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RESUMO

As doencas gastrointestinais (Gl) sdo um grave problema de saude publica
prevalentes em todo o mundo, e estima-se que em média 69% da populagédo sofre
algum tipo de distarbio de motilidade GI. A maioria dos farmacos disponiveis podem
provocar inimeros efeitos adversos, dentre eles os mais comuns sdo as dores
abdominais e o potencial cardiotoxico. O Ferulato de Etila (FE) é um fenilpropandide
derivado do é&cido fertlico, com atividades anti-inflamatéria e antioxidante. E
amplamente encontrado em vegetais e em graos (arroz e milho). O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do ferulato de etila sobre a motilidade gastrointestinal de
camundongos. Para isso, foram utilizados camundongos swiss (25-30 g) e realizado
0 teste propulsdo do carvao vegetal sobre o transito Gl normal, com o pré-
tratamento com atropina, verapamil e ondansetrona e sobre o retardo Gl induzido
por morfina. Além disso foi avaliado o efeito do FE sobre o esvaziamento géstrico.
Em sequida, avaliamos o efeito de FE em modelos de lleo Pés-Operatorio (IPO),
através de manipulacdo intestinal, onde foi analisado o transito Gl, niveis de
mieloperoxidase (MPOQO), nitrito (NO), superdxido dismutase (SOD), glutationa
reduzida (GSH) e malondialdeido (MDA) em amostras de ileo. Foi observado
aumento significativo do transito Gl normal de camundongos nos grupos tratados
com FE nas doses de 50 e 100 mg/kg (73,41 + 2,14 % e 67,82 + 3,68 %,
respectivamente) comparada com o controle veiculo (42,48 + 1,61 %), ndo havendo
diferenca significativa do grupo tratado com Tegaserode (73,03 + 3,3 %). Os testes
posteriores foram com FE na dose de 50mg/kg. O pré-tratamento com atropina inibiu
significativamente o efeito procinético do FE (60,20 + 2,34 %), quando comparado ao
grupo tratado apenas com FE (79,03 £ 4,12 %), sugerindo o envolvimento da
ativacdo muscarinica no efeito procinético. O pré-tratamento com verapamil reduziu
significativamente tal efeito (47,68 + 2,15 %), quando comparado ao grupo FE (76,83
+ 1,88 %), sugerindo envolvimento da ativacdo dos canais de célcio.O pré-
tratamento com FE néo foi capaz de reverter o retardo causado pela morfina sobre o
transito GI (17,35 + 2,07 %) quando comparado ao grupo morfina (17,08 £ 5,05 %),
isto sugere auséncia de antagonismo opidide quando comparado ao grupo pré-
tratado como a naloxona (54,13 + 10,44 %), por iSso outras vias de importante
funcdo no efeito de FE, podem estar envolvidas no efeito constipante da morfina.
N&o houve diferenca significativa entre o grupo FE (71,76 + 4,1%) o grupo pré-
tratado com Ondansetrona (72,18 * 5,76 %), sugerindo ndo envolvimento
serotoninérgico via ativacdo dos receptores 5-HT3; no efeito procinético de FE. Foi
possivel observar também que o FE (50mg/kg) nao altera o perfil de esvaziamento
gastrico nos animais, pois ndo houve diferenca significativa nas percentagens de
retencdo gastrica entre o grupo veiculo e o grupo FE. No modelo IPO, houve
reducéo significativa do transito gastrointestinal (52,31 = 3,18 %) no grupo veiculo,
guando comparado ao grupo sham (67,21 * 4,28 %). O tratamento com FE
restaurou o transito Gl (76,08 + 2,24 %), reduziu os niveis da MPO, NO e MDA,
houve aumento de SOD e GSH comparado ao grupo veiculo. O tratamento com FE
reduziu a inflamacdo induzida por IPO e elevou os niveis de antioxidantes
enddgenos. Este estudo demonstra o efeito précinético do ferulato de etila e sugere
gue pode ser uma alternativa para o tratamento de doencas que causam
hipomotilidade intestinal e prevencdo do IPO. No entanto, mais estudos sao
necessarios para melhor elucidagdo do mecanismo de acao.

Palavras-chave: Ferulato de etila. Fenilpropandide. Transito gastrointestinal. ileo
pos-operatorio.



ABSTRACT

Gastrointestinal (Gl) diseases are a serious public health problem prevalent
throughout the world, and it is estimated that on average 69% of the population
suffers some type of Gl motility disorder. Most of the available drugs can cause many
adverse effects, among them the most common are abdominal pain, and cardiotoxic
potential. Ferulic acid ethyl ester (FAEE) is a phenylpropanoide derived from ferulic
acid, with anti-inflammatory and antioxidant activities. It is widely found in vegetables
and grains (rice and corn). The aim of this study was to evaluate the effect of FAEE
on the gastrointestinal motility of mice. For this, swiss mice (25-30 g) were used and
charcoal propulsion test was performed on normal Gl transit, on pre-treatment with
atropine, verapamil and ondansetron and on Gl delay induced by morphine. In
addition, the effect of FAEE on gastric emptying was evaluated. Afterwards, we
evaluated the effect of FAEE on Postoperative ileus (POI) models, through intestinal
manipulation, where the Gl transit, myeloperoxidase (MPO), nitrite (NO), superoxide
dismutase (SOD), glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) in ileum samples.
A significant increase in normal Gl transit of mice was observed in FAEE-treated
groups at doses of 50 and 100 mg/kg (73.41 + 2.14 % and 67.82 + 3.68 %,
respectively) compared to vehicle control (42.48 = 1.61%), and there was no
significant difference in the group treated with Tegaserode (73.03 = 3.31%).
Subsequent tests were with FAEE at a dose of 50mg/kg. Pretreatment with atropine
significantly inhibited the prokinetic effect of FAEE (60.20 + 2.34 %), when compared
to the group treated with FAEE alone (79.03 + 4.12 %), suggesting the involvement
of muscarinic activation in the effect prokinetic. The pre-treatment of verapamil was
able to significantly reduce the prokinetic effect of FAEE (47.68 + 2.15 %), when
compared to the FAEE group (76.83 + 1.88 %), suggesting involvement of the
activation of the calcium. The pre-treatment with FAEE was not able to revert the
delay of morphine on Gl transit (17.35 £ 2.07 %) when compared to the morphine
group (17.08 £ 5.05%), this suggests absence of opioid antagonism when compared
to the pre-treated group such as naloxone (54.13 + 10.44 %), so where other
pathways of important function in the effect of FAEE, are involved in the constipating
effect of morphine. There was no significant difference between the FAEE group
(71.76 = 4.1%) and the pre-treated group with ondansetron (72.18 + 5.76 %),
suggesting no serotonergic involvement via activation of 5-HT3; receptors in the
prokinetic effect of FAEE. It was also possible to observe that FAEE (50mg/kg) does
not alter the gastric emptying profile in the animals, since there was no significant
difference in the percentages of gastric retention between the vehicle group and the
FAEE group. In the POI model, there was a significant reduction in gastrointestinal
transit (52.31 £ 3.18 %) in the vehicle group, when compared to the sham group
(67.21 = 4.28 %). FAEE treatment restored Gl transit (76.08 + 2.24 %), reduced
levels of MPO, NO and MDA, increased SOD and GSH compared to vehicle group.
FAEE treatment reduced IPO-induced inflammation and raised levels of endogenous
antioxidants. This study demonstrates the prokinetic effect of Ferulic acid ethyl acid
and suggests that it may be an alternative for the treatment of diseases that cause
intestinal hypomotility and prevention of IPO. However more studies are needed to
better elucidate the mechanism of action.

Keywords: Ferulic acid ethyl Esther. Phenylpropanoid. Gastrointestinal transit.
Postoperative ileus.
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1. INTRODUCAO

1.1 Problematizacéao

De acordo com a Organizacao Mundial da Saude (OMS) e com a Federacgéo
Brasileira de Gastroenterologia (FBG), € significativa a prevaléncia das doencas do
trato gastrointestinal na populacdo mundial e brasileira. Estima-se que em média
69% da populacdo em geral sofre algum tipo de doencga gastrointestinal. Dentre os
principais disturbios de motilidade estdo a diarréia, Sindrome do Intestino Irritavel
(SI), constipacdo, Dispepsia funcional (DF) e gastroparesia, doenca do refluxo
gastroesofagico (DRGE), ileo pos-operatorio (IPO), dentre outras (MORAIS, 2015;
OUYANG; CHEN., 2004; FARROKHYAR et al., 2006; CAMILLERI., 2013).

Os distarbios de motilidade gastrointestinal (Gl) sdo caracterizados por
sintomas agudos, recorrentes ou cronicos acompanhados de evidéncias objetivas de
transito Gl lento ou rapido ou obstrucéo do trato Gl significativa, em decorréncia de
propulsdo anormal de conteudo ou fungdes anormais em diferentes regides do
intestino, causando uma ampla variedade de sintomas, principalmente dores
abdominais, e ocorrem em qualquer parte do lumen do trato gastrointestinal.
(CAMILLERI, 2013; ALBUQUERQUE, 2015).

Pacientes com disturbios de motilidade Gl tém sua qualidade de vida afetada,
além de acarretar 6nus econémico tanto para o paciente como para 0s servi¢cos de
saude. O Ministério da Saude informou que em 2013 foram notificadas mais de 340
mil internacdes por doencas gastrointestinais no pais. Os gastos do Sistema Unico
de Saude (SUS) com as doencas gastrointestinais mostram que 0s custos com o
tratamento das doengas chegam a R$ 140 milhdes anualmente. Em consequéncia
desses disturbios, 217 mil trabalhadores precisam se afastar de suas atividades
devido a problemas gastrointestinais (DATASUS, 2013; LACY; WEISER, 2006).

As causas sdo as mais variadas, desde o comprometimento emotivo, idade
avancada, dieta, estado pos-operatorio, outras co-morbidades (doencas
neurolégicas, psiquiatricas, proctologicas, enddcrinas e metabdlicas), uso de
medicamentos com propriedades anticolinérgicas até o casos idiopaticos, sem
etiologia elucidada (LI et al., 2015).

Os farmacos atualmente disponiveis para tratamento das dismotilidades

gastrointestinais podem provocar inumeros efeitos adversos, principalmente dores
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abdominais e potencial cardiotéxico. Por isso faz-se necessério o desenvolvimento
de estratégias terapéuticas seguras para prevencdo e tratamento de tais sintomas
(GIUDICESSI; ACKERMAN; CAMILLERI, 2018)

Nesse contexto o ferulato de etila € um composto fendlico pertencente a
classe dos fenilpropandides amplamente presente em vegetais e graos como arroz e
milho, com ampla variedade de efeitos promissores principalmente anti-inflamatorio
e antioxidante (CUNHA et al., 2016; TSAI et al.,2015).

1.2 Generalidades do trato gastrointestinal

O trato gastrintestinal (TGI) € projetado para o processamento ideal do
alimento que nutre todos os sistemas organicos. O ducto alimentar é constituido por
esbfago, estdbmago (cardia, fundo, corpo, antro e piloro), intestino delgado (duodeno,
jejuno e ileo) e intestino grosso (ceco, coélon e reto) (Figura 1). Tais estruturas sao
tubos neuromusculares com esfincteres que transportam os alimentos ingeridos de
uma regido para outra. As contracfes peristalticas movem sélidos e liquidos do
esbfago para o estbmago, onde ocorre mistura dos nutrientes ingeridos em quimo e
esvazia para o duodeno. O movimento para frente e para tras do intestino delgado
maximiza a absor¢cdo de gordura, proteinas e carboidratos e as contracdes
peristalticas sdo necessarias para o funcionamento do colon e defecacdo (RAO,
2010; KOCH; BITAR; FORTUNATO, 2012; MORAIS, 2015; KAHRILIS;
PANDOLFINA, 2010).

Diferentes regides do trato Gl possuem diferentes tipos de contracdes. As
contracbes tonicas sdo mantidas por minutos ou horas, ocorrem em alguns
enfincteres e na porcao proximal do estbmago. E as contragdes fasicas séo ciclos de
contracao-relaxamento que duram alguns segundos, presentes na porcao distal do
estdbmago e no intestino delgado (TORNBLOM et al., 2015; KUSANO et al., 2014).
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Figura 01: Estruturas que constituem o trato gastrointestinal
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Fonte: (MATOS, 2015)

1.3 Neurofisiologia entérica

A motilidade GI é regulada por uma complexa rede neuronal autonémica
intrinseca, o sistema nervoso entérico (SNE), e extrinseca através de inervacéo
simpatica e parassimpatica (Figura 02). O SNE é classificado como sendo a terceira
divisdo do sistema nervoso autonémico (SNA), o qual mantém intimas interconexdes
com as divisbes simpéatica e parassimpatica do SNA (GIBBINS, 2013).

