MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI - UFPI
PRO- REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUACAO - PRPG
CAMPUS MINISTRO REIS VELLOSO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA - PPGBiotec

NAYARA ALVES DE SOUSA

EFICACIA DO POLISSACARIDEO SULFATADO EXTRAIDO DA ALGA
MARINHA VERMELHA Hypnea musciformis CONTRA DIARREIA EM ROEDORES

PARNAIBA-PIAUI
2016



NAYARA ALVES DE SOUSA

EFICACIA DO POLISSACARIDEO SULFATADO EXTRAIDO DA ALGA
MARINHA VERMELHA Hypnea musciformis CONTRA DIARREIA EM ROEDORES

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pbés-Graduacdo em Biotecnologia da
Universidade Federal do Piaui, como
requisito para a obtencdo do titulo de
Mestre em Biotecnologia.

Linha de Pesquisa: Farmacologia
Molecular Aplicada a Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Jand Venes Rolim
Medeiros.

PARNAIBA — PIAUI
2016



FICHA CATALOGRAFICA
Universidade Federal do Piaui
Biblioteca Setorial Prof. Candido Athayde — Campus Parnaiba
Servico de Processamento Técnico

S725e Sousa, Nayara Alves de.
Eficacia do polissacarideo sulfatado extraido da alga marinha vermelha
Hypnea musciformis contra diarreia em roedores [manuscrito] / Nayara
Alves de Sousa. — 2016.
127 1. :il. color.

Impresso por computador (printout).

Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Federal do
Piaui, 2016.

Orientacdo: Prof. Dr. Jand Venes Rolim Medeiros.

1. Hypnea Musciformis (Alga Vermelha). 2. Alga Marinha Vermelha.

3. Polissacarideo Sulfatado. 4. Diarreia - Doengas Gastrointestinais. 1.
Titulo.

CDD: 660.6




NAYARA ALVES DE SOUSA

EFICACIA DO POLISSACARIDEO SULFATADO EXTRAIDO DA ALGA MARINHA
VERMELHA Hypnea musciformis CONTRA DIARREIA EM ROEDORES

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia da Universidade
Federal do Piaui, como requisito para a obtencéo do titulo de Mestre em Biotecnologia.

Aprovada em: / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Jand Venes Rolim Medeiros

Universidade Federal do Piaui - UFPI (Orientador)

Prof. Dr. Gilberto Santos Cerqueira

Universidade Federal do Piaui - UFPI

Prof. Dr. Marcelo de Carvalho Filgueiras

Universidade Federal do Piaui - UFPI



Dedico,

Ao0s meus pais, Espirito Santo e Roseno Alves,

com muito amor.



Descobri como é bom chegar quando se tem paciéncia e para se chegar onde quer que seja,

aprendi que ndo é preciso dominar a forga, mas a razao.

E preciso antes de mais nada, Querer.

Um dia e preciso parar de sonhar, tirar os planos das gavetas e, de algum modo, partir...

(Amyr Klink)



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do Piaui pela oportunidade vivenciada.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Jand Venes Rolim Medeiros, pela oportunidade de
aprendizado, confianga e orientacdo, contribuindo imensamente para 0 meu crescimento
profissional. Por vocé tenho a mais sincera admiragdo e um profundo respeito. Serei sempre

grata pelas orientacOes criteriosas.

A banca examinadora composta pelo Prof. Dr. Gilberto Santos Cerqueira e Prof. Dr.
Marcelo de Carvalho Filgueiras pelas valiosas contribuicdes.

A Profa. Dra. Ana Lucia Pontes Freitas e toda equipe do Laboratério de Algas Marinhas
| do Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara pela

imensa contribuicdo com os polissacarideos sulfatados fornecidos na realizagdo da pesquisa.

Aos professores do Ndcleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia pela eximia
dedicacdo a docéncia.

Ao Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais (NPPM) da UFPI por disponibilizar os

animais necessarios a realizacdo dessa pesquisa.

A toda a familia do laboratério de Fisio-Farmacologia Experimental (LAFFEX): Beatriz
Melo, Nathalia Carvalho, José Junior, Dvison Pacifico, Irismara Silva, Elenice Alvarenga, Ana
Leodido, Fabiana Moura, Simone de Aradjo, Patricia Oliveira, Monique Soares, Kerolayne
Nogueira, Bruno lles, Gabriela Pacheco, Matheus Sombra, Carol Brandéo e VVanessa Meneses,
pela ajuda concedida na execucdo dos trabalhos, convivio, amizade, incentivo e por serem
pessoas especiais. Muito obrigada pela disposicdo e dedicacdo as horas de experimento, pela

harmonia do ambiente de trabalho e por todos os momento felizes compartilhados juntos.

Aos meus escudeiros: Douglas Soares, Thiago Lopes e Luan Kelves, que se tornaram

ndo somente colegas de trabalhos, mas sim, verdadeiros amigos.

Aos colegas do Curso de Mestrado em Biotecnologia pelo enriquecimento da

experiéncia da p6s-graduagdo, bem como pelo aprendizado cientifico.



A Karliane Uchéa por disponibilizar os dados epidemioldgicos oriundos do Sistema
Informatizado de Vigilancia Epidemioldgica/Monitorizacdo das Doencas Diarreicas Agudas
(SIVEP/MDDA) referentes a cidade de Parnaiba.

Ao Cleisson pela importante atencéo na disponibilidade de materiais no laboratorio,

bem como a solicitude e presteza em nos ajudar sempre que necessario.

Ao CNPq e a FAPEPI pelo auxilio financeiro sob a forma de concessdo de bolsa de

mestrado.

A minha familia que sempre torceu pelo meu sucesso. Em especial aos meus pais,
Espirito Santo e Roseno Alves, pelo amor, carinho e cuidados que recebi durante toda vida e

pelo grande esfor¢co com minha educagdo. Essa conquista é nossa!

Ao meu namorado, Silva Neto, pelo incentivo e amor nos momentos mais dificeis e,

principalmente, por compartilhar das minhas lagrimas e sorrisos.

Acima de tudo, agradeco a Deus pela salde, fortaleza, perseveranca e suporte em todos

0Ss momentos da minha vida.

E a todos que contribuiram para a realizacdo do presente trabalho e que ndo foram

citados, peco que recebam meu eterno reconhecimento e apreco.



RESUMO

As algas marinhas sdo fonte de diversos compostos biologicamente ativos com potencial agéo
terapéutica, como os polissacarideos sulfatados (PLS), os quais sdo reconhecidos por
apresentarem um grande numero de atividades bioldgicas, incluindo acdo moduladora
gastrointestinal. Considerando que a diarreia € a manifestacdo clinica mais frequente
relacionada com doencas gastrointestinais e que atualmente ndo existe um tratamento especifico
destinado a esse problema clinico, o objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia
antidiarreica do PLS extraido na alga marinha vermelha H. musciformis, bem como avaliar 0s
possiveis mecanismos envolvidos neste efeito. Os procedimentos e protocolos experimentais
utilizados nesse estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da
Universidade Federal do Ceara (Protocolo n° 11/2013). Inicialmente, o efeito antidiarreico do
PLS foi avaliado no modelo de diarreia aguda e enteropooling induzido por 6leo de ricino.
Dessa forma, ratos wistar (150-180 g) foram pré-tratados com salina (2,5 ml/kg, v. 0.), ou
loperamida (5 mg/kg, v. 0.), ou PLS (10, 30 e 90 mg/kg, v. 0.). Uma hora depois 0s ratos
receberam 6leo de ricino (10 ml/kg, v. 0.). Apos 3 horas foi avaliada a severidade da diarreia, 0
namero total de fezes, o nimero total de fezes diarreicas e a medicéo do volume do contetdo
intestinal (enteropooling). Além disso, a partir da indugdo da diarreia com 6leo de ricino, foi
avaliada a atividade da proteina Na* K* ATPase presente no intestino delgado de camundongos
(swiss; 25-30g) mensurada partir da hidrolise do ATP. Em outros grupos experimentais, com
camundongos, foi realizado o teste de motilidade intestinal, utilizando 0,2 ml de carvéo (v. 0.)
como marcador da distancia percorrida ao longo do intestino. Para verificar um possivel
envolvimento de mecanismo opioide e/ou colinérgico na atividade do PLS sobre o transito
intestinal foi utilizado naloxona (2 mg/kg, s. c.; antagonista opioide) e betanecol (3 mg/kg, i.
p.; agonista colinérgico), respectivamente. Para o estudo do esvaziamento gastrico, outro grupo
experimental (camundongos) foi tratado com PLS (90 mg/kg, v. 0.) e uma hora depois
receberam uma solugdo glicosada (5%) contendo vermelho de fenol (0,75 mg/ml). Apds 20
minutos, os animais foram eutanasiados e o esvaziamento gastrico foi avaliado por técnica de
espectrofotometria. O efeito antidiarreico do PLS ainda foi analisado pelo modelo de diarreia
inflamatoria induzida por prostaglandina E> (PGEz), em ratos. Assim, os animais foram pré-
tratados com PLS (90 mg/kg, v. 0.) e imediatamente ap6s a administracdo, PGE2 (100 pg/kg, V.
0.) foi administrada. Apds 30 minutos, os animais foram eutanasiados e o volume do contéudo
intestinal foi mensurado. Foi utilizado o modelo de secrecéo intestinal induzida pela toxina da
célera (TC) (1 po/alca) em camundongos para caracterizar a atividade antissecretéria do PLS.
A seguir, foi determinada a concentracdo de ions cloreto no fluido intestinal acumulado em
cada alca isolada, bem como foi avaliado o feito do PLS na absorcao intestinal. Além disso, a
capacidade de ligacdo do PLS ao receptor monossialogangliosideo-GM1 foi analisada por meio
da técnica de ELISA. O pré-tratamento com todas as doses do PLS (10, 30 e 90 mg/kg) inibiu
significativamente (P < 0,05) a diarreia induzida por 6leo de ricino, com redugdo do numero
total de fezes, nimero total de fezes diarreicas e severidade da diarreia. A dose de 90 mg/kg
reduziu significativamente (P < 0,05) o efeito antidiarreico no enteropooling induzido por 0leo
de ricino, aumentou (P < 0,05) a atividade da proteina Na* K™ ATPase no intestino delgado,
reduziu (P < 0,01) o transito intestinal, possivelmente por meio da ativacdo de receptores
colinérgicos, além de inibir (P < 0,05) o enteropooling induzido por PGE>. Contudo, o PLS nédo
mostrou influéncia no esvaziamento gastrico. Além disso, a secre¢do de fluido e os niveis de
cloreto presentes no conteddo intestinal induzidos pela TC, foram reduzidos significativamente
(P < 0,001) nos animais pré-tratados com PLS, provavelmente devido a interacdo com o
receptor GM1. Em conclusao, os resultados sugerem que o PLS exerce seu efeito antidiarreico
devido a capacidade em aumentar a atividade de Na* K™ ATPase no intestino delgado, inibir a



motilidade intestinal associada a uma possivel atividade anticolinérgica, bem como bloquear a
ligagdo TC-GML1.

Palavras-chave: Carboidrato, 6leo de ricino, prostaglandina E>, toxina da colera, GML1.



ABSTRACT

Seaweeds are source of several biologically active compounds with potential therapeutic action,
such as sulfated polysaccharides (PLS), which are known to have a variety of biological
activities, including gastrointestinal modulatory action. Considering that diarrhea is the most
common clinical manifestation related gastrointestinal diseases and currently there is no
specific treatment for this medical condition, the objective of this study was to evaluate the
effectiveness of anti-diarrheal PLS extracted in red seaweed H. musciformis and to assess the
possible mechanisms involved in this effect. Experimental procedures and protocols used in
this study were approved by the Ethics Committee in Research of the Federal University of
Ceara (protocol no. 11/2013). Initially, the antidiarrheal effect of PLS was evaluated in the
model of acute diarrhea and enteropooling induced by castor oil. Thus, wistar rats (150-180 Q)
were pretreated with saline (2,5 ml/kg, p. 0.), or loperamide (5 mg/kg, p. 0.), or PLS (10, 30 e
90 mg/kg, p. 0.). One hour later the rats receive castor oil (10 ml/kg, p. 0.). After 3 hours was
evaluated the severity of the diarrhea, number of feces, total number of diarrheal stools and
measuring the volume of intestinal contents (enteropooling). Furthermore, from the induction
of diarrhea castor oil, was evaluated the protein activity Na* K* ATPase present in the small
intestine of mice (swiss; 25-30g) assayed as a release of inorganic phosphate from the
hydrolysis of ATP. In other experimental groups, with mice, was performed intestinal motility
test, using 0.2 ml of charcoal (p. 0.) as marker of distance traveled along the intestine. To verify
a possible involvement of mechanism opioid and/or cholinergic in activity of PLS on intestinal
transit was used naloxone (2 mg/kg, s. c.; opioid antagonist) and bethanechol (3 mg/kg, i. p.;
cholinergic agonist), respectively. To evaluate gastric emptying, other experimental group
(mice) were treated orally with PLS (90 mg/kg) and one hour later received a glucose solution
(5%) containing phenol red (0.75 mg/ml). After 20 minutes, the animals were euthanized and
gastric emptying was assessed by spectrophotometry technique. The antidiarrheal effect was
further analyzed by PLS diarrhea inflammatory model induced by prostaglandin E> (PGE>) in
rats. Thus, the animals were pretreated with PLS (90 mg/kg, p. 0.) and immediately after
administration, PGE> (100 mg/kg, p. 0.) was administered. After 30 minutes, the animals were
euthanized and intestinal content was measured. We used the intestinal secretion model induced
by cholera toxin (CT) (1 pg/loop) in mice to characterize the antisecretory activity of PLS.
Next, was determined the concentration of chloride ions in the intestinal fluid accumulated in
each closed loop, and was evaluated the effect of PLS in the intestinal absorption. In addition,
the binding ability of the PLS to monosialoganglioside-GML1 receptor was analyzed by ELISA.
The pre-treatment with all doses of PLS (10, 30 and 90 mg/kg) inhibited significantly (P < 0.05)
diarrhea induced by castor oil, with reduction of the total number of feces, total number of
diarrheal stools and severity of diarrhea. The dose of 90 mg/kg reduced significantly (P < 0.05)
antidiarrheal effect on enteropooling induced by castor oil, increased (P < 0.05) protein activity
Na* K* ATPase activity in the small intestine, reduced (P < 0.01) intestinal transit, possibly
through the activation of cholinergic receptors, and inhibit (P < 0.05) the enteropooling induced
PGE>. However, the PLS no showed effect on gastric emptying. In addition, fluid secretion and
chloride levels present in the intestinal contents induced by CT were significantly reduced (P <
0.001) in animals pretreated with PLS, probably due to interaction with the GML1 receptor. In
conclusion, the results suggest that PLS exerts its antidiarrheal effect due to the ability to
increase the activity of Na* K ATPase activity in the small intestine, inhibit the intestinal
motility associated with a potential anticholinergic activity, as well as block CT-GM1 binding.

