispde de tratamentos especificos, mas que acarretam importantes

efeitos adversos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Caracterizar e investigar o potencial terapéutico de uma fracdo polissacaridica
sulfatada obtida da alga Gracilaria intermedia (PLS-Gi) no tratamento de diarreias agudas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Extrair e caracterizar estruturalmente a fracdo polissacaridica obtida ap0s a extracéo por
meio da Espectrometria na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourrier
(FTIR).

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

Investigar os efeitos fisiologicos da PLS-Gi na atividade gastrointestinal.

Avaliar a interacdo da PLS-Gi em receptores envolvidos na funcao gastrica e intestinal.

Avaliar o efeito da PLS-Gi em modelo de diarreia secretora induzida pela toxina da
célera (TC).

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

enterotoxigénica (ETEC).
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. CONSIDERACOES PRELIMINARES
3.1.1. MORFOLOGIA DO INTESTINO

Como em outras partes do trato digestdrio, de dentro para fora, a parede do intestino é
formada por quatro tdnicas: mucosa, submucosa, muscular prépria (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 consutuida por uma
camada de células epiteliais, lamina propria e muscular. Nessa camada esta presente uma
parede pregueada com estruturas que aumentam a superficie de absorcdo. Adjacente a mucosa
encontra-se a submucosa, que é composta de tecido conjuntivo com vasos sanguineos e

linfaticos, onde esta presente o plexo submucoso, uma das redes nervosas do SNE. Proximo a
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camada submucosa esta a camada muscular externa, que € consituida de duas camadas de
musculo liso, a circular e a longitudinal, onde encontra-se o plexo mioentérico, a mais
importante rede nervosa do SNE. E por ultimo, esta localizada a camada serosa, que fornece
uma cobertura externa do trato digestorio, e € uma continuacdo 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 enterécitos (células colunares, que tem funcdo absortiva), células
caliciformes (importantes na producdo de muco), células de Paneth (cujos grénulos contém
lisozimas, enzimas com atividade antibacteriana), células-tronco e células enteroenddcrinas.
Contudo, o0 numero e a distribuicdo dessas células variam nas diferentes zonas do epitélio
(BERTONI; GABELLA, 2001; VIGUERA et al., 1999).

De modo geral, os segmentos que compdem o intestino apresentam estruturas
histologicas semelhantes, entretanto, € possivel identificar pequenas variacbes
morfofuncionais (DESESSO; JACOBSON, 2001; STEVENS; LOWE, 2001).

3.1.2. MOTILIDADE GASTROINTESTINAL

A atividade motora da musculatura lisa do trato gastrointestinal € responsavel por
misturar os alimentos com as secre¢des gastrintestinais, degrada-los mecanicamente e propelir
0 bolo alimentar ao longo de todo trato (BROWNING; TRAVAGLI, 2014).

As celulas que formam a camada muscular lisa do intestino sdo conectadas
eletricamente por gap junctions. Essa organizacdo faz com que o potencial de acdo gerado em
uma célula se propague para todas as células da camada, permitindo assim, a geracdo de
padrGes de contracbes coordenadas (RUMESSEN; VANDERWINDEN, 2003). O musculo
liso do trato gastrointestinal é excitado por uma atividade elétrica intrinseca, continua e lenta,
que dissipa potenciais de acdo, responsaveis pelas ondas peristalticas em conjunto com o SNE
(SANDERS, 1996).

Essas células musculares sdo formadas por filamentos de actina, miosina, proteina
reguladora (a calmodulina) e uma membrana plasmatica com muitos canais de calcio
voltagem-dependente, principais responsaveis pelo potencial de acdo nesse tipo de célula. Os
ions célcio agem diretamente sobre o mecanismo contratil do muasculo 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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Muiltiplos sinais regulam a motilidade intestinal, como: nervosos, quimicos, hormonais
e mecénicos. Os neurdnios do SNE liberam diversos neurotransmissores e neuromoduladores,
incluindo acetilcolina, norepinefrina e serototonina (MCCORRY, 2007).

No trato gastrointestinal a acetilcolina, geralmente, exerce atividade excitatoria, esse
neurotransmissor atua nos receptores muscarinicos do tipo M3 que esta associado a proteina
Gq. Apos a ligacao do agonista ao seu receptor, ocorre a ativacao da proteina Gg, que por sua
vez, ativa a fosfolipase C, que participa da formacdo de segundos mensageiros. Depois de
ativa, a proteina Gq degrada o fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP;), presente na membrana,
em 1,45 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 reticulo
sarcoplasmatico, promovendo a liberacdo de Ca®*, que atua nos receptores de rianodina e
induz a liberacdo de mais célcio, fendmeno também conhecido como liberacdo de célcio
induzido pelo calcio, que desempenha um papel importante no inicio do processo de
contracdo do musculo liso (LEE; KEENER, 2008).

Por outro lado, a noradrenalina, liberada por terminacGes nervosas noradrenérgicas,
produz potenciais inibidores que levam ao relaxamento do musculo 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 (HT,4), a serotonina aumenta a atividade pro-cinética no intestino (UGHTON; FOSTER,;
WHORWELL, 2000; RMAN; BURLEIGH, 1993).

A motilidade gastrointestinal pode ainda ser regulada por hormonios intestinais, entre
esses: grelina, motilina, secretina, colecistocinina, peptideo inibitério  gastrico
(CHAUDHRI; SMALL; BLOOM, 2006) e por outras substancias, incluindo o prostaglandina
(DING et al., 1997) e 6xido nitrico (CHEN et al., 2010). Estudos mostram que a liberacéo do
Oxido nitrico ativa a producdo de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) que, por sua vez,
pode afetar 0s canais idnicos, a homeostase de Ca*, fosfatases ou vérios desse fatores
mencionados, conduzindo também ao relaxamento do mdusculo liso (VAN GELDRE;
LEFEBVRE, 2004).

Assim, a regulagdo do ténus do musculo liso é fundamental para diversas fungdes
bioldgicas. Desse modo, o funcionamento inadequado pode resultar em diversas patologias
como: hipertensdo, asma, disfunsdo erétil, cllicas 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 funcéo global do trato gastrointestinal é degradar os alimentos em componentes que
possam ser absorvidos e utilizados pelo corpo, e excretar 0 material ndo absorvivel. Desse
modo, seus diferentes segmentos anatdmicos apresentam fungdes especificas no que diz
respeito a digestdo e absor¢do. Enquanto o intestino delgado é a principal &rea promotora da
digestdo e onde comeca a absor¢do dos alimentos, o intestino grosso é responsavel pelo
transporte de eletrolitos e agua (BAYNES; DOMINICZAK, 2007).

Em um periodo de 24 horas, cerca de 10 L de fluidos entram e saem do trato
gastrointestinal: 1 L de saliva, contendo eletrélitos, proteinas e muco, 7 L de secrecBes
intestinais, além da ingestdo de 2 L de agua. A maior parte dos fluidos € reabsorvida no
intestino, resultando em um conteddo eletrolitico fecal que é semelhante ao do plasma, e
apenas cerca de 150-250 mL de &gua é excretada nas fezes (STRASINGER; DI LORENZO,
2009).

O transporte de fluidos no intestino, assim como em outros epitélios, ocorre de forma
secundaria ao transporte ativo de eletrolitos, acompanhado pelo transporte passivo
paracelular, através de juncOes celulares, e por meio de canais aquaporinas, presentes na
membrana celular. Esses transportadores séo constitutivamente ativos, contudo, eles podem
ser modulados por segundos mensageiros, incluindo o monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc) e Ca?* (FIELD, 2003).

Histologicamente, a absorcdo é realizada pelas células que compdem as vilosidades
intestinais e a secrecdo 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 jons, incluindo Na*, K*, CI', 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' -
monossacarideos (Na* - glicose e Na™ - galactose), cotransportadores Na* - aminoacidos e
Na'/H* (NHE). Apos 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 absorgdo de Na" na membrana apical ocorre também através da proteina
transportadora de Na*/H*, que usa H,O e o CO; intracelular, convertidos a H* e HCO3 na

presenca da anidrase carbonica. O H* é secretado no Iimen pela proteina Na*/H" e 0 HCO3 é
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absorvido pelo sangue. O ileo contém os mesmos mecanismos de transporte que o jejuno, e
adicionalmente, uma proteina transportadora de CI" - HCO3", onde ocorre a absorcéo efetiva
de NaCl (COSTANZO, 2014).

Os mecanismos de absorcéo nas células do célon séo similares aos das células renais.
A membrana apical contem canais de Na* e K, que sdo responsaveis pela absorcdo de Na* e
pela secrecdo de K. Assim, como nas células renais, a aldosterona, leva ao aumento da
reabsor¢do de Na®, e secundariamente o aumento da secre¢do de K* (COSTANZO, 2014).

Na absorcdo do cloreto, anion essencial para o equilibrio hidrico, o principal
mecanismo envolvido é dependente de gradientes de concentracdo e de potenciais de
membrana. O cloreto presente no lumen intestinal passa diretamente para dentro dos espacos
laterais através das zonulas oclusivas, que sdo permeaveis a pequenos anions (Figura 2)
(THIAGARAJAH; VERKMAN, 2012).

Figura 2. Mecanismos de transporte intestinal. A esquerda, a absor¢io de liquidos nas
vilosidades envolvendo o transporte de Na®, via transportadores presentes na regido apical da
membrana, como o Na'/H" (NHE), o co-transportador de Na'-glicose (SLGT-1), e a Na'/K"
ATPase na porc¢do basolateral, que dirige o fluxo de CI" e &gua. A proteina transportadora de
CI'/HCO3 na regido apical, é importante para a captacio de CI. A direita, a secrecdo de
fluidos intestinais, que ocorre principalmente nas criptas e envolve o transporte de ClI” atraves
do CFTR e CaCC, com o fluxo passivo de Na* e agua. Cotransportador Na*/K*/CI" (NKCC),
que exerce papel importante na captacao basolateral de CI".

APICAL

BASOLATERAL
3Na* -
K+ * ATPase "“ Nt"K‘ NKCC  y+
Vilosidade { ATPase
(Na?) = CD)
a2 “ . /
-, - '
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Fonte: Adaptado de THIAGARAJAH; VERKAMN, 2012.
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Além desse mecanismo, a absorcdo de CI” ocorre por meio da proteina transportadora
de CI/HCOj3, que movimentam o bicarbonato para o lumen intestinal, aumentado o pH
luminal. J& a captagdo basolateral de CI” ocorre através do cotransportador Na'/K*/CI
(NKCC), esse mecanismo é dirigido pelo gradiente de concentracdo 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 CI", que cria uma forca eletroquimica para a saida
paracelular de Na* e dirige a forca osmotica para a expulsdo da agua. A secre¢do luminal de
cloreto ocorre através do Regulador de Condutancia Transmembranar de Fibrose Cistica
(CFTR). Além disso, esse canal tem também funcéo reguladora, pois sua fosforilacdo inibe a
proteina Na*/H" (NHE), diminuindo a absorgdo de Na* (BAYNES; DOMINICZAK, 2007).
Ademais, o gradiente eletroquimico que dirige a secrecdo de CI™ é regulado ainda pelos canais
de CI ativado por Ca** (CaCCs) (BARRETT; KEELY, 2000).

De modo geral, os estimulos responsaveis por aumentar ou diminuir a secregdo
intestinal sdo mecanicos, nervosos, hormonais e quimicos. A regulacdo mecanica é causada
pela distensdo da parede intestinal, havendo a estimulacdo de glandulas entéricas, e 0 aumento
acentuado de suas secrecdes (SANIOTO; AIRES, 1999).

A regulacdo nervosa é considerada 0 mecanismo mais importante da secre¢do entérica,
sendo desencadeada por reflexos locais provocados por estimulos tateis, irritativos ou pela
presenca do quimo no intestino. A estimulacdo vagal aumenta a secrecdo do suco entérico
duodenal, porém, ndo afeta as secrecdes do jejuno e ileo. Ademais, agonistas do sistema
parassimpatico, como a acetilcolina e a fisiostigmina (SANIOTO; AIRES, 1999), e o peptideo
intestinal vasoativo agem em neurdnios secretores, estimulando a secregdo intestinal de
eletrolitos e agua (KATZUNG, 2004).

Por outro lado, a secrec¢do intestinal também é afetada por neurotransmissores, como
as encefalinas (TURVILL; FARTHING, 1997), que ligam-se a receptores opioides do tipo 6
(delta) promovendo a diminuicdo nos niveis de AMPc e a reducédo da secrecgdo de eletrolitos e
agua. 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 Neuropeptideo Y, substancia encontrada em alguns
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neurdnios do SNE, que tem a capacidade de inibir o fluxo intestinal de eletrdlitos e &gua
(KATZUNG, 2004).

Em relacdo a regulacdo hormonal da secrecdo intestinal, secretina e colecistocinina
exercem papel importante. Ambas s&o liberadas na corrente sanguinea em resposta ao
contetdo &cido (pH=5), gorduroso e hipertbnico que chegam ao duodeno e estimulam a
secrecdo intestinal (SANIOTO; AIRES, 1999).

Na regulacdo quimica, agentes irritantes, e toxinas produzidas por bactérias como o
Vibrio cholerae e Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), produzem o aumento do efluxo
de CI" por meio de mdltiplas vias de sinalizagdo. Nesses casos, a secre¢do de Cl™ ocorre por
meio da elevacdo dos niveis de AMPc e GMPc, que ativam os canais CFTR, canais de CI’
ativados por Ca?* (CaCC) e canais basolaterais de K* (THIAGARAJAH et al., 2004).

Estudos ttm mostrado que a serotonina induz a secre¢do de fluidos intestinais, e
exerce um papel chave na fisiopatologia da diarreia secretéria induzida pela toxina da colera.
Visto que, essa toxina tem a capacidade de desencadear a liberacao de serotonina pelas células
enterocromafins, ativando estruturas neuronais via receptores 5-HT3, levando a uma
abundante secrecdo de fluidos (BEARCROFT; PERRETT; FARTHING, 1996).

Ademais, o papel da prostaglandina E, (PGE;) no aumento da secrecdo intestinal de
eletrélitos e dgua também tem sido demonstrado (MATUCHANSKY; MARY; BERNIER.,
1976). A PGE; estimula a atividade da adenilato ciclase intestinal (KIMBERG et al., 1971),
elevando os niveis de AMPc, que modifica o fluxo de Na* e CI" e aumenta a secrecéo
intestinal (BUKHAVE; RASK-MADSEN, 1980).

3.2. CONSIDERACOES SOBRE AS DIARREIAS

As principais caracteristicas da diarreia s&o 0 aumento do numero de evacuacles e
perda da consisténcia das fezes (ASRIE et al., 2016; WHYTE; JENKINS, 2012; MATHAN,
1998). O principal determinante da consisténcia e do volume fecal € o contetdo liquido, que
reflete o equilibrio entre a ingestdo, absorcdo e a secrecdo de agua e eletrolitos ao longo do
trato gastrointestinal (LONGSTRETH et al., 2006).

Assim, a presenca de perturbacdes fisioldgicas no intestino delgado e/ou quando a
capacidade absortiva do co6lon (2-3 L por dia) é ultrapassada, ocorre um enorme desequilibrio
no balanco hidrico do tubo digestivo (PONCE, 2010). Mudancas no fluxo de 4gua ocorrem,

principalmente, devido a uma inibicdo na absorcdo de Na* e CI” e/ou aumento na secregdo de
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ClI" (KUNZELMANN; MALL, 2002). Desse modo, a agua segue impulsionada por forcas
osmoticas envolvendo aquaporinas e via transporte paracelular (ROSENTHAL et al., 2010).

Além disso, a viscosidade do bolo fecal depende também da intensidade da propulsao
ou motilidade intestinal (FIELD; SEMRAD, 1993). Desse modo, observa-se uma reducdo da
absorcdo e/ou uma hipersecrecdo de eletrdlitos e agua, juntamente com um aumento da
motilidade intestinal na diarreia (FIELD; SEMRAD, 1993).

3.2.1. CLASSIFICAC}AO DAS DIARREIAS

A diarreia pode ser classificada quanto a sua fisiopatologia ou quanto ao seu tempo de
duracdo. Considerando os critérios fisiopatologicos, as diarreias sdo classificadas em
osmotica, secretora, motora e inflamatoria (GAUNDALINI; VAZIRI, 2011). A maioria das
etiologias tem uma fisiopatologia complexa, envolvendo um ou mais desses mecanismos
(TERRIN, CANANI, 2011; DANTAS, 2004).

Na diarreia osmotica, a presenca de quantidade elevada de solutos de baixa absor¢édo
na luz intestinal exerce forca osmdtica que leva a retencdo de agua no intestino grosso
(KENT; BANKS, 2010) e apresenta material fecal acido, com maior perda de potassio do que
de so6dio (DOUGHTY, 2006). Esse desequilibrio hidroeletrolitico é agravado pela eventual
presenca de vomitos e febre, levando o individuo a desidratacdo aguda, que pode resultar em
hipovolemia, chogue e morte, se ndo tratada adequadamente (BARBUTI, 2008).

A ingestdo de substratos pouco absorvidos (manitol e sorbitol) ou intolerancia a
carboidrato (lactose), ao glaten (doenca celiaca), ingestdo excessiva de laxantes ou antiacidos
com magnésio e outros farmacos (Metformina e Xenical) sdo causas frequentes de diarreia
osmotica (KENT; BANKS, 2010; CHESKIN; MILLER, 2001). Além disso, mudancas
estruturais do intestino também podem acarretar 0 aumento do contetdo liquido na luz
intestinal, devido a diminuicdo da capacidade de absorcao de fluidos e nutrientes. A presenca
de um processo inflamatorio, por exemplo, ocasionado por infec¢gdes ou doenca inflamatoria
(doenca de Crohn) também acarretam mudancgas estruturais no intestino e consequentemente
diminuem a absorgdo intestinal (POWELL; JENKINS, 2012). Do mesmo modo, a
desnutricdo, provoca atrofia reversivel das vilosidades intestinais, que por sua vez diminui a
velocidade de absor¢do de nutrientes, prolongando a presenca de solutos osmoticamente

ativos que puxam a agua para o limen intestinal (POWELL; JENKINS, 2012).
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A diarreia secretora é causada por estimulos que modificam o transporte de ions pelo
epitélio de revestimento, que passa a reter maior quantidade de agua, responsavel pelo
desarranjo intestinal (BRAUNWALD et al., 2002). Os individuos 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 alteracbes na quantidade de fezes produzidas em jejum
(DOUGHTY, 2006).

Entre os estimulos que provocam a diarreia secretora estdo virus (rotavirus e
norovirus), toxinas bacterianas produzidas por Staphylococcus aureus, E. coli
enterotoxigéncia (ETEC) e V. cholerae, protozoarios (Giardia, Isospora belli e
Cryptosporidium) (KENT; BANKS, 2010; DANTAS, 2004; CHESKIN; MILLER, 2001;
WALKER; HALL; HURST 1990). Esses micro-organismos ou toxinas sdo capazes de ativar
mecanismos que aumentam a producéo de segundo mensageiros (AMPc, PGE; e Ca’), que
estimulam a secrecéo intestinal (BARBUTI, 2008).

O aumento da concentracéo intracelular de AMPc inibe a absorcdo de Na* no limen
pelos vilos do intestino delgado e estimula a secrecdo de CI” pelas criptas para a luz intestinal
(BARBUTI, 2008). A secrecdo de ions CI" na membrana apical ocorre principalmente através
do CFTR, segundos mensageiros, como o0 AMPc, regulam o funcionamento desse canal por
meio da ativacdo de proteinas quinases. Desse modo, processos patoldgicos que aumentam a
concentracdo intracelular de AMPc, promovem a ativacdo da proteina quinase A (PKA), a
abertura de canais CFTR e, consequentemente, a secrecdo de Cl e &gua (WONGSAMITKUL
et al., 2010).

Além dos agentes infecciosos, certos hormonios em excesso, como o0 peptideo
intestinal vasoativo encontrado em tumores pancreaticos, a calcitonina produzida pelo cancer
medular da tiredide, a serotonina liberada em tumor carcindide, etanol, medicamentos
(Furosamida), acidos biliares, laxantes (6leo de ricino e fenolftaleina) podem estimular a
secrecdo excessiva responsavel 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 condi¢bes que
aumentam o transito intestinal e promove menor tempo de digestdo e absorcdo de agua e
nutrientes, tais como o hipertireoidismo, o uso de farmacos como a neostigmina e
procinéticos, a sindrome do intestino irritavel, certas toxinas e pds-cirurgias, como vagotomia

e gastrectomia (KENT; BANKS, 2010). Por outro lado, a diminuicdo do peristaltismo
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ocasionada, por exemplo, pelo uso de opidceos e anticolinérgicos também pode causar
diarreia, em virtude do crescimento bacteriano intenso no intestino delgado (CHESKIN;
MILLER, 2001).