O componente simpatico atua através do neurotransmissor noradrenalina, e é
responsavel por causar o retardo no TGl devido a presenca majoritaria de
receptores 2-adrenérgicos, que acoplados a proteina G estimulatéria (Gs), estimula
e enzima ciclase de adenilil (AC) a produzir monofosfato de adenosina ciclica
(AMPc), que no musculo liso intestinal € inibitério (BOMBARDI et al., 2013)

O componente parassimpatico atua através do nervo vago, e seu
neurotransmissor, a acetilcolina, estimula o TGI, onde ha grande quantidade de
receptores muscarinicos do tipo M3z (FURNESS et al., 2014; GIBBINS, 2013;
SOBCZAK et al., 2014). A ativacao desses receptores muscarinicos induz ativacédo
de fosfolipase C (PLC), que cliva fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,) em diacilglicerol

(DAG) e trifosfato de inoositol (IPs), e consequente mobilizacdo de Célcio (Ca")
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extracelular e intracelular. O Ca* liberado de estoques intracelulares é o principal
gatilho para a contracdo do musculo liso (WEGENER et al., 2006; MORAIS et al.,
2015).

O sistema nervoso entérico (SNE) € a rede neuronal que supre o trato
digestivo e medeia atividade reflexa complexa no TGI de forma independente do
sistema nervoso central (SNC). Os processos de informacéo do SNE de receptores
sensoriais, regula atividades de reflexo neural e coordena o complexo padrédo de
motilidade no TGI responséavel pela mistura, movimentos propulsivos e as funcées
secretoras. Os neurbnios sensoriais extrinsecos passam pelos nervos aferentes
espinhais e vagais, transmitindo informa¢des ao SNC. As fibras eferentes simpaticas
(inibitéria) e parassimpaticas (excitatoria) em sinapse dos sistemas nervosos com
fiboras nervosas no SNE, modulam a atividade motora. Portanto, devido a sua
complexa rede neuronal e fungdes diversificadas, o SNE é referido como o cérebro
do TGI (VISCUSI, 2009; GIBBINS, 2013; TORNBLOM et al., 2015).

Figura 02: Controle Extrinseco e Intrinseco da motilidade Gastrointestinal

Extrinseco

Intrinseco

Corte transversal da parede intestinal

Células intersticiais de Cajal (CIC)

. Inervacdo parassimpatica
-~ Excitatoria para o musculo ndo),

~
e -

| Inervagdo simpatica
| Excitatoria para os

I esfincteres, inibitéria
para o musculo ndo
esfinctérico (via saida
dos nervos espinhais
Ts-10)

As células dos musculos lisos
modulam o reflexo peristéltico

Fonte: (BHARUCHA; MIBBS, 2013)
O SNE compreende os plexos nervosos intrinsecos do TGl, e divide-se em:

Plexo mioentérico e plexo submucoso (Figura 03). A localizacdo do plexo
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mioentérico (Auerbach), entre a camada muscular longitudinal e circular da parede
intestinal, prediz o seu controle na atividade motora gastrointestinal e estimulo dos
movimentos peristalticos. O plexo submucoso (Meissner) localizado na submucosa
da parede intestinal, controla secrecdo, absor¢do, transporte de liquidos e o fluxo
vascular (SOBCZAC et al., 2014).

Trés tipos de neurbnios medeiam a regulacao de fungdes do SNE: neurbnios
sensoriais, interneurdnios e neurénios motores (Figura 03). Os neurdnios sensoriais
entéricos recebem informacdo dos receptores sensoriais no epitélio intestinal,
mucosa e muscular. Interneurénios servem como condutores entre o neurénio motor
e sensorial e entre diferentes neurdnios motores para permitir que o SNE funcione
como uma rede de intercomunicacdo nos plexos intestinais. Os neurdnios motores
excitatorios e inibitérios funcionam em conjunto para promover peristaltismo efetivo
através da interacdo e controle de células musculares lisas, células epiteliais,
glandulas, e vasos sanguineos (VISCUSI, 2009; SOBCZAC et al., 2014).

Figura 03: Camadas da parede gastrointestinal e localizacéo dos plexos do sistema
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1.4 Motilidade gastrointestinal

Os ciclos de contracdo e relaxamento sdo associados com ciclos de
polarizagdo e despolarizagédo conhecidos como potenciais de ondas lentas. Quando
um potencial de onda lenta atinge um limiar, canais de calcio presentes nas fibras do
musculo liso sdo abertos, o célcio entra e a célula dispara um ou mais potenciais de
acdo. As ondas lentas sdo originas em uma rede de células chamadas de células
intersticiais de Cajal(CIC), também conhecidas como marcapasso do intestino.
Essas células estdo localizadas entre as camadas musculares lisas circulares e
longitudinais ao nivel do plexo mioentérico, e tem mostrado um papel crucial no
controle nervoso da motilidade juntamente com o controle muscarinico (TOBIN;
GIGLIO; LUNDGREN, 2009).

A motilidade gastrointestinal é regulada por um grande numero de
substancias incluindo a acetilcolina (ACh), taquicininas (TK), serotonina (5-HT),
oxido nitrico (NO), trifosfato de adenosina (ATP), peptideo vasoativo intestinal (VIP),
substancia P (SP), neuropeptidio Y (NPY), opidides enddgenos, noradrenalina (NA)
e dopamina (DA), peptideos gastrointestinais como gastrina e grelina, muitos dos
guais tem suas funcdes ainda parcialmente determinadas (SOBCZAC et al., 2014;
MEERVELD et al., 2011).

Na juncédo efetora do musculo liso Gl, acetilcolina (ACh), serotonina (5-HT) e
taquicininas apresentam, na maioria das vezes atividade excitatoria sobre a
motilidade GIl. Os neurotransmissores como VIP, GABA, ATP e NO exercem
geralmente uma acéao inibitoria sobre a atividade motora GI (MARQUES, 2015).

A acetilcolina (ACh) é o principal neurotransmissor do SNA parassimpatico, e
€ um dos mais importantes reguladores da motilidade gastrointestinal. Quando
liberada das terminacbes nervosas, aumenta contracdo muscular lisa
gastrointestinal, principalmente por ativacdo dos receptores M3z (GIBBINS, 2013;
HONS et al., 2013).

Os receptores M, e M3 estdo envolvidos sinergicamente na resposta contratil
do musculo liso Gl. Receptores M3 interagem com a proteina Gg para desencadear
a hidrolise dos fosfolipideos de membrana através da ativacdo da PLC e aumenta a
mobilizacdo de Ca* intracelular, o que promove a contracdo direta do musculo liso
Gl. Em contraste, os receptores M, ligam-se a proteina Gi para inibir a enzima

ciclase de adenilil (AC). A subunidade By da proteina Gi modula os canais de
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potdssio ativados por célcio neutralizando qualquer estimulo hiperpolarizante e
potencializando a liberagcdo de célcio intracelular (TOBIN; GIGLIO; LUNDGREN,
2009; EHLERT; OSTROM; SAWYER, 1997; TANAHASHI et al., 2013).

A noradrenalina (NA), principal neurotransmissor do SNA simpético ativa de
forma ténica os receptores adrenérgicos 3, que estimulam a enzima AC a produzir
AMPc que é inibitorio Gl, induzindo diminuicdo da motilidade da musculatura lisa Gl
(KUSANO et al., 2014).

A Serotonina (5-HT) é um neurotransmissor de grande importancia na
regulacdo da funcdo motora intestinal. 95% do total de serotonina de todo o
organismo € encontrada no TGI. A serotonina € responsavel por promover
potenciais excitatorios pos- sinapticos rapidos ou lentos em neurdnios entéricos a
depender do microambiente farmacolégico intestinal (GERSHON, 2013).

Receptores 5-HT; sdo canais de céations que medeiam respostas rapidas de
despolarizacéo propensas a dessensibilizacdo com ativacdo agonista prolongada. O
complexo receptor € composto por cinco subunidades que cercam o canal ibnico
integral em um arranjo anelar. Os receptores 5-HT3 possuem sitios moduladores
alostéricos que influenciam a funcdo do receptor. Os receptores 5-HT3; e 5-HT4
promovem a liberagdo de ACh do plexo mioentérico, elicitando peristaltismo
(BARNES et al., 2015; GERSHON, 2013).

A substancia P liberada por neurdnios entéricos estimula a despolarizacao e a
geracdo de ondas lentas espontaneas pelas células intersticiais de cajal e facilita a
contracao ritmica e espontanea do musculo liso intestinal. A ativacdo de neurdnios
entéricos inibitérios e a consequente liberacdo do oxido nitrico (NO) e do peptideo
vasoativo intestinal (VIP) amplifica a inibicAo da geracdo de ondas lentas
espontaneas pelas células intersticiais de cajal, inibindo a contracdo e promovendo
relaxamento muscular intestinal (OLSSON; HOLMGREN, 2001).

A acdo da maioria dos neurotransmissores sobre o musculo liso Gl é
efetivada através da mobilizacdo do calcio (extracelular e intracelular), transcri¢éo de
canais de Ca*" e/ou proteina, condutancia do potéssio intracelular e dos niveis de
AMPc e GMPc intracelular (CATTERALL, 2011).

Existem duas fontes de calcio na célula: uma extracelular, que permite o
influxo de Ca®" para o citoplasma através dos canais de célcio dependentes de
voltagem (CaV) e outra intracelular, compreendendo os estoques intracelulares,

principalmente o reticulo sarcoplasmatico (RS), que liberam Ca®" para o citosol. A
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entrada de Ca* no musculo liso é controlada, sobretudo, pelo potencial de
membrana, uma vez que este determina a abertura de CaV (CATTERALL, 2011).

Os receptores opidides tem importante funcdo na regulacédo do transito Gl:
transporte de eletrdlitos e fluidos da mucosa e manutengdo da homeostase Gl. Os
receptores u e ® sdo os principais receptores opidides no trato gastrointestinal, sdo
acoplados a proteina G inibitéria (Gi) e estdo localizados predominantemente nos
plexos submucoso e mioentérico (WILLIAMS et al., 2013).

Ambos os receptores causam a dissociagao das por¢des a e By da proteina
Gi, e consequente hiperpolarizacdo da membrana através da ativacao dos canais de
potassio (K*). Além da ativacido direta de canais de K*, a ativacdo de receptores
opioides também causa inibicdo de canais de Ca®" e ciclase de adenilil (AC) e,
portanto, diminuicdo da liberacdo de neurotransmissores excitatorios (GALLIGAN;
AKBARALI, 2014; NELSON; CAMILLIERI, 2016).

1.5 Disturbios de motilidade gastrointestinal

A diarreia € uma condicdo patolégica onde o individuo apresenta cerca de
trés ou mais evacuacdes diarias, seguidas de alteracdo na consisténcia das fezes,
geralmente de pastosas a liquidas, sendo que em casos graves onde ha a presenca
de muco ou sangue, esta passa a ser denominada de disenteria (AWE et al., 2011).
A OMS (Organizacdo Mundial da Saude) juntamente com a UNICEF (Fundo das
Nacoes Unidas para Infancia) estima que ocorra cerca de 1 bilhdo de casos ao ano,
com indice de mortalidade em torno de 3 milhdes de pessoas por ano,
principalmente criancas de até cinco anos de idade e idosos (ARAUJO et al., 2015;
UNICEF, 2015).