Keywords: Carbohydrate, castor oil, prostaglandin E, cholera toxin, GM1.
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1. INTRODUCAO

As algas marinhas séo fonte de diversos compostos biologicamente ativos com potencial
acdo terapéutica. Entre estes compostos estdo os polissacarideos sulfatados (PLS), os quais sao
0s maiores componentes da matriz extracelular de algas marinhas (HAN et al., 2005). Os PLS
sdo polimeros complexos e heterogéneos formados por unidades repetidas de monossacarideos
com presenca de radicais sulfato (JIAO et al., 2011). Estes polimeros estdo envolvidos em
varios processos celulares e sdo reconhecidos por apresentarem um grande numero de
atividades bioldgicas, incluindo acéo gastroprotetora (SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2011),
antioxidante (BARAHONA et al., 2011), anticoagulante (CIANCIA, QUINTANA e CEREZO,
2010), antiviral (OHTA et al., 2009), imunoestimulatéria (ZHA et al., 2015), antitumoral
(SHAO, CHEN e SUN, 2013), anti-inflamatoria e anti-nociceptiva (CHAVES et al., 2012).
Portanto, essas biomoléculas exibem importantes aplicacGes e assim tem atraido a atengdo de

varios grupos de pesquisa para o desenvolvimento de novas drogas.

Os PLS encontrados nas algas vermelhas podem apresentar-se na forma de galactanas
sulfatadas, exibindo alta massa molecular (>100 kDa) e alta eletronegatividade (PERCIVAL e
MCDOWELL, 1967). Isto pode possibilitar interacdes eletrostaticas com proteinas especificas,
0 que possivelmente contribui para as suas a¢des bioldgicas observadas (SILVA et al., 2010;
USQOV, YAROTSKY e SHASHKOV, 1980). Baseado na sua estereoquimica, galactanas
sulfatadas podem ser classificadas como agar ou carragenanas (RECALDE et al., 2016). De
particular importancia, as carragenanas compartilham uma estrutura basica comum, consistindo
de uma cadeia linear com residuos alternados de (—3)-B-D-galactopiranose e (—4)-a-D-
galactopiranose, com uma unidade D ocorrendo muitas vezes como sua forma 3,6-anidro-a-D-
galactopiranose (YANG et al., 2009). As formas mais comuns de carragenanas Sao
tradicionalmente identificados por simbolos gregos, como por exemplo, kappa (k), iota (1), €
lambda (A). Estas sdo considerados as trés formas mais importantes comercialmente (BONDU
etal., 2010; CAMPO et al., 2009).

A alga vermelha Hypnea musciformis representa uma grande fonte de carragenanas
naturais (GREER et al., 1984), o que a torna bastante explorada na costa nordeste do Brasil
(ALVES et al., 2012). A estrutura quimica das carragenanas produzidas por H. musciformis
tem sido extensivamente descrita na literatura (COZENZA et al., 2014; ARMAN e QADER,
2012; AZIZA et al., 2008) e constitui principalmente de repeti¢cBes de (—3)-p-D-galactose-4-
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sulfato conectado a (—4)-3,6-anidro-a-D-galactopiranose. Assim, este polimero é nomeado de
k-carragenana (VELDE et al., 2002).

O potencial terapéutico do PLS extraido da alga vermelha H. musciformis foi
recentemente avaliado pelo nosso grupo de pesquisa, em modelos animais, e foi evidenciado
que esse composto possui efeito anti-inflamatorio (BRITO et al., 2013). Adicionalmente, foi
mostrado que o PLS exerceu efeito gastroprotetor em modelo de leséo induzida por etanol
(DAMASCENO et al., 2013), evidenciando, dessa maneira, efeito modulador em disturbios

gastrointestinais.

Entre as manifestagbes clinicas mais frequentes relacionadas com doengas
gastrointestinais estd a diarreia, a qual é caracterizada por um aumento no numero de
evacuacdes, trés ou mais vezes por dia, com uma mudanca na consisténcia das fezes
acompanhada de dor abdominal (XU et al., 2013). A diarreia é responsavel por cerca de milhGes
de mortes anualmente, principalmente entre criangas menores de 5 anos de idade (RAHMAN
et al., 2013). Desde os tempos antigos, essa doenca tem sido reconhecida como um importante
problema clinico, afetando populagdes socio-economicamente atrasadas em paises em
desenvolvimento (AWE et al., 2011). Os mecanismos fisiopatologicos que levam ao
desenvolvimento das doengas diarreicas incluem o trénsito intestinal acelerado, aumento da
guantidade de fluidos no Iimen intestinal, e reducdo da absor¢do de agua e eletrélitos
(GORKIEWICZ et al., 2013). Atualmente, o tratamento farmacologico para as doencas
diarreicas ndo é especifico, sendo destinado a reduzir a inconveniéncia causada pelos
movimentos intestinais frequentes, desidratacdo e desconforto (CHOI et al., 2014; AWE et al.,
2011).

Considerando que PLS extraidos de algas marinhas possuem notavel potencial
farmacoldgico, incluindo efeitos moduladores gastrointestinais, este estudo destinou-se a
avaliar o efeito antidiarreico do PLS extraido da alga marinha H. musciformis em modelos de
diarreia aguda, inflamatdria e secretoria, bem como esclarecer 0s possiveis mecanismos

envolvidos nessa atividade.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Produtos Naturais como Fonte de Recurso Terapéutico

O Brasil apresenta a maior biodiversidade do planeta, estimada em mais de 20% do
namero total de espécies do mundo. Apesar deste imenso patriménio encontrar-se escasso nos
paises desenvolvidos, apresenta grande potencial econdmico em varias atividades,
principalmente na prospeccdo de farmacos (SAITO, BASTOS e ABEGG, 2008; CALIXTO,
2003). Isto pode ser confirmado ao analisar o crescente nimero de novos medicamentos obtidos

direta ou indiretamente a partir de produtos naturais.

A perspectiva de obtencdo de novos farmacos a partir de recursos naturais pde em
evidéncia o aspecto da grande diversidade molecular, propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas. Isto contribui com a descoberta de medicamentos com potencial terapéutico
diversificado (NISBET e MOORE, 1997). Além disso, varios motivos levam ao aumento do
uso produtos naturais no combate a enfermidades ao invés do uso da medicina convencional,
uma delas é que as drogas de origem sintética podem muitas vezes mostrar-se ineficientes ao
tratamento de varias patologias, além de causarem muitos efeitos adversos relacionados ao uso
prolongado, contribuindo com o surgimento de problemas de saide (RATES, 2001). Na
atualidade, o grande objetivo da farmacologia é a busca de drogas mais eficazes, com menos
efeitos colaterais e menos possibilidades de recidivas que os farmacos existentes no mercado.

O uso de compostos naturais data desde 0s tempos antigos, assim essa sistematica
acompanhou o desenvolvimento da sociedade humana e ainda hoje todos os aspectos ligados
ao conhecimento sobre produtos de origem natural continuam evoluindo. Nas Gltimas décadas,
cerca de um quarto das drogas utilizadas para fins medicinais foram oriundas de produtos
naturais ou seus derivados (BALUNAS e KINGHORN, 2005). Mais de 40% dos produtos
derivados de compostos naturais mostraram atividades que ndo foram atribuidas aos produtos

sintéticos existentes no mercado de medicamentos (HENKEL et al., 1999).

O reino vegetal é responsavel pela maior diversidade de compostos terapéuticos
relatados na literatura até o momento. Contudo, nos uGltimos anos, organismos marinhos
tornaram-se alvo para a descoberta de novos produtos farmacoldgicos e de interesse biomeédico
(CHAVES et al., 2012). Desse modo, desde o ano de 1970, mais de 21.855 compostos naturais
bioativos, com distintas atividades biologicas foram descobertos a partir de organismos

marinhos (BLUNT et al., 2012). Estes produzem uma grande quantidade de metabdlitos
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secundarios que ndo podem ser encontrados em outros organismos e apresentam grande
probabilidade de possuirem significativa atividade biol6gica maior do que a esperada para
organismos terrestres. Nesse contexto, um estudo pré-clinico de citotoxicidade realizado pelo
Instituto Nacional do Cancer (INCA) mostrou que 1% das amostras marinhas testadas
demonstraram potencial antitumoral, enquanto apenas 0,1% das amostras terrestres mostraram
tal atividade (MUNRO et al., 1999).

Em adicdo, os organismos marinhos apresentam potencial para tratar varias doencas e
alguns destes recursos naturais ainda apresentam novos mecanismos de a¢do. Exemplo disso,
pode ser apontado por drogas derivadas de compostos marinhos, ja aprovadas, como a
Ziconotida, que possui um potente efeito analgésico mediado pelo bloqueio reversivel dos
canais de célcio do tipo N sensiveis a voltagem, inibindo a atividade de um subconjunto de
neurdnios incluindo nociceptores priméarios (MILJANIC et al., 2004). Ziconitida, é o primeiro
bloqueador de canal de célcio de tipo N e também € o primeiro medicamento derivado de
peptideo marinho ao chegar no mercado, sendo surpreendentemente 1.000 vezes mais potente
do que a morfina, além de ndo produzir tolerancia, fato que é bem observado na terapia opiacea
(MAYER et al., 2010; MCGIVER, 2006). A droga antineoplasica Trabectedina também
mostrou um mecanismo de acdo Unico e complexo ao ligar-se ao sulco menor do DNA,
curvando a hélice para o sulco maior. Esta ligacdo ao DNA desencadeia uma cascata de
acontecimentos que afeta varios fatores de transcricdo, proteinas de ligacdo ao DNA, bem como
vias de reparacdo do DNA, resultando numa perturbacdo do ciclo celular (D’ INCALCI e
GALMARINI, 2010). Do mesmo modo, existem outros exemplos notaveis de compostos
bioativos marinhos com novos mecanismos de acdo e que atuam de maneira eficaz
(MONTASER e LUESCH, 2011).

A cada ano tem aumentado o nimero de compostos derivados de organismos marinhos
e mais de 1.000 novas substancias com distintas atividades bioldgicas foram relatadas entre os
anos de 2010 e 2011 (BLUNT et al., 2011; BLUNT et al., 2010). Dentre tais organismos, as
algas tém atraido a atencdo de Vvarios grupos de pesquisa, uma vez possuem muitos compostos
bioativos com varias agdes terapéuticas, e portanto apresentam uma promissora area para a
busca de novas alternativas (SILVA et al., 2011).

Acredita-se que a exploracdo do conhecimento cientifico em busca de novos
medicamentos tem se tornado uma grande estratégia e um dos principais caminhos para o

sucesso de pesquisa na area biotecnoldgica. Diante disso, pode-se sugerir que o alto grau de
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inovacdo biotecnoldgica na area de produtos naturais pode desencadear a descoberta e o
desenvolvimento de medicamentos derivados de algas marinhas com intensidade cada vez

maior, dando espacgo para um novo mercado farmacéutico no futuro.

2.2. Considerag0es sobre Algas Marinhas

As algas constituem organismos eucarioticos unicelulares ou multicelulares incluidos
no Reino Protista, uma vez que ndo possuem caracteristicas que os permitam ser classificados
como elementos dos reinos Plantae, Fungi ou Animalia. Esta € a classificacdo mais bem aceita
na atualidade, no entanto ainda existem divergéncias entre os evolucionistas, pois as relacfes
filogenéticas deste grupo ndo encontram-se completamente elucidadas (RAVEN, EVERT e
EICHHORN, 2007; VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004).

Dentre os organismos marinhos, as algas representam a base da cadeia alimentar, séo
produtoras primarias, sendo portanto fonte de carboidratos e proteinas para muitos seres vivos,
além de serem responsaveis pela liberacdo significativa de oxigénio, através da atividade
fotossintética (EL GAMAL, 2010). Assim, esses organismos assumem grande importancia

ecoldgica.

As algas podem ser classificadas de acordo com sua estrutura fisica, caracteristicas
bioquimicas de seus cloroplastos, substancias de reserva, ciclo reprodutivo e coloracdo. Outras
formas de classificacdo levam em consideracdo seus tamanhos, assim chamadas de microalgas
ou macroalgas. O primeiro grupo compreende algas microscdpicas, enquanto o segundo é
formado por organismos macroscopicos. Baseado na filogenia, as macroalgas sao representadas
em trés grupos principais: Phaeophyta (algas pardas), Chlorophyta (algas verdes) e Rhodophyta
(algas vermelhas) (ANASTOPOULOS e KYZAS, 2015; VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004).

As algas marinhas sdo utilizadas a milénios como fonte de alimento. Mais de dois
milhOes de toneladas de algas frescas sédo processadas ao ano para obtencdo de produtos
alimenticios, principalmente em paises orientais. Além disso, aproximadamente um milhdo e
meio de toneladas de algas s@o coletadas por ano para extracdo de biomoléculas de interesse
econbmico, como alginatos, agares e carragenanas (DILLEHAY et al., 2008; VIDOTTI e
ROLLEMBERG, 2004). No Brasil, as macroalgas vermelhas (Rhodophyta) sdo as mais
exploradas e dentre estas, as algas dos géneros Gracilaria e Hypnea séo as mais utilizadas,
principalmente na regido nordeste. A utilizacdo das espécies do género Gracilaria é voltada

para a exportacdo e producdo de &gar, enquanto as algas do género Hypnea, especialmente
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Hypnea musciformis, é utilizada para producdo de Kappa-carragenana, um ficocoldide de
grande valor econdmico utilizado como agente espessante e estabilizante em alimentos,
cosméticos e farmacos (NAUER, CASSANO e OLIVERIA, 2014).

As algas marinhas constituem uma rica fonte de produtos naturais, incluindo acidos
graxos poli-insaturados, polissacarideos, minerais e vitaminas, antioxidantes, enzimas e
peptideos bioativos (KIM e WIJESEKARA, 2010). Assim, nos ultimos anos esses organismos
marinhos vém ganhando bastante enfoque em pesquisas, no mundo inteiro, devido a presenca
de compostos com atividades bioldgicas e toxicidade relativamente baixa, como 0s
polissacarideos sulfatados (PLS) (FLEITA, EL-SAYED e RIFAAT, 2015; ALVES et al.,
2012).

Nas algas marinhas, os polissacarideos estdo presentes no componente amorfo da parede
celular, conferindo flexibilidade e o aspecto mucilaginoso caracteristico das algas (MICHEL et
al., 2010; KLOAREG e QUATRANO, 1988). O componente amorfo encontrado na parede
celular varia conforme a divisdo das algas. As algas pardas produzem dois tipos de PLS, os
alginatos e as fucanas, enquanto as algas verdes apresentam PLS formados por pelo menos
cinco residuos de monossacarideos diferentes: D-galactose, acido D-glucurénico, D-xilose, L-
ramnose e L-arabinose. As algas vermelhas possuem PLS constituidos por repeticdes de
monossacarideos  galactose, frequentemente chamados de galactanas sulfatadas
comercialmente conhecidas como agar e carragenana (SANTOS et al., 2012; JIAO et al., 2011,
GUPTA e ABU-GHANNAM, 2011).

Em especial, as galactanas sulfatadas (PLS) encontradas em algas vermelhas geralmente
possuem alta massa molecular (>100 kDa) e compartilham uma estrutura basica comum,
constituida por cadeias alternadas de residuos de 3 (1—3) D-galactopiranse e a. (1 — 4) D- ou
L-galactopiranose, que podem ser chamadas de unidade A e unidade B, respectivamente. A
unidade a-galactopiranose pode também apresentar-se na forma ciclica 3,6-anidro-a-
galactopiranose ou galactose-6-sulfato. Além disso, quando a unidade B pertencer a séria D,
sugere-se a ocorréncia de carragenanas e quando pertencer a série L, sugere-se a ocorréncia de
agares. Assim, os termos carragenana e agar referem-se a classificacdo das galactanas de acordo
com a estereoquimica da molécula relacionada a unidade B ou a- galactopiranose (KNUTSEN
et al., 1994; ROCHAS, LAHAYE e YAPHE, 1986). A variacdo estrutural das galactanas

sulfatadas pode ocorrer entre as distintas especies de algas vermelhas, bem como entre os
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organismos coletados em ambientes distintos ou em diferentes periodos do ano (PEREIRA et
al., 2005).