A diarreia inflamatdria ou exsudativa ocorre devido a lesdes inflamatorios da mucosa
do intestino delgado ou grosso, e estd associada a diminuicdo da absorcdo e aumento da
secrecdo, acompanhada de muco, proteinas séricas e sangue. Os patdgenos associados a
diarreia inflamatoria incluem: E. coli enteroinvasiva, Shigella, Salmonella, Campylobacter,
Yersinia, Entamoeba hystolitica, Schistosoma mansoni e Strongyloides stercoralis. Ademais,
as diarreias inflamatorias podem ser causadas por doencas inflamatdrias intestinais (Doenca
de Crohn e Colite Ulcerativa Cronica), neoplasias intestinais (HAMMER; MCPHEE, 2016) e
drogas como, agentes imunossupressores, quimioterapicos, alguns antibioticos e anti-
inflamatorios (ABRAHAM; SELLIN, 2007).

Do ponto de vista clinico, a diarreia pode ser classificada como aguda quando a
duracdo for menor que duas semanas; persistente, tem duracdo de duas a quatro semanas; e
crénica quando durar mais que quatro semanas (TERRIN; CANANI, 2011). A diarreia aguda
¢ geralmente causada por protozoarios (Cyclospora, Cryptosporidium, Microsporidium,
Isospora belli, Giardia lamblia, E. hystolytica), bactérias (Campylobacter, Salmonella,
Shigella, E. coli, V. cholerae, Clostridium difficile, Staphylococcus, Aeromonas, Yersinia),
virus (Rotavirus e Adenovirus) e causas ndo infecciosas, como antibiéticos e antiacidos
contendo magnésio (LEE, 2015; BARBUTI, 2008).

A diarreia persistente pode ser definida como uma condi¢do clinica de causa
presumivelmente infecciosa, que se inicia como um episodio agudo e se prolonga de forma
ndo usual, e € responsavel por altas taxas de mortalidade, morbidade e desnutricdo,
especialmente em criancas menores de 5 anos de idade, geralmente associada a G. lamblia,
Cryptosporidium ou E. coli, mas pode ocorrer também devido ao uso de antibi6ticos
(ANDRADE; MOREIRA; NETO, 2000).

Por outro lado, a diarreia cronica é geralmente relacionada a uma desordem funcional,
como a sindrome do intestino irritavel, sindrome de mé&-absorcdo e imunodeficiéncia.
Ademais, infeccdo por G. lamblia, E. histolytica e Cryptosporidium também causam diarreia
crénica (LEE, 2015; THAPAR; SANDERSON, 2004), sendo um problema comum em
individuos com AIDS. Desse modo, nas fases iniciais, os agentes causadores da diarreia sdo

0s mesmos da populacdo ndo infectada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
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entretanto, com o agravamento da doenca, a diarreia passa a ser causada por agentes
oportunistas (MANZIONE et al., 2003). Assim, em pacientes imunodeprimidos, o proprio
virus e medicamentos usados para o tratamento podem acarretar efeitos sobre a mucosa,
causando desordens da motilidade e da fungéo intestinal (BLANSHARD; GAZZARD, 1995).

3.2.2. EPIDEMIOLOGIA

As diarreias sdo importantes causas de morbidade e mortalidade infantil, representam
cerca de 9% de todas as mortes em criangcas com menos de 5 anos de idade no mundo em
2015 (Figura 3). Isso significa que mais de 1.400 criancas morrem por dia, ou cerca de

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

Figura 3. Percentual de 6bitos atribuidos a diarreia (2015).
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Fonte: WHO; MCEE apud UNICEF, 2016.

Apesar desses nimeros ainda alarmantes, nos ultimos anos, a taxa de mortalidade por
diarreias no mundo vem diminuindo. De 2000 a 2015, o nimero anual total de mortes em
criangas, com menos de 5 anos de idade, diminuiu mais de 50%, passou de aproximadamente
1,2 milhGes para meio milhdo. Contudo, um ndmero maior de criancas poderiam ser salvas
por meio de intervencdes basicas, pois cerca de 60% das mortes por diarreia sdo atribuidas a

falta de 4gua potavel, higiene e saneamento (UNICEF, 2016).
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Os principais agentes patogénicos causadores de diarreias sdo transmitidos pela via
fecal-oral, por meio do consumo de alimentos e agua contaminados (BYERS; GUERRANT;
FARR, 2001). Aproximadamente 2,5 bilhGes de cidadaos do planeta ndo possuem saneamento
basico. Em paises com economias em rapido crescimento, existe um grande numero de
pessoas que continuam a fazer suas necessidades fisioldgicas a céu aberto, 626 milhdes de
pessoas na india, 14 milhdes na China e 7,2 milhdes no Brasil (UNICEF, 2015).

O Brasil ¢ um dos paises que ainda apresenta incidéncia elevada de casos de diarreia.
Em 2010, a mortalidade em criancas menores de 5 anos foi de 18,6 dbitos por 1.000 nascidos
vivos (BRASIL, 2011). De acordo com o sistema de vigilancia do Ministério da Saude, no
Brasil, as diarreias possuem maior prevaléncia nas cidades da regido nordeste. Em 2011,
foram notificados 756 dbitos por diarreia aguda, sendo 354 destes na regido nordeste e 20
casos no Piaui (BRASIL, 2011). No ano de 2013, a Secretaria de Saude do Piaui registrou
oito surtos de diarreia, cerca de 100 mil casos foram notificados, com 126 6bitos, em 2014, os
nimeros continuaram alarmantes, sendo registrados 7.279 casos de diarreia no estado, com
105 6bitos (SESAPI, 2014).

3.2.3. PREVENCAO, DIAGNOSTICO E MANEJO

De acordo com o relatério langado pela UNICEF e OMS, sdo elementos importantes
para a prevencdo da diarreia: vacinas contra rotavirus e sarampo; aleitamento materno
imediato e exclusivo; suplementacdo com vitamina A; lavagem das mdos com agua e sabdo;
melhoria da qualidade da &gua e promocao do saneamento basico nas comunidades (UNICEF;
WHO, 2009). Essas medidas podem contribuir para a reducdo da morbidade e mortalidade,
pois essa condicdo clinica é causada principalmente por bactérias, virus e parasitas
transmitidos por meio da agua e alimentos contaminados (UNICEF, 2015; GURGEL, 2001).

Em geral, o diagnostico das diarreias é clinico, dado basicamente através da anamnese,
relato de alteracdo do habito intestinal, como o aumento do nimero de evacuacgdes, peso ou
diminuicdo da consisténcia fecal, e pelo exame fisico, que pode revelar sinais de desidratacao
e comprometimento do estado geral (BARBUTI, 2008).

A cultura de fezes para patdgenos especificos como Salmonella, Shigella e
Campylobacter é frequentemente considerada apropriada para auxiliar a escolha do
tratamento, mas seus beneficios sdo questionados (GUERRANT et al., 2001). Os exames

complementares como hemograma, sorologia, parasitoldgico, pesquisa de toxinas e de
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leucdcitos fecais, dosagem de sddio, potdssio, magnésio e gasometria podem ajudar no
diagnostico do agente etioldgico, além de auxiliar no tratamento dos distarbios
hidroeletroliticos e orientacdo terapéutica (BARBUTI, 2008).

Muitos pacientes tem diarreia com inicio subito e auto-limitada, logo, ndo necessitam
de tratamento. No entanto, casos acompanhados de desidratacdo e dos desequilibrios
eletroliticos acarretam riscos graves, particularmente em lactentes, criancas e idosos
(MANATSATHIT et al., 2002).

Desse modo, o desenvolvimento da Solucéo e Reidratagdo Oral (SRO) representou um
marco no tratamento das diarreias, podendo ser considerado o fator determinante da reducéo
da mortalidade infantil (HIRSCHHORN, 1980). No entanto, somente nas ultimas décadas, as
bases cientificas dessa terapéutica comecaram a ser elucidadas. O elemento chave para o
desenvolvimento da SRO estd associado a proteina SGTL-1, um transportador ativo de
glicose dependente de sddio, que esta presente na membrana apical dos enterdcitos e auxilia 0
transporte de agua (ARAUJO; MARTEL, 2009). Assim, a SRO consegue evitar e curar, de
forma eficiente a desidratacdo, no entanto, ndo é capaz de reduzir a duracdo e gravidade da
diarreia (BARDHAN, 2007).

Apesar do sucesso inicial, foi observada uma mudanga no cenério mundial
caracterizada por uma menor ocorréncia de diarreia por cOlera e maior ocorréncia de diarreias
virais, desse modo, surgiu uma preocupacdo em relacdo a concentragdo de sodio da SRO, que
seria muito elevada em relacdo as perdas observadas nas diarreias virais (DUGGAN et al.,
2004).

Em 2004, a OMS atualizou suas diretrizes de gerenciamento de diarreia infantil com
uma nova formulacdo dessa terapéutica. A SRO de baixa osmolaridade revelou que a reducéo
no contetdo de sédio (90 mEq para 75 mEQ) e a reducdo do contetdo de glicose (111 mOsm/I
para 75 mOsm/l), com consequente reducdo da osmolaridade total (311 mOsm/I para 245
mOsm/l), diminuiu os vomitos, as evacuacdes e a probabilidade de hipernatremia, além de
reduzir a necessidade de hidratacdo intravenosa, quando comparada com a SRO convencional
(BINDER et al., 2009).

A SRO de baixa osmolaridade contém cloreto de sodio, glicose, cloreto de potassio e
citrato trissédico. O sbédio e potassio sdo essenciais para a restauracdo do equilibrio
eletrolitico, a glicose auxilia a absorcao de sddio pelos enterdcitos e o citrato corrige a acidose

resultante da desidratagdo e da diarreia. Contudo, a SRO é contraindicada no manejo inicial
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de casos de desidratagdo grave ou vOmitos incontrolaveis, pacientes em choque (pressao
arterial muito baixa), pacientes incapazes de beber liquidos ou portadores de outras doencas
graves, pois, nesses casos € imprescindivel a infusdo rapida do volume de reposicao
(BRANDT; DE CASTRO; DA SILVA, 2015).

Estudos mostram que a suplementacdo com o zinco é capaz de reduzir de forma
significativa a severidade, a duracdo e mortalidade da diarreia em criancas (YAKOOB et al.,
2011; HAIDER; BHUTTA, 2009). Segundo Folwaczny (1997), a suplementacdo com o
zinco acelera a regeneragdo da mucosa, aumenta os niveis de enzimas da borda em escova,

aumenta a imunidade celular e 0 nimero de anticorpos.

3.3. TRATAMENTO FARMACOLOGICO

O uso de antidiarreicos é frequentemente contraindicado, em especial nas fases iniciais
da afeccdo, pois a diarreia pode ser encarada como uma defesa do organismo para a
eliminacdo de toxinas (BHATNAGAR et al., 2007; DE LUCIA et al., 2007). Em geral, os
farmacos antidiarreicos inespecificos ndo atuam nos mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes
responsaveis pela diarreia, assim, o tratamento farmacoldgico inespecifico da diarreia deve ser
reservado para 0s pacientes com sintomas persistentes ou significativos. Contudo, sempre que
uma etiologia de base puder ser determinada, um tratamento especifico deve ser instituido,
quando apropriado (SCHILLER; SELLIN, 2010).

3.3.1. AGENTES ANTIMOTILIDADE
3.3.1.1. OPIOIDES

Os opioides sdo amplamente usados no tratamento da diarreia e atuam por
mecanismos diferentes, mediados principalmente pelos receptores opioides (1 ou 8) presentes
nos nervos entéricos, nas células epiteliais e musculos. Esses mecanismos incluem alteracdes
da motilidade intestinal (receptores ) ou da absor¢do (receptores p ou 6). Os antidiarreicos
utilizados comumente (difenoxilato e loperamida) atuam, principalmente, via receptores
opoides p periféricos (KHANSARI; SOHRABI; ZAMANI, 2013).

A loperamida € um derivado butiramidico da piperidina usada na forma de cloridrato,
e pode ser encontrada como Closecs®, Diarresec®, Imodium®, Imosec®, cujos efeitos sdo
atribuidos em parte a sua acdo como agonista de receptores opioides do tipo p 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
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receptores, ligados a proteinas G inibitdrias, depende de mdaltiplas vias de transdugdo, como a
ativacdo dos canais de potassio e hiperpolarizacdo da membrana, inibicdo dos canais de célcio
e inativacdo da calmodulina, reducdo da producdo de AMPc e da liberacdo de
neurotransmissores como a acetilcolina. Desse modo, a loperamida diminui o peristaltismo e
aumenta a reabsorgéo intestinal (EGGLESTON; NACCA; MARRAFFA, 2015).

Além desses efeitos, a loperamida aumenta o tonus do esfincter anal e reduz a
sensacdo de urgéncia e incontinéncia anal (EGGLESTON; CLARK; MARRAFFA, 2017). A
loperamida apresenta ainda atividade antissecretora na diarreia induzida pela toxina da colera
e por toxinas produzidas por E. coli. Essa atividade ocorre devido a acdo em receptores
ligados a proteina G, e por impedir o aumento do AMPc, que é estimulado por essas toxinas
(AKEL; BEKHEIT, 2017; REGNARD et al., 2011).

Esse farmaco tem sido usado como agente coadjuvante no tratamento de quase todos
os tipos de diarreias cronicas e apresenta poucos efeitos adversos, entretanto, em doses
excessivas pode causar depressdao do SNC, principalmente em criancas e ileo paralitico
(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 agdo envolve propriedades
opioides e anticolinérgicas, que auxiliam a diminuicdo da motilidade intestinal (BLUSH;
MATZO, 2012). Contudo, em altas doses, esses farmacos causam efeitos no SNC e efeitos
anticolinérgicos, tais como boca seca, visdo borrada, entre outros (BLUSH; MATZO, 2012;
CORBETT; PALMER; HOLDSWORTH, 1980).

Agentes antimotilidade como codeina, morfina e preparacdes contendo extrato do 6pio
(elixir paregérico) podem também gerar efeitos no SNC. Além disso, a tolerancia as
propriedades analgésicas do Opio ou agonistas de receptores opioides é frequente, todavia, é
rara em relacdo aos efeitos antidiarreicos (KOLBOW et al., 2016). Desse modo, embora 0s
opioides exercam efeitos antidiarreicos, a acdo sobre o SNC limita a utilizacdo da maioria

desses farmacos.

3.3.1.2. ANTAGONISTAS DE RECEPTORES MUSCARINICOS

Antagonistas de receptores muscarinicos sdo drogas antimotilidade muito utilizadas,
dentre os mais conhecidos estdo atropina (Hiosciamina®), a escopolamina (Buscopan®) e a
diciclomina (Bentyl®) (LOCHNER; THOMPSON, 2016; PAGE; DIRNBERGER, 1981).
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No mdasculo liso intestinal, a interacdo de agonistas como a acetilcolina com
receptores muscarinicos do tipo M3 ligados a proteina G, promove a despolarizacao da célula,
ativa as fosfolipases e libera o inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG). O IP3
libera célcio do reticulo sarcoplasmatico e 0 DAG ativa a proteina quinase C, aumentando a
condutancia dos canais de calcio transmembrana. Em seguida, o calcio intracelular ao ligar-se
a calmodulina, altera a sua conformacéo, permitindo a interacdo entre a actina e a miosina, e
promove o deslizamento de um filamento sobre 0 outro que resulta na contracdo muscular
(SUGURO et al., 2010). Entretanto, a ativacdo dessa via e, consequentemente, a contracao
muscular sé ocorre mediante a ligacdo de agonistas aos seus respectivos receptores.

Desse modo, antagonistas colinérgicos promovem o relaxamento da musculatura lisa
mediante o blogueio da ligacdo da acetilcolina ao receptor muscarinico, impedindo a
despolariza¢do do musculo liso (CAULFIELD, 1993). Contudo, os antagonistas colinérgicos
podem atuar em outros 6rgaos do corpo atraves da interagdo com receptores muscarinicos,
resultando em efeitos adversos como boca seca, taquicardia e nausea (BORRELLI et al.,
2009).

3.3.1.3. AGONISTAS DOS RECEPTORES o,— ADRENERGICO

Os agonistas dos receptores o, — adrenérgico, como a clonidina, podem interagir com
receptores especificos dos neurdnios entéricos e dos enterdcitos, inibindo a secrecdo e o
peristaltismo e aumentando a absorcéo intestinal. Desse modo, a clonidina é Gtil em pacientes
diabéticos com diarreia cronica, nos quais a neuropatia autbnoma pode levar a perda da
inervacdo noradrenérgica, além disso, esse farmaco tem sido Gtil aos pacientes com diarreia
causada pela abstinéncia opioide. Por outro lado, apresenta efeitos adversos como hipotenséo,
depressdo e sensacdo de fadiga que podem limitar as doses usadas pelos pacientes suscetiveis
(CAMILLERI et al., 2003).

3.3.2. AGENTES ANTISSECRETORES

As encefalinas atuam como neurotransmissores entéricos, que inibem a secrecdo
intestinal, esses opioides endogenos inibem diretamente a producdo de AMPc por meio da
ligacdo a receptores 6 opioides nos enterocitos (NANO et al., 2000). As encefalinas séo
rapidamente degradadas pela metaloproteina ligadas a 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 secrecdo de eletrolitos e
agua induzida pela toxina da colera no jejuno em humanos.

Embora a eficacia do racecadotrila tenha sido igual a do tratamento com loperamida, a
incidéncia de constipacdo é significativamente menor (12,9% vs 29%) (WANG; SHIEH;
LIAO, 2005). Além disso, o racecadotrila também tem sido eficaz no tratamento da diarreia
em criancas, com reducdo na producdo de fezes e também reducdo na duracdo em casos de
diarreia aguda, entretanto, esse farmaco nao paralisa a motilidade intestinal (SZAJEWSKA et
al., 2007).

3.3.3. ANTIBIOTICOS

Os antibitticos sdo frequentemente recomendados para pacientes que apresentam
diarreia severa associada a febre, pacientes imunossuprimidos, com neoplasias malignas e
casos relacionados a parasitas ou infec¢bes bacterianas graves (LEE, 2015). A escolha de
farmacos desse tipo deve considerar o aumento da incidéncia de resisténcia aos antibidticos e
a modificacdo da flora bacteriana normal, um importante mecanismo de protecédo
(GUERRANT et al., 2001).

A terapia com antibidticos é guiada por meio de testes de sensibilidade, mas
geralmente é iniciada com fluoroquinolonas por causa da resisténcia generalizada a

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

3.3.4. PROBIOTICOS

O trato gastrointestinal contém ampla flora comensal necessaria para a manutengéo de
varias funcGes. Desse modo, alteracbes no equilibrio ou composicdo dessa flora sdo
responsaveis pelas diarreias associadas ao uso de antibidticos e possivelmente outras doencas.
Assim, a administracdo de probidticos, ou seja, micro-organismos ndo patogénicos, para
colonizar o intestino € uma area sob intensa investigagdo (GUANDALINI, 2012).

A eficéacia dos probioticos depende da cepa, dose e viabilidade do micro-organismo
contido na preparagdo. Probioticos contendo Lactobacillus e Bifidobacterium, Streptococcus e
Saccharomyces boulardii mostraram beneficios nas diarreias agudas infecciosas e associadas
a antibioticos (PARKES; SANDERSON; WHELAN, 2009).
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Probidticos contendo S.boulardii foram associados a prevencdo da diarreia
(SZAJEWSKA; KOLODZIEJ, 2015; CREMONINI et al., 2002), por outro lado, os efeitos
benéficos da formulacdo contendo Lactobacillus e Bifidobacterium, na diarreia associada a
antibioticos ou ao Clostridium difficile, ndo foram evidenciados (ALLEN et al., 2013).
Contudo, de modo geral, tem sido demonstrado que a ingestdo de probioticos diminui a
incidéncia e a duragdo das diarreias (ALLEN et al., 2013).