Dispepsia funcional (DF) e gastroparesia sdo dois comuns disturbios de
motilidade gastrica. A DF é caracterizada por sintomas de saciedade precoce pos-
prandial, dor epigastrica e ardor. A gastroparesia é definida como severo retardo de
esvaziamento gastrico na auséncia de obstrucdo mecéanica. As principais
fisiopatologias da dispepsia funcional e gastroparesia incluem hipersensibilidade
visceral, acomodacdo gastrica prejudicada e motilidade gastrica prejudicada
(hipomotilidade antral, coordenacgéo prejudicada, disritmia gastrica e esvaziamento
gastrico retardado) (YIN; CHEN, 2010).
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A doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE), é caracterizada pelo retorno
passivo do conteudo gastrico (acido, pepsina, etc.) para o es6fago causando
sintomas de azia, regurgitacdo acida, inflamacdo da mucosa e ferimentos. O
desenvolvimento da DRGE é geralmente associado a uma diminuigdo da presséo no
Esfincter esofagico inferior, aumento no relaxamento esofagico e diminuicdo da
capacidade de depuracao esofégica. Os sintomas relacionados a doenca do refluxo
gastroesofagico (DRGE) sédo extremamente comuns, visto que aproximadamente
20% dos adultos apresentam pirose e/ou regurgitagcdo pelo menos uma vez por
semana e 40%, mensalmente (FRAGA; MARTINS, 2012)

A sindrome do intestino irritavel (Sll) € uma desordem gastrointestinal
funcional caracterizada por dor e desconforto abdominal e alteracdes do habito
intestinal. Sensacdes de desconforto (inchaco), distensdo e defecacdo desordenada
(com estados diarréicos e estados constipantes) sdo caracteristicas geralmente
associadas. A maior prevaléncia € observada na faixa etaria entre 30 e 50 anos, com
idade média de 40 anos. Apesar de ser tradicionalmente relacionada ao sexo
feminino, estudos recentes apontaram para aumento da incidéncia desta sindrome
entre os homens. No Brasil, a Sll afeta, aproximadamente, 10% a 15% da
populacdo, com reducdo dessa proporcdo apos 60 anos. A apresentacado clinica
mais prevalente € a constipacdo (SAHA, 2014; WGO, 2015).

A constipacéo intestinal (Cl) esta entre as cinco desordens gastrointestinais
mais comuns diagnosticadas pelos médicos. E caracterizada por frequéncia de
evacuacao inferior a 3 vezes por semana, fezes grumosas ou duras, esforco
evacuatorio e sensacdo de evacuacdo incompleta. Pode ser aguda ou cronica,
sendo a constipacao cronica definida como a duracéo superior a trés meses (GRAY,
2011; GALVAO-ALVES, 2013 OLIVON et al., 2016). O disttrbio tem como sintomas
o desconforto abdominal, inchaco e distensdo, sensacdo de obstrucdo anorretal
durante a evacuacdo e necessidade de manobras manuais, e pode causar
complicacBes como hemorrdéidas, fissuras, prolapso retal, sangramento anal, dor ao
evacuar, entre outras (COSTILLA; FOXX-ORENSTEIN, 2014; BHARUCHA et al.,
2013; JESUS; DINIZ, 2017; SBAHI; CASH, 2015).
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1.5.1 ileo pés-operatério (IPO)

O ileo po6s-operatério (IPO) é definido como uma cessacdo transiente da
motilidade intestinal apds intervencdo cirlrgica, que leva a estase de contetdo
intestinal (FARRO et al., 2016).

Para a maioria dos pacientes, a duracao € de aproximadamente 3-5 dias com
aumento da dor pds-operatéria, nauseas e voOmitos, distensdo abdominal e
intolerancia a alimentacdo oral. Alguns pacientes sofrem com a hipomotilidade Gl
por um periodo de tempo maior, o que sédo dificeis de tratar, retarda a recuperacéo
do paciente, aumenta a morbidade poOs-operatéria e prolonga a permanéncia no
hospital (LI et al., 2013; BOECKXSTAENS; DE-JONGE., 2009; RAMIREZ et al.,
2013).

A patogénese do IPO é multifatorial e decorre da falha na regulagdo
neurohumoral da motilidade GI, que pode ser causada por anestesia e manipulacéo
mecanica do intestino durante a cirurgia. Atualmente duas fases principais foram
identificadas: Fase neurogénica inicial de curta duracdo, seguida pela fase
inflamatoria de duracao prolongada (ZHANG et al., 2012)

A fase neurogénica é caracterizada pelo desequilibrio no sistema nervoso
autondmico: Trata-se de um reflexo inibitorio espinal com hiperativacdo simpatica. A
incisdo da pele e a abertura da parede abdominal desencadeiam um estimulo
nociceptivo que, pela ativacdo do sistema simpatico, e inibicdo do sistema nervoso
parassimpatico, leva a liberacdo de noradrenalina e a inibicho da motilidade
intestinal (MUELLER et al.,, 2011). Ao final da cirurgia, seria de esperar que a
auséncia de estimulos nociceptivos levasse o intestino a recuperar a sua motilidade
normal, contudo, a adinamia intestinal perpetua-se devido a existéncia de uma fase
inflamatéria (GOULART; MARTINS, 2010).

A fase inflamatéria € caracterizada pela ativacdo de macréfagos residentes na
camada muscular externa da parede intestinal, que liberam citocinas inflamatérias
(TNF-qa, IL-1 e IL-6), quimiocinas (CCL2) e ativam moléculas de adesdo (ICAM-1).
CCL2 e o ICAM-1 recrutam leucécitos que juntamente com os macrofagos
residentes ativados, aumentardo a liberacdo de Oxido nitrico (NO)
(BOECKXSTAENS; DE-JONGE, 2009). Os macréfagos residentes e os leucdcitos
recrutados produzem grandes quantidades de Oxido nitrico (NO) e prostaglandinas

(PGs), por meio de Oxido Nitrico Sintase induzivel (iINOS) e Ciclo-oxigenase-2



26

(COX-2) respectivamente, que impedem a contragdo das fibras musculares lisas da
parede intestinal (VAN BREE et al., 2013).

Farro e colaboradores (2016) identificaram ainda uma terceira fase no
desenvolvimento do IPO caracterizada pelo desequilibrio na neurotransmissao
colinérgica e nitrérgica, que persistem mesmo apés a recuperacao da contratilidade
da camada muscular intestinal.

Os fatores capazes de prolongar o IPO incluem as anormalidades eletroliticas
e metabdlicas (em especial a hipocalemia), uso de medicamentos (p. ex., opiaceos)
e infecgdes (p. ex., peritonite). Atualmente, uma abordagem multimodal (p. ex., uso
de quantidades minimas de analgésicos narcoticos; uso de antagonistas de receptor
de opiaceo de acédo periférica; analgesia epidural continua com anestésicos locais),
séo preconizadas para minimizar o IPO (GOMEZ; PARKMAN., 2009).

1.6 Tratamentos farmacologicos para disturbios de motilidade Gl

Em casos de hipermotilidade GI, como na diarréia, os farmacos de escolha
utiizados para tratamento quando o agente etiologico ndo é um microorganismo, sao
os farmacos hipocinéticos, que reduzem a motilidade gastrointestinal. Entre eles, a
loperamida (IMOSEC® - Europa e América/ IMODIUM® Asia e Africa) merece
destaque pela facilidade de compra, preco baixo e eficiéncia farmacologica. O
farmaco € um agonista dos receptores | opidides acoplado a proteina G inibitoria
(Gi) presentes no plexo mioentérico do intestino (REGNARD et al., 2011; AL-
HASANI; BRUCHAS, 2011). As principais limitacbes para a prescricdo da
loperamida séo: boca seca, retencéo de liquidos, além da reducédo do esvaziamento
gastrico, o que pode levar a episédios de nauseas e vOmitos, e principalemnte
constipacdo (SCHILLER, 2005).

Farmacos proécinéticos estimulam direta ou indiretamente a funcdo do
musculo liso, ativando neurdnios aferentes primarios intrinsecos localizados no plexo
mioentérico que desempenham um papel importante no controle do esvaziamento
gastrico e do transito do intestino delgado e grosso (QUIGLEY., 2017).

Os agonistas colinérgicos foram os primeiros farmacos a serem utilizados
como procinéticos. No entanto, devido a n&o-seletividade aos receptores
muscarinicos (M3 musculo liso intestinal e M2 cardiaco) e consequente toxicidade

cardiaca, a eficacia do betanecol e dos anticolinesterasicos (neostigmina,
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piridostigmina) foi pouco impressionante, logo sendo substituidos por compostos
mais seletivos (QUIGLEY, 2017; LACY; Z. H. HUSSAIN; MEARIN, 2014).

Os farmacos antagonistas dopaminérgicos tém como protétipos a
metoclopramida (acdo periférica — procinética - e central) e domperidona (acéo
periférica procinética). As agdes centrais incluem: sonoléncia, irritabilidade, reac6es
distbnicas (Discinesia) e sintomas extrapiramidais (SCHEY et al., 2016). Uma
revisdo sistematica demonstrou que domperidona aumenta o risco de arritmia
cardiaca e morte subita. Ambas podem causar galactorréia em individuos saudaveis
(FROMMEYER et al., 2017). Além disso, os efeitos colaterais relacionados ao seu
uso incluem boca seca, dores de cabeca, hiperprolactinemia e irregularidades
menstruais (CAMILLERI et al., 2013).

Cisaprida, bromoprida, tegaserode e prucaloprida s&o agonistas
serotoninérgicos 5-HT, com potentes efeitos serotoninérgicos. Porém, cisaprida e
tegaserode foram retirados do mercado devido potencial arritmogénico cardiaco e
prucaloprida demonstrou causar dor de cabeca, nauseas, dor abdominal, e diarréia,
em um estudo randomizado (TACK et al., 2013). Em funcéo da retirada da cisaprida
do mercado, nos ultimos anos houve um aumento na prescricdo de metoclopramida
em alguns centros (TOPOROVSKI, 2009).

Outra classe de compostos que tem mostrado efeito procinético sdo o0s
agonistas da grelina (relamorelina e ulimorelina). Receptores de grelina sao
acoplados a proteina Gq (GPCR), e a sua ativacdo no musculo liso intestinal
promove influxo de Ca**através da ativacdo de PLC e clivagem de PIP, em DAG e
IP; (ALEXANDER et al 2017). E conhecido por seu importante papel na saciedade.
Até a data, a ulimorelina mostrou-se promissora na gastroparesia diabética e ileo
pos-operatorio (EJSKJAER et al., 2010; WO et al., 2011).

Uma outra abordagem interessante que esta sendo estudada € a regulacéo
negativa dos macréfagos residentes e, assim, prevenir 0 aparecimento da cascata
inflamatoria através da via anti-inflamatéria colinérgica. O aumento do ténus vagal
reduz a inflamacdo induzida pela manipulacdo intestinal. Isto € mediado pelos
receptores nicotinicos alfa 7 de acetilcolina (alfa7-nACh) dos macréfagos residentes
e receptores 5-HT,4 (5-HT4). A ativacao dos receptores 5-HT, resulta no aumento da
liberagcdo de acetilcolina pelos neurdnios colinérgicos sistémicos. Isso permite a
ativacdo dos receptores alfa7-nACh em mondcitos e macréfagos e, portanto, reduz a

resposta inflamatoria. Por isso, a ativacdo da via anti-inflamatéria colinérgica ou
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mimetismo do seu efeito por agonistas de a7nAChR pode representar uma nova
abordagem terapéutica para prevencao do IPO (BOECKXSTAENS; DE-JONGE.,
2009; MUELLER., 2011; VENARA, et al., 2016).

1.7 Plantas Medicinais, seus metabdlitos e derivados

Planta medicinal é qualquer planta utilizada diretamente ou como fonte de
uma droga para aliviar, prevenir ou curar uma doenga ou alterar os estados
fisioldgicos ou patolégicos do processo saude-doenca. Nesse sentido, chas, pos,
tinturas e outras formas de preparagfes herbais sao utilizadas para tratamento das
mais diversas enfermidades (SILVA, 2016).

Oleos essenciais sdo misturas de constituintes volateis de origem vegetal
produzidos como metabdlitos secundarios de plantas aromaticas, com baixo peso
molecular, caracterizados por forte odor e obtidos por hidrodestilagéo ou a vapor, ou
por processo mecanico ou destilacdo a seco (BAKKALI et al.,, 2008; TUREK;
STINTZING, 2012).

Os Oleos essenciais tém sido apontados como importantes antioxidantes
devido a atividade tamponadora de radicais livres de seus constituintes fendlicos
(fenilpropandides, flavonoides e terpenoides) que agem seja por via direta, ao ligar-
se com o proprio radical livre ou de maneira indireta, ao quelar metais importantes
para o processo de producdo do radical livre, e portanto, tém sido propostos na
terapéutica da doenca de Alzheimer, cancer, diabetes, asma, doenca de Parkinson e
inflamacdo (AMORATI; FOTI; VALGIMIGLI, 2013).