E importante lembrar que PLS s&o polimeros complexos e heterogéneos formados por
unidades repetidas de monossacarideos com carga negativa devido a presenca de radicais
sulfato, o que possibilita sua ligacdo a um grande nimero de proteinas no organismo (POMIN,
2010). Esta caracteristica fisico-quimica pode influenciar a diversidade das ac¢Ges biologicas
atribuidas a estas macromoléculas. As acdes bioldgicas apresentadas pelos PLS incluem
atividade gastroprotetora (SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2011), antioxidante (BARAHONA
et al., 2011), anticoagulante (CIANCIA, QUINTANA e CEREZO, 2010), antiviral (OHTA et
al.,, 2009), antileishmania (PIRES et al., 2013), antimalarica (ADAMS et al., 2005),
imunoestimulatéria (ZHA et al., 2015), antineoplésica (SHAO et al., 2013), anti-inflamatoria e
antinociceptiva (CHAVES et al., 2012), dentre outras.

Os PLS sao reconhecidos como modificadores exdgenos de respostas bioldgicas e
assim, pode-se sugerir que as atividades imunomodulatdrias e anti-inflamatorias atribuidas aos
PLS podem estar ligadas aos mecanismos de protecao gastrica e intestinal (WIJESEKARA,
PANGESTUTI e KIM, 2011). Estudos tém revelado que os efeitos benéficos dos
polissacarideos sobre a salde gastrointestinal incluem efeitos antagonistas e imunitarios.
Mesmo havendo significativos achados, existem poucos trabalhos elucidando os principais
mecanismos de acdo envolvidos no efeito protetor gastrointestinal dos PLS de algas marinhas.
Por exemplo, PLS isolados das algas Gracilaria caudata e H. musciformis exibiram potente
atividade inibidora de lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos através da
ativacdo da via NO/Katp. Contudo, o efeito gastroprotetor pode também ter sido mediado, em
parte, por mecanismos que envolvam a reducdo da peroxidacao lipidica (DAMASCENO et al.,
2013; SILVA et al., 2011). Em adicdo, estudos realizados com PLS isolados da espécie
Gracilaria birdiae demonstraram efeito protetor gastrointestinal através de mecanismos que
envolvem a inibicdo da infiltragdo de células inflamatorias, liberagéo de citocinas e peroxidagdo
lipidica (BRITO et al., 2013; SILVA et al., 2012).

2.3. Alga Marinha Hypnea musciformis e Polissacarideos Sulfatados

O género Hypnea inclui aproximadamente 67 espécies distribuidas em regides de aguas

quentes. Dentre as espéecies desse género, H. musciformis (Figura 1) é a mais conhecida, com
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ampla distribuicdo nos oceanos Atlantico, indico e Pacifico e grande ocorréncia ao longo do
litoral brasileiro no trecho que se estende do Estado do Maranhdo até o Rio Grande do Sul. Esta
espécie pode ser encontrada em areas de infra e meso litoral, crescendo como epifitas sobre

outras espécies de algas ou sobre rochas (NAUER et al., 2014).

Figura 1. Alga Marinha Vermelha Hypnea musciformis. Fonte: autoria prépria (07/2015)

O polissacarideo isolado a partir de H. musciformis é uma carragenana composta
principalmente por repeti¢des de (—3)-p-D-galactose-4-sulfato conectado a (—4)-3,6-anidro-
a-D-galactopiranose. Como dito anteriormente, tal macroalga vermelha possui grande
importancia comercial na costa nordestina do Brasil por ser uma fonte natural de kappa-
carragenana, o qual é utilizado de diferentes formas na atividade econémica, em especial a
alimenticia (COZENZA et al., 2014; ARMAN e QADER, 2012; ALVES et al., 2012; AZIZA
et al., 2008; VELDE et al., 2002; GREER et al., 1984). No Brasil, no ano de 2004, o consumo
de carragenanas foi de 100 toneladas ao més, dos quais 10 toneladas foram obtidas a partir dos
bancos naturais de H. musciformis na regido nordeste (FURTADO, 2004). Estudos recentes
vém enfatizando o potencial desse material como elicitor de plantas, apresentando atividade
biolégica contra o virus do mosaico do tabaco (TMV) (GHANNAM et al., 2013; ARMAN e
QADER, 2012). Além de suas aplicacdes industriais, estudos cientificos realizados
anteriormente com kappa-carragenana extraida de H. musciformis demonstraram que esse
polissacarideo possui potencial farmacolégico anti-inflamatério (BRITO et al, 2013)
gastroprotetor (DAMASCENO et al., 2012) e antioxidante (ALVES et al., 2012).
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Diante das aplicagdes bioldgicas ja apresentadas pelo PLS extraido a partir da alga
marinha vermelha H. musciformis, especialmente devido ao seu efeito modulador
gastrointestinal, considera-se importante verificar o potencial terapéutico desse material
encontrado ao longo do litoral nordestino, em modelos experimentais que mimetizem a diarreia,
uma vez que estudos especificos que explorem as a¢Bes dessas macromoléculas voltadas para

tal aplicacéo, ainda sdo escassos e/ou encontram-se em fase de desenvolvimento.

2.4. ConsideracOes Gerais sobre Diarreia

A diarreia é um distrbio gastrointestinal caracterizado pelo aumento no nimero de
evacuagOes, trés ou mais vezes durante o dia, com aumento da consisténcia das fezes e/ou
presenca de sangue ou muco em casos de inflamacao ou ulceracdo da mucosa intestinal (XU et
al., 2013). Os mecanismos fisiopatoldgicos que caracterizam a doenca diarreica incluem a
reducdo da absorcao ou uma hipersecrecdo de agua e eletrélitos, juntamente com o aumento da
motilidade intestinal (GORKIEWICZ et al., 2013). Pode-se inferir que a diarreia € um processo
dindmico, dependente do equilibrio entre absorcéo de agua no lumen e a capacidade de secre¢édo
da mucosa intestinal. Em condi¢des normais, o intestino delgado reabsorve aproximadamente
99% do fluido presente no IUmen intestinal e em situagcdes em que a eficiéncia desse processo
é reduzida em 1% pode resultar em fezes aquosas (SCHILLER, 2012). Portanto, mudangas

relativamente sutis na absorcao de agua pelo intestino levam ao processo diarreico.

A mucosa intestinal € um epitélio complexo em que a absorcdo e a secre¢do ocorrem
simultaneamente, onde a maior parte desses processos acontecem no intestino delgado.
Conceitos atuais sobre o transporte de agua e eletrdlitos sugerem que a mucosa intestinal atua
como uma membrana semipermeavel, que contém poros nas jungdes intercelulares dos
enterdcitos. Assim, o fluxo de dgua é um evento totalmente passivo, que ocorre em respostas a
gradientes osmoticos associados ao aumento na secrecdo de ions cloreto (CI7) ou bicarbonato
(HCO?) e uma reducéo na absorcéo de ions sddio (Na*) e CI" (WHYTE e JENKIINS, 2012).

De acordo com os mecanismos fisiopatoldgicos, a diarreia pode ser considerada
osmotica ou secretoria. A primeira forma ocorre quando no limen intestinal ha a presenca
excessiva de solutos poucos absorviveis e osmoticamente ativos. Dessa forma, uma maior
quantidade de fluido move-se passivamente dos enterécitos para o limen intestinal, o que

consequentemente contribui com a reducdo da capacidade de absorcdo, e por conseguinte
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ocasiona a diarreia. Particulas osmoticamente ativas podem estar presentes no limen intestinal
devido a um grande numero de razdes, como por exemplo: ingestdo de solutos pouco
absorvidos, como laxantes osméticos; méa absor¢do de solutos especificos; danos na area de
absorcdo da mucosa, como ocorre nas gastroenterites, alergia a proteinas do leite de gado,
doencas de Crohn, e doenga celiaca; desordens de motilidade, como na gastroenterite e na
sindrome do intestino irritdvel. Por outro lado, a diarreia secret6ria ocorre quando a mucosa
intestinal secreta quantidades excessivas de fluido, seja devido a ativacdo de uma via por uma
toxina (como a toxina da célera) ou anormalidade nos entererdcitos (como a atrofia congénita
das microvilosidades). H& casos de diarreia aguda e cronica em que as formas osmética e
secretdria podem ocorrer simultaneamente, dependendo da causa subjacente (SCHILLER,
2012; WHYTE e JENKIINS, 2012; HAMMER et al., 1989).

Como dito anteriormente, 0 aumento da motilidade intestinal é um dos mecanismos que
ocasiona o processo diarreico. Nesse sentido, a passagem acelerada do conteudo intestinal pelos
sitios de absorcdo ao longo do intestino interfere na capacidade de absorcdo. O transito
intestinal acelerado € caracteristico tanto da diarreia secretora, quando a absor¢do de &gua for
incompleta, quanto da diarreia osmotica, se o processo de absorcdo de substancias

osmoticamente ativas ndo foi concluido (SPILLER, 2006).

Diante disso, para que uma droga seja considerada antidiarreica, é necessario que a
mesma promova reducdo dos efeitos caracteristicos da diarreia, ou seja, deve aumentar a

absorcado, ou reduzir a secrecdo intestinal e/ou ainda diminuir a propulsdo intestinal.

E importante notar que muitos fatores podem ser responsaveis pelo aparecimento do
processo diarreico, incluindo agentes infecciosos, toxinas, ansiedade e farmacos. A diarreia
também é um efeito adverso frequente, perfazendo aproximadamente 7% dos efeitos colaterais
associados ao uso de farmacos. Foi relatado que mais de 700 medicamentos podem causar
diarreia, incluindo agentes colinérgicos, antiarritimicos, antineoplasicos, analogos de
prostaglandinas, colchicina, produtos contendo lactose ou sorbitol, antiacidos contendo
magnésio, anti-inflamatorios ndo-esteroidais, antimicrobianos e muitos outros (MOON et al.,
2015; CHASSANY, MICHAUX e BERGMANN, 2000). Além disso, o processo diarreico pode
ser um sinal presente em algumas patologias, como por exemplo a AIDS, onde até 50% dos
casos cursa com diarreia durante algum estagio da doenga (JOOB e WIWANITKIT, 2014,
BOUCHAUD, 1996).
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2.5. Classificagdo Clinica da Diarreia

A classificacdo clinica da diarreia € geralmente baseada no tempo de duracéo. A diarreia
considerada como aguda ocorre geralmente de maneira autolimitada, com tempo de duracéo
inferior a duas semanas. A diarreia que permanece por 14 dias ou mais é considerada como
persistente. E se a duracdo dos sintomas diarreicos é superior a um més, o disturbio é
classificado como diarreia cronica (MATHAN, 1998).

2.5.1. Diarreia aguda

2.5.1.1. Diarreia infecciosa

A diarreia infecciosa aguda resulta da infeccdo intestinal por patdégenos entéricos
(bactérias, virus, parasitas ou fungos) invasivos ou ndo invasivos, podendo ser acompanhada
ou nao por resposta inflamatéria (MCCLARREN, LYNCH e NYAYAPATI, 2011).

A diarreia infecciosa ndo inflamatoria geralmente é ocasionada no trato intestinal
superior. Frequentemente, origina-se pela acdo de toxinas produzidas por patégenos, as
enteroxinas, as quais provocam o aumento da secre¢éo e do transito intestinal, resultando em
uma diarreia aquosa. Este tipo de diarreia pode ser definido como intoxicacdo alimentar quando
as enterotoxinas sdo geradas por microrganismos antes do consumo e 0s sintomas surgem em
poucas horas ap6s a ingestdo. Em outras situacGes, as toxinas sdo formadas depois que ha
colonizac&o do intestino delgado e o inicio dos sintomas é mais tardio (GUANDALINI, 2011).
Em ambos os casos 0 microrganismo causador da diarreia € dito ndo invasivo. A infec¢éo
diarreica mais bem exemplificada deste grupo é a cdlera, causada pela infeccdo da bactéria
Vibrio cholerae. Outros exemplos incluem intoxicagdo alimentar causada por Clostridium
perfringens e Staphylococcus aureus, infecgdes por Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC),
parasitas e gastroenterites virais (KELLY, 2011). O norovirus é o principal agente etioldgico
envolvido com gastroenterites virais, acometendo adultos e crian¢as em todo o mundo (PANG
e LEE, 2011).

A prevaléncia de distintos agentes etioldgicos difere de uma area para outra, entre paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, de acordo com as condi¢fes de saneamento e higiene,

nivel de instrucdo e pobreza. As possibilidades de identificagdo dos agentes etiologicos tem
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aumentado com a melhoria das técnicas diagnésticas utilizadas atualmente. Contudo, o nimero
de agentes etioldgicos estd em constante aumento (DINESEN e HARBORD, 2013).

2.5.1.2. Diarreia do viajante

A diarreia do viajante é a infecdo mais comum ocasionada em individuos que se
deslocam de viagem, sendo resultante da exposi¢do do trato gastrointestinal a patdgenos
entéricos (MATHAN, 1998). Estima-se que 40 a 60% dos viajantes que se deslocam de regides
temperadas para regides tropicais ou subtropicais sdo atingidas por essa infeccéo
(KOLLARITSCH, PAULKE-KORINEK e WIEDERMANN, 2012).

Grande parte dos casos de diarreia do viajante sdo causados por bactérias e virus, no
entanto uma grande quantidade de microrganismos tem sido implicados, incluindo os
protozoarios. A frequéncia de cada patdgeno varia de acordo com a localizacdo geografica e a
causa pode ser desconhecida em 40% a 50% dos casos. A bactéria E. coli é o organismo mais
propenso a causar a diarreia do viajante, sendo implicada em 40 a 70% das ocorréncias. Os
virus e os protozoarios podem ser detectados em até 35% dos casos. Norovirus e rotavirus sdo
as causas virais mais comuns, enquanto os agentes infecciosos Giardia lamblia e Entamoeba
histolytica sdo os principais parasitas envolvidos (HEARN e DOHERTY, 2013; AL-ABRI,
BEECHING e NYE, 2005; CHANGNON, 1996).

2.5.2. Diarreia persistente

A diarreia persistente € caracterizada por episodios diarreicos com causa
presumivelmente infecciosa, que comecga com caracteristicas agudas e dura de uma maneira
inusitada, causando agravamento do estado nutricional e um elevado risco de morte. A diarreia
persistente é responsavel por altas taxas de morbidade e mortalidade predominantemente entre
criangas. E estimado que 3 a 20% dos episddios de diarreia entre criancas menores de 5 anos
de idade tornam-se persistentes, e que mais de 50% das mortes provocadas por diarreia estdo
associadas a tal forma. Dessa maneira, crian¢as portadoras de diarreia persistente necessitam
de atencgéo redobrada afim de prevenir outros episddios de diarreia e deficiéncias relacionados
ao crescimento (ANDRADE, MOREIRA e FAGUNDES-NETO, 2000; LIMA et al., 2000;
GONZALEZ, CALVO e ARBELO, 1995).
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Entre os agentes causadores, mais comuns, de diarreia persistente estdo E. coli
enteropatogénica (EPEC) e a E. coli enteroagregativa (EAEC), Salmonella, Klebisiella e
Cryptosporidium (ANDRADE et al., 2000). Em adultos, Giardia duodenalis € a causa mais
comum de diarreia persistente, muitas vezes associada a perda substancial de peso, distensédo
abdominal e anorexia (KELLY, 2011).