No estudo realizado com células epiteliais humanas foi observado que cepas de
Lactobacillus helveticus e Lactobacillus rhammnosus blogueiam a adesdo de toxinas
produzidas por E. coli (toxina Shiga) e E. coli enteropatogénica (EPEC) (SHERMAN et al.,
2005). A eficacia de Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus casei, e de formulacGes
probidticas contendo L. helveticus e L. rhamnosus na prevencdo de infeccdes tem sido
atribuida ao aumento a imunidade mediada através da ativacdo de macrofagos periféricos
(ISHIDA-FUJII et al., 2007; JOHNSON-HENRY et al., 2005).

Em geral, os probioticos melhoram a salde intestinal através da estimulacdo da
producdo de substancias bactericidas, de mucina (glicoproteina), que tém a funcédo de proteger
e lubrificar membranas mucosas, facilitam a digestdo de alimentos, competem com patdgenos
pelos nutrientes e alteram o pH local criando um ambiente desfavoravel para os patdégenos
(WGO, 2011). Além disso, o0s probidticos também tém beneficios imunol6gicos
extremamente relevantes, ativam macréfagos locais, estimulam a apresentacdo dos antigenos
para os linfécitos B e aumentam a producéo da imunoglobulina A (IgA) (WGO, 2011).

Desse modo, os medicamentos destinados ao tratamento da diarreia disponiveis
atualmente, podem atuar sobre 0s micro-organismos ou trato intestinal, diminuindo a
motilidade, secrecdo ou alterando a sua flora (GOODMAN; GILMAN, 2012). N&o obstante, a
farmacoterapia dessa disfungdo permanece limitada apesar dos avancos 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 aplicacdo em varias areas (JIN et a.,
2016). Em todo o mundo, existe um numero elevado de fitoterapicos considerados eficazes
para o tratamento da diarreia, no entanto, os dados cientificos que confirmam a eficacia desses

fitofarmacos sdo 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 estimulacao da absorcdo de agua e/ou reducdo da secrecdo
de eletrolitos; modificacio da atividade da Na'/K* ATPase; inibicio do transito
gastrointestinal; mudanca na atividade de enzimas e sistemas de neurotransmissores; interacao
com canais de Ca’; modulagdo do metabolismo &cido araquidbnico via inibicdo da
cicloxigenase (COX) e lipo-oxigenase; alteragdo da disponibilidade de Ca** em etapas
envolvidas na excitacdo-contracdo ou inibicdo de agonistas indutores de contracOes
(PALOMBO, 2006). Além desses mecanismos, a presenca de substancias quimicas que
exercem acdo adstringente, antimicrobiana e/ou antiparasitaria também auxilia o controle de
certos tipos de diarreia (TIAN et al., 2009; PANIZI et al., 2002).

Estudos tém demonstrado a atividade antiespasmaodica induzida por diversos extratos
de plantas medicinais, sendo o relaxamento do musculo liso intestinal mediado pelo blogueio
dos canais de Ca*" ou pela abertura dos canais de K* (MEHMOOD et al., 2015). O extrato
metanolico de Matricaria chamomilla L., também conhecida como camomila, possui
atividade antidiarreica, antissecretora e antiespasmodica mediada, predominantemente,
através da ativacdo dos canais de K*, provendo a hiperpolarizacdo e efeito antagonico na
corrente de Ca?* (MEHMOOD et al., 2015).

Do mesmo modo, foi demonstrada a influéncia do extrato aquoso de folhas de Psidium
guajava (goiabeira) (OJEWOLE; AWE; CHIWORORO, 2008), Stachytarpheta cayenensis
(gervdo), Eugenia unifora (pitangueira), Aster squamatus (Zé-da-silva), Polygonum
punctatum (pimenta d’agua) (ALMEIDA et al, 1995) e Myracrodruon urundeuva (aroeira)
sobre a motilidade gastrointestinal (CRUZ, 1982).

Por outro lado, o alcaloide vegetal Berberina, produzido por varios géneros das
familias Ranunculaceae e Berberidaceae, muito utilizado na China e India, parece exercer
efeitos antidiarreicos por meio da sua capacidade de retardar o peristaltismo e inibir a
secrecdo intestinal, além de atuar como antimicrobiano (GOODMAN; GILMAN, 2012;
RABBANI et al., 1987).

Muitos estudos tém proposto a aplicacdo de flavonoides para o tratamento de
enfermidades inflamatorias intestinais como a doenca de Crohn e colite ulcerosa (GALVEZ et
al.,, 2000; KIM et al., 1999). Os flavonoides sd&o compostos de baixo peso molecular
amplamente distribuidos no reino vegetal, que podem ter grande utilidade em diarreia aguda e

cronica, por reduzir os movimentos peristalticos e a secrecdo intestinal (DICARLO et al.,
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1994; ALMEIDA et al., 1995), podendo também ser benéfico na reducdo de danos,
proporcionando protecdo contra 0 stress oxidativo e preservando a mucosa intestinal
(BALLESTER et al., 2006).

Outro fitoquimico com atividade antidiarreica € o tanino, substancias polifendlicas,
sollveis em &gua, com capacidade de precipitar proteinas. Quando precipitam as proteinas,
0s taninos formam uma capa que protege a mucosa intestinal e reduz a secrecdo de agua e
eletrolitos (TIAN et al., 2009; TRIPATHI, 1994). Ademais, a formacdo dessa camada na
mucosa, também inibe o desenvolvimento de micro-organismos, por meio da acdo
antisséptica, contribuindo para o tratamento da diarreia (TIAN et al., 2009). Recentemente, a
eficacia da goma extraida do exsudato da Anacardium occidentale L. no tratamento da
diarreia foi observada em modelos experimentais. Esse heteropolissacarideo inibe a
motilidade intestinal por meio da interagdo com receptores opioides e colinérgicos e, assim,
reduz o acimulo de fluidos, além de inibir a secrecdo de CI" e 4gua no limen intestinal
(ARAUJO et al 2015).

3.5. MODELOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIAQAO DA ATIVIDADE
ANTIDIARREICA

Véarios modelos tém sido utilizados para avaliar a atividade antidiarreica de uma
substancia, entre esses, a diarreia induzida pelo 6leo de ricino (ISLAM et al., 2013), um
laxante extraido a partir da semente de Ricinus communis (Euphorbiaceae), ¢ um modelo
amplamente usado para a investigacdo de substancias com propriedades antidiarreicas
(GUTIERREZ et al., 2014; TADESSE et al., 2014).

Apbs a ingestdo oral, o 6leo de ricino é emulsificado no intestino pela bile e
hidrolisado pelas lipases pancreéticas, que liberam o acido ricinoleico (acido 12 - hidroxi-9-
cis-octadecendico), promovendo uma irritacdo na mucosa e a producdo de prostagladinas
(GALVEZ et al., 1993), histamina (CAPASSO et al., 1986), fator de ativacdo plaquetaria
(PINTO et al., 1992) e 6xido nitrico (MASCOLO et al., 1993). O acido ricinoleico também
ativa a adenilato ciclase, promovendo o aumento de AMPc na mucosa e altera o transporte de
eletrolitos, &gua e 0s movimentos peristalticos do intestino (MASCOLO et al., 1993; SIMON,;
KATHER, 1980).
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Apobs a inducdo da diarreia com o 6leo de ricino, varios parametros podem ser
avaliados, tais como: peso total de fezes sélidas e liquidas, a severidade da diarreia, o
percentual de fezes liquidas e da inibicdo da diarreia (AWOUTERS et al., 1978).

A atividade antidiarreica de uma substancia pode ser investigada por meio do modelo
de diarreia aguda induzida por prostaglandina E tipo 2 (PGE;) (RIVIERE et al., 1991), que é
formada a partir do &cido araquidénico por acdo das COX. A PGE; aumenta a atividade da
adenilato ciclase intestinal, elevando os niveis de AMPc, que modifica o fluxo de Na* e CI,
aumenta a secre¢do (BUKHAVE; RASK-MADSEN., 1980) e os movimentos intestinais
(FUJII et al., 2016; BURAKOFF; PERCY, 1992).

A diarreia do tipo osmética pode ser induzida por purgativos ou cartaticos salinos,
como sulfato de magnésio ou hidroxido de magnésio (leite de magnésia®) (CHUNFANG et
al., 2014). A presenga de substancias osmoticamente ativas no trato gastrointestinal promove
a distensdo do colon, que estimula a atividade motora e diminui a absor¢do intestinal. No
entanto, como desvantagem, esse modelo aumenta o volume do conteudo intestinal de forma
lenta e necessita de aumento da oferta de agua (ISLAM et al., 2013; DANTAS, 2004).

Para investigar diretamente a influéncia de uma substancia sobre a motilidade, pode
ser utilizado o modelo de transito intestinal, que usa grupos tratados com drogas que tem
mecanismos de a¢do conhecidos, como: naloxona e/ou morfina, que interage com receptores
opioides; verapamil, com canais de célcio do tipo L; propranolol, com receptores -
adrenérgicos; ioimbina, com receptores a-2 adrenérgicos (CHENG et al., 2016; GURGEL et
al., 2001; DICARLDO et al., 1994), em seguida, é comparada a distancia percorrida por um
marcador ndo absorvivel entre os grupos, afim de caracterizar o mecanismo de acdo de uma
substancia desconhecida (DE SALES et al., 2015).

Do mesmo modo, no modelo de transito gastrointestinal estimulado pela fisostigmina,
um inibidor da colinesterase, pode ser utilizado para identificar uma possivel atividade
anticolinérgica na inibi¢do do transito gastrointestinal de determinada substancia (GURGEL
etal., 2001).

O efeito de substancias sobre a motilidade pode ser avaliado ainda por meio de
contragcdes induzidas por agonistas, em jejuno isolado in vitro. Para a realizacdo desse
modelo, uma por¢do do jejuno é montada e feito o registro das respostas contrateis a
acetilcolina, cloreto de bario, 5-HT, antes e apds a incubacdo com a substancia teste
(ABDULLAHI et al., 2001; MURUGESAN et al., 2000).
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Contudo, apenas 0 modelo do esvazimento gastrico permite identificar se o efeito de
uma substancia sobre a motilidade do trato gastrointestinal ocorre em nivel de estbmago e/ou
intestino, esse método avalia a porcentagem de retencdo de um marcador ndo absorvivel por
segmento do tubo digestivo (MEDEIROS et al., 2012).

Para determinar se a atividade antidiarreica de uma substancia também est4 associada
a uma reducdo de fluidos intestinais, indicando indiretamente uma atividade antissecretora, é
utilizado modelo de enteropooling, nesse modelo, o fluido intestinal pode ser quantificado
com o auxilio de uma proveta e € analisada a capacidade de diminuicéo de secrecdo do fluido
intestinal (ROBERT et al., 1976).

Além disso, tem sido feitas tentativas de simular estados patologicos através da
utilizacdo de enterotoxinas (MOURAD, 2004). Os modelos experimentais com a toxina da
cblera (TC) ajudaram a esclarecer os processos de absor¢do no intestino, 0s mecanismos de
perda de eletrdlitos 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 proteinas G,
bem como dos mecanismos normais e patoldgicos de transporte de ions (PETRI JUNIOR et
al., 2008).

A TC é formada pela subunidade ativa A (Al e A2), que esta covalentemente ligada a
5 subunidades B, essa Gltima forma um estrutura em anel que tem a capacidade de se ligar a
receptores monossialogangliosideo (GM1), localizados na superficie dos enterdcitos
(BALDAUF et al., 2015).

A ligacdo da toxina ao GM1 promove a sua internalizacdo por endocitose, em seguida,
no interior da célula as subunidades que compdem a TC se dissociam. A subunidade A tem
atividade difosfato de adenosina ribosiltransferase e interage com a proteina de membrana Gs
que regula a adenilato ciclase. O resultado dessa interacdo aumenta os niveis de AMPc,
levando a ativacdo da proteina cinase dependente de AMPc (PKA), causando a fosforilacédo e
abertura dos CFTR da membrana apical dos enterdcitos. A secre¢do de Cl” é acompanhada
pela secrecdo de Na* e agua. Assim, o volume do liquido secretado para o limen intestinal
sobrepuja 0s mecanismos absortivos do intestino delgado e colon, levando a diarreia macica
(LIMA; FONTELES, 2014; DUBREUIL, 2013; MATHAN, 1998). O V.cholerae ou vibrido

colérico, a bactéria produtora da TC ndo € invasiva, contudo, permanece no lumen do
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intestino delgado liberando sua enterotoxina durante a progressdo da doenca (MATHAN,
1998).

A TC é funcional e estruturalmente similar a toxina termo labil (TL) produzida pela
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) (Figura 4) (SIXMA et al., 1992).

Figura 4. Enterotoxina e mecanismo patolégico de hipersecrecéo de eletrélitos e &gua. Apos
a ligacdo da enterotoxina a receptores presentes na superficie dos enterécitos (GM1), a toxina
é internalizada, e em seguida as subunidades se dissociam. Posteriormente, a subunidade A
interage com a proteina G e a adenilato ciclase, e induz a secrecao de fluidos.

. Subunidade A1
Subunidade A2 —@ Subunidade B

Adenilato
Ciclase

Proteina G

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 ligacdo da toxina aos receptores GM1 na superficie dos enterdcitos. Apos a ligacdo ao
receptor GM1, a TL promove a saida da agua, causando a diarreia, por meio de mudanca no
gradiente osmatico envolvendo a proteina G, adenilato cilclase, AMPc, CFTR e outros canais
ibnicos, causando secre¢do de cloro e bicarbonato nas criptas, bloqueando assim a absor¢édo
de Na" e CI" nas vilosidades, do mesmo modo que a TC (DUBREUIL, 2013; LIMA;
FONTELES, 2014).

Entretanto, ao contrario da TC, a TL é encontrada no espaco periplasméatico da

bactéria e é expulsa quando exposta a sais biliares no intestino delgado (MAINIL, 2013). A
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TL é uma causa importante da diarreia dos viajantes, enquanto a cdlera é endémica em muitas
regibes do mundo e tem sido importante preocupacdo para pessoas que habitam essas areas,
assim como para viajantes dessas regides (DUBREUIL, 2013). Muitos estudos tém
demonstrado que a ligacdo da TL ao GM1 é inibida pela galactose (BECKER; WIDJAJA-
GREEFKES; VAN WIKSELAAR, 2010).

Ap0s a fase de identificacdo de atividade bioldgica e entendimento dos mecanismos de
acao, e necessario a realizacdo de estudos de toxicologia pré-clinica, afim de indicar o grau de
confianca depositado em um medicamento a ser administrado na espécie humana,
independente da sua origem (BERKOWITZ; KATZUNG, 2003).

3.6. TOXICOLOGIA DE PRODUTOS NATURAIS

O numero de pessoas que fazem o uso de plantas para o tratamento de doengas sem
conhecer 0s seus riscos € muito elevado, esse fato, torna os estudos toxicoldgicos e
farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos indispensaveis a protecdo da salde. A toxicidade de
plantas medicinais e fitoterapicos pode parecer trivial quando comparada a dos medicamentos
usados nos tratamentos convencionais, contudo, representa um problema sério de saude
publica (EFFERTH; KAINA, 2011).

Nesse sentido, os ensaios ndo clinicos e clinicos de produtos candidatos a
medicamento fitoterapico e/ou fitofarmacos devem ser realizados com o sentido de se obter
informacBes que certifiguem a seguranca e eficacia (ANVISA, 2014). Em geral, as normas
para avaliacGes toxicoldgicas de medicamentos sdo elaboradas por instituicdes regionais, tais
como: a europeia, Organisation for Economic Cooperation and Development - OECD, a
americana, Food and Drug Administration — FDA, e a asidtica, Agéncia Japonesa de
Medicamentos e Dispositivos Médicos - PMDA (HANDOO et al., 2012).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgéo regulador
para registro de medicamentos fitoterapicos de uso humano e determina a realizacdo de
estudos de toxicidade tendo como base o “Guia para a Conducéo de Estudos ndo Clinicos de
Toxicologia e Seguranca Farmacoldgica Necessarios 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 subcrénica e crénica), e quando houver
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inidicacdo de uso continuo ou prolongado do medicamente deverdo 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
estdo: 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 ndmero menor de animais que o preconizado no método classico de
DLso (dose que mata 50% dos animais) e sdo capazes de classificar substancias quimicas
quanto ao seu potencial de toxicidade aguda, fornecer informacgdes sobre possiveis 0rgaos
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 propdsito, sdo estabelecidas doses fixas (5, 50, 300 e
2000 mg/kg, e excepcionalmente, pode-se usar 5000 mg/kg), selecionados 5 animais por dose,
e ap0s a exposicado a substancia investigada o animal é observado por 14 dias quanto a sua
sobrevivéncia e aparecimento de efeitos toxicos (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 substancia teste ap6s a administracdo, em dose Unica ou
parcelada, em um periodo ndo superior a 24 horas, seguida da observacdo dos animais por 14
dias ap6s a administracdo. Em geral, esse protocolo permite estimar a DLsg, sinais de
toxicidade aguda e drgdos alvo. As alteracBes comportamentais dos animais podem ser
avaliadas por meio do screening hipocratico, uma ferramenta que considera os seguintes
critérios comportamentais: atividade geral, motilidade, frequéncia cardiaca, piloerecéo,
exoftalmia, lamber patas, cocar focinho, morder cauda, convulséo, ere¢do da cauda, tremor da
cauda, sedacdo, analgesia, anestesia, perda do reflexo. Além disso, outros possiveis efeitos
que podem ser observados como forgca 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).
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- o0: ndo classificado. Fonte: Adaptado de OEDC (2001).

Em 1998, surgiu o teste “Up and Down” (OECD, 425) que observa o padrdo de
sobrevivéncia do animal em 48 horas, nesse método a escolha da dose para o proximo animal
¢ feita com base na sobrevivéncia ou morte do primeiro. Esse método apresenta a
desvantagem de necessitar de programas especificos para estabelecer a sequéncia de doses
testadas e fornecer as estimativas finais (OECD, 2008).

Nesse contexto, a escolha da via de administracdo é mais simples do que das doses a
administrar, geralmente a via de administracdo é a mesma que se pretende utilizar nos ensaios
clinicos. Os testes de toxicidade aguda empregam trés vias de administracdo: oral, dérmica e
inalatéria. Contudo, a via oral é a mais utilizada para a avaliacdo pré-clinica de novos agentes
terapéuticos, por ser a via mais comumente usada para a administracdo de farmacos (OECD,
2008; OECD, 2001). Além disso, para os testes de toxicidade oral aguda é recomendado a
utilizacdo de fémeas, em virtude da maior suscetibilidade a efeitos toxicos no género
decorrente de suas alteragcGes hormonais fisiologicas (HAYES, 2007). Em geral, a escolha do
método deve ser feita com base do entendimento claro da proposta cientifica e quanto a
resposta que se quer ser obtida (VALADARES, 2006).
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3.7. CONSIDERAC}@ES SOBRE ALGAS MARINHAS E POLISSACARIDEOS
SULFATADOS

Alga é um termo genérico desprovido de significado taxondmico que inclui
organismos de linhagens filogenéticas completamente diferentes, incluindo procariontes
(cianobactérias ou algas azuis) e eucariotes pertencentes ao reino protista, unicelulares ou
pluricelulares e autotréficos, possuidores de clorofila ‘a’ (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2007). Devido a realizacdo da fotossintese, as algas desempenham um importante papel,
sendo responsaveis pela produgdo de oxigénio e fixacdo de carbono (RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2007; PERFEITO et al., 2004).

Apesar de ndo apresentarem origem filogenética concordante, algumas formas de
classificacdo baseadas em suas caracteristicas morfologicas e estruturais sdo utilizadas, uma
dessas classificacdes agrupa as algas de acordo com seu tamanho, sendo divididas em algas
microscopicas ou microalgas, e algas macroscopicas ou macroalgas (RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2001). As macroalgas podem ainda ser classificadas de acordo com a presenca
de pigmentos acessorios que podem mascarar a presenca da clorofila em trés grupos:
Rhodophyta (algas vermelhas), Phaeophyta (algas pardas) e Chlorophyta (algas verdes)
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

O surgimento de novas técnicas com aplicacGes nas areas de gendmica e filogenia
molecular permitiu significativas mudancas na histéria evolutiva de genes e na taxonomia das
algas. Desse modo, baseado na interpretacdo da sequéncia de base de DNA dos cloroplastos e
de sequéncias de RNA ribossomal, as algas sdo classificadas atualmente em Cyanophyta,
Glaucophyta, Rhodophyta, Cryptophyta, Phaeophyta, Dinophyta, Haptophyta, Euglenophyta,
Clorophyta e Charophyta (PEREIRA; NETO, 2014).