1.8 Fenilpropandides e o acido ferulico

Os fenilpropanoides representam a maior classe de metabdlitos secundarios
(KORKINA, 2007; VOGT, 2010). Consistem em um anel fendlico ligado a uma
cadeia alquil, geralmente de trés carbonos, de onde deriva o nome “fenilpropandide”
(C6-C3). Esta estrutura pode ainda ter substituintes ligados ao anel fendlico (alquilas
e hidroxilas especialmente) ou ainda combina¢des da estrutura basica, formando
oligbmeros com estrutura (C6-C3-C6) n (HARMATHA et al., 2011) (Figura 04). Séo
sintetizados a partir do aminoacido fenilalanina que é convertido em acido cinamico,

a posterior reducdo do grupo carboxila deste gera um aldeido (cinamaldeido) e
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reducdes subsequentes monolignéis (fenilpropenos, como eugenol e safrol) (VOGT,
2010; SA et al, 2014).

Figura 04 — Estrutura quimica dos fenilpropandides.

Fonte: SA et al., 2014

Os fenilpropandides e seus derivados estdo entre os componentes ativos
mais comuns de alimentos, aromas, fragrancias, vinhos, 0leos essenciais, cervejas e
diversos segmentos da medicina tradicional chinesa. Estes compostos dietéticos
demonstraram atividade antioxidante, anti-inflamatoria, cardioprotetora e
anticancerigenas (VOGT, 2010; GARRIDO et al., 2012). Tal cardioprotecéo
caracteristica pode ser benéfica em comparacdo aos procinéticos disponiveis que
causam cardiotoxicidade (BADARY et al., 2006; SA et al, 2014).

O acido ferulico é um fenilpropandide derivado do acido cinamico que, em
estudos anteriores apresentou atividade anti-inflamatéria e antioxidante in vitro, mas
devido a sua baixa lipofilicidade ndo expressou 0s mesmos resultados in vivo,
apresentando pequena biodisponibilidade e estabilidade (SCAPAGNINI et al, 2004).
Diante de dificuldades farmacocinéticas e farmacodinamicas faz-se necessaria a
modificacdo estrutural a fim de preservar os efeitos farmacolégicos e ao mesmo
tempo melhorar o perfil de absorgdo, distribuicdo e especificidade da substancia
(GAUTAM; JACHAK, 2009). Os derivados estéricos do &acido ferulico, como o
ferulato de etila, possuem maior poder antioxidante, evidenciando a importancia da
modificacdo na molécula (ANSELMI et al, 2004).

1.9 Ferulato de etila

O ferulato de etila (etil-3-hidroxi-4-metoxicinamato - C;2H1404) € um
fenilpropandide, derivado esterificado do acido ferdlico, amplamente presente em

vegetais e especialmente em grdos como arroz e milho (Figura 05). A classe
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constituida por derivados esterificados do acido ferdlico, da-se o nome de fitoésteres

ferulatos, da qual o ferulato de etila faz parte (ZHANG et al, 2010).

Figura 05: Estrutura molecular do Ferulato de Etila (C12H1404)

OCHs

HO

/ OCH,CH;

0]

Fonte: (Cunha et al., 2016)

Estudos in vitro demonstram efeitos promissores do acido ferdlico: anti-
inflamatorio, antioxidante, antitrombatico, anti-cancer, neuroprotetor e cardioprotetor
(GHOSH, 2017). Quando aplicado na pele, tem uma atividade fotoprotetora. No
entanto, tem natureza hidrofébica, sendo um composto oxidavel e fotossenssivel, o
gue leva a uma baixa biodisponibilidade com consequente efeito minimo in vivo
(SULTANA, 2012; ZHANG et al., 2015; NADAL, 2016).

Estudos tém demonstrado que os derivados estéricos do acido ferulico
exercem atividade tamponadora de radicais livres e preventiva na formacédo dos
mesmos principalmente através do aumento na expressdo de proteinas
antioxidantes como glutationa (SULTANA, 2012).

O Ferulato de etila tem peso molecular de 222,24 daltons, pKa de 9,98 e
maior polaridade entre os derivados estéricos do acido ferdlico (log P de 2,24), o
ferulato de etila, apesar de possuir poucos substituintes antioxidantes no anel
aromatico e na cadeia lateral alquila, possui boa permeabilidade nas membranas
bioldgicas, justificando assim seu melhor perfil antioxidante em relacdo ao acido
ferdlico (NENADIS; ZHANG; TSIMIDOU, 2003).

A presenca do grupo éster no ferulato de etila atribui-lhe maior lipofilidade em
relacdo ao acido ferdulico, atribuindo-lhe maior capacidade de permeio nas barreiras
biol6gicas (SULTANA, 2012). A farmacocinética do ferulato de etila é pouco

conhecida, mas acredita-se que esta substancia seja clivada ou por acdo da
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microflora intestinal ou mesmo por enzimas plasméticas e hepaticas dando assim
origem ao seu precursor (acido hidroxicinamico) que sofre conjugacéo e por fim é
eliminado através da urina e fezes (BOLLING et al, 2011).

Quanto a toxicidade, a maioria dos estudos remete a avalia¢des in vitro em
populacbes de células especificas (fibroblastos, astrocitos e macréfagos). Em
neurbnios e astrocitos, por exemplo, o ferulato de etila em diferentes concentracdes
apresentou citotoxicidade apenas na concentracéo de 50 uM resultando na redugéo
da viabilidade em 63% e 82% em astrocitos e neurbnios respectivamente
(SCAPAGNINI et al, 2004). Dados de toxicidade in vivo foram encontrados na
descricao da substancia de uma industria quimica (ClearSynth®) que o sintetiza,
relatando as doses letais médias por via oral para coelhos (3200 mg/kg), ratos (980
mg/kg) e camundongos (300 mg/kg) (CUNHA, 2015).

Diante do contexto dos disturbios gastrointestinais e dos efeitos adversos
causados pelos atuais tratamentos disponiveis, faz-se necessario o desenvolvimento
de novos agentes terapéuticos, e por isso optamos por estudar o efeito do ferulato

de etila sobre a motilidade gastrointestinal.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

v' Avaliar o efeito do ferulato de etila (FE) sobre a motilidade gastrointestinal de

camundongos

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v Investigar o efeito do FE sobre o transito gastrointestinal normal de
camundongos.

v' Avaliar o efeito do FE sobre o retardo gastrointestial induzido por: atropina,
verapamil, morfina e ondansetrona.

v’ Verificar o efeito do FE sobre o esvaziamento gastrico de camundongos.

v' Em modelo de ileo pés-operatério (IPO):

o Avaliar o efeito do FE sobre o transito gastrointestinal
o Analisar o efeito do FE sobre os niveis de mieloperoxidade (MPO)
o Analisar a capacidade antioxidante do FE, verificando:

= Niveis de Nitritos (NOXx)

= Niveis de Superoxido dismutase (SOD)

= Niveis de Malondialdeido (MDA)

= Niveis de Glutationa Reduzida (GSH)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados Camundongos Mus musculus (Linhagem Swiss) machos e
fémeas pesando de 25-30g provenientes do Biotério do Nucleo de Pesquisas em
Plantas Medicinais — NPPM/UFPI, mantidos sob condicbes controladas de
temperatura (22 + 2° C), ciclo claro-escuro de 12 horas e livre acesso a agua. Os
animais foram privados de alimentacdo por cerca de 18 horas antes dos
experimentos. Os procedimentos referentes a eutanasia dos animais foram
realizados em conformidade com a resolucdo do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria N° 1000 de 2012.

Para procedimentos cirargicos, os animais foram anestesiados com Ketamina
(100mgkg) e Xilazina (20mg/kg).

Os procedimentos e protocolos experimentais usados nesse estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal do Piaui (Protocolo CEEA - UFPI n° 297/2017 — ANEXO).

3.2 Ferulato de etila

O ferulato de etila (etil-3-hidroxi-4-metoxicinamato - C1,H1404) foi gentilmente
cedido pelo professor Dr. Damido Pergentino de Sousa, sintetizado no
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal da Paraiba
através da esterificacdo de Fischer por reacdo do acido ferulico com etanol sob
refluxo. O baixo custo de producéo e a possibilidade de sintese em grande escala
deste éster fazem com que seja economicamente interessante (STEVERDING et al.,
2016).

. O FE foi utilizado nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg, via oral diluido em

solucéo contendo Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% (0,1 mL/10 g) como veiculo.

3.3 Drogas, Reagentes e equipamentos

3.3.1 Drogas e reagentes
Acido fosférico (Vetec Quimica, Brasil), Atropina (Sigma Aldrich, EUA),

Cloreto de Betanecol (Henrifarma), Brometo de hexadeciltrimetiiaménio (HTAB -
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Sigma Aldrich, EUA), Carvéo ativado (Sigma Aldrich, EUA), Carboximetilcelulose
(Sigma Aldrich, EUA), Cloreto de calcio (Dindmica, Brasil), Verapamil (Sigma Aldrich,
EUA), Tegaserode (Novartis, Brasil), Serotonina (Sigma Aldrich, EUA), Peroxido de
hidrogénio (Sigma Aldrich, EUA), Ondansetrona (Dinamica, Brasil), o-dianisidina
(Sigma Aldrich, EUA), Naloxona (Narcan®), Morfina (Sulfato de Morfina - Dimorf®),
Xilazina (Anasedan®), Ketamina (Dopalem®), Hidréxido de sodio (Vetec Quimica,
Brasil), L-methionina (Sigma, EUA), Triton X-100 (Sigma, EUA), cloridrato de
hidroxilamina (Sigma, EUA), EDTA, riboflavina (Sigma, USA), Regente de Griess
(Sigma, USA), acido tiobarbitarico (TBA) (Sigma, USA), n-butanol (Sigma Aldrich,
EUA), Fosfato de potassio (Merck, Germany), Acido tricloracético (Merck,Germany),
5,5 ditidio-bis-(acido-2-nitrobenzoico) (DTNB) (Merck, Germany).

3.3.2 Equipamentos

Balanga para animais (modelo MF-6 - Filizola, Brasil), Balanca analitica (mod.
AX-200 - Shimadzu, Japéao), Pipetas automaticas (Jencons Scientific Inc., EUA),
Homogeneizador (mod. 225), Microcentrifuga refrigerada (mod. Z216 MK - Hermle,
Alemanha), Centrifuga refrigerada (mod. CT 5500 DR - Cientec, Brasil),
Espectrofotometro (mod DU® 720 - Beckman Coulter, EUA), Leitor de microplaca
(mod. UVM 340 — Asys, Reino Unido).

3.4 Avaliacdo do efeito do ferulato de etila sobre o transito gastrointestinal

normal de camundongos.

O transito gastrointestinal foi mensurado através do teste de propulsdo de
carvao (CAPASSO et al.,1976; MORAIS et al., 2012) utilizando uma refeicdo de
carvdo como marcador da distancia percorrida. Camundongos Mus musculus
(Linhagem Swiss) pesando de 25-30g foram divididos em 5 grupos (n=6), foram
tratados com veiculo (Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% (0,1 mL/10 g v.0.) Ferulato de
etila (25, 50 e 100 mg/kg v.0.) ou tegaserode (1 mg/kg, i.p.). Apés 30 min dos
tratamentos, foi administrado um marcador n&o-absorvivel, o carvao ativado
(suspenséo contendo carvao ativado 10% em carboximetilcelulose 5%, v.0.) a todos
os grupos (0,3mL/animal). Transcorridos 20 minutos, o0s animais foram
eutanasiados, o estbmago e o intestino delgado foram removidos e medidos o

comprimento total do intestino (da regido gastropilorica até a jungéo ileocecal) e a


https://www.saudeanimal.bayer.com.br/pt/bovinos/produtos/visualizar.php?codProduto=rompum
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distancia percorrida pelo carvéo, do piloro até a ultima por¢do do intestino que tiver
pelo menos 1cm continuo de carvdo. O resultado foi expresso em % do percurso do

marcador (carvao ativado) em fungdo do comprimento intestinal total.

Transito gastrointestinal (%) = (distancia percorrida pelo carvao / comprimento total

do intestino delgado) x 100.

3.5 Avaliacdo do efeito do ferulato de etila na presenca de agentes

farmacoldgicos diversos em camundongos.

3.5.1 Avaliacdo do efeito do ferulato de etila sobre o retardo do transito

gastrointestinal induzido por atropina em camundongos.

Camundongos Mus musculus (Linhagem Swiss) pesando de 25-30g, divididos
em 6 grupos (n=6), foram tratados com veiculo (Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% (0,1
mL/10 g), atropina (3 mg/Kg, s.c.), betanecol (3 mg/Kg, i.p.) ou ferulato de etila (50
mg/kg v.0.) 30 min antes da administracdo de carvao ativado (suspensao
contendo carvao ativado 10% em carboximetilcelulose 5%, v.0). Foi realizada
combinacado onde atropina, antagonista colinérgico muscarinico, foi administrado 15
min antes de betanecol (agonista colinérgico) e em outro grupo a atropina foi
administrada 15 minutos antes do ferulato de etila (50mg/kg). Transcorridos 20 min,
0 percentual de transito gastrointestinal foi avaliado como descrito anteriormente
(CAPASSO et al.,1976; MORAIS et al., 2012).