2.5.3. Diarreia cronica

A diarreia cronica afeta aproximadamente 5% da populacdo e é considerada uma
importante causa de hospitalizacéo. A diarreia crénica de origem infecciosa é pouco frequente,
de forma que as infeccBes parasitarias ainda sdo as mais comuns, embora possam ser
assintomaticas. Infeccdes bacterianas cronicas sdo mais raras e infeccdes fungicas e virais
crbnicas sdo mais relatadas em individuos imunocomprometidos e criancas, sendo muito raras
em individuos imunocompetentes (SCHILLER, 2012; KAISER e SURAWICZ, 2012). As
etiologias mais comuns de diarreia crbnica incluem méa absorcdo de nutrientes e doencas
inflamatdrias intestinais (MOORE et al., 2010).

Clinicamente, a diarreia crénica pode ser dividida em sindrome de méa-absorcao (por
exemplo, espru tropical), diarreia crbnica sem ma-absorcdo (por exemplo, sindrome do
intestino irritavel) e diarreia cronica do imunodeficiente (GUARINO, VECCHIO e CANANI,
2012; MATHAN, 1998). O espru tropical, também denominado de enteropatia ambiental,
ocorre quase exclusivamente em individuos residentes nos trépicos ou que visitam esta regido,
principalmente areas do sudeste da Asia e na América do Sul. Caracteriza-se por ma absorcao
devido a atrofia das vilosidades intestinais e inflamacdo do revestimento da mucosa do intestino
delgado (LANGENBERG, WISMANS e VAN GENDEREN, 2014; BIRKENFELD, 2009).

2.6. A Célera

A colera é uma sindrome gastrointestinal infecciosa aguda, de extrema viruléncia, que
acomete seres humanos (RANJBAR et al., 2008). O agente etioldgico dessa infeccdo é a
bactéria gram-negativa Vibrio cholerae, a qual é capaz de produzir uma enterotoxina que causa
diarreia (MOHAMMAD et al., 2010). Suas manifestacdes clinicas variam de uma forma branda

com quadro leve a uma forma mais grave, que manifesta-se com diarreia aquosa e abundante,
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frequentemente acompanhada por vémito, dor abdominal e cadimbras nas pernas, podendo
evoluir para desidratacdo, acidose metabdlica e choque, subsequentemente resultando em
morte, se o tratamento nao for prontamente iniciado de maneira adequada (MOORE et al., 2014;
MANDAL, MANDAL e PAL, 2011). As fezes aquosas oriundas dessa infeccdo diarreica séo
principalmente caracterizadas como agua de arroz, considerando que a medida que o fluido é
perdido em grande quantidade, os espécimes de fezes tornam-se incolores e inodoros (SACK
etal., 2004).

A infeccdo colérica apresenta grande disseminacao, havendo registro de sua ocorréncia
em todos os continentes. Durante o século XIX, espalhou-se pelo mundo a partir dos seus
nichos ecolégicos da india, propagando-se da regido de Bengala e do Delta do Ganges por toda
a Europa e América quando comegaram a ocorrer as pandemias. Seis pandemias subsequentes
mataram milhdes de pessoas em todas as regides do mundo. A sétima e atual pandemia atingiu
mais de 130 paises, seguindo pela Asia, Africa, Caribe, América Latina e Central (WHO, 2015;
SANTOS, 1994).

A cada ano a cOlera é responsavel por aproximadamente 1,4 a 4,3 milhGes de casos
confirmados com 28.000 a 142.000 mortes em todo 0 mundo. Em 2014, um total de 190.549
casos de colera com 2.231 mortes foram relatadas a OMS por 42 paises. No Brasil, todas as
regides brasileiras foram afetadas a partir do ano de 1991 até 2001, chegando a ocasionar
168.598 casos e 2.035 dbitos. Contudo, a doenga comecou a retroceder apés a implantacéo da
campanha nacional de combate a cdlera. A partir de 1995, a incidéncia limitou-se as regiGes
Norte e principalmente Nordeste por serem areas com condicfes sdcio-econdmicas menos

satisfatorios e condi¢cdes ambientais favoraveis a disseminacdo da doenca (BRASIL, 2014).

Atualmente, o Brasil vivencia um siléncio epidemioldgico desde o ano de 2006, no
entanto, locais que sdo aparentemente indenes podem possibilitar condi¢cGes favoraveis a
transmissdo do vibrido colérico. Dessa forma, o Brasil mantém relacGes estreitas com paises
onde tem ocorrido surtos ou epidemias, havendo a possibilidade de reintroducéo da infeccao
colérica. Nos anos de 2011 e 2012 foi identificada em S&o Paulo a ocorréncia de casos oriundos
da Angola (BRASIL, 2014). E estes acontecimentos fortalecem a hipotese de que a introducgao
da cllera em um pais € algo que ndo pode ser evitado. Assim, ha a necessidade do constante
monitoramento com acgbes preventivas, especialmente voltadas ao tratamento da agua. E

importante lembrar, que a colera ainda € um importante problema de saude publica em paises
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em desenvolvimento com condigdes sanitarias e praticas de higiene inadequadas, apresentando
potencial de alta letalidade e disseminacdo rapida (BHATTACHARYA et al., 2009).

A infecgdo colérica inicia a partir do consumo de agua ou alimentos contaminados com
0 agente etiologico. A bactéria V. cholerae coloniza o intestino delgado do hospedeiro,
multiplica-se no seguimento proximal e permanece no limen intestinal durante a progressao da
doenca produzindo enterotoxina (KAPER, MORRIS e LEVINE, 1995). A Toxina da Colera
(TC), secretada principalmente no jejuno do intestino delgado, é a principal responsavel pela
severa diarreia, embora todo o mecanismos fisioldgico da célera possa ser resultado do
sinergismo de mais alguns fatores de patogenicidade (FARUQUE, ALBERT e MEKALANOS,
1998; KAPER et al., 1984; COSTER et al., 1995).

A TC possui uma subunidade A e cinco subunidades B, as quais formam uma estrutura
ABs (POPOFF e POULAIN, 2010). A subunidade ativa TCA, composta por dois polipeptideos
A1 e Az, é responsavel em grande parte pela acdo tdxica da toxina. Enquanto a subunidade B,
ndo toxica, é formada por 5 peptideos dispostos em anel pentamérico. O poro TCB interage
com a subunidade A2 e mantém a estrutura da toxina (TINKER, ERBE e HOLMES, 2005). As
cinco subunidades B, por sua vez, ligam-se com alta afinidade ao receptor
monossialogangliosideo-GM1 presente na superficie das células epiteliais intestinais
(enterécitos) (LENCER, 2004). Apés a ligacdo da TC ao receptor celular, a toxina é
internalizada nas células intestinais, via endocitose mediada pelo proprio receptor GM1 (LU et
al.,, 2005). TC segue por transporte retrégrado do complexo de golgi até o reticulo
endoplasmatico, onde TCA ¢€ clivada, e 0 componente A; € secretado no citoplasma, enquanto
que a subunidade Az e a subunidade B permanecem no reticulo endoplasmatico. Assim, Az
promove a ativacdo da adenilato ciclase (AC) ap0s catalisar a transferéncia de uma unidade
ADP-ribose a partir do NAD" para um residuo de arginina de proteina Gsa. Este processo inibe
a hidrolise de GTP da proteina Gsa, o que mantém a AC ativada e portanto aumenta os niveis
do mensageiro intracelular monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). Quantidades cada vez
maiores de AMPc nas células epiteliais intestinais promovem a abertura do canal de CI, o
regulador de condutancia transmembrana da fibrose cistica (CFTR), por meio da fosforilacéo
mediada pela proteina quinase A (PKA), estimulando a volumosa secre¢édo dos ions cloreto (CI
) no limen intestinal. Além disso, agua, ions sodio e potassio, bicaboranto e outros eletrolitos
sdo perdidos devido ao gradiente osmotico e elétrico causado pela perda de Cl- (Figura 2)
(MANDAL, MANDAL e PAL, 2011; BROECK, HORVATH e WOLF, 2007; O’ NEAL et al.,
2005; PINA e JOHANNES, 2005). O volume secretado excede o capacidade de absorcéo
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normal do intestino e dessa forma, ocorre a severa diarreia com desidratacdo, que €

caracteristica da colera.

A secrec¢do intestinal induzida pela TC pode ser amplificada pela ativagdo secundaria
das células enterocromafins e dos nervos entéricos, que por sua vez liberam reguladores neuro-
humorais do transporte como, por exemplo, serotonina (5-HT), acetilcolina, peptideo intestinal
vasoativo (VIP) e 6xido nitrico (NO), os quais provocam sinergicamente a secre¢do de agua e
eletrolitos (POPOFF e POULAIN, 2010).

Figura 2. Esquema do mecanismo de a¢éo da toxina da célera (TC) nos enterocitos. Fonte: Adaptado de Broek

e colaboradores (2007).
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2.7. Caracteristicas Epidemioldgicas da Diarreia

Nos paises em desenvolvimento, onde as condi¢des higiénico-sanitarias sdo deficientes,
a diarreia apresenta-se sob forma endémica, com frequentes episodios de surtos. Estima-se que
a diarreia responda por cerca de 2,2 milhdes de mortes ao ano em todo 0 mundo e que cerca de
88% das mortes sdo atribuidas ao saneamento inadequado, ma qualidade da agua e falta de
higiene. As criangas menores de 5 anos séo as mais comumente atingidas, e nas quais se verifica
a maior letalidade, principalmente quando existe a associagdo com desnutricdo ou outras
patologias infecciosas. Em criancas, a mortalidade global € de aproximadamente 1,5 milhdes a
cada ano (CARVALHO et al., 2015; RAHMAN et al., 2013; SINGH et al., 2012; BOSCHI-
PINTO, VELEBIT e SHIBUYA, 2008). O motivo pelo qual a diarreia incide principalmente
nas criangas deve-se ao fato das mesma estarem mais expostas ao riscos e apresentarem maior
massa relativa de tecido adiposo que néo fixa dgua, o que as torna mais susceptiveis. De acordo
com um relatério divulgado pelo Fundo das Nagbes Unidas para a Infancia (UNICEF) e a
Organizacdo Mundial da Satude (OMS), a doenca mata mais criangas do que a AIDS, a malaria
e 0 sarampo juntos. Dessa forma, constitui a segunda maior causa de mortalidade infantil
(UNICEF, 2009).

O Brasil é um dos paises com alta incidéncia de diarreia, onde 50% dos casos estdo
concentrados na regido nordeste do pais. Somente no ano de 2012, ocorreram 4.363.912 casos

de doencas diarreica aguda, sendo notificados 3.284 6bitos no pais (BRASIL, 2013).

Especificamente no Piaui, um dos Estados brasileiros mais carentes, somente no ano de
2013, cerca de 100 mil casos de diarreia foram notificados, havendo no mesmo periodo o
registro de 126 6bitos em todo o estado. Além disso, nesse mesmo ano foram registrados oito
surtos de diarreia, onde metade dos registros ocorreu apenas em Teresina. Em 2014, os nUmeros

continuaram alarmantes, havendo 7.279 casos de diarreia no estado (SESAPI, 2014).

Segundo dados do Sistema Informatizado de Vigilancia Epidemioldgica/Monitorizacdo
das Doengas Diarreicas Agudas (SIVEP/MDDA), nos ultimos 9 anos (2007 a 2015), foram
notificados 13.332 casos de diarreia aguda em criangas menores de 5 anos na cidade de
Parnaiba. Ao todo, 35.260 pessoas foram atingidas por essa condi¢do na cidade, durante esse
mesmo intervalo de tempo. Durante esse periodo, o ano de 2014 apresentou as maiores

estimativas, resultando em um total de 5.665 notificagdes.
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Dessa forma, as doencas diarreicas constituem um problema de salde publica e de
ordem mundial. A persisténcia dessa enfermidade tem acarretado perda econdmica significativa

para o pais e diversos males as populacdes.

2.8. Tratamento das Doencas Diarreicas

Atualmente ndo héa tratamento efetivo para doengas diarreicas, de forma que as op¢oes
terapéuticas existentes ndo sdo especificas e usualmente sdo destinadas a reduzir a desidratacéo,
o desconforto e a inconveniéncia causada pelos frequentes movimentos intestinais (CHOI et
al., 2014; AWE et al., 2011).

A complicacdo mais frequente e imediata das doencas diarreias € o desequilibrio hidro-
eletrolitico, que leva a desidratacdo, hiponatremia e hipocalemia e geralmente € a causa basica
do 6bito. Em casos em que ha leve a moderada desidratacdo, a terapia com solucdo de
reidratacdo oral (SRO), exerce importante papel na reposicdo dos fluidos e tem sido
substancialmente importante no salvamento vidas, diminuindo a mortalidade ocasionada pela
diarreia desde a sua implementacdo pela OMS em 1960. A terapia com SRO tem sido
comumente usada no tratamento de doencas diarreicas agudas, especialmente em criancgas, bem
como na diarreia do viajante, e ainda na hidratacdo dos pacientes com diarreia crénica. O
tratamento com o emprego das SRO (mistura de agua, agucar e eletrélitos) € feito com base na
observacdo de que a glicose é ativamente absorvida no intestino delgado, mesmo durante a
diarreia, e o transporte ativo de glicose é vantajoso porque esta acoplado a absorcao de sédio,
que, por sua vez, promove a absorcdo de agua para diminuir a desidratacdo. Assim, a taxa de
absorcéo de agua e solutos é superior a secrecdo. Isto explica a grande eficiéncia da terapia com
SRO no tratamento da doenca. Contudo, a SRO néo contribui com a diminui¢do do volume das
fezes (severidade da diarreia) e nem com a frequéncia de evacuacao (duracdo da diarreia). Nos
ultimos anos, varios estudos tém sido realizados na tentativa de desenvolver formulacfes de
SRO que possam contribuir com beneficios clinicos além do tratamento da desidratacdo
(SALAKO etal., 2015; WHYTE e JENKIINS, 2012; LI e VAZIRI, 2012; MUNOS, WALKER
e BLACK, 2010; PALOMBO, 2006).

A terapia com antibioticos no tratamento das doencas diarreicas deve ser recomendada
apenas em casos especificos para o controle da diarreia infecciosa, principalmente em episédios

de diarreia ocasionados por V. cholerae, E. coli, diarreia por C. difficile fracamente



35

sanguinolenta, infecgdo sisttmica por Aeromonas e Shiguelloses (HEARN e DOHERTY,
2013). Geralmente, a antibioticoterapia faz necessario um diagnostico microbiol6gico para
identificacdo o agente causador e consequente indicacdo do medicamento mais adequado (LI e
VAZIRI, 2012). Contudo, a terapia com antibioticos tém suas limitacGes devido ao fato de ndo
inibir diretamente as toxinas produzidas por bactérias e devido ao desenvolvimento da
resisténcia bacteriana. Além disso, o uso mal indicado de antibi6ticos pode perdurar a diarreia

por impedir o desenvolvimento normal da flora bacteriana do intestino (RIVERA et al., 2013).