As algas sdo encontradas em diversos ambientes (solo, 4gua doce e salgada, por
exemplo), sua distribuicdo estd relacionada com a temperatura e salinidade da agua,
disponibilidade de luz solar, correntes dos oceanos, condi¢Oes fisicas e quimicas ambientais
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007). Para sobreviver a um ambiente desfavoravel e
competitivo, as algas marinhas tém desenvolvido estratégias de defesa que resultam na
formagéo de metabolitos com alto nivel de diversidade quimica e estrutural (PUGLISI et al.,
2004). Entre esses compostos, os polissacarideos vém se destacando devido a sua abundancia,
(CHUNG et a., 2010), atividades bioldgicas com potenciais benéficos para a salde, e

aplicacbes bastante diversificadas nas areas de alimento, farmacéutica, biomédica e
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biotecnoldgica (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 polissacarideos muito utilizados comercialmente
(KLOAREG; QUATRANO, 1998).

Essas macromoléculas apresentam variagdes estruturais conforme a classificacao 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 polissacarideos sulfatados compreendem um grupo complexo de
macromoléculas, essa complexidade é devido as multiplas possibilidades de ligagdes entre os
monossacarideos e a distribuicdo de grupamentos sulfato (OSOs;) ou atomos de enxofre
(PEREZ-RECALDE et al., 2014). Adicionalmente, a presenca de ésteres de sulfato confere
elevada eletronegatividade, que permite a interacdo eletrostatica desses compostos com

proteinas especificas, um ponto chave para as suas atividades biolégicas (POMIN, 2009).

3.7.1. ACOES FARMACOLOGICAS DE POLISSACARIDEOS SULFATADOS E
TOXICIDADE

Os polissacarideos sulfatados obtidos a partir de algas apresentam inimeras atividades
bioldgicas, entre essas, a atividade antiviral estd entre as mais estudadas e tem demonstrado
efeito contra importantes patdégenos humanos, tais como o virus herpes simples,
citomegalovirus humano, HIV, virus da dengue e virus sincicial respiratério, uma vez que, a
atividade antiviral desses compostos esta relacionada a formacdo de complexos que
blogueiam a interacdo dos virus com as células, mesmo que as aplicacdes sistémicas tenham
inconvenientes, a sua estrutura e modo de acdo indicam potencial para utilizacdo em
formulagBes topicas, com o intdito de prevenir infecgcdes por virus (THUY et al., 2015;
RABANAL et al., 2014; DAMONTE; MATULEWICZ; CEREZO, 2004).

Ademais, o potencial terapéutico desses compostos tem sido explorado com o
propdsito de desenvolver medidas terapéuticas contra o cancer, e tem apresentado
citotoxicidade frente a células cancerosas, inibicdo da invasdo, metastase e angiogénese
(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 polissacarideos sulfatados extraidos de
algas marrons, conhecidos como fucanas, inibem a proliferacdo e induzem a apoptose em
linhagem de células de linfoma humano. Do mesmo modo, polissacarideos obtidos a partir de
algas vermelhas Bostrychia montagnei e Porphyra columbia tém demonstrado atividade
antiproliferativa frente a linhagem celular tumoral de célon 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 hemorragica quando comparado a heparina.
Dentre os estudos mais recentes, foi investigado o efeito de polissacarideos sulfatafos obtidos
a partir da alga Grateloupia livida 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 acdo anticoagulante e podem servir como fontes
naturais alternativas. Além disso, foi observado que esses polissacarideos possuem acdo
antioxidante (TANG et al., 2017).

Vérios trabalhos reportam a atividade antioxidante de polissacarideos sulfatados
extraidos de algas (BARAHONA et al., 2011; SOUZA et al., 2011). Na caracterizacdo da
acdo de polissacarideos obtidos da alga Hypnea musciformis sobre a colite induzida em ratos,
foi observado ap0s tratamento, manutencao ou reparo dos niveis de glutationa, um marcador
de estresse oxidativo in vivo, sugerindo uma acdo antioxidante endogena dessas
macromoléculas frente a danos provocados pelo estresse oxidativo. Ademais, esses
polissacarideos reduziram de forma significativa marcadores de migracdo de leucdcitos, como
a mieloperoxidase, citocinas pro-inflamatdrias (IL-13 e TNF-a), isso permite sugerir também
atividade anti-inflamatéria (BRITO et al.,2014).

Na avaliacdo da acdo desses biopolimeros frente a processos inflamatérios, Silva et al.
(2011) avaliaram o efeito gastroprotetor de polissacarideos isolados da alga Gracilaria
caudata, em camundongos, 0s resultados mostraram que o tratamento reduziu o dano
gastrointestinal e sugerem efeito protetor através de mecanismos que envolvem a inibicdo da
infiltracdo de células inflamatorias e peroxidacao lipidica.

A avaliacdo dos efeitos de polissacarideos obtidos a partir de Gracilaria cornea em
modelos de experimentagdo animal mostrou que esses compostos séo capazes de reduzir o
nimero de contor¢cdes abdominais induzidas por &cido 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, 0s resultados obtidos, em conjunto, demonstraram que esses biopolimeros
apresentam atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria (COURA et al., 2012).
Recentemente, polissacarideos extraidos das algas H. musciformis e Gracilaria caudata
tiveram atividade antidiarreica comprovada em modelos de diarreia induzida pelo 6leo de
ricino e pela toxina da colera (SOUSA et al., 2016; COSTA et al., 2016).

Ademais, estudos tém demonstrado que polissacarideos sulfatados extraidos de algas
inibem a ligacdo da toxina termoestavel (TS), produzida pela ETEC, aos receptores presentes
na parede dos enterdcitos, essa toxina é responsavel pela inducdo de diarreia secretora em
animais (GONGCALVES et al., 2008). Essa inibi¢cdo da ligagdo ocorre devido a similaridade
estrutural entre os polissacarideos, que sao constituidos de unidades de galactose sulfatada, e
0 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 a avaliacdo da seguranca dos
polissacarideos extraidos de algas demonstram que essas macromoléculas possuem carécter atéxico
(Tabela 1).

Tabela 1. Toxicidade de polissacarideos obtidos a partir de algas.

Espécie Toxicidade Referéncia

Caulerpa racemosa ) RIBEIRO et al., 2014

Caulerpa cupressoides ) RODRIGUES et al., 2013
Gracilaria birdiae ) VANDERLEI et al., 2011
Gracilaria cornea ) COURA etal., 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 ap6s a exposi¢do. (+) = Presenca de efeitos apos a exposicao.

Segundo Chaves (2008), a toxicidade depende de varios fatores, entre as causas
intrinsecas ao organismo vitima da intoxicacdo pode-se destacar a forma como o agente
toxico foi administrado, a biodisponibilidade do agente no organismo, a metabolizac&o,
biotransformacgdo e os mecanismos de eliminagédo do agente toxico.

Estudos em modelos animais mostram que os polissacarideos extraidos de algas
vermelhas nédo sdo degradados de forma significativa pelo baixo pH gastrico ou bactérias do
trato gastrointestinal (WEINER, 2014). Por outro lado, tem sido relatada a presenca 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 proteinas, contribuem para que esses polimeros ndo sejam absorvidos de forma
significativa ou metabolizados (WEINER, 2014).

No entanto, do mesmo modo que as propriedades bioldgicas, a biotranformacgdo dos
polissacarideos depende, entre outros fatores, do peso molecular e da distribuicdo de
grupamentos sulfatados ao longo da cadeia polissacaridica (RAUL et al., 2015; CHAVES,
2008).

3.7.2. POLISSACARIDEOS SULFATADOS EXTRAIDOS DA ALGA VERMELHA
(Gracilaria intermedia)

As algas marinhas vermelhas apresentam grande diversidade de espécies (BICUDO;
MENEZES, 2010). A coloragdo avermelhada observada em algumas algas é devido a
presenca de ficoeritrina, pigmento fotossintético acessorio 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 presenca de grande
variedade de galactanas sulfatadas, polimeros de galactose, formados por cadeias lineares de
dissacarideos repetitivos. Cada dissacarideo € constituido por subunidades, A e B, arranjadas
em sequéncias alternadas na forma (AB),. A unidade A ¢é formanda por p-D-galactose ligada
através dos carbonos C1 e C3, enquanto a unidade B é composta por a-D/L-galactose ligada
por meio dos carbonos C1 e C4 (Figura 6 A). Além disso, algumas unidades B podem estar na
forma de a-L-anidrogalactose (Figura 6 B) (BARROS et al., 2013; CAMPO et al., 2009;
PAINTER, 1983).

Figura 6. Representacdo da estrutura quimica das unidades de dissacarideos que formam as
galactanas sulfatadas extraidas de algas vermelhas.
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Fonte: Adaptado de BARROS et al, 2013.

Apesar da estrutura basica repetitiva, os PLS apresentam diversidade estrutural, devido
aos diferentes tipos de substituintes na cadeia principal, que originam moléculas complexas
(PAINTER, 1983). Os polissacarideos sulfatados podem ser divididos em grupos conforme a
configuragdo enantiomérica das unidades B (a-galactose), quando essas unidades estdo na
configuracdo enantiomérica D sdo classificados como carragenanas, e quando presentes na
configuracdo L sdo classificados como agaranas ou agar. Ademais, alguns polissacarideos
também podem apresentar simultaneamente carragenanas e agaranas, formando um terceiro
grupo de polissacarideos onde as unidades B ou a-galactose podem estar tanto na
configuracdo D quanto L (as galactanas DL-hibridas) (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, fracdo gelificante, é
um polissacarideo linear neutro, que consiste de cadeias repetidas de unidades alternadas de
(1—3)-B-D-galactopiranose e (1—4) 3,6-anidro-a-L-galactose (FIDELIS, 2014). Enquanto a
agaropectina, fracdo ndo gelificante, ¢ um polissacarideo acido que apresenta (1—3)-B-D-
galactose (unidade A) e (1—4)-a-L-galactose (unidade B) com a presenca de substuintes
carregados, com o sulfato (LABROPOULOS et al., 2002). A proporcdo dessas fracoes,
agarose e agaropectina, varia de acordo com a espécie da alga marinha e as condicBes
ambientais (LABROPOULOS et al., 2002).

Espécies do género Gracilaria sdo as principais produtoras de agar encontradas na
natureza, e apresentam agaranas formadas por unidades (1—3)-p-D-galactose (unidade A) e
(1—4)-3,6,anidro-o-L-galactose (unidade B) com substituicdes por grupamentos metil ou
sulfato (Figura 6B) (BARROS, 2011; MARINHO-SORIANO, 2006). Além disso, o &gar

obtido de espécies do género Gracilaria tem sido explorado comercialmente e usado como
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meio de cultura microbiologico, na formulacdo de capsulas de medicamentos, base para
cosméticos e em produtos alimenticios (RINAUDO, 2008; RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2001).

No Brasil, vérias espécies do género, incluindo G. intermedia (Rhodophyceae) (Figura
7), séo encontradas em abundancia na regido nordeste (MARINHO-SORIANO; BOURRET,
2005). Atualmente, existem poucos estudos envolvendo essa espécie, tais como analises
filogenéticas e distribuicdo ecoldgica (GURGEL; FREDEIRCQ; NORRIS, 2008; WYNNE;
BRADSHAW,; CARRINGTON., 2014). Contudo, tém sido relatadas propriedades anti-
inflamatoria, antinociceptiva (COSTA et al., 2014) e antioxidante (CASTRO et al., 2014).

Figura 7. Aspecto macroscopico da alga marinha vermelha Gracilaria
intermedia e sua classificacdo taxondmica.

Filo Rhodophyta
Subfilo Eurhodophytina
Classe Florideophyceae
Sub classe Rhodymeniophycidae
Ordem Gracilariales
Familia Gracilariaceae
Geénero Gracilaria
Nome Botanico Gracilaria intermedia
JAgardh 1901

Fonte: SAHAI, 2003.

O polissacarideo isolado a partir da G. intermedia é uma agarana, com peso molecular
de 410 kDa, composta por unidades de pB-D-galactopiranose ligada a L-galactose-6-sulfato e
3,6-anidro-a-L-galactose (COSTA et al., 2014; CASTRO et al., 2014).

Em geral, para a extracdo desses biopolimeros é necessario um meio aquoso, porém,
ainda ndo ha um consenso quanto ao pH ideal para a extracdo, pois os diferentes meios
influénciam na quantidade e no tipo de polissacarideos sulfatados extraidos, bem como na
extragcdo de contaminantes, como proteinas (ALE et al., 2011).

A extracdo de polissacarideos sulfatados de algas em solucGes aquosas com pH
proximo ao neutro apresentam bom rendimento (SOUZA et al., 2012). Por outro lado, a

extracdo utilizando solucdo em pH basico, como NaOH ou KOH, tem sido utilizada nos
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processos de extracdo de polissacarideos de algas devido a menor contaminagdo (FIDELIS et
a., 2014; BONO et al., 2012; RUPEREZ; AHRAZEM; LEAL, 2002).

Visando melhorar a extracdo de polissacarideos, muitos autores introduziram o uso de
enzimas proteoliticas a solucdo basica, pois 0s polissacarideos presentes na matriz extracelular
das algas muitas vezes estdo presos a proteinas, que dificultam a sua remocéo, desse modo, o
uso de agentes proteoliticos degrada as proteinas, permitindo uma extracdo mais eficaz
(CHANANA et al., 2013). Entre os agentes proteoliticos, a enzima papaina tém sido bastante
utilizada na extracdo de polissacarideos sulfatados de algas (MELO et al, 2002), nesses casos
o pH da hidrdlise € igual a 5,0, que é o pH ideal da papaina (FIDELIS, 2014).

Outro fator importante a ser considerado é a temperatura de extracdo, pois esse fator
também influéncia na obtencdo dos polissacarideos sulfatados (SOUZA et al.,, 2012).
Entretanto, nas extragdes cuja protedlise € inserida, ha limites restritos de alteracGes de
temperatura, pois essa ir4 depender da temperatura ideal da atividade enzimatica. Desse
modo, quando a protedlise estd inserida no protocolo de extracdo, 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 extracdo desses
biopolimeros pode afetar o rendimento, a estrutura do polissacarideo, as propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas (PEREIRA et al., 2005; MARINHO-SORIANO et al., 2006). Portanto,
0 uso de uma condicdo em especial pode favorecer a obtencdo de polissacarideos com uma
atividade que se deseja em detrimento de outras (FIDELIS, 2014).

Segundo Castro (2014), a extracdo de PLS da alga marinha G. intermedia através do
método enzimatico resultou em amostra com baixo efeito gelificante, fato que pode estar
relacionado a quantidade de sulfato na amostra (COSSON et al., 1995). Contudo, a
porcentagem de sulfato obtida na fracdo polissacaridica pelo método enzimatico foi superior a
apresentada nas fracGes extraidas por meio de outros métodos, tais como, extragGes nas quais
a alga é pre-tratada com NAOH (1%) e KOH (5%) e extracdo sem pré-tratamento, ou seja,
quando a obtencdo dos polissacarideos ocorre com a fervura. Ademais, as amostras que
tiveram preé-tratamento alcalino apresentaram quantidade menor de sulfato (CASTRO., 2014).
Além disso, estudos tem demonstrado que considerdveis variagcbes estruturais nessas
macromoléculas podem sofrer influéncia de fatores fisiologicos, variacdes 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 farmoquimico dos polissacarideos sulfatados
extraidos de algas marinhas sobre disturbios do trato gastrointestinal, como a diarreia, é de
fundamental importancia potencializar os meios cientificos, tecnolégicos e financeiros que
viabilizem os estudos desses biopolimeros, visto que, os resultados obtidos poderdo auxiliar a
adocdo de novas estratégias terapéuticas e medidas profilaticas que poderdo ser usadas na

atencdo basica a satde do Estado do Piaui.
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Titulo curto: Efeito antidiarreico e avaliacdo da seguranca da PLS-Gi

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a composicdo quimica, o efeito antidiarreico e a toxicidade
aguda de uma fracdo de polissacarideos sulfatados obtida da Gracilaria intermedia (PLS-Gi).
Inicialmente, foi realizada a caracterizacdo estrutural da fracdo polissacaridica obtida apds a
extragdo por meio da Espectrometria na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourrier. A atividade antidiarreica da PLS-Gi foi avaliada no modelo de diarreia induzida pelo
6leo de ricino. Posteriormente, o efeito da PLS-Gi sobre a diarreia induzida pela toxina da
colera (TC) foi examinado, além disso, foi avaliada a sua possivel interacdo com o0s
monossialogangliosideos 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 atribuidas a agarana e grupamentos sulfatos no C-6 dos residuos de L-
galactose. O pré-tratamento com a PLS-Gi reduziu as fezes totais, diarreicas e o0
enteropooling. A PLS-Gi (30 mg/kg, v.0.) aumentou a atividade de Na'/K® - ATPase e
reduziu o transito gastrointestinal por meio de mecanismos anticolinérgicos sem interferir no
esvaziamento gastrico. No modelo de diarreia induzida pela TC, a PLS-Gi inibiu a secrecdo
do liquido intestinal e diminuiu a perda de ions CI'. O teste de ELISA demonstrou que a PLS-
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Gi pode interagir com 0 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,
0s animais ndo exibiram qualquer sinal de efeito adverso. Em conjunto, esses resultados
sugerem que a PLS-Gi é uma possivel candidata para o tratamento de diarreias agudas.

Palavras-chave: Algas marinhas, macromoléculas sulfatadas, diarreia aguda.

1. Introducéo

A diarreia é uma desordem gastrointestinal caracterizada pelo aumento da frequéncia
de evacuacdes (trés ou mais vezes por dia), acompanhada de diminui¢do da consisténcia das
fezes, e que pode levar a um desequilibrio eletrolitico [1]. Apesar das melhorias nas condi¢des
de salde publica e da reducdo da mortalidade relacionada a diarreia, nos ultimos anos, essa

manifestagdo clinica continua matando criangas com menos de cinco anos de idade [2].

Nos paises em desenvolvimento, bactérias produtoras de toxinas (Vibrio cholerae e
Escherichia coli), bactérias enteroinvasivas (Shigella e Salmonella), protozoarios (Entamoeba
histolytica e Cryptosporidium parvum) e virus (Rotavirus) sdo os principais causadores de
diarreia [3]. Ademais, outros fatores sdo responsaveis pelo aparecimento desse disturbio,

como ansiedade, intolerancia alimentar, medicamentos, entre outros [4].

As solucbes de reidratacdo oral (SRO) sdo indicadas para o tratamento inicial das
diarreias em todo o mundo. Entretanto, as SRO disponiveis atualmente sdo incapazes de
reduzir a duracdo e severidade da diarreia [5]. Desse modo, a crescente demanda por
moléculas com potencial terapéutico tem levado ao aumento de pesquisas envolvendo
organismos de origem marinha, devido a sua grande biodiversidade [6]. Entre essas
moléculas, os polissacarideos sulfatados obtidos a partir de algas marinhas tem grande
potencial terapéutico para o tratamento de varias doencas. Desse modo, inimeras atividades

bioldgicas tém sido descritas, tais como: atividade antioxidante [7], anti-inflamatoria,
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antinociceptiva [8], anticoagulante [9], anticancer [10], antiviral [11], antimicrobiana [12],

gastroprotetora [13] e antidiarreica [14, 15].

Os polissacarideos sulfatados obtidos a partir da alga vermelha do género Gracilaria,
pertencente a Familia Gracilariaceae e Filo Rhodophyta, sdo compostos, principalmente, de
galactanas sulfatadas constituidas por residuos alternantes de 3-B-D-galactose (unidade A) e
4-a-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 interacdes eletrostaticas com proteinas especificas

contribuindo para diferentes atividades bioldgicas [18].