3.5.2 Avaliacdo do efeito do ferulato de etila sobre o retardo do transito

gastrointestinal induzido por verapamil em camundongos.

Camundongos Mus musculus (Linhagem Swiss) pesando de 25-30g, divididos
em 6 grupos (n=6), foram tratados com veiculo (Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% (0,1
mL/10 g), verapamil (5 mg/kg, i.p.), cloreto de calcio (50 mg/Kg; i.p.) ou ferulato de
etila (50 mg/kg v.0.) 30 min antes da administracdo de carvao ativado (suspenséo
contendo carvao ativado 10% em carboximetilcelulose 5%, v.0). Em dois grupos
distintos foram realizadas combinacées onde Verapamil, um bloqueador dos canais
de calcio dependente de voltagem, foi administrado 15 min antes do Cloreto de

célcio e em outro grupo, o verapamil foi administrado 15 min antes do Ferulato de
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etila. Apos 20 min, o percentual de transito gastrointestinal foi avaliado como descrito
anteriormente (CAPASSO et al.,1976; MORAIS et al., 2012).

3.5.3 Avaliacdo do efeito do ferulato de etila sobre o retardo do transito

gastrointestinal induzido por morfina em camundongos.

Camundongos Mus musculus (Linhagem Swiss) pesando de 25-30g, divididos
em 6 grupos (n=6), foram tratados com veiculo (Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% (0,1
mL/10 g), morfina (2,5 mg/Kg, s.c.), naloxona (1 mg/Kg, i.p.) ou Ferulato de etila (50
mg/kg v.0.) 30 min antes da administracdo de carvdo ativado (suspensao
contendo carvao ativado 10% em carboximetilcelulose 5%, v.0). Em dois grupos
distintos também foram realizadas combinacdes onde a naloxona, um antagonista
opioide, foi administrado 15 min antes da morfina e em outro grupo o ferulato de etila
foi administrado 15 minutos antes da morfina. Transcorridos 20 min, o percentual de
transito gastrointestinal foi avaliado como descrito anteriormente (CAPASSO et
al.,1976; MORAIS et al., 2012).

3.5.4 Avaliacdo do efeito do ferulato de etila sobre o pré-tratamento com

ondansetrona em camundongos.

Camundongos Mus musculus (Linhagem Swiss) pesando de 25-30g, divididos
em 6 grupos (n=6), foram tratados com veiculo (Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% (0,1
mL/10 g), serotonina (3 mg/Kg, s.c.), ondansetrona (3 mg/Kg, i.p.) ou ferulato de etila
(50 mg/kg v.0.) 30 min antes da administracdo de carvdo ativado (suspenséo
contendo carvao ativado 10% em carboximetilcelulose 5%, v.0). Em grupos distintos,
foram realizadas combinacées onde a ondansetrona foi administrada 15 min antes
de serotonina e em outro grupo a ondansetrona foi administrado 15 minutos antes
do ferulato de etila. Transcorridos 20min, o percentual de transito gastrointestinal foi
avaliado como descrito anteriormente (CAPASSO et al.,1976; MORAIS et al., 2012).

3.6 Avaliacdo do efeito do ferulato de etila sobre o esvaziamento gastrico de

camundongos.

O esvaziamento gastrico foi mensurado através da técnica de Reynell e

Spray (1978) adaptada. Camundongos Mus musculus (Linhagem Swiss) pesando de
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25-30g foram divididos aleatoriamente em 2 grupos de 8 animais e mantidos em

jejum por 20 h antes do experimento, mas com acesso a agua ad libitum.

Camundongos do grupo controle foram tratados por via oral com veiculo
(Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% (0,1 mL/10 g), e o grupo teste foi tratado com
Ferulato de etila (50 mg/kg). Apos 1 hora, todos os animais receberam por gavagem,
300 ul de uma refeicdo teste que consistia de um marcador ndo absorvivel (0,75
mg/ml de solucdo de vermelho de fenol em 5% de glicose) para calcular a
concentragdo do corante retida no estdbmago. Decorridos 20 minutos, 0os animais

foram eutanasiados.

Apés a laparotomia, o estbmago e o intestino delgado foram expostos,
rapidamente segmentados em estdémago e intestino. Cada segmento foi introduzido
em um cilindro graduado e o volume total foi aferido através da adi¢cédo de 10 ml de
NaOH a 0,1 N. A seguir, os segmentos foram homogeneizados e apos 20 minutos o

homogeneizado foi centrifugado por 10 minutos a 2800 rpm.

Apoés centrifugacao, foi utilizado 1 mL do sobrenadante para a precipitacéo
de proteinas através da adicdo de 100 pl de acido tricloroacético (20%), e
novamente centrifugadas por 20 min a 2800 rpm. A seguir, foram retirados 150 pl do
sobrenadante e adicionados a 200 yl de NaOH a 0,5 N, juntamente com 600 pl de
agua destilada em um tubo de ensaio. Em seguida foram colocados em microplacas

com fundo “U” em triplicata.

A absorbéancia das amostras foi estabelecida em espectrofotometro a um
comprimento de onda de 540 nm e expresso em densidade 6ptica (D.O.). A curva
padrao foi obtida por espectrofotometro a 540 mM de uma concentracdo conhecida
de vermelho de fenol diluida em NaOH a 0,1 N. Apos a determinacéo do coeficiente
linear (a) da curva padrao, a concentracao da solucao (C = D.O.) e a quantidade de
vermelho de fenol (m) por cada segmento (m = C x volume) foram determinadas. A

retencdo gastrica foi expressa em % de acordo com a seguinte férmula:

(%) Retencdo de corante no estbmago = (quantidade de vermelho de fenol no
estdbmago/ total de vermelho de fenol no estbmago + intestino).
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3.7 Modelo de inducédo de ileo pés-operatério (IPO)

Camundongos Swiss, com peso de 25-30g, foram divididos em 3 grupos
(n=6): veiculo (Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% (0,1 mL/10 g), Ferulato de etila 50
mg/kg) e Sham (Falsamente operado). Uma hora apds seus respectivos
tratamentos, os grupos de animais foram anestesiados com uma mistura de

ketamina (Dopalem®, 100 mg/kg, i.p.) e xilazina (Anasedan®, 20 mg/kg, i.p.).

Os animais foram laparotomizados e seguidos por operacdo simulada (Grupo
Sham) ou manipulacdo do intestino delgado para inducdo de IPO (nos demais
grupos). Para a inducéo de IPO, o intestino delgado foi retirado com cuidado sobre
uma gaze umida com solucdo salina 0,9% e sistematicamente manipulado, do
ligamento de Treitz até o ileo terminal, com dois aplicadores de algoddo Uumido,
durante 5 min (LI et al, 2013; MUELLER et al, 2011). A laparotomia foi fechada com
uma sutura continua. Os animais foram tratados com clorexidina 2%, foi feito o
curativo e em seguida, os animais foram colocados em gaiola metabdlica
individualmente. O procedimento cirurgico foi realizado em condicbes estéreis,

visando a rapida recuperacdo dos animais.

O Transito Gastrointestinal e as respostas inflamatérias do fleo Pos-
Operatério foram investigados 24h apds a cirurgia. Os animais foram eutanasiados e
amostras de ileo foram recolhidas para analise da atividade da mieloperoxidase
(MPO), determinacdo dos niveis de nitrito (NOx), Superéxido Dismutase (SOD) ,
Glutationa Reduzida (GSH) e Malondialdeido (MDA).

3.7.1 Avaliacdo do efeito do ferulato de etila sobre o transito gastrointestinal

em modelo de ileo p6s-operatdrio em camundongos.

O Transito gastrointestinal foi medido usando-se o teste de propulsdo de
carvao vegetal (CAPASSO et al.,1976; MORAIS et al., 2012) 24h apdés a cirurgia, foi
administrado 0,3mL de carvao ativado (suspensdo contendo carvdo ativado 10%
em carboximetilcelulose 5%, v.0) aos animais de todos os 3 grupos (veiculo,
Ferulato de etila 50 mg/kg e grupo Sham). Transcorridos 20 minutos, 0s animais
foram eutanasiados, o estbmago e o intestino delgado foram removidos e foi medido
o comprimento total do intestino (da regido gastropilérica até a juncao ileocecal) e a

distancia percorrida pelo carvdo do piloro até a Ultima por¢cdo do intestino que
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continha pelo menos 1cm continuo de carvdo. O resultado foi expresso em % do

percurso do marcador em fungédo do comprimento intestinal total.

Transito gastrointestinal (%) = (distancia percorrida pelo carvao / comprimento total
do intestino delgado) x 100

3.7.2 Avaliagdo do efeito do ferulato de etila sobre a atividade da
mieloperoxidase (MPO) em modelo de ileo p6s-operatorio em camundongos.

O grau de infiltracdo de neutrdéfilos foi quantificado pela medicéo da atividade
de mieloperoxidase (MPO). Para dosagem da concentracdo de MPO amostras dos
segmentos do ileo intestinal foram pesadas e colocadas em um tampédo de fosfato
de potassio (50mM, pH 6,0) com 0,5% de brometo de hexadecitrimetilambnio
(HTAB) para preparar um homogenato a 10%. A seguir, o homogenato foi
centrifugado a 4500 rpm por 20 minutos a 4°C, em seguida 10 yL do sobrenadante
foi utilizado para andlise juntamente com 200 pL da solucdo de leitura contendo
peroxido de hidrogénio e cloridrato de o-dianisidina. A atividade da MPO por mg de
tecido foi aferida através da técnica descrita por Bradley et al. (1982), utilizando

solucéo de leitura com peroxido de hidrogénio a 1% como substrato para a MPO.

A unidade da atividade de MPO é definida como aquela capaz de converter 1
pmol de peroxido de hidrogénio em agua em 1 minuto. Durante o ensaio, a medida
gue o peroéxido de hidrogénio for degradado, ocorre a producéo do anion superoxido,
responsavel pela conversdo de o-dionisidina em um composto de cor marrom. Os

resultados seréo expressos como unidade (U) de MPO/mg de tecido.

3.7.3 Avaliacao do efeito do ferulato de etila sobre os niveis teciduais de nitrito

(NOx) em modelo de ileo pés-operatério em camundongos.

Trata-se de uma determinacdo indireta dos niveis de NO devido meia-vida
extremamente curta (10 a 60 segundos nos tecidos), que é feita através da
mensuracdo da conversdo de nitrato em nitrito (produtos da reacdo do NO com o
oxigénio - NOx) (GRAU et al, 2007). Para tal, foi utilizado o reagente de Griess, de
acordo com o método descrito por Green e colaboradores (1982). Amostras de

100mg do tecido foram homogeneizadas em 1 mL de KCI 0,15 M (Homogenato a
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10%), em seguida foi centrifugado sob refrigeracao. Depois, 100 yL do sobrenadante
foram misturados com 100 pL de reagente de Griess. A absorbancia a 540 nm foi
medida apdés 10 minutos de incubacdo. Os resultados sdo expressos em NOX, pois
expresa a conversdo do metabdlito nitrato através de reacdo oxidativa que forma o
nitrito (NOX).

3.7.5 Avaliacdo do efeito do ferulato de etila sobre niveis da Superoxido

redutase (SOD) em modelo de ileo pos-operatério em camundongos.

A concentracdo da superéxido dismutase (SOD) foi mensurada utilizando um
ensaio espectrofotométrico modificado (DAS; SAMANTA; CHAINY, 2000). Neste
método, a atividade enzimatica é calculada pela quantidade de SOD capaz de inibir
a formacéo de nitrito em 50%. Para isso, 100mg de tecido do ileo foi homogeneizado
em 1 mL de tampéo fosfato (50 nM, pH 7,4). 100 yL do homogeneizado foram
adicionados a 1110 pL de tampao de fosfato, 75 uL de L-metionina (20 mM), 40 uL
de Triton X-100 (1% v / v), 75 L de cloreto de hidroxilamina (10 mM) e 100 pL de
EDTA (50 uM). Esta solugédo foi incubada num banho maria a 37 ° C durante 5
minutos, depois foram adicionados 80 uyL de solugdo de riboflavina (50 uM) e
expostos a luz durante 10 minutos.