Outros produtos farmacéuticos que tém mostrado boa aplicacdo no controle da diarreia
sd0 0s probioticos. Estes contém microrganismos vivos que, se administrados em quantidades
adequadas, promovem um efeito benéfico ao manter o equilibrio da microbiota intestinal do
hospedeiro e ajudam a reduzir a colonizagdo por microrganismos patogénicos através da adeséo
a mucosa intestinal (XIE, WANG e CHEN, 2015). A eficécia dos probidticos depende da
espécie e da viabilidade dos microrganismos que séo utilizados nas preparagdes. Os probioticos
mais estudados e que ja sdo disponibilizados em preparac6es farmacéuticas sdo Lactobacillus
sp., Bifidobacteria sp., e 0 VSL#3 (uma preparacdo contendo Bifidobacterium, Lactobacillus e
Streptococcus sp.) e a levedura ndo patogénica Saccharomyces boulardii (L1 e VAZIRI, 2012).
Os probidticos tém demonstrado efeito benéfico na prevencdo da diarreia ocasionada por
antibidticos, no tratamento da diarreia infeciosa aguda, assim como na diarreia ocasionada por
C. difficile (JONKERS e STOCKBRUGGER, 2007). No entanto, o potencial papel destes
agentes no tratamento de diarreia persistente € muito pouco conhecido. Além disso, o efeito dos
probidticos para prevenir a diarreia do viajante ndo esta suficientemente demonstrado e alguns
trabalhos sdo contraditorios (APONTE et al., 2010).

Além disso, 0 uso de preparacdes absorventes tem sido descrito no tratamento das
doencgas diarreicas. Os absorventes atuam ligando-se a substancias nocivas, como fluidos,
toxinas, bactérias e virus no intuito de melhorar a consisténcia das fezes e/ou eliminar agentes
nocivos e ainda reduzir a inflamacdo. Porém, mais estudos ainda sdo necessarios para
comprovar sua adequacdo. Ademais, seu uso € associado a efeitos colaterais como constipagao,
desconforto abdominal, hiperpigmentacdo das fezes e da lingua e confusdo (zumbido). Estdo
entre as preparacOes absorventes: salicilato de bismuto, diosmectite e suplementos de fibras.
(L1 e VAZIRI, 2012; GORBACH, 1990).

Os opioides tém sido utilizados como medicamentos antidiarreicos durante muitos

séculos e dentre os tratamentos inespecificos da diarreia, 0s mesmos sdo considerados 0s mais
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eficazes, recebendo hd um tempo atras o titulo de “padrdo ouro” ao ser comparado com outros
agentes antidiarreicos. Sua atividade antidiarreica é mediada através de efeitos agonistas sobre
0 receptor p-opioide na parede intestinal, que resulta em eficiente reducéo do peristaltismo em
varios segmentos do intestino e aumento secundario da absorcéo de fluidos e eletrdlitos. Assim,
o resultado final é o aumento do tempo de transito intestinal, reducdo do volume fecal, bem
como aumento da viscosidade das fezes. Um aspecto a ser observado é que esses antidiarreicos
produzem paralisia intestinal e, se a diarreia estiver associada a infec¢éo, esta podera continuar
a se proliferar, criando potencial para ruptura intestinal secundaria a infeccdo em expanséo.
Aléem do efeito de paralisia intestinal, essa classe de antidiarreicos muitas vezes causa
constipacdo, sonoléncia, nausea, vomito, cdlicas abdominais, dependéncia e depressdo
respiratoria se tomados por periodo prolongado. Os opiaceos mais usadas no controle dos
sintomas da diarreia sdo: loperamida, codeina, difenoxilato, racecadotril e elixir paregorico,
(SCHILLER, 2004; MEERVELD et al., 2004; DE SCHEPPER et al., 2004).

Dentre os opioides citadas acima, a loperamida ja foi a droga de escolha popular para o
tratamento da diarreia, uma vez que demonstra ser muito potente, especifica, tem agdo
prolongada, ndo tem efeitos sobre o sistema nervoso central (SNC) e possui formulagfes
variadas, incluindo comprimidos, capsulas e solucdo oral. Em adi¢do, ndo tem efeitos
analgésicos ou de euforia, mesmo em doses elevadas, por causa de sua baixa circulacdo
sistémica e incapacidade de atravessar a barreira hematoencefalica. Contudo, o uso pediatrico
da loperamida foi proibido, ndo sendo recomendada para o tratamento de diarreia aguda em
criancas menores de trés anos, visto que as criangas sdo mais sensiveis aos efeitos colaterais
qgue os adultos devido a formacdo incompleta da barreira hematoencefalica. Os efeitos
secundarios mais comuns estdo relacionados com o impacto sobre a motilidade intestinal,
incluindo dor abdominal, distensdo, inchaco, nduseas, vomitos e constipacdo. Além disso, essa
droga € metabolizada pelo sistema do citocromo P450 (CYP450), e por conseguinte o risco de
efeitos colaterais podem ser aumentados quando o pacientes apresenta doengas hepéticas ou
quando h& administragdo combinada com inibidores do CYP450 (LI e VAZIRI, 2012; LI,
GROSSMAN e CUMMING, 2007).

Os agentes antiespasmodicos também desempenham um papel no tratamento da
diarreia. Os antagonistas dos receptores muscarinicos (anticolinérgicos) reduzem o espasmo e
aliviam colicas ao inibirem a atividade parassimpatica. Dessa forma, exercem efeito sobre a
motilidade intestinal, bloqueando a ligagdo do neurotransmissor acetilcolina ao receptor. Entre

0s antiespasmodicos mais utilizados estdo: atropina, metilcobalamina, propantelina,
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diciclomina, hiosciamina e glicopirrolato. Estes agentes também apresentam restricGes na
terapia primaria na diarreia devido aos efeitos indesejaveis exercidos sobre outros sistemas,
como acg0es periféricas relacionadas ao estado de boca seca, hipertermia, visao turva, pele seca,
aumento do tamanho da pupila, retencdo urindria, taquicardia e constipacdo, bem como efeitos
adversos centrais que incluem dificuldade de concentracdo, déficit de atencdo e confusdo
(zumbido) (LI e VAZIRI, 2012; ENCK et al., 2010).

Diante dessa problemética, muitos estudos vém sendo realizados na tentativa de
encontrar drogas que atuem na secrecdo e na motilidade gastrointestinal, reduzindo deste modo

a consisténcia das fezes e a frequéncia da defecagdo, sem causar muitos efeitos colaterais.

2.9. Uso do Oleo de Ricino como Agente Laxativo

O dleo de ricino € um agente laxativo extraido das sementes da planta Ricinus communis
(SARIM, NARVAL e BAFINA, 2013), a qual é conhecida popularmente como mamona. A
atividade diarreica associada ao 6leo de ricino € atribuida ao seu principio ativo, o acido
ricinoleico (&cido 12-hidroxi-9-cis-octadecendico). Apos a ingestdo do 6leo da mamona, 0
acido ricinoleico é liberado por lipases no lumen intestinal e quantidades consideraveis desse
metabolito ativo sdo absorvidas no intestino (TUNARU et al., 2012). Consequentemente, 0
acido ricinoleico causa forte efeito laxativo, uma vez que reduz a absorcdo, aumenta a secrecao
de &gua e eletrdlitos, bem como estimula a contratilidade da musculatura lisa do intestino,
acelerando o transito intestinal. A acdo € rapida e continua até que o agente seja excretado pelo
colon. A atividade laxativa do 6éleo de ricino tem sido associada com injurias no epitélio
intestinal, liberacdo e/ou interacdo entre varios mediadores enddgenos, ou outros efeitos ndo
especificos (CROCI et al., 1997). Muitos mecanismos tém sido propostos para a diarreia
induzida por esse agente catértico.

O oleo de ricino é um irritante local, levando portanto a alteracfes na integridade das
células epiteliais, que envolve mudangas na permeabilidade intestinal (MASCOLO et al.,
1993). Dessa forma, este laxante pode induzir resposta secretoria pela redugdo da atividade da
proteina transmembranar Na* K™ ATPase presente nos enterdcitos do intestino delgado e no
célon. A reducéo da atividade dessa proteina reduz a absor¢édo de Na* e K*, bem como favorece
0 acimulo de &gua e eletrolitos. A inibicdo intestinal de Na* K* ATPase estd entre 0s
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mecanismos sugeridos para explicar os efeitos de varios laxantes envolvendo o transporte
intestinal de eletrolitos (GANGINELLA et al., 1975).

O processo inflamatdrio agudo ocasionado na mucosa intestinal apés a liberagdo do
acido ricinoleico, leva ao recrutamento de polimorfonucleares e a liberacdo de mediadores
endogenos, como as prostaglandinas E2 (PGE2) no limen intestinal (LUDERER et al., 1980;
AWOUTERS et al., 1978).

A PGE», produto da metabolizagdo do &cido araquidonico (AA) pelas enzimas ciclo-
oxigenases (COX)-2, é responsavel por vérias a¢es importantes em processos fisiopatologicos
ao ligar-se aos seus receptores especificos (EP1-4). Assim, a PGE: esta envolvida no aumento
da permeabilidade vascular, migracdo de leucdcitos, e também na ativacdo de outras moléculas
pré-inflamatorias, tais como bradicinina, serotonina e taquicininas (SCHMIDT et al., 1996;
KAWAHARA et al., 2014). Em adicdo, tal prostanoide é considerado importante agente
envolvido na inducdo da diarreia em seres humanos e em animais experimentais, por estar
associado com a reducédo da absorcéo e inducdo da secrecdo de agua e eletrdlitos (BEUBLER
e JUAN, 1979). A liberacdo de PGE> pode culminar com a abertura de canais iénicos, como o
CFTR, com consequente secre¢do de CI” para o limen intestinal. O acimulo de cloretos gera
um gradiente eletroquimico que favorece a atracao de sodio e agua para o limen (por meio da
via paracelular) (AWOUTERS et al., 1978). Além disso, a PGE> pode também atuar afetando
a motilidade intestinal a partir da interacdo com receptores EP3 presentes no masculo liso
intestinal, uma vez que tal receptor induz acdes relacionadas a propulséo intestinal, constituindo

um importante alvo para efeitos laxativos (SHAHBAZIAN et al., 2002).

Outro mediador envolvido na inducédo da diarreia por 6leo de ricino é o NO. A literatura
mostra que esse mediador pode estimular a secrecdo intestinal de eletrdlitos, associada ao
aumento da motilidade da musculatura lisa gastrointestinal. Inicialmente foi demonstrado que
NG-nitro-L-arginina metil-ester (L-NAME) e NG-monometil-L-arginina (L-NMMA),
inibidores reversiveis da enzima oxido nitrico sintase (NOS), reduziram a secrecao intraluminal
de 4gua e o acumulo de Na* induzidos por 6leo de ricino, sugerindo o envolvimento do NO na
atividade diarreica (MASCOLO et al., 1993). Outros estudos demonstraram que L-NAME e L-
NMMA reduziram a atividade contratil no ileo in vitro (1ZZO et al., 1993) e a motilidade

intestinal in vivo induzidas pelo &cido ricinoleico (MASCOLO et al., 1994).

A liberacdo do acido ricinoleico no intestino delgado pode ativar a AC com consequente
aumento de AMPc, havendo acimulo de secre¢édo no intestino delgado e colon (RACUSEN e
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BINDER, 1979). Em adi¢éo, existem evidéncias do envolvimento do fator ativador de plaquetas
(PAF) e de taquicininas (por meio da ativagdo dos receptores NK1 e NK2) no efeito catartico
do 6leo da mamona, uma vez que contribuem para a ocorréncia de danos na mucosa, aumento
da permeabilidade no intestino e contratilidade do musculo liso intestinal (PINTO et al., 1989;
CROCl et al., 1997).

Embora varios mecanismos tenham sido propostos para a atividade laxativa do 6leo de
ricino, ainda ndo foi possivel definir com clareza seu mecanismo de agdo. Contudo, a
capacidade secretoria, bem como o relaxamento do musculo liso, associados com a redugdo da
consisténcia das fezes e aumento da defecacdo, ocasionados ap0s sua administracdo, o tornam

um bom agente para o estudo de sintomas e mecanismos associados as doencas diarreicas.
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3. JUSTIFICATIVA

As doengas diarreicas configuram um importante problema que afeta a qualidade de
vida da populagdo, principalmente das criancas, implicando numa carga consideravel de
morbidade e mortalidade e, consequentemente importantes demandas para a rede de servicos
de satde. Atualmente, a incidéncia de diarreia permanece alta em paises em desenvolvimento,
como o Brasil, apesar dos esfor¢os desempenhados pelos governos ou por organizagoes
internacionais para conté-la. Para combater o problema da diarreia, em paises em
desenvolvimento, a OMS instituiu um programa de controle de doencas diarreicas, que inclui
estudos de novos medicamentos antidiarreicos, inclusive oriundos de produtos naturais,
juntamente com praticas de educacdo em saude e abordagens de prevencéo. Varios estudos tém
sido descritos utilizando principalmente extratos ou compostos purificados derivados de plantas
como antidiarreicos. Contudo, o0 uso de produtos naturais oriundos de algas marinhas, como 0s
PLS, é uma pratica que apresenta papel relevante em aplica¢bes farmacologicas. Esses dados
associados com os efeitos moduladores gastrointestinais oriundos do PLS extraido da alga
marinha H. musciformis descritos na literatura, justifica a investigacdo da potencialidade
farmoquimica deste produto natural em alteragdes intestinais, como as doencas diarreicas, visto
gue constituem a manifestacdo clinica mais frequente relacionada com doencas
gastrointestinais e que atualmente ndo existe um tratamento especifico destinado a esse

problema clinico.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial antidiarreico do polissacarideo sulfatado (PLS) extraido a partir da
alga marinha vermelha Hypnea musciformis em modelos experimentais de diarreia osmotica,
inflamatoria e secretdria, bem como esclarecer 0s possiveis mecanismos envolvidos nessa

atividade.

4.2. Objetivos Especificos
o Descrever a acdo do PLS na diarreia induzida por 6leo de ricino em ratos;

o Investigar a atividade do PLS no acimulo do fluido intestinal (enteropooling) induzido

por 6leo de ricino e PGE, em ratos;

o Analisar a acdo do PLS na atividade da proteina Na®™ K™ ATPase, presente nos
enterdcitos do intestino delgado de camundongos, apés a inducdo da diarreia com 6leo

de ricino;

o Investigar a acdo do PLS no mecanismo opioide em modelo de trénsito intestinal

induzido por 6leo de ricino em camundongos;

o Investigar a acdo anticolinérgica do PLS em modelo de transito intestinal induzido por

betanecol em camundongos;
o Descrever o efeito do PLS no esvaziamento gastrico em camundongos;

. Analisar a atividade antissecretoria do PLS no modelo de diarreia secretoria induzida
pela toxina da cdlera (TC) em alcas intestinais isoladas de camundongos;

o Investigar o efeito do PLS na concentragdo de ions cloreto presente na secre¢éo de fluido

induzida pela TC em alcas intestinais isoladas de camundongos;
o Avaliar a influéncia do PLS na absorgéo intestinal em alcas isoladas de camundongos;

o Analisar a capacidade de ligacdo do PLS ao receptor GM1.
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5. METODOLOGIA

5.1. Coleta e Processamento da Alga Marinha Hypnea musciformis

A alga marinha vermelha H. musciformis foi coletada junto ao substrato arenoso na
regido de mesolitoral, na praia de Flecheiras, municipio de Trairi, Ceard. Apés a coleta, espécies
foram depositadas no Herbario Ficologico de Ciéncias do Mar da Universidade Federal do
Ceara (UFC). As amostras foram cuidadosamente lavadas com agua destilada, sendo retirados

sal e epifitas, e os exemplares coletados foram estocados a -20°C para posterior utilizacdo.