Espécies do género Gracilaria sdo encontradas em abundancia em regides tropicais
[19]. No Brasil, varias espécies desse género, incluindo a Gracilaria intermedia, séo
encontradas na costa do nordeste. Atualmente, existem poucos estudos envolvendo essa
espécie, tais como analises filogenéticas e distribuicdo ecoldgica [20, 21]. Devido ao baixo
namero de artigos cientificos envolvendo a G. intermedia e polissacarideos sulfatados, e
considerando o potencial terapéutico desses biopolimeros em doencas do trato gastrintestinal,
é essencial a conducdo de pesquisa nessa area. Desse modo, os resultados obtidos poderdo
permitir a adocdo de novas terapias e medidas profilaticas. Assim, a proposta deste estudo foi
investigar o efeito antidiarreico de uma fracdo de polissacarideos sulfatados extraidos da

G.intermedia (PLS-Gi) em camundongos, e conduzir uma avaliacdo da toxicidade aguda.

2. Material e Método

2.1. Extragdo da fracdo de polissacarideos sulfatados
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Os espécimes da alga foram coletados em Abril de 2013, na costa do nordeste do
Brasil (Praia de Taiba, de Sdo Goncalo, Ceard), os exemplares coletados foram catalogados
no herbario ficoldgico do Instituto de Ciéncias do Mar da Universidade Federal do Ceara (n°
2386).

Em seguida, as algas foram lavadas com agua destilada e secas a 25 °C. A extracao
dos polissacarideos foi realizada de acordo com o método descrito por Farias et al. [22]. A
alga seca (5 g) foi suspensa em 250 mL de tamp&o acetato de sédio 0,1M (pH 5,0), contendo
30 mg/mL de papaina, 5 mM de EDTA, 5 mM de cisteina, e incubada a 60 °C durante 40
min. Apds a filtragdo em membrana de nylon, os polissacarideos foram precipitados com a
adicdo de 16 mL de solucdo de cloreto de cetilpiridinio (CPC) a 10%. Apds 24 h a
temperatura ambiente, a mistura foi filtrada novamente em membrana nylon. Em seguida, 0s
polissacarideos sulfatados foram lavados com 500 mL de solucdo de 0,05% de CPC
dissolvido em 100 mL de uma solucdo 2 mol/L de NaCl-etanol (100:15, v/v). Posteriormente,
0s polissacarideos em solucdo foram precipitados com 200 mL de etanol absoluto. Apds a
incubacdo 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 polisscarideos foi calculado da seguinte forma:

Rendimento dos polissacarideos (%) = massa do material seco obtido (g) / massa da alga seca

usada no processo de extracdo (g) x 100.

2.2. Caracterizacé@o de composi¢do quimica
A dosagem de proteinas na fracdo de polissacarideos 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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confeccdo da curva padrdo. O espectro da fracdo de polissacarideos foi obtido através da
dispersdo em pastilhas de KBr e, foi utilizado um Espectrofotdmetro de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) da Shimadzu, modelo 8300, apresentando uma janela

espectral de 400 a 4000 cm™.

2.3. Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss (Mus
musculus), pesando entre 25-30 g, de ambos 0s sexos, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Piaui (UFPI). Os animais foram mantidos em gaiolas e

acondicionados no laboratério com temperatura controlada, acesso a agua e racao ad libitum.

2.4. Aspectos Eticos

Os procedimentos e protocolos experimentais usados nesse estudo foram aprovados
pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Cearé
(Protocolo n° 11/2013). Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas

do Guia para Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio [24].

2.5. Reagentes e Drogas

Todos os reagentes e drogas utilizados nos experimentos foram de grau analitico:
Papaina (Merck - Kenilwoth, NJ, USA), Cloridrato de Xilazina e Cloridrato de Cetamina
(Syntec - Cotia, SP, Brasil), 6leo de ricino, betanecol, atropina, toxina da cOlera,
monossialogangliosideo-GM1, reagente de Splittgerber, e 3,3',5,5'-tetramethylbenzidina
(Sigma - St. Louis, MO, USA), Cloridrato de Loperamida (Janssen-Cilag Farmacéutica

LTDA - Sdo Paulo, SP, Brasil), Cloridrato de Naloxona (Cristalia Produtos Quimicos
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Farmacéuticos LTDA - Nova ltapira, SP, Brasil), Sulfato de Atropina (Isofarma Industrial
Farmacéutica LTDA - Fortaleza, CE, Brasil). Todas as drogas foram dissolvidas em solucéo

tampéo fosfato-salina (PBS) ou solucgéo salina.

2.6. Avaliacdo da atividade antidiarreica da PLS-Gi

2.6.1. Diarreia induzida pelo 6leo de ricino

O dleo de ricino foi usado para induzir a diarreia de acordo com o método descrito por
Awouters et al. [25] com algumas modificagfes. Os camundongos foram distribuidos
aleatoriamente em 6 grupos de 5-6 animais por grupo, e privados de comida durante 18 horas
antes do experimento, mas tiveram livre acesso a agua. Inicialmente, o grupo 1 recebeu
solugdo salina enquanto os grupos 2, 3, 4 receberam PLS-Gi (3, 10, e 30 mg/kg v.o0.,
respectivamente), o grupo 5 recebeu loperamida (5 mg/kg v.0.), e 0 grupo 6 recebeu apenas o
veiculo (solucéo salina). Apos 1 hora, o 6leo de ricino (10 ml/kg v.o.) foi administrado para 0s
grupos 1 a 5, para a inducdo da diarreia, enquanto o grupo 6 recebeu apenas solucgéo salina.
Apo6s a indugdo da diarreia, os animais foram colocados em caixas forradas com papel
absorvente por 3 horas para detectar as caracteristicas das fezes, incluindo avaliacdo da
quantidade total de fezes (mg) e quantidade total de fezes diarreicas (mg) excretadas. A
porcentagem de inibicéo da diarreia foi calculada da seguinte forma:

Inibig&o da diarreia (%) = [(A — B) / A] x 100.
Onde A corresponde a massa media de defecacdo causada pelo 6leo de ricino, B indica

a massa média de defecacdo apds o tratamento com salina, PLS-Gi ou loperamida.
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Figura 1. Modelo de diarreia induzida pelo 6éleo de ricino para a avaliacdo do efeito
antidiarreico da PLS-Gi.

-,

Dl =

Pré-tratamento : l

G1=Salina(2,5 mL/kg) Oleo de ricino
G2 = Loperamida (5mg/kg) (10 mi/kg).
G3, 4,5 =PLS (3, 10, 30 mg/kg) Exceto G1.
Jejum =18 h

Caixas com papel absorvente

A severidade da diarreia induzida por 6leo de ricino foi observada e registrada como
uma pontuacdo baseada na consisténcia das fezes (escores), de acordo com o método descrito
por Dicarlo et al. [26], onde as fezes normais (ou auséncia de diarreia) = 0, fezes semi-solidas
= 1, fezes pastosas em pequena/moderada quantidade = 2 e fezes aquosas/fezes em grande

quantidade = 3.

Figura 2. Escores atribuidos a diarreia induzida pelo 6leo de ricino.

SEVERIDADE DA DIARREIA

Escoresde 0-3:
0= auséncia de diarreia;
1= eliminagdo de fezes de aspecto semi-sélido;
2= eliminagao de fezes com aspecto pastoso
em pequena/moderada quantidade
3= eliminagao de fezes de aspecto fluido ou
pastosoem grande quantidade.
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2.6.2. Acumulo de fluido intestinal (enteropooling) induzido por 6leo de ricino

O ensaio do enteropooling induzido por 6leo de ricino foi realizado de acordo com o
método descrito por Robert et al. [27] com algumas modificacbes. Os camundongos foram
privados de alimento durante 18 horas antes do experimento e distribuidos aleatoriamente em
5 grupos de 6 animais por grupo. Inicialmente, o grupo 1 recebeu solucéo salina enquanto os
grupos 2, 3, e 4 receberam (3, 10 e 30 mg/kg v.o, respectivamente), e 0 grupo 5 recebeu
loperamida (5 mg/kg v.0). Apos 1 hora, todos os grupos foram tratados com 6leo de ricino (10
ml/kg v.0.). Apés 3 horas, os animais foram eutanaziados, laparomizados, e o intestino
delgado (a partir do piloro ao ceco) foi isolado, pincado e retirado da cavidade abdominal.
Posteriormente, o volume do conteudo intestinal foi quantificado com o auxilio de uma
seringa graduada. A eficacia de cada tratamento foi expressa como porcentagem de inibicao
do volume do fluido intestinal (%) e foi calculada da seguinte forma:

Inibicao do volume do fluido intestinal (%) = [(A —B)/ A] x 100

Onde A corresponde ao volume de fluido intestinal apds a administracdo do 6leo de
ricino, e B indica o volume de fluido intestinal apds o tratamento com salina, PLS-Gi ou
loperamida.

Figura 3. Modelo utilizado para avaliar o efeito da PLS-Gi sobre acimulo de fluido
intestinal (enteropooling) induzido por éleo de ricino.

%
& ¢
g
Pré-tratamento <
G1=Salina (2,5 mL/kg) [
G2 = Loperamida (5mg/kg) Gleo de ricino v
G3,4,5=PLS (3, 10, 30 mg/kg) (10 mi/ke) /

Jejum =18 h
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2.6.3. Determinacao da atividade da Na*/K* - ATPase

Inicialmente, o 6leo de ricino foi usado para induzir a diarreia como descrito
anteriormente, seguindo o método descrito por Awouters et al. [25]. Antes do experimento, 0s
camundongos foram submetidos a jejum de 18 horas, com livre acesso a dgua e distribuidos
aleatoriamente em 3 grupos de 6 animais por grupo. Inicialmente, o grupo 1 recebeu solugédo
salina, enquanto o grupo 2 recebeu PLS-Gi (30 mg/kg v.0.) e o grupo 3 recebeu loperamida
(5 mg/kg v.0.). Apds 1 hora, todos os grupos foram tratados com o 6leo de ricino (10 ml/kg
v.0.). Posteriormente, os animais foram eutanaziados, laparomizados, e o intestino delgado (a
partir do piloro ao ceco) foi isolado, pingado e retirado da cavidade abdominal para avaliar a
atividade da Na'/K" - ATPase presente nos enterocitos, usando o método descrito por Bewaji
et al [28]. Em seguida, amostras de trés segmentos do intestino foram maceradas em 200 mM
NaCl, 40 mM KCI, e 60 mM Tris (pH 7,4) para cada 40 mg de tecido. Posteriormente,
aliquotas de 20 pl do homogenato intestinal foram misturadas a 20 pl de MgCl,-6H,0 80
mM, 20 ul de EGTA 20 mM e 240 pl de 4gua destilada. Essas misturas foram incubadas em
banho-maria a 37 °C por 5 minutos. Em seguida, a reacdo foi iniciada pela adicdo de 100 pl
de ATP 8 mM e os tubos foram incubados a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, foi
adicionado 200 ul de Dodecil Sulfato de Sddio (SDS, 5%) juntamente com 2.000 ul de
reagente de Splittgerber (solucdo de molibdato de aménio e acido sulfurico) e &cido ascérbico
9% na proporcdo 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 substituido por 20 pl de
agua destilada. A absorbancia foi mensurada a 560 nm em espectrofotémetro. A concentracao
de fosfato inorgénico (Pi) no tecido foi validada a partir de uma curva de calibragcdo obtida

com concentragdes conhecidas. A atividade da Na* K* - ATPase foi padronizada em termos
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de concentracdo de proteinas nas amostras de tecidos do intestino delgado, determinada
seguindo os procedimentos de acordo com as instrucfes do fabricante (Labtest Diagnostica,
Lagoa Santa, Brasil). A atividade especifica de Na* K* - ATPase foi calculada da seguinte
forma:
Atividade da Na'/K' - ATPase (umol Pi/mg de proteina’hora) = [Pi] x 2 x fator de
diluicdo/1000 x concentracao de proteina (mg/mL).

Onde [Pi] representa a concentracdo de fosfato inorganico em nmol (obtido da curva
de calibracdo); 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 pmol.

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

g
Pré-tratamento <

G1=Salina (2,5 mL/kg)
G2 = Loperamida (5mg/kg) T
G3,4,5 = PLS (3, 10, 30 mg/kg) (10 mi/kg)

Jejum =18 h

Atividade da Na*K* ATPase

A liberagdo de Pi a partir da
hidrolise do ATP — absorbancia.

2.6.4. Transito gastrointestinal
O transito gastrointestinal foi avaliado usando uma solucéo de carvdao como marcador
de acordo com o método descrito por Dicarlo et al. [26]. Inicialmente, o efeito da PLS-Gi na

reducdo da motilidade gastrintestinal no modelo de diarreia induzido com o 6leo de ricino foi
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avaliado. Os camundongos foram distribuidos de forma aleatéria em 3 grupos, com 6 animais
cada. Os animais foram privados de comida durante 18 horas antes do experimento, mas
tiveram livre acesso a dgua. Todos os grupos receberam 0leo de ricino (10 mL/kg v.0.) para
induzir a diarreia, 30 minutos depois, 0 grupo 1 recebeu solucédo salina, enquanto o grupo 2
recebeu PLS-Gi (30 mg/kg v.0.) e 0 grupo 3 recebeu (5 mg/kg v.0.). Apos 1 hora, os animais
receberam uma solucéo de carvao (0,2 mL contendo 10% de carvéo ativado suspenso em 5%
de goma arabica) por via oral. Decorridos 20 minutos, os animais foram eutanasiados, e
distancia percorrida pelo carvdo (marcador) em relacdo ao comprimento total do intestino
delgado foi mensurada e expressa como porcentagem da distancia percorrida, onde:
Distancia percorrida pelo marcador (%) = [A / B] x 100
Onde A corresponde a distancia 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.
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Em seguida, para examinar um possivel envolvimento do sistema opioide no efeito da

PLS-Gi na reducdo do transito gastrointestinal induzido por dleo de ricino, os camundongos
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foram distribuidos de forma aleatéria em 3 grupos, com 6 animais, e receberam naloxona (2
mg/kg, s.c.; antagonista opioide). Apoés trinta minutos, 0s animais receberam por via oral
solucdo 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 transito gastrintestinal induzido pelo éleo de ricino utilizado para
avaliar a influéncia da PLS-Gi sobre receptores opioides.
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Em seguida, para avaliar uma possivel atividade anticolinérgica da PLS-Gi na reducao
do transito gastrointestinal, foi usado o modelo do transito gastrointestinal estimulado pelo
betanecol, um agonista colinérgico de receptores muscarinicos, de acordo com o método
descrito por Morais et al [29]. Os camundongos foram distribuidos de forma aleatéria em 4
grupos, com 6 animais, e pré-tratados oralmente com solucéo salina (grupo 7), PLS-Gi (30
mg/kg, v.0.) (grupo 8) ou atropina (3 mg/kg, s.c; antagonista colinérgico) (grupo 9). Apos 30
minutos, os grupos 7 a 9 receberam betanecol (3 mg/kg, i.p.). O grupo 10 recebeu apenas

solugdo salina (controle). Apds 1 hora, todos 0s animais receberam por via oral uma
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suspensdo de carvdo (0,2 mL contendo 10% de carvao ativado suspenso em 5% de goma
arabica) por via oral. Decorridos 20 minutos, os camundongos foram eutanasiados e distancia
percorrida pelo carvao 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.
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2.7. Avaliacdo do esvaziamento gastrico

O esvaziamento gastrico foi aferido através da técnica de Reynell e Spray [30]. Apos
jejum de 20 horas, os camundongos do grupo controle foram tratados por via oral com
solucdo salina (2,5 ml/kg), enquanto o grupo teste foi tratado com PLS-Gi (30 mg/kg). Apos 1
hora, os camundongos receberam por gavagem, 300 ul de uma solugdo contendo um
marcador ndo absorvivel (0,75 mg/ml de solugdo de vermelho de fenol em 5% de glicose), por
via oral. Decorridos 20 minutos, 0s animais foram eutanasiados e ap0s a laparotomia, 0
estbmago e o intestino delgado foram expostos, rapidamente isolados por ligaduras nas

jungdes gastro-duodenal, es6fago-gastrica e ileo-cecal sendo finalmente removidos. Apos a
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remocao, estbmago e intestino delgado foram colocados em uma mesa e divididos nos
seguintes seguimentos: estdmago e intestino. Cada um desses segmentos foi introduzido em
um cilindro graduado e o volume total foi aferido através da adi¢do de 10 ml de NaOH 0,1 N.
Em seguida, os segmentos foram homogeneizados por 30 s.

Apls 20 minutos da homogeneizacdo, foi retirado 1 mL do sobrenadante e
centrifugado por 10 minutos a 2800 rpm. As proteinas no homogeneizado foram precipitadas
através da adicdo de &cido tricloroacético (20 %), e novamente centrifugadas por 20 min a
2800 rpm. A seguir, foram retirados 150 pl do sobrenadante e adicionado a 200 ml de NaOH
0,5 N e 600 pl de agua destilada. As absorbancias foram medidas a 540 nm com o auxilio de
um espectrofotdmetro e expressas em densidade 6ptica (D.O.). A curva padrdo foi obtida a
partir de uma concentracao conhecida de vermelho de fenol diluida em NaOH 0,1 N. Apos a
determinagdo do coeficiente linear (o) da curva padrdo, a concentracao da solugdo (C = D.O.)
e a quantidade de fenol vermelho (m) por cada segmento (m = C x volume) foram
determinadas. A retencdo gastrica foi expressa em porcentagem da seguinte forma:

Retencdo de corante no estbmago (%) = quantidade de fenol vermelho no estbmago/ total de
fenol vermelho no estdmago + intestino x 100.

Figura 8. Modelo utilizado para determinar o efeito da PLS-Gi sobre o esvaziamento
gastrico.
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2.8. Avaliacdo da atividade antidiarreica da PLS-Gi na diarreia secretora induzida pela
toxina da colera
2.8.1. Efeito da PLS-Gi na secrecdo de fluido induzida pela toxina da cdlera em alcas
intestinais isoladas

O efeito inibitorio dos polissacarideos sobre a secrecdo de fluido intestinal induzida
pela inoculacdo da toxina da cdlera (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 agua ad libitum e distribuidos aletoreamente em 3 grupos. Os camundongos do
grupo 1 (controle negativo) e grupo 2 (controle positivo) foram pré-tratados oralmente com
solucdo salina (2,5ml/kg, v.0.), enquanto o grupo 3 recebeu a PLS-Gi (30mg/kg, v.0.). Os
animais entdo foram anestesiados com uma combinacdo de cloridrato de xilazina (5 mg/kg,
i.p.) e cloridrato de cetamina (60 mg/kg, i.p.). Ap6s 1 hora, foi realizada a laparotomia e uma
porcdo do jejuno foi isolada e fechada com dupla lacada com fio de sutura, de modo a formar
uma alca intestinal medindo aproximadamente 2-3 cm. As alcas intestinais foram inoculados
com 100 pl de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) para o grupo 1 (controle
negativo), e a TC foi dissolvida em PBS (1 pg/alca) para os grupos 2 e 3. As alcas intestinais
foram devolvidas para a cavidade abdominal, a incisdo abdominal foi fechada com suturas.
Decorridas 4 horas ap0s a anestesia, 0s animais foram eutanasiados e as al¢as isoladas foram
rapidamente removidas da cavidade abdominal. A secrecdo de fluido intestinal foi medida
indiretamente através da relacdo do peso/comprimento da alca, expressa em g/cm. O contetdo
intestinal acumulado em cada alca isolada foi recolhido separadamente para medir a

concentracdo de ions cloreto (CI).
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Figura 9. Modelo utilizado para avaliar o efeito da PLS-Gi sobre a dirreia induzida pela
toxina da colera.
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2.8.2. Determinacdo da concentracao de ions cloreto no fluido intestinal

O fluido intestinal acumulado em cada al¢a isolada foi centrifugado a 4000 rpm
durante 10 minutos e o sobrenadante foi retirado e diluido de 1:2 com agua destilada. Em
seguida, as concentracdes dos ions cloreto foram determinadas de acordo com as instrucdes
do fabricante (Labtest, Sdo Paulo, Brasil). As absorbancias foram medidas a 470 nm com o

auxilio de um espectrofotdmetro. Os valores obtidos foram expressos em mEq/L.