A partir desta solucdo, foram retirados 100 uL da amostra e adicionados a
100 pL de reagente de Griess em pogos, e apés 10 minutos, a absorbancia foi lida a
550 nm por espectrofotometria em um leitor de ELISA. Além disso, a quantidade de
proteinas totais foi determinada com um kit comercial da Labtest. Os resultados

foram expressos como uSOD/ ug de proteina.

3.7.6 Avaliacdo do efeito do ferulato de etila sobre niveis de glutationa reduzida

(GSH) em modelo de ileo pds-operatério em camundongos.

A concentracdo de glutationa reduzida (GSH) foi determinada de acordo com
0 método proposto por Sedlak; Lindsay (1968). A determinacdo da glutationa
reduzida baseia-se na reacdo do DTNB [5,5 ditidio-bis-(acido-2-nitrobenzoico)], com
o tiol livre originando um dissulfeto misto mais acido, o acido 2-nitro-5-benzéico.

Amostras de tecido do ileo intestinal foram homegeneizadas em EDTA 0,02 M para
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consequente preparacdo de um homogenato a 10%. A seguir, aliquotas de 400 pL
do homogenato foram adicionadas a 320 yL de agua destilada e a 80 pL de &cido
tricloroacético (TCA) a 50%.

Em seguida o material foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C.
Apés a centrifugacdo, 400 pL do sobrenadante foi retirado e misturado a 800uL de
tampéo Tris 0,4 M (pH 8,9) e 20 uL de DTNB (reagente de Ellman) 0,01 M. A mistura
foi agitada durante 3 minutos e a absorbancia foi mensurada a 412 nm em
espectrofotometro. Os resultados foram expressos em pg de GSHnp/g de tecido

(grupos sulfidrila ndo protéico).

3.7.7 Avaliagdo do efeito do ferulato de etila sobre niveis de Malondialdeido

(MDA) em modelo de ileo pos-operatdrio em camundongos.

Os niveis de malondialdeido no ileo intestinal foram determinados pelo
método de Mihara; Uchiyama (1978). Amostras de tecido de ileo foram
homegeneizadas em KCI gelado 1,15% para preparar um homogenato a 10%. A
seguir, aliquotas de 250 pL do homogenato foram adicionadas a tubos contendo 1,5
mL de H3PO4 a 1% e 500 pL de uma solucao de acido tiobarbitarico aquoso (TBA-
0,6%). Posteriormente, os tubos foram aquecidos, por um periodo de 45 minutos,
em um banho de agua a 100°C e a mistura reacional foi, entéo, resfriada em um
banho de agua gelada, seguida da adicdo de 2 mL de n-butanol, para dosagem do
MDA. Apés a adicdo de n-butanol, as amostras foram agitadas em um misturador
“vortex” por um minuto, e posteriormente centrifugados a 1500 rpm por 10 minutos.
O sobrenadante foi mensurado a uma absorbancia de 520 e 535 nm, sendo o
resultado obtido pela diferenca da absorbancia nas duas leituras (A2-Al). Os

resultados foram expressos em nmol/g de tecido intestinal.

3.8 Andlise Estatistica:

Os resultados foram apresentados como média + EPM de animais em cada
grupo (n = 6). Os testes estatisticos foram realizados no software Graphpad Prism
(versdo 5.0). Foi utilizado analise de variancia (ANOVA) seguida do pdés-teste de
Tukey para mdltiplas comparagfes. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito do ferulato de etila sobre o transito gastrointestinal normal de
camundongos.

O Ferulato de etila nas doses de 50 e 100 mg/kg (FE50, FE100
respectivamente) aumentou significativamente (p<0,05) o transito gastrointestinal
(77,63 £ 1,24 % e 67,82 £ 3,68 %, respectivamente), assim como o tegaserode
(73,03 = 3,31 %), um agonista parcial de 5-HT4, quando comparados ao grupo
veiculo (50,73 + 1,52 %) (Figura 06). Ndo houve diferenca significativa entre os
grupos tratados com FE-50 e 100 mg/Kg quando comparados ao grupo veiculo e ao
controle positivo, o tegaserode. Seguimos entdo com a dose de 50 mg/kg.

Figura 06 - Efeito do ferulato de etila sobre o transito gastrointestinal de

camundongos.
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Os valores estdo expressos como média * erro padrdo da média (E.P.M) do percentual de transito
gastrointestinal. Veiculo (Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% - 0,1 mL/10 g), Ferulato de etila (FE 25, 50 e

100 mg/Kg, v.0.) e tegaserode (1mg/Kg, i.p.) ®p<0,05 vs Veiculo; ® p<0,05 vs FE25 (one way ANOVA
e pbs-teste de Tukey).
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4.2 Efeito do ferulato de etila sobre o retardo do transito gastrointestinal

induzido por atropina em camundongos.

O ferulato de etila e o betanecol aumentaram significativamente o transito
gastrointestinal (79,03 + 4,12 % e 86,47 + 3,88 %, respectivamente) quando
comparados ao veiculo (49,21 *+ 1,31 %). Foi observado que o pré-tratamento com
atropina, antagonista dos receptores muscarinicos, bloqueia os efeitos
estimuladores do betanecol (30,40 + 6,53 %), agonista colinérgico muscarinico,
guando comparados ao grupo tratado com betanecol isoladamente (86,47 =+

3,88%%). A pré-administracdo de atropina também reduziu significativamente o
efeito procinético do ferulato de etila (62,23 + 2,79 %) (Figura 07).

Figura 07 - Efeito do ferulato de etila sobre o retardo do transito gastrointestinal

induzido por atropina em camundongos.
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Os valores estdo expressos como média * erro padréo da meédia (E.P.M) do percentual de transito
gastrointestinal. Veiculo (Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% - 0,1 mL/10 g), Ferulato de etila (50 mg/Kg,
v.0.) e betanecol (3 mg/Kg, i.p.), Atropina (3mg/kg, s.c.) ® p<0,05 vs Veiculo; ® p<0,05 vs betanecol ;
p<0,05 vs FE50 (one way ANOVA e pOs-teste de Tukey).
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4.3 Efeito do ferulato de etila sobre retardo do transito gastrintestinal induzido

por verapamil em camundongos.

O Ferulato de etila e o cloreto de calcio (CaCl,) aumentaram signifcativamente
o transito gastrointestinal (73,57 £3,63 % e 71,97 £+ 2,83 % respectivamente) quando
comparados ao veiculo (55,07 = 4,30 %). O pré-tratamento com verapamil, um
bloqueador dos canais de célcio dependentes de voltagem, induziu o retardo
gastrointestinal (28,35 * 4,99 %) na presenca do CaCl, assim como a pré-
administracdo de verapamil reduziu significativamente o efeito procinético do ferulato
de etila (47,68 + 2,15 %) (Figura 08).

Figura 08 - Efeito do ferulato de etila sobre o retardo do transito gastrointestinal

induzido por verapamil em camundongos.
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Os valores estdo expressos como média * erro padrdo da média (E.P.M) do percentual de transito
gastrointestinal. Veiculo (Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% - 0,1 mL/10 g), verapamil (5 mg/kg, i.p.),
Ferulato de etila (50 mg/Kg, v.0.) e cloreto de calcio (50 mg/Kg; i.p.) ® p<0,05 vs Veiculo; ® p<0,05 vs
FE5O0; © p<0,05 vs CaCl, (One way ANOVA e pés-teste de Tukey).
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4.4 Efeito do ferulato de etila no retardo do transito gastrointestinal induzido

por Morfina em camundongos.

A morfina reduziu o transito gastrointestinal (17,08 £+ 5,05 %) quando
comparada ao grupo veiculo (50,37 + 4,89 %). O Ferulato de etila aumentou
significativamente o transito gastrointestinal (80,20 £ 5,98 %) quando comparado ao
grupo veiculo (50,37t 4,89 %). O retardo gastrointestinal causado pela morfina foi
revertido em camundongos pré-tratados com o antagonista opiéide naloxona (54,13
+ 10,44 %). A pré-administracdo do ferulato de etila ndo reverteu o efeito inibitério da
morfina (19,02 + 2,48 %) quando comparada ao grupo morfina (17,08 + 5,05 %)
(Figura 09).

Figura 09 - Efeito do ferulato de etila sobre o retardo do transito gastrointestinal

induzido por Morfina em camundongos.
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Os valores estdo expressos como média * erro padréo da meédia (E.P.M) do percentual de transito
gastrointestinal. Veiculo (Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% - 0,1 mL/10 g), Naloxona (1mg/kg, i.p.)
Ferulato de etila (50 mg/Kg, v.0.) e Morfina (2,5 mg/Kg, s.c.) ®p<0,05 vs Veiculo; °p<0,05 vs FE-50 ;
® p<0,05 vs Morfina; ; *p<0,05 vs Naloxona +Morfina (one way ANOVA e pos-teste de Tukey).
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4.5 Efeito do ferulato de etila sobre o retardo do transito gastrointestinal

induzido por Ondasentrona em camundongos.

O Ferulato de etila e a serotonina aumentaram significativamente o transito
gastrointestinal (76,19 + 3,43% e 74,33 £ 3,68 %, respectivamente) quando
comparadas ao veiculo (50,50 + 0,64 %). O pré-tratamento com ondansetrona, um
antagonista dos receptores 5-HT3 serotoninérgicos, impediu o efeito estimulatorio da
serotonina (37,26 + 4,49 %) sobre a motilidade GI. O pré-tratamento com
ondansetrona néo interferiu no efeito procinético do ferulato de etila (72,18 + 5,76 %)
(Figura 10).

Figura 10 - Efeito do ferulato de etila sobre o retardo do transito gastrointestinal

induzido por Ondasentrona em camundongos.
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Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M) do percentual de transito
gastrointestinal. Veiculo (Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% - 0,1 mL/10 g), Serotonina (5 mg/kg, i.p.),
Ondansetrona (3 mg/Kg; i.p.), Ferulato de etila (50 mg/Kg, v.0.). @ p<0,05 vs Veiculo; ® p<0,05 vs
Serotonina; ¢ p<0,05 vs FE50 ; ¢ p<0,05 vs Ondansetrona + Serotonina (One way ANOVA e pés-teste
de Tukey).
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4.6 Efeito do ferulato de etila sobre o esvaziamento gastrico de camundongos.

Nas andlises realizadas foi possivel observar que o Ferulato de etila
(50mg/kg) ndo altera o perfil de retencdo gastrica dos animais, pois ndo houve
diferenca significativa entre os grupos veiculo e Ferulato de etila (Figura 11).

Figura 11 - Efeito do ferulato de etila sobre o esvaziamento gastrico em

camundongos.
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Perfil de retencéo gastrica do ferulato de etila. Os valores estdo expressos como média + erro padrao
da média (E.P.M) de reteng&o gastrica (%). Veiculo (Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% - 0,1 mL/10 g),
Ferulato de etila (50 mg/Kg, v.0.). (Teste t de student).

5. Modelo de ileo pés-operatério (IPO).

5.1 Efeito do Ferulato de etila sobre o transito gastrointestinal em modelo de
ileo p6s-operatorio em camundongos.

Os animais do grupo veiculo mostraram reducdo significativa no transito
gastrointestinal (52,31 + 3,18 %), quando comparados ao grupo sham ou falso
operado (67,21 + 4,28 %). O ferulato de etila na dose de 50 mg/Kg aumentou
significativamente o transito gastrointestinal (76,08 + 2,24) quando comparados ao
grupo veiculo (52,31 + 3,18 %) (Figura 12).
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Figura 12 - Efeito do ferulato de etila sobre o transito gastrointestinal em modelo de
ileo pos-operatorio (IPO).
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Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M) do percentual de transito
gastrointestinal. Veiculo (Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% - 0,1 mL/10 g), Ferulato de etila (50 mg/Kg,
v.0.), ? p<0,05 vs Sham; b p<0,05 vs veiculo; (One way ANOVA e pés-teste de Tukey).

5.2 Efeito do ferulato de etila sobre a atividade da mieloperoxidase (MPO) em

modelo de ileo p6s-operatdrio em camundongos.