5.2. Extracédo dos Polissacarideos por Digestdo com Papaina (Enzimatica)

As carragenanas foram extraidas por digestao proteolitica (FARIAS et al., 2000). A alga
seca (5 g) foi suspensa em 250 ml de tampao acetato de sodio 0,1 M (pH 6,0), contendo 510
mg de papaina, &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 5 mM e cisteina 5 mM, e a seguir,
foram incubados durante 2 horas, a 60 °C. Posteriormente, o material foi filtrado em malha fina
e centrifugado (2700 rpm; 25 min; 4 °C). Os polissacarideos presentes no sobrenadante do
material centrifugado foram precipitados com 16 ml de solucdo de cloreto de cetilpiridinio
(CPC) 10%. Logo ap06s a precipitacdo, o material foi novamente centrifugado (2700 rpm; 25
min; 4 °C), os polissacarideos (k-carragenana) foram lavados com 250 ml de solucdo de CPC
0,05% e depois dissolvidos em 175 ml de solugdo NaCl 2 M e etanol absoluto (100:15, v/v).
Os polissacarideos de tal mistura foram precipitados com 300 ml de etanol absoluto. Apos 24
h, a 4°C, o precipitado foi recolhido por centrifugacédo (2700 rpm; 25 min; 4 °C), e lavado duas
vezes com 250 ml de etanol 80% e etanol absoluto, seguindo-se secagem por fluxo de ar quente
(60 °C).

5.3. Drogas e Reagentes

O O4leo de ricino, prostaglandina E. (PGE:), toxina da colera (TC) e
monossialogangliosideo-GM1 foram adquiridos junto a Sigma Chemical Company (St. Louis,
MO, USA). Cloridrato de loperamida e naloxona s@ oriundos da Janssen-Cilag

Pharmaceuticals LTDA (Séao Paulo, Brasil) e Cristalia Pharmaceutical Chemicals LTDA (Nova
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Itapira, Brasil), respectivamente. Sulfato de atropina foi adquirido junto a Isofarma Industrial
Farmacéutica LTDA (Fortaleza, Brasil) e cloridrato de betanecol foi comprado na Farmécia de
Manipulacdo Galeno (Teresina, Brasil). Outros reagentes quimicos foram de grau analitico e
obtidos a partir de fornecedores comerciais. Todas as drogas foram dissolvidas em salina ou

tampéo fosfato salina (PBS).

5.4. Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados ratos (variedade Wistar), pesando
entre 150-180 g e camundongos (variedade Swiss) pesando entre 25-30 g, de ambos 0s sexos,
obtidos do Biotério Setorial do Centro de Pesquisa de Plantas Medicinais, da Universidade
Federal do Piaui. Os animais foram mantidos em gaiolas e acondicionados no laboratério com
temperatura controlada de 22 + 2°C, em ciclo de 12 h claro/12 h escuro, com livre acesso a
racao (dieta padrdo) e agua ad libitum. Os grupos experimentais consistiram de 5 a 6 animais
por grupo para o tratamento com PLS, droga de referéncia e controle tratado com salina. Antes
dos experimentos os animais foram submetidos a jejum de 18 a 24 horas, mas tiveram acesso
livre a agua. Os animais foram eutanasiados apds anestesia com tiopental sédico (100 mg/kg,
I. p.). Os procedimentos e protocolos experimentais utilizados nesse estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara
(Protocolo n® 11/2013) (Anexo ). Todos os tratamentos dos animais e procedimentos cirurgicos
foram realizados de acordo com as normas internacionalmente aceitas para utilizacdo de

animais em projetos de pesquisa e do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal).

5.5. Avaliacdo da Eficacia Antidiarreica do Polisacarideo Sulfatado (PLS) Extraido da

Alga Marinha Vermelha Hypnea musciformis

5.5.1. Diarreia induzida por 6leo de ricino

A diarreia foi induzida com 6leo de ricino de acordo com o0 método previamente descrito
por Awouters e colaboradores (1978), com modificagcbes. Os ratos foram divididos
aleatoriamente em seis grupos e deixados em jejum por 18 horas antes dos experimentos, com

livre acesso a dgua. Os grupos tratados foram separados como segue: Salina (2,5 ml/kg; grupo
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1), PLS nas doses de 10, 30 e 90 mg/kg (grupos 11, 111 e IV, respectivamente), loperamida, um
agente padrdo antidiarreico (5 mg/kg; grupo V), e apenas veiculo (grupo VI). Os tratamentos
foram administrados por via oral. As doses e a via de administracdo do PLS foram escolhidas
de acordo com DAMASCENO e colaboradores (2013). Apds 1 hora do pré-tratamento, o 6leo
de ricino (10 ml/kg, v.0.) foi administrado para os grupos experimentais (grupos | a V) para
inducdo da diarreia, enquanto o grupo VI recebeu apenas salina (2,5 ml/kg, v.0.). Apds a
inducdo da diarreia, os animais foram deixados em caixas forradas com papel absorvente, por
3 horas, para detectar as caracteristicas de fezes diarreicas, incluindo a avaliacdo do nimero
total de fezes (mg) e o nimero total de fezes diarreicas (mg) excretado por cada grupo. Para
isso, foi avaliado o peso do papel absorvente antes da administracéo de 6leo de ricino e 3 horas
apos a administracao, de forma que o peso foi mensurado com as fezes solidas e sem as fezes
solidas. A eficicia de cada tratamento foi expressa como porcentagem de inibicdo (%) da
defecacdo e da diarreia, sendo comparada com o grupo controle, o qual foi expresso como
100%. A porcentagem de inibicao para defecacéo e da diarreia foi calculada a partir da seguinte

expresséo:
% Inibicdo da defecacdo = [(A-B)/A] x 100

Onde: A representa a massa média da defecacdo induzida pelo 6leo de ricino; B representa a
massa média da defecacdo ap0Os o tratamento com a droga utilizada ou PLS extraido de H.

musciformis.

Além disso, a severidade da diarreia induzida por 6leo de ricino foi caracterizada de
acordo com a consisténcia das fezes presentes na regido perianal dos animais como escores
numeéricos (0-3) (Figura 3), onde: 0 = fezes normais (ou auséncia de diarreia); 1 = fezes semi-
solidas (ou aspecto Umido); 2 = pequena ou moderada quantidade de fezes pastosas; e 3 grande
quantidade de fezes pastosas (DICARLO et al., 1994).
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Figura 3. Escores de diarreia. Severidade da diarreia caracterizada de acordo com a consisténcia das fezes
presentes na regido perianal dos animais: 0 = fezes normais (ou auséncia de diarreia); 1 = fezes semi-sdlidas (ou
aspecto Umido); 2 = pequena ou moderada quantidade de fezes pastosas; e 3 grande quantidade de fezes pastosas.
Fonte: Autoria prépria (05/2014).

5.5.2. Acumulo do fluido intestinal (enteropooling) induzido por 6leo de ricino

A avaliagdo do enteropooling induzido por 6leo de ricino foi realizado conforme o
método descrito por Robert e colaboradores (1976) com algumas modificacdes. Os ratos, em
jejum por 18 h antes dos experimentos, foram aleatoriamente alocados em cinco grupos. O
grupo controle (grupo 1) recebeu salina (2,5 ml/kg), enquanto os grupos I, 111 e 1V receberam
PLS (10, 30 e 90 mg/kg, respectivamente) e o grupo V recebeu loperamida (5 mg/kg). Todos
os animais foram tratados por gavagem. Apés 1 h do pré-tratamento, todos os ratos foram
tratados com 6leo de ricino (10 ml/kg, v. 0.). Ap6s 3 h da inducdo da diarreia, os ratos foram
eutanasiados com sobredose de tiopental sédico (100 mg/kg; i.p.), laparatomizados e o intestino
delgado, a partir do piloro ao ceco, foi isolado e removido da cavidade abdominal. A seguir, 0
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conteddo intestinal foi mensurado em um tubo graduado. A atividade de cada tratamento foi
expressa como porcentagem de inibicdo (%) do volume do fluido intestinal e foi calculado

usando a seguinte expressao:
% de inibicdo do volume do fluido intestinal = [(A-B)/A] x 100

Onde: A representa a média do volume do fluido intestinal induzido pelo 6leo de ricino; B
representa a média do volume do fluido intestinal ap6s o tratamento com a droga padréao

utilizada ou com o PLS extraido da alga marinha H. musciformis.

5.5.3. Determinacdo da atividade da proteina Na* K* ATPase no intestino delgado

Inicialmente, o o6leo de ricino foi usado para induzir diarreia como descrito
anteriormente, seguindo o meétodo descrito por Awouters e colaboradores (1978) com
modificagdes. Antes dos experimentos, os camundongos foram submetidos a jejum de 18 h,
mas com livre acesso a agua e divididos aleatoriamente em 5 grupos. Os animais do grupo
controle (grupo I) receberam salina (2,5 ml/kg, v.0.), enquanto os animais do grupo Il receberam
PLS (90 mg/kg, v.0.), o grupo Il recebeu loperamida (5 mg/kg, v.0.) e o grupo IV recebeu
apenas veiculo. Apos 1 h do pré-tratamento, o 6leo de ricino (10 ml/kg, v.0.) foi administrado
para 0s grupos experimentais (grupos I a I1l), enquanto o grupo IV recebeu apenas salina (2,5
ml/Kg, v.0.). Apds 3 h, os camundongos foram eutanasiados, laparatomizados e o intestino
delgado, a partir do piloro ao ceco, foi removido da cavidade abdominal para avaliar a atividade
da proteina Na* K* ATPase presente nos enterdcitos intestinais, usando o procedimento descrito
por Bewaji e colaboradores (1985) com algumas modificacdes. As amostras dos trés segmentos
intestinais foram homogeneizadas em 400 pl de NaCl 200 mM, KCI 40 mM e tampéo tris 60
mM (pH 7.4) para cada 40 mg de tecido. Aliquotas de 20 ul do homogenato intestinal foram
misturadas a 20 pl de MgCl,.6H20 80 mM, 20 ul de EGTA 20 mM e 240 ul de 4gua destilada.
Os tubos foram incubados em banho-maria a 37°C por 5 minutos. Em seguida, a reagdo foi
iniciada pela adi¢do de 100 pul de ATP 8 mM e os tubos foram incubados a 37°C por 30 minutos.
Apbs esse periodo de tempo, foi ainda acrescentado 200 ul de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS,
5%) juntamente com 2.000 pl de uma mistura de reagente de Splittgerber (solucdo de
molibidato de amonio e acido sulfurico) com &cido ascorbico (9%) em proporgéo 4:1 v/iv. A
mistura foi depois incubada durante 30 minutos em temperatura ambiente para o

desenvolvimento de cor. A amostra do branco foi preparada da mesma maneira, exceto que o
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sobrenadante do intestino delgado foi substituido por 20 pl de agua destilada. A absorbancia
foi mensurada a 560 nm em espectrofotdmetro. A concentracgdo de fosfato inorganico no tecido
foi validada a partir de uma curva de calibracdo obtida com concentrac6es conhecidas de fosfato
inorganico. A atividade de Na* K* ATPase foi padronizada em termos de concentracdo de
proteinas nas amostras de tecidos do intestino delgado, determinada seguindo os procedimentos
padrdes fornecidos pela Labtest Brasil. A leitura da absorbéancia foi mensurada a 545 nm, em
duplicata, em um espectrofotdbmetro. A atividade especifica de Na* K* ATPase foi calculada da

seguinte forma:

Atividade especifica (umoles de Pi/mg de proteina/hr) = [Pi] x 2 x fator de diluicéo/

1000 x concentracéo de proteina (mg/ml)

Onde: [Pi] representa a concentracdo de fosfato inorganico em nmoles (obtido da curva de
calibracdo); 2 representa o fator introduzido para obter a quantidade de Pi liberado por hora;
1000 representa o fator introduzido para converter o Pi liberado para pmoles.

5.5.4. Avaliagéo do transito intestinal

O efeito do PLS sobre o transito intestinal foi avaliado pelo método descrito por DiCarlo
e colaboradores (1994) utilizando uma refeicdo de carvdo como marcador da distancia
percorrida. Esse teste foi avaliado em trés etapas, realizadas separadamente, visando analisar
um possivel envolvimento do sistema opioide ou uma atividade anticolinérgica no efeito do
PLS sobre a motilidade intestinal. Na primeira série de experimentos o efeito do PLS na reducéo
do transito intestinal foi avaliado no modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino. Os
camundongos foram divididos aleatoriamente em 3 grupos. Os animais foram mantidos em
jejum por 18 h antes do teste, mas com acesso a agua ad libitum. Todos os animais receberam
o0leo de ricino (10 ml/kg, v.0.) para induzir diarreia e apés 1 hora foram tratados oralmente com
salina (grupo 1), PLS (90 mg/kg; grupo I1), ou loperamida (5 mg/kg; grupo I11). Uma hora ap0s
a administracdo das drogas, todos os animais receberam por via oral uma refeicdo de carvao
(0,2 ml/animal) contendo 10% de carvao ativado suspenso em 5% de goma arabica. Decorridos
20 minutos, os animais foram eutanasiados. Apds a laparotomia, o intestino delgado foi
exposto, rapidamente isolados por ligaduras nas juncdes gastro-duodenal, e ileo-cecal sendo

finalmente removidos e estendidos em uma superficie limpa. A distancia percorrida pelo carvéo
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(marcador) em relacdo ao comprimento total do intestino delgado foi mensurada e expressa
como porcentagem da distancia percorrida, onde:

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

Onde: A representa a média da distancia percorrida pelo carvdo; B representa a média do

comprimento total do intestino.

Na segunda série de experimentos, para examinar um possivel envolvimento do sistema
opioide no efeito do PLS na reducdo do transito intestinal induzido por 6leo de ricino, os
camundongos foram tratados com naloxona (2 mg/kg, s.c.; antagonista opioide). Apos trinta
minutos, os camundongos foram tratados com salina (grupo 1V), PLS (90 mg/kg; grupo V); ou
loperamida (5 mg/kg; agonista opidide; grupo VI1). Os passos seguintes foram realizados como

descrito anteriormente.

Além disso, na terceira série de experimentos, para avaliar uma possivel atividade
anticolinérgica do PLS na reducdo do transito intestinal, foi usado o modelo do transito
intestinal estimulado por betanecol, um agonista colinérgico de receptores muscarinicos do tipo
3 (MORAIS et al., 2012). Os camundongos foram aleatoriamente divididos em 4 grupos e pre-
tratados por via oral com salina (2,5 ml/kg, v.o.; grupo VII), PLS (90 mg/kg, v.o.; grupo VIII),
ou atropina (3 mg/kg, s.c.; antagonista colinérgico; grupo IX). Apds 30 min, o grupo VIl a IX
recebeu betanecol (3 mg/kg, i.p.). O grupo X recebeu apenas salina (controle veiculo). Uma
hora depois, todos os animais receberam por via oral uma refeicdo de carvdo (0,2 ml/animal)
contendo 10% de carvao ativado suspendido em 5% de goma aréabica. Vinte minutos depois, 0s
camundongos foram eutanasiados e a distancia percorrida pelo carvao no intestino, a partir do

piloro ao ceco, foi mensurada como descrito anteriormente.