2.8.3. Efeito da PLS-Gi na absorc¢ao intestinal em alcas intestinais isoladas

O efeito da PLS-Gi na absorcao intestinal foi determinado de acordo com o método
previamente descrito por Tradtrantip et al. [31]. Antes dos experimentos, 0s animais foram
colocados em jejum por 24 horas com livre acesso & dgua. As algas intestinais isoladas foram
obtidas como descrito anteriormente. Em seguida, durante a cirurgia, foram inoculadas 200 pl
de PBS (controle negativo) (grupo 1), PBS contendo 10 mM de glicose (controle positivo
para a absorcdo de fluidos) (grupo 2), ou PBS contendo a PLS-Gi (30mg/kg) (grupo 3). As

alcas intestinais foram devolvidas para a cavidade abdominal e a laparotomia foi fechada com
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sutura. Trinta minutos apos a inoculacdo nas alcas, os animais foram eutanasiados, a cavidade
abdominal foi reaberta e as alcas intestinais isoladas foram removidas. As alcas foram pesadas
com e sem o conteudo luminal e o volume do contetdo intestinal foi calculado indiretamente
pela subtracdo dos dois valores. A porcentagem de absorcdo de fluidos foi medida

indiretamente como a relacao do peso/comprimento da alca isolada.

Figura 10. Modelo utilizado para determinar o efeito da PLS-Gi sobre a absorcéo
intestinal.
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2.8.4. Ensaio GM1-ELISA

A capacidade de ligacdo da PLS-Gi ao GML1 foi analisada pelo teste de ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay) como descrito por Saha et al. [32]. Inicialmente, as
microplacas de 96 pocos (Global Plast, China) foram cobertas com GM1 (2 pg/ml) diluido em
PBS a 1%, e foi realizada a adi¢dao de 100 pl/poco, em seguida, as placas foram incubadas
overnight a temperatura ambiente. Os locais de ligacdo extras, regides ndo cobertas pelo
GM1, foram blogueadas pela adi¢do de 200 ul/pogo de PBS contendo 1% de BSA (p/v), em
seguida, a placas foram incubadas durante 30 min a 37 °C. Apdés cada etapa, as placas foram
lavadas trés vezes com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (v/v). SolugcGes contendo a TC
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), sem e com diferentes concentracdes da PLS-Gi (1 a 500
pg/ml) foram adicionadas as placas, e incubadas a temperatura ambiente durante 2 h. Apés a
etapa de lavagem, 100 pl de anticorpo diluido 1:2000 em PBS foram adicionados. Para o teste
de ELISA, foram utilizados o anticorpo anti-toxina da colera 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 entdo incubadas durante 1h a temperatura ambiente, lavadas e
incubadas com uma solucdo fresca de 3, 30, 5, 50-tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA) durante 15 min a 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 padrdo obtida de concentracdes conhecidas da TC (100 a 1,56 ng/ml),
utilizada para estimar a quantidade de TC/poco. Para o controle negativo foram utilizados

pocos com GML1 adsorvido, contudo, ndo foi feita a adicdo da TC.

2.9. PLS-Gi e Escherichia coli enterotoxigénica
2.9.1. Avaliacao dos efeitos da PLS-Gi na diarreia induzida pela Escherichia coli

Cepas de E. coli enterotoxigénica (ETEC) foram utilizadas para induzir a diarreia de
acordo com o método descrito por Bisson et al [33] com modificacdes. Os camundongos
foram divididos em 4 grupos, de 6 animais, e colocados em jejum por 18 horas com livre
acesso a agua. Inicialmente, os animais do grupo 1 (controle negativo) e grupo 2 (controle
positivo) foram pre-tratados com solu¢do salina (5 ml/kg, v.0.), o grupo 3 recebeu o
antibidtico padrdo gentamicina (8 mg/kg, v.0.) e o grupo 4 foi pré-tratado com PLS-Gi (30
mg/kg, v.0.) por 3 dias. As cepas de ETEC foram obtidas do laboratdrio de microbiologia do

Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara, Brasil. A suspensdo da E. coli
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foi feita em solucdo salina estéril contendo 2x10® UFC/mI mensurada com o auxilio de um
espectrofotdmetro. A diarreia foi induzida em todos 0s grupos, exceto controle negativo, apds
a administracdo de dose oral unica de solucdo salina contendo ETEC (5 mg/kg), incubada a
37° C. Apos a administragdo 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 periodo, 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 trés dias. A eficicia de cada tratamento foi expressa como porcentagem de
inibicdo da diarreia (%) comparada com o resultado do grupo controle positivo, considerado
como 100% de diarreia. A porcentagem de inibicdo da diarreia foi calculada da seguinte
forma:
Inibicdo de defecacdo/diarreia (%) = [(A - B) / A] x 100
Onde A indica a média da massa de defecacdo induzida pela ETEC; B indica a média

da massa de defecacao 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.

% %,
\ N\

A= L = L =)
v Negy
( \

Jejum=18h G1,G2 = salina (5 ml/kg) E. coli enterotoxigénica ' Tratamento
G3= gentamicina (8 mg/kg) (2x108 UFC/ml), dose Gnica. 4 (3d)
G4=PLS (30 mg/kg ) Exceto 0 G2. \,
R \..
Inibicdo de defecacdo/diarreia (%)= 1 ] ] A
[(A-B) /Al x 100 = g em
A= defecagdo tratamento com E. coli (g) Peso corporal e G1,G2 = salina (5 ml/kg)
B = defecacdo tratamento GEN ou PLS Peso do papel G3= gentamicina (8 mg/kg)
absorvente G 4= PLS (30 mg/kg )

Todos os direitos autorais reservados a Elsevier



95

2.9.2. Atividade antimicrobiana de PLS-Gi pelo método de difusdo em agar

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 suspensdo da E. coli foi confeccionada em solucdo salina estéril (1x10® CFU/mL) e
espalhada em placa de Petri contendo agar Mueller-Hinton. Apos 24 horas, a PLS-Gi (10, 30
e 50 mg/mL) foi dissolvida em salina estéril, e em seguida, foi adicionado 100 pL/poco (6
mm - didmetro) confeccionados nas placas de Petri contendo o meio de cultura. Apos a
incubagdo por 24 h a 37° C, a atividade antibacteriana foi mensurada como o diametro da zona
de inibicdo 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
Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD), Guideline 423 [35].
Foram utilizados camundongos Swiss, fémeas, com peso variando entre 25-30 g. Os animais
receberam PLS-Gi (2000 mg/kg, v.0.) dissolvido em salina, enquanto o grupo controle

recebeu apenas solucdo salina por gavagem.

2.10.1. Observacao de Sinais Clinicos

Apds a administracdo da PLS-Gi (2000 mg/kg, v.0.), os animais foram observados por
30 minutos e durante as primeiras 24 horas, com atencao especial para as primeiras 4 horas, e
depois diariamente, durante os 14 dias de duracdo do experimento. A observacdo das
alteracbes comportamentais nos animais foi guiada pelo screening hipocrético, de acordo com

o Guideline 423, que considera 0s seguintes critérios comportamentais a serem observados:
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atividade geral, irritabilidade, reflexo palpebral, reflexo auricular, aperto da cauda, reflexo de
endireitamento, forca para agarrar, ataxia, anestesia, tremores, colvulsao, piloerecdo, ptose
palpebral, cianose, defecacdo, lacrimacdo e morte. Além disso, o0 peso corporal dos animais

foi monitorado durante todo o experimento.

2.10.2. Parametros Bioquimicos

Ao final do estudo de toxicidade aguda, os animais foram anestesiados com a
combinacdo de Cloridrato de Xilazina (5 mg/kg i.p.) e Cloridrato de Cetamina (60 mg/kg
i.p.). ApGs a anestesia, foi realizada a coleta de sangue por puncdo cardiaca, em seguida, as
amostras obtidas foram armazenadas em tubos contendo &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA). As dosagens bioquimicas foram realizadas por meio de espectrofotometria,
utilizando o analisador semi-automatico — TEKNA. A avaliacdo da funcdo hepética foi
realizada por meio da quantificagdo da aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), e a funcdo renal foi estimada através da dosagem da ureia. Todas as
dosagens foram realizadas de acordo com as especificaces do fabricante dos kits da Labtest

Diagnosis (S&o Paulo, Brazil).

2.10.3. Peso relativo dos 6rgaos e analise histologica
Apobs a eutanasia dos camundongos, os 6rgaos (figado, rins, coracdo e baco) foram
removidos, em seguida, registrado os pesos. Posteriormente, 0 peso relativo dos érgaos foi
calculado da seguinte forma:
Peso do 6rgéo/peso do corpo apos o tratamento x 100.
Para a analise histologica, um seguimento de 3 cm dos 6rgaos mencionados acima foi

fixado em formalina a 10%. Ap0s a fixagéo, os tecidos foram desidratados em serie etanolica
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crescente, clarificado em xileno, e embebido em parafina. Os blocos foram cortados (5-um) e

corados com hematoxilina-eosina (H & E), e observados ao microscépio éptico.

2.11. Andlise estatistica

Os valores foram expressos como media = erro padrdo da média (E.P.M). As
diferencas entre os grupos foram determinadas por meio da Anélise da Variancia (ANOVA),
sequida pelo teste-t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste ou teste t-Student. Para os
dados ndo-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. Analise Quimica

A extracdo da fracdo de polissacarideos a partir de G. intermedia (PLS-Gi) foi
realizada por digestdo proteolitica, e 1,83 mg de polissacarideos foi obtido a partir de 5 g de
amostras secas de alga, correspondendo ao rendimento de 36,7%. Além disso, ndo foram
detectadas proteinas na PLS-Gi. A espectroscopia de infravermelho foi usada como
ferramenta para caracterizar a estrutura quimica da PLS-Gi. O espectro da FTIR é apresentado
na Figura 12, expandido na regi&o entre 1400 - 700 cm™, com bandas em 1376, 1258, 1071,

933, 890, e 819 cm™,
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Figura 12. Espectro de Infravermelho da fracéo de polissacarideos extraidos de

G. intermedia (PLS-Gi) na regiso de nimero de onda entre 1400-700 cm™.

3.2. Avaliacdo da atividade antidiarreica da PLS-Gi na diarreia induzida com o o6leo de

ricino

Os resultados obtidos mostraram que a administracdo do 6leo de ricino foi eficaz na

inducdo 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 inibicdo da defecacdo 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

inibicdo da diarreia foi 16.35%; 72.41% e 91.00%, respectivamente.
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Tabela 1. Efeito da fracdo de polissacarideos sulfatados extraidos de Gracilaria
intermedia (PLS-Gi, 3-30 mg/kg, v.0.) na diarreia induzida por 6leo de ricino em

camundongos.
Tratamento Dose (v.0.) Total de Inibigdo da Total de Inibigdo da
fezes (g) defecacédo fezes diarreia (%)
(%) diarreicas (g)
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 estdo 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, ndo produziram
resultados com significancia estatistica quando comparados com 0 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

padrdo, loperamida (5 mg/kg), também diminuiu a produgdo de fezes diarreicas de forma

significativa (p<0,05).
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Figura 13. Efeito da fracdo de polissacarideos sulfatados extraidos
de G. intermedia (PLS-Gi) na fluidez das fezes. Apos a administracdo
do 6leo de ricino (10 mL/kg, v.0.), o grupo controle produziu fezes
diarreicas abundantes. O grupo pré-tratado com PLS-Gi (3, 10 mg/kg,
v.0) ndo produziu resultados com diferenca estatistica quando
comparado ao grupo controle (salina + 6leo de ricino), 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 padréo, loperamida (5
mg/kg, v.0.) diminuiu de forma significativa a fluidez das fezes. Os
dados foram expressos como média + E.P.M. NUmero de animais por
grupo = 5-6. #p<0,05 vs. grupo salina e *p<0,05 vs. grupo controle
(6leo de ricino + solucdo salina). (Kruskal-Wallis e Dunn).
Abreviagdes: Lop = loperamida; PLS-Gi = fracdo de polissacarideos

sulfatados extraida de G. intermedia; Sal = solucdo salina.

3.3. Acumulo de fluido intestinal induzido pelo 6leo de ricino

Para avaliar o efeito da PLS-Gi no acimulo 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 acimulo do fluido intestinal durante o processo diarreico. A PLS-
Gi (3 e 10 mg/kg) ndo reduziu o volume do contetdo intestinal de forma significativa
(8,51%; 10,63%, respectivamente) quando comparado com o grupo controle positivo tratado
apenas com solucdo 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

padrédo para 0s outros experimentos.
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Tabela 2. Efeito da fracdo de polissacarideos sulfatados extraidos de
Gracilaria intermedia (PLS-Gi, 3-30 mg/kg, v.0.) no acumulo de fluidos
intestinais  (enteropooling) induzido pelo d&leo de ricino em

camundongos.
Tratamento Dose (v.0.) Contetdo Inibic&o do
intestinal fluido intestinal
(mL) (%)

Salina 2,5 (mL/kg) 0,47+0,04 -
PLS-Gi 3 (mg/kg) 0,43+0,04 8.51

10 0,42+0,02 10,63

30 0,31+0,01* 34,04
Loperamida 5 (mg/kg) 0,29+0,01* 38,29

Os valores estdo expressos como média + EPM (n = 5-6). ANOVA e

Student-Newman-Keuls. * p<0,05 quando comparado ao grupo salina.
3.4. Determinacéo da atividade da Na*/K" - ATPase do intestino delgado

Os resultados obtidos mostraram que o 6leo de ricino reduziu a atividade da Na*/K*-

ATPase (432,00 + 54,57 umol-mg™*-h™) de forma significativa (p<0,05) quando comparado ao
grupo salina (1158,00 + 154,00 pmol-mg™*h™) (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 umol'-mg*-h™) quando comparado com o grupo que
recebeu 6leo de ricino e salina. A loperamida (660,6 = 99,93 umol'mg*-h™) também
aumentou a atividade dessa proteina. Esses resultados indicam que o tratamento com a PLS-

Gi foi capaz de aumentar o a atividade enzimatica, contribuindo para o efeito antidiarreico.
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Figura. 14. Efeito da frac@o de polissacarideos sulfatados extraidos
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 libertacdo de
fosfato inorganico a partir da hidrolise do trifosfato de adenosina
(ATP). O pré-tratamento com PLS-Gi (30 mg/kg, v.0.) aumentou
significativamente (p<0,05) a atividade da Na'/K'-ATPase quando
comparado ao grupo Oleo de ricino. O medicamento antidiarreico
padréo, loperamida (5 mg kg, v.0.) ndo produziu resultados com
diferenca estatistica quando comparado ao grupo controle (salina + 6leo
de ricino). Os resultados foram expressos como média = E.P.M.
Ndmero de animais por grupo = 5-6. #p<0,05 vs. grupo salina + 6leo de
ricinio; *p<0,05 vs. salina. ANOVA e teste Student-Newman-Keuls.
Abreviagdes: Lop = loperamida; PLS-Gi = fracdo de polissacarideos

sulfatados extraidos de G. intermedia; Sal = solucéo salina.

3.5 Motilidade gastrointestinal

A distancia percorrida pelo marcador (solugdo de carvdo) através do intestino apos a
ingestdo do oOleo de ricino foi utilizada para avaliar o efeito da PLS-Gi no transito
gastrointestinal. Os animais tratados com PLS-Gi ou loperamida reduziram de forma
significativa (p<0,05) a distancia percorrida pelo marcador quando comparado ao grupo
controle positvo (Figura 15 A). Os animais tratados com PLS-Gi ou loperamida tiveram as

distancias percorrida pelo marcador de 42,13% e 30,78%, respectivamente (Figura 15 A).
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Figura 15. Efeito da fracdo de polissacarideos sulfatados extraida
de G. intermedia (PLS-Gi) no transito intestinal em camundongos.
(A) Efeito da naloxona na atividade da PLS-Gi sobre o trénsito
intestinal induzido por 6leo de ricino em camundongos. Os animais
receberam Oleo de ricino para induzir diarreia. O tratamento com a

PLS-Gi (30 mg/kg, v.0.) reduziu de forma significativa (p<0,05) a
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distancia percorrida pelo marcador (carvao) através do intestino
delgado. A loperamida (5 mg/kg, v.0.) 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.0.) ndo reverteu seu efeito
antimotilidade. NUmero 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 distancia percorrida pelo marcador (carvdo) atraves do
intestino quando comparado ao grupo tratado apenas com solucdo
salina. O pré-tratamento com PLS-Gi (30 mg/kg, v.0.) reverteu o efeito
estimulador da betanecol (3 mg/kg, i.p.) no transito 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. NUmero
de animais por grupo = 5-6. **p<0,05 vs. grupo salina + betanecol; #p
<0,05 grupo salino vs. solucdo salina + betanecol. ANOVA e teste de
Newman-Keuls. Abreviagdes: Lop = loperamida; PLS-Gi = fragédo de
polissacarideos sulfatados extraidos de G. intermedia; Sal = solucéo

salina.
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Além disso, na segunda etapa dos experimentos, um antagonista opioide nao

receptores opioides do intestino (Figura 15 A).

especifico, naloxona, foi administrado para investigar o possivel envolvimento de receptores
opioides. O pré-tratamento com o antagonista opidide ndo impediu os efeitos do tratamento
com a PLS-Gi (40,76%), embora tenha inibido a atividade da loperamida (90,33%), a droga

padrdo usada para o tratamento da diarreia, que altera o transito intestinal por interagir com

No modelo de transito intestinal estimulado pelo betanecol, a distancia percorrida pelo
marcador no intestino (90,7%) aumentou de forma significativa (p<0,05) quando comparada

ao grupo tratado apenas com solucgéo salina (51,08%). Os grupos de animais tratados com
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PLS-Gi ou atropina tiveram distancias (47,59% e 42,13%, respectivamente)
significativamente menores (p<0,05) que aquelas observadas para 0 grupo que recebeu apenas
0 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 géstrico

A porcentagem de retencdo gastrica do marcador mostrou que a administracdo da
PLS-Gi ndo resultou em diferenca significativa (48,97+6,05%) quando comparado com 0
grupo que recebeu apenas solucdo salina (55,06+2,81%) (Figura 16). Assim, esse resultado

evidencia que a PLS-Gi ndo afeta o esvaziamento gastrico.
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Figura 16. Efeito da fracdo de polissacarideos
sulfatados extraidos de G. intermedia (PLS-Gi) no
esvaziamento gastrico. Observe que ndo ha diferenca
estatistica entre os grupos, mostrando que o pré-tratamento
com a PLS-Gi (30 mg/kg, v.0.) ndo altera o esvaziamento
gastrico. Os resultados foram expressos como média +

E.P.M. NUmero de animais por grupo = 5-6. ANOVA e
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teste t de Student. AbreviagOes: PLS-Gi = fracdo de
polissacarideos sulfatados extraidos de G. intermedia; Sal

= solucao salina.

3.7. Avaliacdo da PLS-Gi na secre¢do intestinal induzida pela toxina da colera em alcas
intestinais isoladas

O efeito da PLS-Gi na secrecdo intestinal foi testado usando o modelo de diarreia
secretora induzida pela toxina da cllera em alcas intestinal isoladas. Na Figura 17 A e 17 B,
0 acumulo excessivo de fluidos foi observado nas algas 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 pre-tratados com PLS-Gi tiveram reducdo significativa (p<
0,05) no acumulo de fluido intestinal induzido pela TC (0,03 £ 0,003 g/cm) quando
comparado com grupo que recebeu TC e solugéo salina. Os resultados indicam que a PLS-Gi

inibe a secrecédo de fluido intestinal induzido pela TC.
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Figura 17. Efeito da fracéo de polissacarideos sulfatados extraidos de G.
intermedia (PLS-Gi) na secrecdo de fluidos induzida pela toxina da
cllera (TC) em algas intestinais isoladas. (A) O pré-tratamento com a
PLS-Gi (30 mg/kg, v.0.) reduziu de forma significativa (p<0,05) o acimulo
de fluidos intestinais apds a inoculacdo de TC (1 pg/loop) nas algas
intestinais. (B) A PLS-Gi reduziu a secre¢do de fluidos que foi medida
indiretamente por meio da relagcdo peso/comprimento da al¢a (g/cm). (C) Os
niveis de CI" do conteldo intestinal dos animais pré-tratados com a PLS-Gi
reduziu de forma significativa (p<0,05). (D) A PLS-Gi néo teve efeito sobre
a absorcdo de fluidos intestinais, mostrado por meio da porcentagem de
absorcao ap6s 30 minutos. Os dados foram expressos como média + E.P.M.
NUmero de animais por grupo = 5-6. *p <0,05 vs. grupo PBS; *p<0,05 vs.
grupo CT; °p<0,05 vs. grupo glicose. ANOVA e teste de Newman-Keuls.