O modelo experimental de inducdo de IPO mostrou-se efetivo em induzir
inflamac&o; isso pode ser observado pelo aumento significativo (p<0,05) na atividade
da mieloperoxidase do grupo veiculo (3,630 = 0,53 U/mg de tecido), quando
comparado ao grupo Sham (1,09 + 0,50 U/mg de tecido). O Ferulato de etila (50
mg/kg, v.0.) reduziu de forma significativa (p<0,05) a atividade da mieloperoxidase
(1,643 + 0,40 U/mg de tecido) quando comparada ao grupo veiculo (3,630 + 0,53
U/mg de tecido) (Figura 13).
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Figura 13 - Efeito do ferulato de etila sobre niveis de MPO em modelo de ileo pés-

operatério (IPO).
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Os valores estdo expressos como média * erro padrdo da média (E.P.M) do percentual de transito
gastrointestinal. Veiculo (Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% - 0,1 mL/10 g), Ferulato de etila (50 mg/Kg,
v.0.), ? p<0,05 vs Sham; b p<0,05 vs veiculo; (One way ANOVA e pés-teste de Tukey).

5.3 Efeito do ferulato de etila sobre os niveis teciduais de nitrato/nitrito (NOXx)

em modelo de ileo p6s-operatdrio em camundongos.

Os animais do grupo veiculo mostraram aumento significativo (p<0,05) nos
niveis teciduais de 6xido nitrico (nitrato/nitrito) (0,449 £ 0,034 uM de NOXx), quando
comparados ao grupo Sham (0,304 + 0,023 uM de NOXx).

O pré-tratamento com Ferulato de etila reduziu significativamente (p<0,05) o
conteudo de nitrato/nitrito tecidual (0,259 + 0,02 yM de NOx) quando comparado ao
grupo veiculo (0,449 + 0,034 uM de NOx) (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito do ferulato de etila sobre os niveis teciduais de nitrato/nitrito (NOX)

em modelo de ileo pds-operatério em camundongos.
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Determinacao dos niveis teciduais de nitrato/nitrito em IPO. Veiculo (Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% -
0,1 mL/10 g), Ferulato de etila (50 mg/Kg, v.0.), * p<0,05 vs Sham; ® p<0,05 vs Veiculo; (One way
ANOVA e pés-teste de Tukey)

5.4 Efeito do ferulato de etila sobre os niveis teciduais da enzima Superéxido

dismutase (SOD) em modelo de ileo pos-operatdrio em camundongos.

Os animais do grupo veiculo mostraram reducdo significativa nos niveis
teciduais de SOD (81,71 + 23,23), quando comparados ao grupo Sham (169,4 +
19,48). O pré-tratamento com Ferulato de etila aumentou significativamente (p<0,05)
0 conteudo de SOD tecidual (171,6 + 17,86) em relacédo ao grupo veiculo, mantendo-

se em niveis normais em relacdo ao grupo sham (Figura 15).



54

Figura 15 - Efeito do ferulato de etila sobre os niveis teciduais da enzima

Superéxido dismutase (SOD) em modelo de ileo pds-operatdrio em camundongos
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Determinacdo dos niveis teciduais de Superéxido dismutase (SOD) em IPO. Veiculo (Cremofor®
(3%) em NaCl 0,9% - 0,1 mL/10 g), Ferulato de etila (50 mg/Kg, v.0.), ® p<0,05 vs Sham; ® p<0,05 vs
Veiculo; (One way ANOVA e pés-teste de Tukey)

5.5 Efeito do ferulato de etila sobre os niveis teciduais da enzima Glutationa

reduzida (GSH) em modelo de ileo pés-operatério em camundongos.

No grupo pré-tratado com FE, houve aumento significativo da concentracao
de GSH no modelo de ileo pés-operatério em camundongos (597,0 £ 12,77) em
comparacao ao grupo veiculo (329,4 + 18,37), mantendo-se em niveis normais em

relacdo ao grupo sham (638,8 + 12,64) (Figura 16).
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Figura 16 - do ferulato de etila sobre os niveis teciduais da enzima Glutationa

reduzida (GSH) em modelo de ileo pds-operatério em camundongos.
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Determinacdo dos niveis teciduais de Glutationa reduzida (GSH) em IPO. Veiculo (Cremofor® (3%)
em NaCl 0,9% - 0,1 mL/10 g), Ferulato de etila (50 mg/Kg, v.0.), * p<0,05 vs Sham; b p<0,05 vs
Veiculo; (One way ANOVA e pés-teste de Tukey)

5.6 Efeito do ferulato de etila sobre os niveis teciduais de Malondialdeido

(MDA) em modelo de ileo pos-operatdrio em camundongos.

O Ferulato de Etila (13,23 = 0,79 mmol/g tecidual) foi efetivo na reducéo das

concentracfes de espécies reativas ao acido tiobarbitirico comparativamente ao

grupo veiculo (18,99 £+ 1,00 mmol/g tecidual). Ndo houve diferenca sifnificativa entre
0 grupo sham (12,11 + 0,80 mmol/g tecidual) e FE (13,23 £ 0,79 mmol/g tecidual)

(Figura 17).
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Figura 17 - Efeito do ferulato de etila sobre os niveis teciduais de Malondialdeido

(MDA) em modelo de ileo pos-operatério em camundongos.
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Determinacédo dos niveis de Malondialdeido (MDA) em IPO. Veiculo (Cremofor® (3%) em NaCl 0,9% -
0,1 mL/10 g), Ferulato de etila (50 mg/Kg, v.0.), % p<0,05 vs Sham; b p<0,05 vs Veiculo; Os valores
estdo expressos como média * erro padrdo da média (E.P.M) - (One way ANOVA e péds-teste de
Tukey)



57

DisCussao




58

5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou o efeito procinético do ferulato de etila sobre a
motilidade gastrointestinal, observado no transito gastrointestinal normal e na
presenca de diversos farmacos, bem como em modelo de ileo pds-operatorio
através de manipulacao intestinal.

O ferulato de etila é derivado esterificado do acido ferulico, principal produto
extraido de Angelica sinensis (Oliv.), que possui extensas indicacdes de uso como
anti-inflamatorio, anticAncer, imunomodulador, neuroprotetor, cardioprotetor, anti-
hepatotoxico, renoprotetor e antioxidante. Os derivados esterificados do acido
ferdlico, conservam suas atividades biologicas agregadas a maior lipofilicidade
(CUNHA et al., 2016).

A faixa de doses do ferulato de etila utilizadas neste estudo (25, 50 e
100mg/kg) pode ser considerada segura, uma vez que a dose letal média em
camundongos é de 300mg/kg, v.o. (SCAPAGNINI et al, 2004; CUNHA., 2015).

Inicialmente, verificamos que o ferulato de etila aumentou o transito
gastrointestinal normal de camundongos. Resultados semelhantes foram
encontrados por Zhang e colaboradores (2011) e por Badary e colaboradores
(2006), que demonstraram que o acido ferdlico aumenta significativamente o transito
intestinal de maneira dose-dependente. Em nosso estudo, houve efeito procinético
no intestino delgado de maneira independente de dose. Tal dependéncia de dose
pode ter sido afetada devido modificacdo estrutural do acido ferulico (esterificacao),
que deu origem ao ferulato de etila (KARAMAC, 2017).

As drogas procinéticas exercem suas acoes fisiolégicas de aumento na
motilidade Gl através de efeitos sobre uma variedade de receptores de
neurotransmissores, principalmente acetilcolina e serotonina. Tais drogas estimulam
a funcdo do masculo liso, ativando os neurdnios aferentes primarios intrinsecos
localizados no plexo mioentérico, que desempenha papéis importantes no controle
do esvaziamento gastrico e transito intestinal (FURNESS, 2008).

A acetilcolina € um neurotransmissor do sistema nervoso parassimpatico
conhecido como principal estimulador da motilidade GI, através da ativacdo dos
receptores muscarinicos. Para avaliar envolvimento dos receptores muscarinicos no

efeito procinético do FE, utilizamos como ferramenta a atropina, um antagonista dos
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receptores muscarinicos que causa diminuicdo do transito gastrointestinal
(FURNESS et al., 2014; GALLACCI; CORDELLINI, 2016).

A reducdo significativa no efeito do FE diante do pré-tratamento com atropina
demonstra possivel envolvimento da ativagcdo muscarinica na estimulacdo da
motilidade Gl promovida por FE. Resultados semelhantes foram observados com
outros compostos fendlicos como &cido caféico e quercetina, substancias
majoritarias de Morus nigra Linn (amora preta), que mostram efeito estimulatério da
motilidade intestinal através de ativacdo dos receptores muscarinicos (AKHLAQ et
al., 2016). Kakino e colaboradores (2012) avaliaram o efeito laxativo do extrato
aquoso do prépolis verde (EAPV), que tem como compostos majoritarios o0s
fenilpropandides: acido p-cumarico, acido feralico e acido clorogénico, e observaram
gue EAPV induz contracdo intestinal através de estimulacdo direta dos receptores
muscarinicos.

Contracbes promovidas por agonistas colinérgicos sao reduzidos por
bloqueadores dos canais de Ca** dependente de voltagem do tipo L em misculo liso
intestinal (WEGENER et al.,, 2006). O verapamil bloqueia os canais de calcio
dependentes de voltagem, inibindo a entrada de Ca®" nos tecidos, causada por
despolarizacdo. Tal bloqueio suprime a contragcdo muscular lisa intestinal, reduzindo,
portanto, a motilidade Gl (VASCONCELOS, 2013; RAO, RATTANAKOVIT &
PATCHARATRAKUL, 2016)

O pré-tratamento com verapamil reduziu significativamente o efeito procinético
do FE, sugestivo de que a ativacdo dos canais de calcio dependentes de voltagem
(CaV) esta envolvida no efeito procinético do FE, possivelmente como consequéncia
da ativacao dos receptores muscarinicos (WEGENER et al., 2006).

A morfina € um agonista opidide que exerce seu efeito inibitério sobre o TGI
através da ligacdo aos receptores y-opidides intestinais, inibicdo pré-sinaptica da
liberacdo de Acetilcolina e substancia P causando reducdo das contracdes e o
comprometimento do peristaltismo, com consequente constipacdo, que é o0 seu
principal efeito adverso (MATSUMOTO et al.,, 2016). O alivio da constipacdo é
possivel com o uso de novas estratégias farmacoldgicas, com efeito periférico, como
0 antagonista opidceo naltrexona e os antagonistas p-opioides especificos,
metilnaltrexona e alvimopam (CAMILLERI, 2011; HENNEMANN-KRAUSE, 2012).

O fato do ferulato de etila (FE) ndo reverter o retardo do transito Gl causado

pela morfina sugere que FE ndo age como antagonista opidide. No entanto, a
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morfina interage com outros alvos farmacoldgicos, que podem ser importantes para
o efeito procinético do FE. Além de afetar a excitabilidade neuronal por inibicdo pré-
singptica de neurotransmissores excitatorios, os opioides afetam também a
excitabilidade neuronal via interagdo com neurotransmissores inibitérios no sistema
nervoso entérico, como a ATP, VIP, NPY, Oxido Nitrico (NO) e glutamato (IWATA et
al., 2007; SOBCZAC et al., 2014; PATIERNO et al., 2005; DONNERER; LIEBMAN.,
2007; DONNERER; LIEBMAN., 2009)

A serotonina (5-HT) é um neurotransmissor sinalizador utilizado por um
sistema de interneur6nios mioentéricos descendentes, ativa os neurdnios aferentes
primarios intrinsecos e extrinsecos para, respectivamente, iniciar reflexos
peristalticos e secretores. No plexo mioentérico tanto 5-HT3; quanto 5-HT,induzem a
liberacdo enddgena de ACh dos nervos parassimpaticos. Por isso, agonistas e
antagonistas de receptores 5-HT3 e 5-HT, sdo geralmente usados para o tratamento
de doencas de motilidade GI. (GERSHON, 2013; GERSHON; TACK, 2007; KAKINO
et al., 2012). No entanto, os agonistas dos receptores 5-HT, desenvolvidos como
procinéticos, estdo sendo retirados do mercado em alguns paises devido a sua
toxicidade cardiaca (GIUDICESSI; ACKERMAN; CAMILLERI, 2018).

Antagonistas dos receptores de 5-HTj;, tais como ondansetrona, foram
originalmente introduzidos para o tratamento de nauseas e vomitos induzidos por
guimioterapia. Um efeito adverso comum dos antagonistas do receptor 5-HT; é a
constipacdo, pois diminuem o transito e inibem a secrecdo do intestino delgado,
aléem de reduzir a complacéncia do célon (DELVAUX et al.,, 1998; MAWE;
HOFFMAN., 2013). Neste estudo, foi verificado que FE continuou exercendo seu
efeito procinético mesmo diante do bloqueio dos receptores 5-HT3 serotoninérgicos
intestinais, sugestivo de que ndo ha envolvimento dos receptores 5-HT3; em tal
efeito.