5.5.5. Avaliagdo do esvaziamento géstrico

O esvaziamento gastrico foi aferido por meio da técnica de Reynell e Spray (1978)
modificada. Apos jejum de 20 horas, os camundongos do grupo controle foram tratados por via
oral com salina (2,5 ml/kg; grupo 1), enquanto o grupo teste foi tratado com PLS (90 mg/kg;
Grupo I1). Apos 1 hora, os camundongos receberam por via oral, 300 pl de uma refeigdo teste
que consistia de um marcador ndo absorvivel (0,75 mg/ml de solugéo de vermelho de fenol em

5% de glicose). Decorridos 20 minutos, os animais foram eutanasiados. Apés a laparotomia, o
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estdmago e o intestino delgado foram expostos, rapidamente isolados por ligaduras nas junc¢oes
gastro-duodenal, es6fago-gastrica e ileo-cecal sendo finalmente removidos. Depois de sua
retirada, o estbmago e o intestino delgado foram colocados em uma mesa e divididos nos
seguintes seguimentos: estdmago e intestino. Cada um desses segmentos foi introduzido em um
cilindro graduado e o volume total foi aferido através da adi¢do de 10 ml de NaOH a 0,1 N. A
seguir, os segmentos foram homogeneizados por 30 s. Ap6s 20 minutos da homogeneizagéo,
foi retirado 1 ml do sobrenadante e centrifugado por 10 minutos a 2800 rpm. As proteinas no
homogeneizado foram precipitadas através da adicdo de &cido tricloroacético (20 %), e
novamente centrifugadas por 20 min a 2800 rpm. A seguir, foram retirados 150 ul do
sobrenadante e adicionados a 200 ml de NaOH a 0,5 N, juntamente com 600 pl de agua
destilada. A absorbancia das amostras foi estabelecida em espectrofotbmetro a um
comprimento de onda de 540 nm e expresso em densidade dptica (D.O.). A curva padréo foi
obtida por espectrofotdometro a 540 mM de uma concentracdo conhecida de vermelho de fenol
diluida em NaOH a 0,1 N. Apoés a determinagdo do coeficiente linear (o) da curva padréo, a
concentracdo da solucdo (C = D.O.) e a quantidade de fenol vermelho (m) por cada segmento
(m = C x volume) foram determinadas. A retencdo gastrica (x) foi expressa em % de acordo

com a seguinte formula:

(%) Retencao de corante no estbmago x = (quantidade de fenol vermelho no estbmago/ total de

fenol vermelho no estdmago + intestino).

5.5.6. Enteropooling induzido por PGE2

O enteropooling induzido por PGE: foi realizado de acordo com o método descrito por
Murherjee e colaboradores (1998) com algumas modificages. Os ratos foram deixados em
jejum de 18-24 horas antes dos experimentos. Os animais foram divididos em 4 grupos. O grupo
I recebeu salina por via intraperitoneal (grupo 1), enquanto o grupo Il recebeu PLS (90 mg/kg)
e o grupo 11 loperamida (5 mg/kg) por via oral. Imediatamente ap6s a administragdo, todos 0s
grupos foram administrados com PGE; (100 pg/kg), por via oral, para inducdo da diarreia,
exceto para o grupo IV, o qual recebeu apenas salina (veiculo controle). Apos 30 minutos da
administracdo de PGE>, cada animal foi eutanasiado e o intestino delgado, a partir do piloro ao
ceco foi isolado e retirado da cavidade abdominal. O conteldo intestinal foi coletado em um

tubo graduado e em seguida seu volume foi mensurado. A eficacia de cada tratamento foi
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expressa como porcentagem de inibicéo (%) do volume do fluido intestinal e foi calculado como

como descrito anteriormente na se¢do 5.5.2.

5.5.7. Secrecdo de fluido intestinal induzida pela toxina da colera em algas intestinais

isoladas

O efeito do PLS sobre a secrecéo de fluido intestinal foi avaliado em alcas intestinais
isoladas, como descrito por Tradtrantip e colaboradores (2014). Os camundongos, em jejum
por 24 horas, foram aleatoriamente divididos em 3 grupos e pré-tratados, por via oral, com
salina (2,5 ml/kg) no grupo controle negativo (grupo 1) e positivo (grupo I1), enquanto o grupo
teste (grupo I11) recebeu PLS (90 mg/kg). Uma hora depois, os animais foram anestesiados com
a associacao de cloridrato de xilasina (5 mg/kg) e cloridrato de quetamina (60 mg/kg), injetados
por via intraperitoneal. Em seguida, foi realizada uma laparotomia mediana de 1-2 cm,
incidindo-se, em primeira instancia, a pele e, em seguida, o peritdnio, para a visualiza¢do do
intestino delgado. Apds exposi¢do do intestino delgado, em porcéo de 2-3 cm do jejuno medial,
foi feita uma dupla ligadura obstrutiva, para isolamento da alca. Posteriormente, foi injetado na
alca isolada um volume de 100 pl de solugdo tampéo fosfato-salina (PBS) (grupo 1) ou toxina
do coélera (TC) na dose de 1 pg/al¢a (grupo II e IIT). A seguir, as algas intestinais foram
reposicionadas dentro da cavidade abdominal, a incisdo cirargica foi suturada e os
camundongos foram deixados recuperar da anestesia. Durante o procedimento, a temperatura
do corpo foi mantida em torno de 36-38° C. Quatro horas ap6s a anestesia, 0s camundongos
foram eutanasiados, a cavidade abdominal (pele e periténio) dos animais foi aberta e as alcas
isoladas foram cuidadosamente removidas da cavidade abdominal, de modo a evitar ruptura do
tecido ou perda de liquido. O mesentério foi removido, o peso da alca determinado em
miligramas e o comprimento em centimetros. A secrecdo de fluido intestinal foi calculada
dividindo-se o peso da alca pelo seu comprimento. O fluido intestinal acumulado em cada al¢a

isolada foi coletado para mensurar a concentragdo de ions cloreto (ClI-).

5.5.8. Determinacédo da concentracgdo de ions cloreto no fluido intestinal

A concentracdo de CI" no fluido intestinal acumulado em cada al¢a isolada foi
determinada por kit comercial Labtest® de acordo com as instru¢bes recomendadas pelo
fabricante. Resumidamente, as amostras de fluido coletadas foram centrifugados a 4000 rpm
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durante 10 minutos e o sobrenadante foi recolhido e diluido na proporgdo 1:2 com agua
destilada. As amostras foram misturadas com o0s reagentes do kit durante dois minutos e a
absorbancia foi medida a 470 nm em espectrofotdmetro. Os valores obtidos foram expressos

em mEqg/L.

5.5.9. Avaliacdo da absorcéo intestinal em algas isoladas

Para estudar o efeito do PLS na absorc¢&o intestinal, foi seguido o método descrito por
Tradtrantip e colaboradores (2014). Antes dos experimentos, os camundongos foram deixados
em jejum de 24 horas com livre acesso a dgua. Alcas intestinais foram isoladas como descrito
na se¢do 5.5.7. Subsequentemente, nas algas foi injetado 200 ul of PBS (Grupo |, controle
negativo), PBS contendo glicose 10 mM (Grupo II; controle positivo para a absorgéo intestinal),
ou PBS contendo PLS (90 mg/kg; Grupo Il1). As algas intestinais foram reposicionadas dentro
da cavidade abdominal, a incisdo cirargica foi suturada, e os camundongos foram deixados
recuperar da anestesia. Trinta minutos ap6s a inoculacdo nas alcas, os camundongos foram
eutanasiados, a cavidade abdominal (pele e peritonio) foi reaberta e em seguida, as al¢as foram
cuidadosamente removidas. O peso da alca intestinal isolada foi determinado em miligramas,
como sendo a diferenca entre o peso da alca antes e apds a eliminagdo do conteddo luminal. A
porcentagem da absorcdo de fluido foi medida indiretamente a partir da relacdo

peso/comprimento da alga intestinal isolada.

5.5.10. GM1-ELISA

A capacidade de ligacdo do PLS ao receptor GM1 foi analisada por meio da técnica de
ELISA (GM1-ganglioside enzyme-linked immunosorbent assay/GM1-ELISA) como descrito
anteriormente por Saha e colaboadores (2013). Uma solugdo (2 pg/ml) de mono-
sialogangliosideo-GM1 obtido a partir de cérebro bovino (100 pul em PBS, Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA) foi adicionada a microplacas de 96 pocos (Global Plast, China) e incubadas
overnight a temperatura ambiente. Locais de ligacdo extras foram blogueados pela adicdo de
200 ul de BSA (1% p/v dissolvido em PBS, Albumina Sérica Bovina, Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA), e incubado durante 30 min a 37 °C. Apds cada passo, as placas foram lavadas trés vezes
com PBS contendo 0,05% v/v de Tween 20 (etapa de lavagem). Amostras contendo 100 ng de

TC (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), com e sem diferentes concentragdes dos polissacarideos
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(1 a 500 ug/ml) foram diluidas em série, adicionadas as placas de microtitulacdo e incubadas a
temperatura ambiente durante 2 h. Apds a etapa de lavagem, 100 pul de um anticorpo apropriado
diluido 1:2000 em PBS foram adicionados. Para 0 GM1-ELISA, os anticorpos utilizados foram
0 anticorpo anti-toxina da colera produzido em coelho (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),
seguido de um anticorpo anti-imunoglobulina G de coelho produzido em cabras conjugada com
uma peroxidase (GE Healthcare, Amersham Place, UK ). As microplacas foram incubadas com
TC e as solugcdes com anticorpos durante 1 hora, a temperatura ambiente, e deixadas em
agitador durante a incubacdo. Apoés a etapa de lavagem, 100 puL de uma solugéo fresca de 3, 3°,
5, 5’-tetrametilbenzidina (TMB) foi adicionado aos pocos, durante 15 min a temperatura
ambiente. A intensidade de cor foi medida a 492 nm num leitor de ELISA (Bio-Rad). Cada
experimento foi realizado em triplicata e validado contra uma curva padréo de concentracdes
conhecidas de TC (100 a 1,56 ng/ml) que foi utilizada para estimar a quantidade de TC nos

pocos. Para o controle negativo, 0s pogos foram incubados sem GM1.

5.5.11. Andlise estatistica

Os dados sdo descritos como média £ EPM de animais em cada grupo (n = 5-6). Os
resultados obtidos nos animais do grupo controle tratados com solucdo salina foram utilizados
como valores de referéncia. Os resultados obtidos a partir dos grupos tratados com PLS ou
droga de referéncia foram comparados com aqueles obtidos a partir do grupo controle tratado
com salina. Os dados referentes aos ensaios in vitro representam a média £+ EPM de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas no software Graphpad Prism (versdo 5.0). Analise unidirecional da variancia
(ANOVA) e o teste Student-Newman-Keuls foram usados para determinar a significancia
estatistica das diferencas entre 0s grupos e o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido do
teste de Dunn’s foram utilizados para comparar a fluidez das fezes. P < 0,05 foi definido como

estatisticamente significante.
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6. RESULTADOS
6. 1. Efeito do PLS sobre a diarreia induzida por 6leo de ricino

A administracdo de 6leo de ricino induziu significativa diarreia, com diminui¢do da
consisténcia das fezes. Contudo, o pré-tratamento dos ratos com PLS nas doses testadas (10, 30
e 90 mg/kg), reduziu de forma significativa (P < 0,05) o nimero total de fezes (22,25 + 0,008
0; 46,68% de inibicdo; 26,93 + 0,007 g; 35,46% de inibicdo; 17,10 £ 0,008 g; 59,02% de
inibicdo, respectivamente) comparado ao grupo controle (41,73 + 0,005 g). Os resultados
obtidos em nossos experimentos mostram que o PLS (10, 30 e 90 mg/Kg) também reduziu o
namero total de fezes diarreicas, portanto controlando a frequéncia da diarreia (18,98 + 0,008
0; 50,82% de inibicdo; 20,52 + 0,007 g; 46,83% de inibicdo; 14,22 + 0,008 g; 63,16% de
inibicdo, respectivamente) quando comparado ao grupo controle (Tabela 1). Além disso, as trés
doses administradas diminuiram significativamente a severidade da diarreia, avaliada como
escores, em comparagdo com o tratamento do grupo controle (Figura 4). Loperamida (5 mg/kg),
a droga padrdo antidiarreica, também reduziu significativamente (P < 0,05) o numero total de
fezes (0,240 + 0,011 g; 99,42% de inibicdo), o numero total de fezes diarreicas (0,240 £ 0,011

0; 99,37 % de inibicéo), e a severidade da diarreia quando comparado ao grupo controle.

Tabela 1

Efeito do PLS (10, 30, 90 mg/kg v.0.) na diarreia induzida por 6leo de ricino em ratos.

Tratamento Numero total de Inibicdo da Numero total de Inibicdo da
fezes (Q) defecacéo (%) fezes diarreicas (g) diarreia (%)

Controle 41,730 £ 0,005 - 38,600 + 0,005

(2,5 ml/kg)

PLS (10 mg/kg) 22,250 £ 0,008* 46,681 18,980 + 0,008* 50,829

PLS (30 mg/kg) 26,930 + 0,007* 35,466 20,520 + 0,007* 46,839

PLS (90 mg/kg) 17,100 + 0,008* 59,022 14,220 + 0,008* 63,160

Loperamida 0,240 £ 0,011* 99,424 0,240 £ 0,011* 99,378

(5 mg/kg)

Os valores sdo apresentados como média + EPM. NUmero de animais por grupo = 5-6. *P < 0,05 vs. grupo controle,
Anova e teste de Newman-Keuls.
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Figura 4. Efeito do PLS na diarreia induzida por dleo de ricino em ratos. Trés horas apds a administracéo do
6leo de ricino, todos os ratos do grupo controle produziram grave diarreia. O PLS em todas as doses (10, 30 e 90
mg/kg, v.0.) testadas reduziu significativamente a severidade da diarreia, mensurada pelos escores numéricos,
quando comparada com o tratamento controle. A droga antidiarreica padrdo, loperamida (5 mg/kg, v.0.), reduziu
a fluidez das fezes significativamente. Os dados sdo apresentados como a média £ EPM de 5-6 animais por grupo.
#P < 0,05 vs. grupo salina; *P < 0,05 vs. grupo controle. A andlise estatistica foi realizado utilizando Kruskal-

Wallis seguido pelo teste Dunn. Abreviagdes: Lop: loperamida; PLS: polissacarideo sulfatado extraido da alga
marinha vermelha H. musciformis; Sal: salina.

6.2. O PLS reduz o acimulo de fluido intestinal (enteropooling) induzido por éleo de ricino

A administracdo do PLS (90 mg/kg) diminuiu significativamente (P < 0,05) o volume
do conteldo intestinal induzido por 6leo de ricino em ratos (43,31% de inibicdo), comparado
ao grupo controle. Considerando que a dose de 90 mg/kg proporcionou o melhor efeito
antidiarreico, a mesma foi selecionada como padrdo para 0s experimentos seguintes.
Loperamida, também reduziu significativamente (P < 0,05) o volume do fluido em 44,82%,

quando comparada ao grupo controle (Tabela 2).