Abreviaturas: PBS = solu¢do salina tamponada com fosfato; PLS-Gi

fracdo de polissacarideos sulfatados extraidos de G. intermedia; Sal
solucéo salina.
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3.8. Determinacdo do efeito da PLS-Gi sobre a concentracdo de ions cloreto do fluido
intestinal

Os resultados mostraram que a concentracdo de ions cloreto aumentou de forma
significativa nas alcas intestinais isoladas apds a injecdo da TC (155,90 + 11,80 mEg/L)
guando comparada com o0s animais que receberam PBS (14,94 + 9,04 mEg/L). O tratamento
com PLS-Gi diminuiu de forma significativa (p<0,05) os niveis de cloreto nas alcas intestinais
(100,60 = 7,25 mEq/L) (Figura 17 C). Esses resultados mostram que a PLS-Gi reduz as
caracteristicas da diarreia induzida pela TC, como o efluxo excessivo de ions cloreto para o

Imen intestinal.

3.9. Efeito da PLS-Gi sobre a absorcéo de fluidos em alcas intestinais isoladas

O efeito da PLS-Gi na porcentagem de absorcdo do fluido intestinal em alcas
intestinais isoladas foi avaliado. Na figura 17 D, pode ser observado que a absor¢do do fluido
intestino no controle positivo (glicose) foi de 78,25+8,06%. A figura 6D mostra que a PLS-Gi
ndo afetou a absorcdo de fluidos das algas intestinais (30,00+10,00%), resultado semelhante
ao observado no grupo controle negativo (44,26+5,91%). Esses resultados indicam a inibicdo
da secrec¢do induzida pela TC ap6s o tratamento com PLS-Gi é provavelmente mediado por

outro mecanismo.

3.10. Ensaio ELISA-GM1

Para avaliar a possivel interagdo da PLS-Gi com a TC e/ou receptores GM1 o teste de
ELISA foi realizado. Os resultados mostramram que a incuba¢do do GM1 com PLS-Gi (100
pg/ml) reduziu de forma significativa (p<0,001) a deteccdo da TC, e sugere que a PLS-Gi

interage com 0 GM1 (Figura 18, coluna b). Esse resultado corrobora com a diminui¢do dos

Todos os direitos autorais reservados a Elsevier



109

niveis da TC quando a PLS-Gi foi adicionada simultaneamente com a toxina nos pogos
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 concentracdes de PLS-Gi testadas.

Esses resultados sugerem que a PLS-Gi pode interagir com 0 GM1 e com a TC.
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Figura 18. Efeito da fracdo de polissacarideos sulfatados
extraidos de G. intermedia (PLS-Gi) sobre a ligacédo da toxina
da célera (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 pocos revestidos com
GM1 foram pré-incubados com a PLS-Gi (coluna b) e lavados,
em seguida, a TC (100 ng) foi adicionada aos pogos e a
quantidade de toxina foi estimada por meio do ELISA. Os valores
obtidos para a TC (100 ng) foram ajustados para 100% de ligacao.
Os dados apresentados sdo medias = E.P.M de experimentos
independentes, realizados em triplicata e condi¢cbes semelhantes.
*p<0,001 vs. coluna a. ANOVA e teste de Newman-Keuls.
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3.11. Avaliacéo 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
qguando comparado com o grupo controle positivo (salina + E. coli). A inibicdo 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 fracdo de polissacarideos sulfatados extraidos de
Gracilaria intermedia (PLS-Gi, 30 mg/kg, v.0.) na diarreia induzida por
Escherichia coli enterotoxigénica em camundongos.

Tratamento Total de fezes (g) Inibicéo da
diarreia
(%)
Dia 1l 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 estdo expressos como meédia + 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 ge 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 polissacarideos sulfatados extraidos de Gracilaria
intermedia (PLS-Gi, 30 mg/kg, v.0.) no peso corporal mediante a indugdo
de diarreia com Escherichia coli enterotoxigénica em camundongos.

Tratamento Peso corporal (g) Peso perdido (g)
Dia0 Dia 3
Salina 275+2,1 298+1,6 -
Salina + E. coli 28,3+1,6 22611 57
PLS-Gi 27,7+19 25,0+0,8 2,7
Gentamicina 269+12 25,1+0,6 1,8

Os valores estdo 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. Avaliacao da atividade antimicrobiana contra cepas de E. coli

111

A atividade antimicrobiana da PLS-Gi foi testada contra cepas de E. coli (ATCC

25922) usando o método de difusdo em agar. Os resultados obtidos mostraram a auséncia de

halo de inibicdo nas doses (10, 30 e 50 mg/mL) (Figura 19). Desse modo, esses resultados

sugerem que essas concentracbes da PLS-Gi ndo exerce atividade antimicrobiana contra E.

coli.

Figura 19. Efeito da fracdo de polissacarideos
sulfatados extraida de Gracilaria intermedia
sobre o crescimento de Escherichia coli in vitro
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Foto da placa de petri contendo o Agar Miieller
Hinton, previamente inoculadas com 100 pL de
suspensdo contendo 10° UFC/ml. Apés o periodo
de incubacdo, os pocos confeccionados no meio
foram preenchidos com 100 pL da PLS-Gi (10, 30,
50 mg/mL) sobre E.coli. Na avaliagdo da atividade
antimicrobiana dos PLS sobre a E.coli nas
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concentracdes de 10, 30 e 50 mg/mL n&o houve
formacé&o de um halo de inibicéo.

3.13. Teste de toxicidade oral aguda

Nesse estudo, ndo foi observado morte ou sinais de toxicidade nos animais tratados
com a dose de 2000 mg/kg. Além disso, em relagdo ao peso do corporal dos animais apds 14
dias consecutivos, ndo houve diferenca significativa entre os grupos controle e tratado com a
PLS-Gi (resultados ndo apresentados).

Ademais, os nives plasméaticos da aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) (marcadores da funcdo hepatica), e uréia (indicador da funcédo renal)
do grupo tratado com a PLS-Gi ndo apresentaram diferenca significativa quando comparado

ao grupo controle (Tabela 5).

Tabela 5. Efeito da fracdo de polissacarideos
sulfatados extraidos de Gracilaria intermédia
(PLS-Gi, 2.000 mg/kg, v.0.) nos parametros
bioguimicos de camundongos.

Parametro Controle PLS-Gi
(2.000 mg/kg, v.0.)
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 estdo expressos como média = EPM.
Teste t-Student. Aspartato aminotranferase
(AST), Alanina aminotranferase (ALT).
Em relagdo a avaliacdo dos pesos dos 6rgdos (figado, rins, coracdo e baco), nao foi
observada diferenca significativa entre o grupo tratado com a PLS-Gi e o grupo controle

(Tabela 6). Do mesmo modo, a andlise histoldgica desses 6rgdos revelou a auséncia de

alteracdes patologicas entre os grupos (Figura 20, 21 e 22).
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Tabela 6. Efeito da fracdo de polissacarideos sulfatados extraidos de Gracilaria
intermedia (PLS-Gi, 2.000 mg/kg, v.0.) no peso corporal (g) e no peso relativo dos
orgaos de camundongos.
Tratamento Peso corporal (g) Peso relativo dos 6rgaos (%0)
Antes Depois

Figado Coracéo Rins Baco
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 estdo expressos como média £ EPM (n = 3). Teste t-Student.

Figura 20. Seccdes histologicas coradas por hematoxilina e
eosina do coracdo (Al e A2) e figado (B1 e B2) de
camundongos apos a administracdo da PLS-Gi (2.000 mg/kg,
v.0.).

Controle PLS (2.000 mg/kg)

A. Fotomicrografia de miocérdio, grupos controle (salina, v.0.)
(Al) e PLS-Gi (A2), observe a presenga dos feixes de fibras
musculares cardiacas alongadas com um ou dois nucleos (seta)
nos em objetiva de 40x.

B. Secc¢des histologicas de figado, grupo controle (salina, v.0.)
(B1) e PLS-Gi (B2), mostrando hepatdcitos com citoplasma
preservado e sem alteracGes nucleares em objetiva de 40x.
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Figura 21. SeccBes histoldgicas coradas por hematoxilina e eosina do bago
(Ale A2), e rim (Bl e B2) de camundongos apds a administracdo da PLS-Gi
(2.000 mg/kg, v.0.).

Controle PLS (2.000 mg/kg)

A. Fotomicrografia do bacgo, grupo controle (salina, v.0.) (Al) e grupo PLS-Gi
(A2), ambos apresentando aquitetura normal. Observe o 6rgdo envolvido por
capsula de tecido conjuntivo denso (seta), a qual origina septos que divide o
parénquima em compartimentos incompletos, denominados polpa branca
(asterisco) e polpa vermelha (cabeca de seta), objetiva de 10x.

B. Fotomicrografia de rim, regido cortical, grupo controle (salina, v.0.) (B1) e
PLS-Gi (B2), observe o aspecto normal dos glomérulos (seta), da capsula de
Bowman (asterisco), separados pelo espaco capsular preservado, e a integridade
dos tubulos contorcidos proximais (cabeca de seta), objetiva de 40x.
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Figura 22. Fotomicrografia de vilosidades do intestino
delgado de camundongos ap6s a administracdo da PLS-Gi
(2.000 mg/kg, v.0.).

Detalhe da vilosidade intestinal revestida por epitélio cilindrico
simples contendo células caliciformes (ponta da seta), grupo
controle (salina, v.0.) (A) e grupo tratado com polissacarideos
sulfatados extraidos da alga marinha Gracilaria intermedia
(B) apds 14 dias consecutivos, objetiva de 40x.
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4. Discussao

No presente estudo, a fracdo de polissacarideos sulfatados obtidos a partir da alga
marinha vermelha G. intermedia (PLS-Gi) foi extraida em agua quente com a digestdo
enzimatica realizada por papaina. O rendimento obtido corrobora os dados obtidos em estudos
com outras espécies de algas do mesmo género [17, 36, 37]. Além disso, o tratamento
proteolitico foi eficaz na remocdo de proteinas contaminantes na fracdo analisada. Esse
resultado estd de acordo com outros dados de estudos anteriores, cujos achados mostraram
que a digestdo proteolitica durante a extracdo de polissacarideos a partir de algas marinhas
elimina os residuos de proteinas que poderiam interferir nos ensaios bioldgicos [38, 39].

O espectro de infravermelho da PLS-Gi revelou bandas com numeros de onda
caracteristicos de polissarideos de algas (1071, 933 e 890 cm %) [40, 41, 42, 43]. A banda com
nimero de onda de 1376 é atribuida ao grupo éster de sulfato, a banda 1258 cm™ esta
relacionada ao estiramento assimétrico do grupo (O =S = O) e a banda 1071 cm™ é indicativa
da presenca de esqueleto carbbnico de polissacarideos do tipo galactana [44]. Além disso, a
absorcdo em 933 cm™ indica a presenca do grupo C-O-C em 3,6-anidrogalactose [17, 43].
Geralmente, em polissacarideos do tipo agar, a presenca de bandas na regido entre 800-850
cm ! é usada para inferir a posicdo de grupamentos sulfatados. Desse modo, a absorcdo em
821 cm* sugere a presenca de sulfatacdo no C-6 dos residuos de L-galactose, o precursor
bioldgico de 3,6-anidro-L-galactose [45].

Nos ultimos anos, os polissacarideos sulfatados obtidos a partir de algas marinhas tem
chamado atencdo devido ao seu potencial terapéutico, como a atividade antidiarreica [14, 15,
46]. Desse modo, considerando que existem poucos estudos investigando o potencial

terapéutico de polissacarideos sulfatados de origem marinha em doencas do trato
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gastrintestinal, estudos detalhados sdo necessarios para permitir a adocao de novas terapias e

medidas profilaticas.

No presente estudo, os resultados obtidos indicam que a PLS-Gi possui atividade
antidiarreica em camundongos. Inicialmente, o modelo de diarreia induzida com o 6leo de
ricino foi usado para avaliar o efeito antidiarreica da PLS-Gi. O 6leo de ricino é um laxante
extraido das sementes de Ricinus communis (Euphorbiaceae) amplamente usado para
investigar a propriedade antidiarreica de substancias [47, 48]. O efeito laxativo desse 6leo é
atribuido ao principio ativo, o &cido ricinoleico, um irritante da mucosa intestinal, que
promove a liberacdo de prostaglandinas [49, 50], histaminas [51], fator ativador plaquetario
[52] e Oxido nitrico [53]. O acido ricinoleico também ativa a adenilato ciclase, que promove 0
aumento de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) na mucosa, e altera o transporte de
eletrdlitos [54]. Desse modo, o 6leo de ricino induz a modificacBes na permeabilidade de

eletrdlitos e &gua 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
6leo de ricino devido as suas propriedades antimotilidade e antissecretora [56, 57]. Desse
modo, € possivel que o efeito inibitério da PLS-Gi na diarreia induzida pelo 6leo de ricino
ocorra devido a inibicdo de algum mediador envolvido no mecanismo de acdo do 6leo de
ricino, que afete o acumulo de fluidos no lumen intestinal e/ou interfira no peristaltismo
intestinal, e consequentemente, modifique a permeabilidade das células da mucosa.

A administracdo do oleo de ricino também promove o acimulo de agua e eletrélitos
por alterar a permeabilidade da mucosa e o transporte de eletrdlitos (Na* e CI) levando a

hipersecrecdo e diarreia [58]. Esse efeito foi avaliado usando o modelo do enteropooling.
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Nossos resultados mostraram que a PLS-Gi reduziu o volume do contetdo intestinal. Assim, a
reducdo do acimulo do conteddo do fluido intestinal provacado pela PLS-Gi pode ser devido
a um mecanismo antissecretor associado ao transporte de eletrolitos e agua.

Os estudos tem demonstrado que o 6leo de ricino interfere na atividade da Na*/K*-
ATPase no intestino, inibindo o funcionamento dessa proteina e contribuindo para o acimulo
de fluidos [59, 60]. Ademais, nossos resultados mostraram o0 aumento da atividade da
Na'/K*- ATPase no intestino delgado de camundongos pré-tratados com a PLS-Gi quando
comparado ao grupo 6leo de ricino. Logo, o aumento da atividade dessa enzima pode
contribuir com o efeito enteropoooling por meio da diminuicdo do acumulo de fluido
intestinal. Assim, 0 aumento da atividade da Na'/K*-ATPase pode ser um dos mecanismos da
PLS-Gi como agente antidiarreico. Entretanto, essa hipotese ndo 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
distancia percorrida por um marcador (carvao) no intestino [26]. Nesse estudo, esse método
foi usado para avaliar a influéncia da PLS-Gi no transito gastrointestinal. Nossos resultados
mostraram que o tratamento de animais com a PLS-Gi reduziu o transito gastrointestinal no
modelo de diarreia induzida com o 6leo de ricino quando comparado aos controles. Ademais,
0 grupo tratado com a loperamida exibiu efeito antimotilidade similar ao grupo PLS-Gi.

A loperamida inibe a motilidade gastrointestinal e, consequentemente, aumenta a
absorcdo do fluido intestinal por interagir com receptores opioides do intestino [25, 61].
Assim, considerando a similaridade dos resultados observados, na etapa seguinte foi avaliado
0 possivel envolvimento dos receptores opioides no mecanismo de a¢do da PLS-Gi. Com esse
propdsito, os animais foram tratados com naloxona, um antagonista opoioide, antes da

inducdo da diarreia com o 6leo de ricino. Os resultados obtidos mostraram que a naloxona
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antagonizou o efeito da loperamida, mas nédo foi capaz de reverter o efeito da PLS-Gi. Logo, 0
efeito antidiarreico da PLS-Gi nédo é dependente de mecanismo opioide, resultado semelhante
tem sido observado para polissacarideos sulfatados extraidos das algas marinhas vermelhas
Hypnea musciformis e G. caudata [14, 15]. Portanto, a PLS-Gi diminui o transito
gastrointestinal por outro mecanismo que tem a capacidade de modular a motilidade
gastrointestinal.

De modo semelhante, a possivel atividade anticolinérgica da PLS-Gi na reducdo do
transito gastrointestinal induzido pelo betanecol foi investigado. O betanecol € uma agonista
colinérgico que estimula a contracdo dos mausculos intestinais por ativar 0s receptores
colinérgicos muscarinicos [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
muscarinicos usado como droga padrdo. Desse modo, é possivel que a PLS-Gi reduza
motilidade intestinal por meio do bloqueio de receptores muscarinicos, atuando como um
antagonista. Além disso, para avaliar se o efeito inibitério da PLS-Gi ocorre a nivel de
estdmago e/ou intestino, 0 modelo do esvaziamento gastrico foi realizado. Esse modelo utiliza
a fracdo do marcador retida por segmento (estdmago 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 gastrica. Assim, o efeito inibitério da PLS-Gi no trato
gastrointestinal ocorre somente a nivel de intestino.

Ademais, o modelo de diarreia induzida pela TC foi utilizado para investigar a
possivel atividade secretora da PLS-Gi. A TC é formada por duas subunidades A e cinco
subunidades B, essenciais para a ligacdo da toxina aos GM1 na superficie dos enterocitos
[65]. Apos a ligacdo da toxina, uma cascata envolvendo proteina G, adenilato ciclase, AMPc,

e PKA promovem o efluxo de CI° associado a perda macica de agua [66, 67, 68]. Os
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resultados obtidos demonstraram que a PLS-Gi teve um efeito inibitorio na secrecdo de
fluidos induzida pela TC, reduzindo a perda de agua e a concentracdo de CI" no lumen
intestinal. Em seguida, foi investigado se o envolvimento da PLS-Gi na reduc¢édo do acimulo
do fluido intestinal depende de mecanismos relacionados ao processo de absor¢do. Contudo, a
PLS-Gi nédo exerceu efeito sobre a absorcdo de fluido intestinal, indicando que a PLS-Gi atua
por outro mecanismo na reducdo da perda de fluidos. Resultados similares foram observados
por Araujo et al. [69] para a goma do cajueiro, um complexo de heteropolissacarideos
extraidos do exsudato de Anacardium occidentale.

Em seguida, considerando que a ligacdo da TC ao GM1 é a primeira etapa na
patogénese da cdlera, esse alvo tem sido explorado para o desenvolvimento de drogas para o
tratamento e profilaxia dessa doenca [70]. Estudos tém demonstrado que analogos da
galactose interferem na ligacdo da TC com o GML1 [71, 72, 73]. Diante desses dados, foi
investigada a capacidade da PLS-Gi de interferir na ligacdo da toxina ao GM1. Os resultados
obtidos mostraram que a pré-incubacdo da PLS-Gi com os receptores GM1 reduziu a ligacdo
da TC. De acordo com a caracterizacdo quimica de polissacarideos sulfatados extraidos de
algas do género Gracilaria, esses compostos tém como constituintes basicos monémeros de
D-galactose [12, 74]. Assim, é possivel que a interacdo entre os monémeros de D-galactose
presentes na PLS-Gi promova o blogueio dos sitios de ligacdo da toxina no GM1, validando
essa fracdo como um possivel antagonista competitivo de receptores GM1. Além disso,
guando a TC e a PLS-Gi foram adicionadas simultaneamente aos pogos contendo GM1, a
ligacdo da TC ao GML1 diminuiu em todas as concentragdes testadas, sugerindo a interacéo
entre polissacarideos e toxina. Em conjunto, esses resultados corroboram os obtidos por Costa
et al. [14], que sugerem que os polissacarideos sulfatados extraidos de G.caudata pode

interagir com ambos, GM1 e TC.
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A TC possui uma sequéncia de aminoacidos homdloga a toxina termo label (TL)
produzida pela ETEC [75]. Além disso, essa toxina também se liga ao GML1 presente no
epitélio do intestino e, subsequentemente, estimula a sintese de AMPc, que inicia uma cascata
e ativa a secrecdo de eletrolitos e fluidos para o Iimen intestinal [76]. Desse modo, devido a
similaridade estrutural e patogénese entre essas toxinas, e considerando a eficacia da PLS-Gi
no controle da diarreia induzida pela TC, a acdo dessa fracdo polissacaridica foi investigada
no modelo de diarreia induzida pela ETEC. Assim, os resultados obtidos mostraram que a
fracdo de polissacarideos ndo 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 ligacdo da TL com o GM1, provavelmente devido a presenca de monémeros
de galactose na sua estrutura. Além disso, estudos tém demonstrado que a galactose inibe a
ligacdo da TL ao GM1 [70, 77].