O retardo do esvaziamento gastrico pode alterar a taxa de absorcdo de
farmacos administrados por via oral, aumenta o risco de aspiracdo pulmonar e esta
associado a nauseas e vomitos (NIMMO, 1984). Nos testes realizados, verificamos
gue FE néao altera o perfil de esvaziamento gastrico sugerindo que o seu efeito seja
diretamente sobre o peristaltismo intestinal (TORNBLOM et al., 2015; KUSANO et
al., 2014). No entanto mais estudos sdo necessarios para melhor elucidacdo dos

efeitos do ferulato de etila sobre as estruturas gastricas.
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Tendo observado o aumento da motilidade intestinal do FE, avaliamos entao
o seu efeito em modelo de ileo pds-operatério (IPO), que é uma doenca
caracterizada pela perda de motilidade gastrointestinal (Gl) apés cirurgia abdominal
ou outros procedimentos cirargicos importantes. Os sintomas incluem distensao
abdominal, nauseas, vomitos, anorexia e constipacdo (MEERVELD et al., 2012).

Foram identificadas duas fases na patogénese do IPO: Fase neurogénica de
curta duracao, caracterizada pela hiperativacédo simpéatica reflexa devido a incisao da
pele, que volta ao normal ap6s o fim da cirurgia, e Fase inflamatdria, que se inicia 3-
4h depois da cirurgia, sendo clinicamente mais relevante devido a caracterizagao de
uma sustentada inibicdo da contratilidade intestinal devido ativacdo de macréfagos
residentes na camada muscular da parede intestinal, que tem como consequéncia o
recrutamento dos leucocitos, producéo de 6xido nitrico (NO) e Espécies Reativas de
Oxigénio (EROS), lesando as células e impedindo a contragéo das fibras musculares
intestinais, conduzindo assim a um atraso no transito gastrointestinal
(BOECKXSTAENS; DE-JONGE, 2009; VAN-BREE et al., 2013; MUELLER et al.,
2011; MORAIS et al., 2015; LI et al., 2013; VATHER et al., 2014).

A manipulacao intestinal foi eficaz em promover retardo do transito Gl no
grupo veiculo. O tratamento com FE foi capaz de restaurar o transito Gl sendo
estatisticamente semelhante ao grupo Sham, que é o grupo que simula as condi¢des
normais apoés laparotomia, mostrando sua eficacia no modelo experimental. Nossos
resultados anteriores que demonstraram o0 aumento no transito intestinal foram
reforcados por mais este resultado, onde FE demonstrou melhora da motilidade
gastrointestinal. Resultados semelhantes foram encontrados por Zhang e
colaboradores (2012), que demonstraram que o composto fendlico jatrorrizina
restaurou o transito gastrointestinal de ratos em modelos de IPO.

Kalff e colaboradores (1998) observaram que a inibicdo prolongada da
motilidade intestinal depende da infiltracdo de leucdécitos na camada muscular da
parede intestinal 24h apds a cirurgia (MUELLER et al., 2011). Logo, a diminuicdo da
resposta inflamatdria intestinal é de fundamental importancia no IPO (TAN et al.,
2014; VATHER et al., 2014)

Avaliamos a acao inibitéria do FE sobre o infiltrado neutrofilico, através da
mensuracdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO). Essa é uma enzima bioativa

abundantemente armazenada nos granulos azuréfilos dos neutrdéfilos, que sao as
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células mais abundantes diante de uma resposta inflamatéria (NUSSBAUM et al.,
2013).

Neste estudo, o pré-tratamento com ferulato de etila reduziu
significativamente os niveis de atividade de MPO, o que sugere um efeito um
possivel efeito anti-inflamatoério do ferulato de etila, no modelo de IPO estudado. Niu
e colaboradores (2016) encontraram resultados semelhantes demonstrando que o
acido ferdulico reduz os niveis de MPO em lesdo hepatica.

O radical livre Oxido Nitrico (NO) é considerado o maior neurotransmissor
inibitério no TGl. Em musculo liso GI, o relaxamento que induz a constipacdo €
mediado pelo envolvimento de GMPc, através da ativagdo da enzima ciclase de
guanilil (GC). E produzido em grande quantidade por macréfagos e leucdcitos
através da enzima Oxido Nitrico Sintase (NOS), que impedem a contragéo das fibras
musculares lisas, devido interrupcdo da propagacao do potencial de acéo das CIC,
contribuindo para hipomotilidade GI (LIES; GRONEBERG; FRIEBE, 2014; KAJI et
al., 2018). Diante do exposto, passou-se a averiguar a acdo do FE sobre a
concentracdo de oOxido nitrico no modelo de ileo pos-operatério (IPO). A
determinacao indireta dos niveis de NO devido meia-vida extremamente curta (10 a
60 segundos nos tecidos), pode ser feita atravées da mensuracdo da conversdo de
nitrato em nitrito (produtos da reacdo do NO com o oxigénio - NOx) (GRAU et al,
2007; CUNHA, 2015).

O FE reduziu significativamente os niveis de nitrito. Resultados similares
foram demonstrados por Koh (2012) e Domenico e colaboradores (2009)
demonstraram que AF e FE, respectivamente, previnem a formacdo de INOS
suprimindo a geracdo secundaria do agente oxidativo NO e seus metabdlitos,
confirmando assim o efeito supressor do FE sobre Oxido Nitrico (NO).

A interpretacdo do ileo pds-operatdorio como o resultado de uma resposta
inflamatéria muscular intestinal local com a co-expressdo de mediadores
cineticamente ativos sugere que uma abordagem farmacoldgica anti-inflamatoria
pode aliviar o ileo poOs-operatério. No entanto, a complexidade da resposta
inflamatoria, em particular o envolvimento de muitos mediadores ou metabdlitos com
impacto funcional no musculo liso e funcédo neural entérica diferentes, requer uma
abordagem farmacolégica que interrompa 0s principais eventos primordiais da
cascata inflamatéria (RYCHTER; CLAVE, 2013; STOFFELS et al., 2011).
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A resposta inflamatéria induz estresse oxidativo e as espécies reativas de
oxigénio (EROS) contribuem para IPO. Foi relatado anteriormente um aumento no
estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica intestinal que se inicia logo apés a
manipulacao intestinal (MI) (DE BACKER et al., 2009).

A inducdo das enzimas antioxidantes representa um dos mais importantes
componentes dos mecanismos de defesa celular e, dessa forma, a variedade de
toxicos eletrofilicos e oxidativos podem ser eliminados das células antes da leséo
gendomica do DNA. Com base nestes dados, avaliou-se a a¢cdo do FE sobre duas
importantes enzimas: a superdxido dismutase (SOD) e glutationa reduzida (GSH) a
fim de averiguar se o FE atua por esta via (LUGRIN et al, 2014).

Em condic0es fisiologicas a SOD age como uma defesa celular que degrada
0 superoxido (O2.) em oxigénio e peroxido de hidrogénio. As diferentes formas de
SOD catalisam a reacdo de dismutacdo do radical superoxido, removendo
cataliticamente os radicais superoxidos (VANNUCCHI et al., 1998). Durante o
processo inflamatério, a degradacdo do anion superéxido pela SOD impede que o
mesmo induza a producédo de citocinas, expressao de moléculas de adesao e de
agentes quimiotaxicos (LI; ZHOU, 2011).

O ferulato de etila aumentou os niveis de SOD em relacdo ao grupo veiculo
no modelo de IPO. Resultado similar foi encontrado em culturas de macréfagos
sensibilizados com lipopolissacarideos (LPS - endotoxina que provoca uma forte
resposta imunoldgica) e tratados com Y-oryzanol e cicloartenil ferulato onde houve
aumento da transcricdo da SOD (NAGASAKA et al, 2007). Mancuso e Santangelo
(2014) demonstraram que o acido ferulico pode prevenir danos mediados por
radicais livres, regulando os niveis de superoxido dismutase (SOD).

A glutationa consiste em um complexo enzimatico formado por quatro
elementos, entre eles o0 GSH (glutationa reduzida). GSH é um tripeptideo (L-c-
glutamil-L-cisteinil-glicina) que age principalmente como enddgeno antioxidante. Por
ser transportadora de um grupo tiol ativa na forma de um residuo de cisteina, ele
age como um antioxidante através de interacdo direta com espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio (EROS e ERNS) (LUSHCHAK, 2012; LUBOS et al, 2011;
GHOSH et al., 2017).

Neste sentido, os resultados aqui obtidos mostram aumento da concentragao

de GSH nos grupos tratados com FE. Ojha e colaboradores (2015) demonstraram
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que o pré-tratamento com &cido ferulico aumenta os niveis de SOD e GSH em
modelos de peroxidacgdo lipicica induzido por rotenona.

Quando a producao de radicais livres aumenta até o ponto onde o sistema
antioxidante celular ndo consegue remover ou neutralizar tudo que € produzido,
ocorre 0 estresse oxidativo. Uma das consequéncias do estresse oxidativo mais
importante é a oxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados das membranas
celulares, ou seja, a peroxidacao lipidica, que provoca danos e impede a passagem
de nutrientes, como proteinas e glicose, e diminui a capacidade de reacdo do
sistema imunoldgico. A peroxidacdo lipidica pode ser quantificada através da
mensuracdo do acumulo de subprodutos resultantes desse processo, como 0
malondialdeido (MDA), que normalmente serve como indice da intensidade da
ocorréncia de tal reacdo (FERNANDES et al., 2012).

Neste estudo, os animais tratados com FE apresentaram concentracao
significativamente menor de MDA. Esta resposta pode ser justificada devido ao
aumento dos mecanismos de defesa antioxidante, especialmente da glutationa, visto
seu papel na reducédo dos hidroperoxidos ou o tamponamento direto dos radicais
livres pelo aumento das defesas antioxidantes, como sugerido pelos experimentos
realizados anteriormente para SOD e GSH, o que pode ser benéfico na prevencao
do IPO (NIKI et al, 2009). Resultados similares foram encontrados por Garrido e
colaboradores (2012), onde o FE e os demais ésteres do acido ferulico
apresentaram atividade protetora ao estresse oxidativo induzido por perdxido de
hidrogénio em linhagem de células de feocromocitoma humano (PC12).

Os nossos resultados aqui apresentados corroboram aos estudos reportados
anteriormente. Ren e colaboradores (2017) mostraram que o acido ferdlico (AF)
atenuou significativamente o estresse oxidativo com reducédo da geracdo de EROS e
influxo de Ca?*, anion superéxido (O-.), malondialdeido (MDA) em lesdo cerebral
induzida por isquemia/reperfusdo (I/R) in vivo e in vitro. Assim como Cunha e
colaboradores (2016) demonstraram que FE reduziu as atividades da MPO,
aumentou as concentracfes de SOD e GSH e diminuiu as concentracdes de NO e
espécies reativas do acido tiobarbitarico (TBARS), dentre elas o malondialdeido
(MDA), em modelos de inflamacéo aguda e cronica.

Tais achados corroboram aos nossos resultados e reforgcam as evidéncias de

gue o ferulato de etila pode estar agindo na fase inflamatoria do IPO.
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Portanto, o aumento da motilidade intestinal demonstrado, atrelado aos
efeitos anti-inflamatorio e antioxidante, sugere que o Ferulato de etila oferece uma
base para o desenvolvimento de um agente procinético que alivia disfuncdes da
motilidade intestinal, sem afetar as estruturas gastricas, e que pode ser uma nova
alternativa terapéutica para prevencido do ileo Pés-Operatorio. No entanto, mais
estudos fazem-se necessarios para melhor elucidacdo dos seus mecanismos de

acao.
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Concluscoes
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6. CONCLUSOES

v

O ferulato de etila na dose de 50mg/Kg, via oral, aumenta o transito

gastrointestinal sem causar retencdo gastrica em camundongos.

O efeito procinético do ferulato de etila se d& por ativacdo dos receptores
muscarinicos e ativacdo indireta dos canais de calcio dependentes de

voltagem.

No efeito procinético do ferulato de etila ndo h& envolvimento serotoninérgico

via ativacao dos receptores 5-HTs.

A interferéncia do ferulato de etila sobre os marcadores antioxidantes e sobre

a mieloperoxidase pode ser benéfico para prevencao do ileo pds-operatorio.

No entanto, estudo adicionais devem ser realizados para maior elucidacéao de
outras vias que possam estar envolvidas no mecanismo de acdo do ferulato
de etila, para que se torne uma alternativa segura para o tratamento de

doencas que causam hipomotilidade intestinal e prevencao do IPO.
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