As cepas de ETEC também podem produzir uma toxina estavel ao calor (TS). Existem
variantes da TS, como o subtipo TSbP que esta envolvido na inducdo de diarreia secretora em
animais, incluindo humanos. Essa toxina se liga a regides que contém receptores (3'-
sulfogalactosil-ceramida) presentes na parede celular do epitélio intestinal [78]. A inibicdo da
ligacdo da TSbP ao seu receptor foi observada apds a administracdo de polissacarideos
sulfatados extraidos de alga marinha, tipo A-carragenana, um polimero constituido por
unidades de galactose sulfatada [79]. Assim, considerando que as espécies do género
Gracilaria produzem principalmente agar, uma galactana sulfatada com a mesma estrutura
linear de polissacarideos tipo carragenana [80], é possivel que a PLS-Gi possa mimetizar o
receptor dessa toxina, prevenindo e controlando esse tipo diarreia em animais.

Em seguida, devido a atividade antidiarreica da PLS-Gi na diarreia induzida por E.

coli, foi avaliada a possivel atividade antimicrobiana dessa fracdo de polissacarideos. No
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entanto, a inibicdo do crescimento de E. coli por SP-Gi ndo foi observada. Por outro lado,
Amorim et al [12] observaram um efeito inibitorio de polissacarideos sulfatados extraidos de
algas G. ornata contra E. coli em meio liquido. Em vista disso, a auséncia de efeito inibitério
pode ser devido a variacdes estruturais e conformacionais em polissacarideos sulfatados. O
peso molecular, a densidade de carga e/ou a distribuicdo dos grupos sulfato tém um papel
importante na sua atividade bioldgica [81]. Além disso, a auséncia de antimicrobiana por
polissacarideos sulfatados obtidos a partir de algas marinhas pode ser atribuida a repulséo
entre a carga dos grupos sulfatados e a parede celular da bactéria e/ou producdo de enzimas
pela bactéria capaz de remover os polissacarideos da superficie celular [82].

Atualmente, as drogas disponiveis para tratamento das diarreias embora eficazes,
apresentam variados efeitos adversos. A loperamida, por exemplo, pode causar problemas
respiratorios, cardiacos, e até morte [83]. Nesse estudo, para avaliar a toxicidade da PLS-Gi,
seguimos as recomendacfes do Guideline 423 (2001) da OCDE [35]. De acordo com esse
protocolo, quando as informacBes disponiveis na literatura sugerem que a mortalidade é
improvavel em altas doses [74, 84, 85], o teste limite pode ser realizado. Desse modo, 0
estudo da toxicidade a PLS-Gi foi conduzido com a dose mais alta, e ndo foi observada morte
ou alteracbes clinicas e comportamentais. Do mesmo modo, nenhum sinal significativo de
toxicidade foi observado para polissacarideos sulfatados isolados de algas vermelhas Solieria
filiformis [84].

Além disso, foi observado que a PLS-Gi ndo alterou o peso corporal dos animais e 0
peso relativo dos 6rgdos, ambos, fatores importantes no estudo da toxicidade. A analise
histoldgica do coracdo, bago, figado, rim, érgdos sensiveis e/ou importante no metabolismo e

excrecdo de xenobiodticos, ndo apresentaram alteragdes significativas entre 0s grupos.
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Resultados similares foram observados para polissacarideos sulfatados obtidos de G. birdae
[74]. Em conjunto, esses resultados sugerem baixa toxicidade da PLS-Gi.

A resposta do corpo a substancias toxicas também é manifestada por mudancas
fisioldgicas, portanto, testes que avaliam a presenca de lesdo hepatica como AST e ALT séo
Uteis para determinar a extensdo do dano a esse Orgdo [85]. Da mesma forma, a ureia é
utilizada como um indicador da funcéo renal [86]. Nesse estudo, ndo foi observada alteracao
nos niveis de AST, ALT e ureia de camundongos tratados, corroborando os resultados obtidos
na analise histoldgica do figado e dos rins. De modo semelhante, Coura et al. [87] nédo
observaram mudancgas significativas nesses parametros ao avaliar os efeitos de polissacarideos
sulfatados extraidos de G. cornea.

De acordo com o protocolo 423 da OCDE, a PLS-Gi pode ser classificada na categoria
5 (substancia com DLsy superior a 2000 mg/kg) do Sistema Global Harmonizado (GHS).
Desse modo, a proxima dose a ser testada seria de 5000 mg/kg. No entanto, o estudo dessa

dose s6 é recomendado em casos excepcionais [35].

5. Concluséao

Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que os polissacarideos sulfatados obtidos
a partir da alga G. intermedia tém atividade antidiarreica em camundongos, alterando o0s
parametros fecais, inibindo o enteropooling, estimulando a atividade da Na'/K*-ATPase nos
enterdcitos 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 ligagcdo dessas toxinas ao GM1. Em conjunto, esses
resultados somados a baixa toxicidade oral aguda fornecem suporte cientifico para o uso da

PLS-Gi na prevengéo e/ou tratamento das diarreias.
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Figura 23. Diagrama do possivel mecanismo de acdo da PLS-Gi na diarreia
induzida por 6leo de ricino, toxina da célera e toxina produzida pela Escherichia coli
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. CONCLUSAO

A PLS-Gi apresentou bom rendimento e elevado grau de pureza apés a extra¢do. O
espectro da PLS-Gi revelou bandas atribuidas ao esqueleto de galactana e a sulfatacéo
no C-6 dos residuos de L-galactose.

A PLS-Gi demonstrou atividade antidiarreica no modelo de diarreia e enteropooling
induzido por oleo de ricino, e aumentou a atividade da Na’/K® - ATPase
gastrointestinal.

A atividade andiarreica da PLS-Gi é decorrente de sua acdo sobre o transito
gastrointestinal, a partir do blogueio de receptores colinérgicos.

A PLS-Gi ndo interferiu no esvaziamento gastrico, sugerindo que o efeito inibitrio
sobre a motilidade gastrointestinal ocorre apenas em nivel de intestino.

A PLS-Gi demonstrou efeito antissecretor no modelo de diarreia induzida pela TC,
inibindo a perda de agua e de ions cloreto a partir dos enterdcitos para o limen
intestinal.

A PLS-Gi néo apresentou efeito no processo normal de absorcéo 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 ligacdo da TC com 0s
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 concentracGes de 10 e 30 mg/mL ndo exerce atividade frente a E.coli.

A administracdo oral da PLS-Gi apresentou baixo potencial de toxicidade aguda,

podendo ser enquadrada na Classe 5 segundo 0 GHS.
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ANEXO |I. DECLARACAO DE APROVACAO DE PROJETO PELA COMISSAO DE
ETICA EM PESQUISA ANIMAL (CEPA).

Uriversioade Faderal do Ceara
Comisslo de Etica om Pesquisa Anvmad -~ CEPA
Rua: Coronel Numes de Melo, 1127 Rodota Tedtio
Cap: 80430-970 Fortaleza-CE
Tel: (86) 3366 8331 Fax: (B5) 3366.8335

DECLARACAO

Declaramos que o0 protocolo para uso de animais em oxpermentacio n®
11/2013, sobre o projeto inttulado: “POLISSACARIDEOS DE ORIGEM VEGETAL COM
POTENCIAL TERAPEUTICO SOBRE A DIARREIA AGUDA PROVOCADA POR
AGENTES QUIMICOS E TOXINAS BACTERIANAS", de responsabilidade de Jand-
Venes Rolim Medeiros e estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacao
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Expenmentagao Animal (COBEA)
Declaramos ainda que o referido projeto fol aprovado pela Comissao de Etica
em Pesquisa Animal ~ CEPA ~ em reunifio realizada em 24 de julho de 2013,

Fortaleza, 24 de julho de 2013

Profa. Dra. Nyla Nunes de Alencar
Coordenadora da Comiss8o ¢ Etica em Pesquisa Animal ~ CEPA

Profa, Ora. Myiane M, Nuees 42 Alencar

Coudenraton 4 CEPATE FRAMEDILFC
WAL SIAPE 215360



134

ANEXO Il. ARTIGO PUBLICADO NAINTERNATIONAL JOURNAL OF
BIOLOGICAL MACROMOLECULES

International Journal of Biological Macromolecules 97 (2017) 34-45

Cc its lists available at ScienceDirect

Biological
Maggmqls@alss

International Journal of Biological Macromolecules

= S

ELSEVI

R journal homepage: www . elsevier.com/locate/ijbiomac

Anti-diarrhoeal therapeutic potential and safety assessment of
sulphated polysaccharide fraction from Gracilaria intermedia seaweed
in mice

Ana Carolina M. Leédido?, Luis E.C. Costa®, Thiago S.L. Aratjo?, Douglas S. Costa?,

Nayara A. Sousa?, Luan K.M. Souza?, Francisca B.M. Sousa®, Manoel D.S. Filho?,

Daniel F.P. Vasconcelos?, Felipe R.P. Silva“, Kerolayne M. Nogueira®, Alyne R. Aratjo?,
Francisco Clark N. Barros™¢, Ana Lucia P. Freitas®, Jand Venes R. Medeiros *9:*

3The Northeast Biotechnology Network (RENORBIO), Federal University of Piaui, Teresina, PI 64049-550, Brazil

b Laboratory of Proteins and Carbohydrates of Marine Algae, Department of Biochemistry and Molecular Biology. Federal University of Ceard, Fortaleza, CE
60455-760, Brazil

© Biotechnology and Biodiversity Center Research, BIOTEC, Federal University of Piaui - CMRV, Parnaiba, Pl 64202-020, Brazil
4 post-graduation Program in Biomedical Sciences, Federal University of Piaui, Parnaiba, Pl 64202-020, Brazil
© Federal Institute of Education, Science and Technology of Ceard, Juazeiro do Norte, Cearaf 63040-540, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 15 September 2016

Received in revised form 8 December 2016
Accepted 2 January 2017

Available online 5 January 2017

Sulphated polysaccharides extracted from algae have been extensively studied for their diverse biologica
activities. Thus, the purpose of this study was to evaluate the chemical composition, the anti-diarrhoea
effect and acute toxicity of a sulphated polysaccharide fraction obtained from Gracilaria intermedia (SP-
Gi). Initially, the FT-IR of SP-Gi revealed to be an agaran with sulphation at C-6 of the L-galactosy| residues
The anti-diarrhoeal activity of SP-Gi was evaluated in a castor oil-induced diarrhoea model. The effects o
SP-Gi on enteropooling, Na *-K *-ATPase activity, gastrointestinal transit, and gastric emptying were ther
examined. Subsequently, the effect of SP-Gi on diarrhoea induced by cholera toxin (CT) and Escherichia col
was examined. In addition, an acute toxicity test was conducted in accordance with OECD guidelin¢

Keywords:
Sulphated macromolecules
Acute diarrhoea

Cholera 423, Pre-treatment with SP-Gi reduces the total faeces, total diarrhoeal faeces, and enteropooling. SP-G
Escherichia coli (30 mg/kg p.o.) increased Na*/K*-ATPase activity and reduced gastrointestinal transit through anticholin-
Toxicology ergic mechanisms. ELISA demonstrated that SP-Gi can interact with GM1 receptors and CT. SP-Gi reducec

diarrhoea induced by E. coli and prevented weight loss in the animals. Moreover, SP-Gi did not induct
any toxicity signs. These results suggest that SP-Gi is a possible candidate for the treatment of diarrhoea
illnesses.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved

1. Introduction

Diarrhoea is a gastrointestinal disorder characterised by
increased frequency of defaecation (three or more times per day),
more fluidity of faeces, and/or the presence of blood and mucous,
which can lead to electrolyte imbalance | 1]. Despite improvements
in public health and reduced mortality from diarrhoea in recent
years, this disease continues to be one of leading causes of death
among children less than five years of age worldwide [2].

* Corresponding author at: Av. Sdo Sebastido, 2819, 64202-020, Parnaiba, PI, Brazil.
E-mail address: jandvenes@ufpi.edu.br (JV.R. Medeiros).

http://dx.doi.org/10.1016/}.ijbiomac.2017.01.006
0141-8130/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

In developing countries, infectious diseases, includ-
ing enterotoxin-producing bacteria (Vibrio cholerae anc
Escherichia coli), enteroinvasive bacteria (Shigella and Salmonella)
parasites (Entamoeba histolytica and Cryptosporidium parvum), anc
viruses (Rotavirus) are the major causes of diarrhoea | 3]. Moreover
other factors may be responsible for diarrhoea, including drugs
anxiety, infectious agents and toxins, among others [4].

Oral rehydration solutions (ORS) are the first line of treat-
ment for diarrhoea worldwide. However, ORS currently available
are unable to reduce the duration and severity of diarrhoea [5]
Therefore, the growing demand for molecules with therapeu-
tic potential has led to increased interest in research involving
organisms of marine origin, due to their great biodiversity [6]
Of these molecules, the sulphated polysaccharides obtained from
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APENDICE A. PARAMETROS AVALIADOS NO ENSAIO DE TOXICIDADE
ORAL AGUDA (ADAPTADO DE BRITO, 1994).

PARAMETROS

SINAIS DE TOXICIDADE

ESCORES

ATIVIDADE GERAL

AVALIACAO DA ATIVIDADE GERAL
DO ANIMAL NA GAIOLA APOS
ESTIMULO

0— NAO SE MOVE
1- DA UM PASSO
2- MEIA-VOLTA NA GAIOLA
3- DUAS VOLTAS NA CAIXA
OU MOVIMENTO DE
ALERTA (PADRAO)
4- ANDA COM AGILIDADE

SISTEMA SENSORIAL

IRRITABILIDADE

RESPOSTA DO ANIMAL APOS
TOQUE OU SOPRO NA FACE

0—- AUSENTE
1 - PRESENTE

REFLEXO
PALPEBRAL

REFLEXO DOS OLHOS APOS
APROXIMACAO LENTA DE UMA
PINCA, MAS SEM O TOQUE

0 - OLHOS FICAM ABERTOS
1 - QUASE NAO SE MOVEM
2 - MOVEM-SE POUCO E
LENTAMENTE
3 - FECHAM PELA METADE
QUANDO A PINCA SE
APROXIMA
4 - FECHAM TOTALMENTE
QUANDO A PINCA SE
APROXIMA (PADRAO)

REFLEXO
AURICULAR

POSICAO DA ORELHA APOS
VARIOS ESTALOS CONSECUTIVOS,
QUANTO MAIS PROXIMA DA
CABECA MENOR SERA O REFLEXO.

0 - AUSENTE, ORELHA
COLADA A CABECA
1 - ORELHA LIGEIRAMENTE
COLADA NA CABECA
2 - ORELHA EM PE PELA
METADE
3 - ORELHA EM POSICAO
USUAL
4 - ORELHA TOTALMENTE
EM PE

APERTO DA CAUDA

RESPOSTA AO APERTO INTENSO
DA EXTREMIDADE DA CAUDA COM
UMA PINCA

0- NAO SE MOVE
1 - MOVE-SE LENTAMENTE
2 — MOVE-SE
RAPIDAMENTE
3 - MOVE-SE E PULA
(PADRAO)
4 -~ MOVE-SE, PULAE
CORRE

SISTEMA PSICOMOTOR

REFLEXO DE
ENDIREITAMENTO

RESPOSTA DO ANIMAL PARA
VOLTAR A POSICAO NORMAL
QUANDO E COLOCADO COM O

DORSO SOBRE UMA SUPERFICIE
(MAXIMO 15 SEG)

0 - NAO SE MOVE
1-VOLTA LENTAMENTE E
COM DIFICULDADE
2- VOLTA LENTAMENTE
3-VOLTA RAPIDO
4-VOLTA IMEDIATAMENTE
E COM AGILIDADE
(PADRAO)




CONTINUACAO - APENDICE C. PARAMETROS AVALIADOS NO ENSAIO
DE TOXICIDADE ORAL AGUDA (ADAPTADO DE BRITO, 1994)

PARAMETROS SINAIS DE TOXICIDADE ESCORES
FORCA PARA INTENSIDADE COM QUE O 0— NAO SE AGARRA
AGARRAR ANIMAL SE AGARRA A UMA 1-SE AGARRA, MAS EM
GRADE QUANDO ESTA TEM SUA | SEGUIDA LARGA A GRADE
POSICAO LEVEMENTE 2-SEGURA POR UM TEMPO,
MODIFICADA MAS CAl
3-SEGURA FIRMEMENTE,
MAS NAO SUPORTA E CAI
4-SEGURA FIRMEMENTE E
NAO CAI (PADRAO)
ATAXIA MOVIMENTOS DESORDENADOS 0 - AUSENTE (PADRAO)
DEVIDO A OSCILACOES ENTRE 1-PRESENTE
ESTADOS DE CONSCIENCIAE
INCONSCIENCIA
CONTORCAO MOVIMENTO VERMIFORME DO 0 - AUSENTE (PADRAO)
CORPO 1 - PRESENTE
SISTEMA NERVOSO CENTRAL
ANESTESIA AUSENCIA DE RESPOSTA AO 0 - AUSENTE (PADRAO)
ESTIMULO DOLOROSO COM 1- PRESENTE
PERDA DO REFLEXO DE
ENDIREITAMENTO
TREMORES OBSERVAR PRESENCA OU NAO 0 - AUSENTE (PADRAO)
1- PRESENTE
CONVULSAO OBSERVAR PRESENCA OU NAO 0 - AUSENTE (PADRAO)
1- PRESENTE
SISTEMA NERVOSO AUTONOMO
PILOERECAO ERECAO DOS PELOS DO CORPO 0 - AUSENTE (PADRAO)

1- ERECAO LEVE
2 - GRAU LIGEIRAMENTE
MAIOR QUE O ANTERIOR
3 - VISIVEL, MAS NAO
TOTALMENTE ERETO
4 - TOTALMENTE ERETO

PTOSE PALPEBRAL

PALPEBRAS FECHADAS OU
SEMIFECHADAS MESMO APOS O
ESTIMULO

0 - AUSENTE (PADRAO)
1- LIGEIRAMENTE
FECHADO
2 - SEMIFECHADO
3 - QUASE TOTALMENTE
FECHADO
4 - FECHADO

CIANOSE

PONTOS COM COLORAGCAO
ANORMAL NO CORPO,
SOBRETUDO NOS PES

0 - AUSENTE (PADRAO)
1- COR ESBRANQUICADA
2 - COR LEVEMENTE
AZULADA
3 - COR LEVEMENTE
ARROXEADA
4 - COR TOTALMENTE
ARROXEADA

DEFECACAO

NUMERO DE BOLOS FECAIS

NUMERO DE PELLETS DE
EXCRETAS

LACRIMACAO

PRESENCA OU AUSENCIA

0 - AUSENTE (PADRAO)
1- PRESENTE

MORTE
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APENDICE B.

PARAMETROS

HEMATOLOGICOS
CAMUNDONGOS APOS A ADMINISTRACAO DA PLS-Gi (2.000

DE

mg/kg, v.0.) .
PARAMETROS CONTROLE PLS-Gi (2.000 mg/kg, v.0.)
HEMATOLOGICOS
HEMACIAS (1x10%pL) 740,28 740,06
HEMATOCRITO (%) 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
LEUCOCITOS (1x10% pL) 4%0,25 5+0,30
PLAQUETAS (1x10% pL) 500+16,33 505+19,15

Os valores estdo expressos como média + EPM. ANOVA e Teste Turkey.
Volume corpuscular média (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média
(HCM), Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM).

APENDICE C. PARAME:I'ROS BIOQUIMICOS DE CAMUNDONGOS
APOS A ADMINISTRACAO DA PLS-Gi (2.000 mg/kg, v.0.).

PARAMETROS CONTROLE | PLS-Gi (2.000 mg/kg, v.0.)
GLICOSE (mg/dL) 101,545,6 103,446,0
TRIGLICERIDEOS (mg/dL) 89,0+3,0 85,98+1,9
COLESTEROL TOTAL (mg/dL) 104,745 4 96,0+6,7
UREIA (mg/dL) 38,97+0,35 39,56+3,01
TRANSAMINASE GLUTAMICO 56,50+4,95 60,5+7,77
OXALACETICA (U/L)

TRANSAMINASE GLUTAMICO 76,5+6,36 82+4,24
PIRUVICA (U/L)

BILIRRUBINA DIRETA (mg/dL) 6,2+2,0 6,842,6
PROTEINA TOTAL (g/dL) 6,3+0,8 6,6+0,9

Valores apresentados em médiaterro padrdo da média, n=6 animais por grupo.
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