Tabela 2
Efeito do PLS (10, 30, 90 mg/kg v.0.) no enteropooling induzido por 6leo de ricino em ratos.
Tratamento Volume do Inibicdo do volume do fluido
fluido intestinal (ml) intestinal (ml) (%)
Controle (2,5 ml/kg) 2,175+ 0,184 -
PLS (10 mg/kg) 1,650 + 0,184 24,137
PLS (30 mg/kg) 1,725 + 0,085 20,689
PLS (90 mg/kg) 1,233 £ 0,145* 43,310
Loperamida 1,200 + 0,115* 44,827
(5 mg/kg)

Os valores sdo apresentados como média £ EPM. Nimero de animais por grupo = 5-6. *P < 0,05 vs. grupo controle.
ANOVA e teste de Newman-Keuls.
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6.3. Efeito do PLS sobre a atividade da proteina Na* K* ATPase no intestino delgado

Os resultados mostram que o tratamento com 6leo de ricino reduziu significativamente
(P < 0,05; Figura 5) a atividade da proteina Na* K* ATPase (432,00 + 54,57 umol/mg/h)
comparado ao tratamento apenas com salina (1158,00 £ 154,00 umol/mg/h). Contudo, a
atividade de Na* K* ATPase aumentou significativamente (P < 0,05) no intestino delgado dos
animais pré-tratados com PLS (1431,00 + 384,10 pumol/mg/h) quando comparado ao grupo 6leo
do ricino. Os resultados sugerem que o tratamento com PLS é capaz de impedir a perda de Na*

e K*, enfatizando seu o efeito antidiarreico.
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Figura 5. Efeito do PLS na atividade da proteina Na* K* ATPase no intestino dos camundongos, na diarreia
induzida por éleo de ricino. O pré-tratamento com PLS (90 mg/kg, v.0.) aumentou a atividade de Na* K* ATPase
significativamente (P < 0,05) quando comparado ao grupo 6leo de ricino. Os dados sdo apresentados como a média
+ EPM de 5-6 animais por grupo. #P < 0.05 vs. grupo salina; *P < 0,05 vs. grupo salina + 6leo de ricino. A andlise
estatistica foi realizada utilizando ANOVA, seguido do teste de Newman-Keuls. Abreviacdes: Lop: loperamida;
PLS: polissacarideo sulfatado extraido da alga marinha vermelha H. musciformis; Sal: salina.

6.4. Participacdo de mecanismo opioide e colinérgico no efeito do PLS sobre a reducéo do

transito intestinal

Os animais pré-tratados com PLS ou loperamida mostraram uma inibig&o significativa
(P < 0,01) no transito intestinal de 53,725% e 38,700%, respectivamente, comparado ao grupo
tratado com salina. Adicionalmente, na segunda série de experimentos, foi administrado um
antagonista opioide ndo especifico, naloxona, para verificar a possibilidade de envolvimento

dos receptores opioides. O pré-tratamento com o antagonista opioide ndo alterou o efeito do
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tratamento com PLS (52,884% de inibigdo), embora tenha alterado a atividade da loperamida
(1,902% de inibicéo), a droga padréo utilizada para o tratamento da diarreia, uma vez que ela
altera o transito intestinal por interagir com receptores opioides presentes no intestino (Figura
6). Estes resultados sugerem que a inibi¢do do transito intestinal apos o tratamento com PLS

ndo é mediada pelos receptores opioides no intestino.
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Figura 6. Naloxona néo altera o efeito do PLS no transito intestinal em camundongos. Os animais receberam
6leo de ricino para induzir diarreia. O tratamento com PLS (90 mg/kg, v.0.) reduziu significativamente (P < 0,01)
o transito da refeicdo de carvao (marcador) no intestino delgado. Loperamida (5 mg/kg, v.0.), demonstrou um
efeito comparavel ao PLS. O pré-tratamento com naloxona (2 mg/kg, s.c.) no grupo tratado com PLS ndo reverteu
seu efeito anti-motilidade. Os dados sdo apresentados como média + EPM de 5-6 animais por grupo. *P < 0,01 vs.
grupo salina; #P < 0,01 vs. grupo salina + naloxona; 8P < 0,01 quando comparados os grupos tratados com
loperamida e loperamida + naloxona. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA, seguido do teste de
Newman-Keuls. Abreviagdes: Lop: loperamida; PLS: polissacarideo sulfatado extraido da alga marinha vermelha
H. musciformis; Sal: salina.

No modelo de transito intestinal estimulado por betanecol, os resultados mostram que
este agonista colinérgico aumentou significativamente (P < 0,01) a porcentagem da distancia
percorrida pelo carvéo no intestino em comparacdo ao tratamento apenas com salina (80,900 +
7,170% vs. 52,830 = 3,187%, respectivamente). O pré-tratamento dos animais com PLS
mostrou uma reducdo significativa (P < 0,001) do trénsito intestinal de 42,913%, quando
comparado ao grupo tratado com salina. Além disso, a atropina, o antagonista colinérgico
utilizado, foi capaz de diminuir significativamente (P < 0,001) a distancia percorrida pelo
marcador com inibicdo de 43,410% quando comparado ao grupo tratado com salina. Esses

resultados mostram que o PLS reduziu o efeito estimulatério exercido pelo betanecol no transito
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intestinal (Figura 7), sugerindo uma possivel atividade anticolinérgica do PLS na reduc¢éo do

trénsito intestinal em camundongos.
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Figura 7. O PLS reduz o efeito estimulatdrio do betanecol no transito intestinal em camundongos. Betanecol
(3 mg/kg, i.p.), o agonista colinérgico, aumentou significativamente (P < 0,01) a porcentagem da distancia
percorrida pela refei¢do de carvdo no intestino comparada ao tratamento apenas com salina. O pré-tratamento com
PLS (90 mg/kg, v.0.) reduziu significativamente (P < 0,001) o movimento propulsivo e o trnsito do marcador no
intestino delgado. Atropina (3 mg/kg, s.c.) demonstrou um efeito comparavel ao PLS. Os dados séo apresentados
como a média = EPM de 5-6 animais por grupo. *P < 0.001 vs. grupo salina + betanecol; #P < 0,01 vs. apenas
salina. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA, seguido do teste de Newman-Keuls. Abreviaces:
Atr: atropina; PLS: polissacarideo sulfatado extraido da alga marinha vermelha H. musciformis; Sal: salina.

6.5. Efeito do PLS no esvaziamento gastrico

A Figura 8 mostra o efeito do tratamento com PLS na retencdo gastrica em
camundongos. Foi observado que no estdmago dos animais pré-tratados com PLS ndo houve
alteracdo da retencdo gastrica (30,530 + 4,141 %) de forma significativa (P < 0,05), quando
comparado ao grupo controle normal tratado apenas com salina (35,280 = 6,560 %). Os
resultados sugerem que o efeito inibitério do PLS no transito intestinal dar-se provavelmente

apenas em nivel de intestino.
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Figura 8. O PLS néo acelera o esvaziamento gastrico em camundongos. No estdmago dos animais pré-tratados
com PLS ndo houve alteracdo da retencéo de forma significativa (P < 0,05), quando comparado ao grupo controle
normal tratado apenas com salina. Os dados sdo apresentados como a média = EPM de 5-6 animais por grupo. A
andlise estatistica foi realizada utilizando teste t de Student. Abrevia¢des: PLS: polissacarideo sulfatado extraido
da alga marinha vermelha H. musciformis.

6.6. Efeito do PLS sobre o enteropooling intestinal induzido por PGE2

A administracdo de PGE> aumentou significativamente (P < 0,001) o volume do fluido
intestinal comparado ao tratamento apenas com salina (1,825 + 0,193 ml vs. 0,420 = 0,165 ml,
respectivamente). Contudo, o grupo pré-tratado com PLS, comparado ao grupo tratado com
PGE,, demonstrou uma media de volume do fluido intestinal de 0,900 + 0,230 ml,
representando uma inibicdo de 50,684% e resultados semelhantes foram demonstrados pelo
grupo tratado com loperamida (0,960 + 0,040 ml de volume do fluido intestinal e 47,397% de
inibicdo). Esta inibicdo foi estatisticamente significativa (P < 0,05; tabela 3). Os resultados
indicam que o tratamento com PLS foi capaz de reduzir o enteropooling induzido por PGE,

sugerindo que o PLS é eficaz na diarreia inflamatéria.

Tabela 3

Efeito do PLS (90 mg/kg v.0.) no enteropooling induzido por PGE; em ratos.
Tratamento Volume do Inibicdo do volume do fluido

fluido intestinal (ml) intestinal (ml) (%)

Salina (2.5 ml/kg) 0,420 £ 0,165 -
Controle (PGE; em salina) 1,825+ 0,193% -
PLS (90 mg/kg) 0,900 + 0,230* 50,684
Loperamida (5 mg/kg) 0,960 + 0,040** 47,397

Valores sdo apresentados como média = EPM. Ndmero de animais por grupo = 5-6. #P < 0,001 vs. salina; *P <
0,05 vs. PGE; em salina. ** P < 0,01 vs. PGE; em salina. ANOVA e teste de Newman-Keuls.
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6.7. Eficacia do PLS na secrecdo de fluido induzida pela toxina da célera em alcas

intestinais isoladas

Como mostra na figura 9A-B, houve um acimulo do fluido intestinal (proporgéo
peso/comprimento da alga) significante (P < 0,001) e consequente distensdo das alcas injetadas
com TC (0,147 £ 0,016 g/cm) no grupo controle positivo, comparado ao grupo controle
negativo onde as algas foram injetadas com PBS (0,058 + 0,007 g/cm). Contudo, o pré-
tratamento com PLS produziu reducdo significativa (P < 0,001) do acimulo do fluido
intraluminal induzido pela TC (0,069 = 0,012 g/cm; 53% de inibi¢cdo) comparado ao grupo
controle positivo. Assim, o PLS foi efetivo em reduzir a secre¢do de fluido, diminuindo

significativamente a atividade bioldgica da TC no intestino delgado.
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Figura 9. O PLS inibe a secrecdo de fluido intestinal induzida pela TC em de alcas isoladas. A. O pré-
tratamento com PLS (90 mg/kg. v.0.) reduziu significativamente (P < 0,001) o acimulo da secre¢do de fluido apds
inoculacéo de TC (1pg/alca) dentro das algas intestinais. B. Secre¢do de fluido intestinal mensurada indiretamente
como a proporcdo peso/comprimento das algas (g/cm). C. A concentragdo de ions cloreto reduziu
significativamente (P < 0,001) no contetdo intestinal dos animais pré-tratados com PLS. D. O PLS néo afetou
significativamente a absor¢do intestinal mostrada indiretamente como a proporcdo peso/comprimento das alcas
intestinais, em 30 minutos ap6s injecdo do PLS. Os dados sdo apresentados como a média £ EPM de 5-6 animais
por grupo. # P < 0,001 vs. grupo PBS; *P < 0,001 vs. grupo TC; 8P < 0,001 vs. grupo glicose. A andlise estatistica
foi realizada utilizando ANOVA, seguido do teste de Newman-Keuls. Abreviac@es: PBS: solucdo tampéo fosfato
salina; PLS: polissacarideo sulfatado extraido da alga marinha vermelha H. musciformis; Sal: salina.
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6.8. Efeito do PLS sobre a concentracdo de ions cloreto na secrecdo de fluido induzida
pela toxina da colera em alcas intestinais isoladas

A concentracdo de ions cloreto foi significativamente (P < 0,001) alta nas alcas
intestinais injetadas com TC (156,5 + 14,51 mEq/L) comparado as alcas injetadas apenas com
PBS (16,44 + 8,52 mEqg/L). Os niveis de cloreto foram reduzidos significativamente (P < 0,001)
com a administracdo do PLS (70,63 + 17,82 mEg/L), como mostra a figura 9C. Os dados
sugerem que o PLS reduz o grande efluxo desses ions para o limen intestinal na severa diarreia

da colera.

6.9. Eficacia do PLS na absorcéo intestinal

A figura 9D mostra a absor¢éo intestinal no grupo controle positivo para este modelo,
PBS contendo 10 mM de glicose (83,90 + 7,04%), comparado ao grupo controle negativo
(39,67 = 7,34%). A injecdo intraluminal do PLS nas alcas isoladas ndo demonstrou efeito
significativo na absorcdo intestinal (42,00 + 6,15%), indicando diferenca significativa em
relagdo ao grupo tratado com glicose. Os resultados sugerem que a reducdo da secrecdo do
fluido intestinal, estimulada pela TC, apds o tratamento com PLS pode ser mediada por outro

mecanismo.

6.10. O PLS interage com o receptor GM1 impedindo a ligacdo da toxina da c6lera

Foi observado reducéo significativa (P < 0,001) da ligacdo da TC ao receptor GM1 na
presenca do PLS (100 pg/ml; pré-incubagéo) (Figura 10, coluna b). Achados similares foram
obtidos com PLS em concentragOes crescentes (1-500 pg/ml) adicionadas junto com TC nas
microplacas adsorvidas com GM1 (Figura 10, coluna c a h). Os resultados mostram que 0s
niveis de TC reduziram significativamente (P < 0,001) com todas as concentragfes do PLS, de
forma que a taxa de deteccdo da TC nos pogos com 500 pg/ml de PLS foi de 11,74 + 2,78%.
Portanto, esses achados sugerem que o PLS interage com o receptor GM1, prevenindo a ligacéo
de TC ao receptor GM1.
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Figura 10. Efeito do PLS na liga¢éo de TC ao receptor GM1. TC (100 ng) foi incubada sozinha (coluna a) ou
com 1, 10, 50, 100, 300, ou 500 mg/ml de PLS (coluna c-h, respectivamente), e a quantidade de TC foi estimada
por GM1 ELISA. Pogos adsorvidos com GML1 e pré-incubados com PLS foram lavados e em seguida 100 ng de
TC foram adicionados (coluna b). A seguir, a quantidade de ligagdo de TC foi estimada por ELISA (coluna b).
Valores obtidos para 100 ng de TC foram tomados como 100% de ligagdo. Os dados séo apresentados como a
média + EPM a partir de trés experimentos independentes realizados em triplicata dentro de condigdes similares.
*P < 0,001 vs. coluna a.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo demonstra claramente que o PLS extraido a partir da alga marinha
vermelha H. musciformis apresenta atividade antidiarreica em roedores, como evidenciado em
modelos experimentais de diarreia aguda induzida com o6leo de ricino e PGE, em ratos, bem
como no transito intestinal e no modelo de diarreia secretoria induzida pela TC em
camundongos, mostrando sua eficacia sobre mecanismos fisiopatoldgicos relacionados as

doencas diarreicas.

Inicialmente, para determinar o efeito antidiarreico do PLS foi utilizado o modelo de
diarreia induzida por 6leo de ricino. E bem descrito na literatura que o 6leo de ricino é um
laxante efetivo largamente utilizado no estudo dos sintomas associados com diarreia, uma vez
que reduz a absorcdo, aumenta a secrecdo de agua e eletrdlitos, bem como estimula a
contratilidade da musculatura lisa do intestino, acelerando o transito intestinal. Uma das
vantagens deste modelo é a grande reprodutibilidade de evacuacGes de fezes liquidas formadas
trés hora ap06s a administracdo do agente laxante (MASCOLO et al., 1993; PINTO et al., 1989).
O 6leo de ricino quando ingerido é hidrolisado pelas lipases pancreaticas a glicerol e acido
ricinoleico, sendo este Gltimo o responsavel pelo efeito diarreico atribuido ao 6leo (TUNARU
etal., 2012).

A presenga deste metabolito ativo no intestino delgado induz diarreia envolvendo varios
mecanismos. O 6leo de ricino induz a sintese a liberacdo de PGE>, PAF e NO, o que resulta na
secrec¢do de eletrolitos no Iimen intestinal associado com estimulagdo da motilidade do masculo
liso (MASCOLO et al., 1994; MASCOLO et al., 1993; 1ZZO et al., 1993; PINTO et al., 1989;
LUDERER et al., 1980; AWOUTERS et al., 1978). O dleo de ricino aumenta a secrecdo de
fluido intestinal envolvendo a participacdo da via AC com consequente aumento de AMPc.
Existem evidéncias do envolvimento de taquicininas (por meio da ativacdo dos receptores NK1
e NK2), na diarreia induzida por esse agente, ao contribuir com o aumento da permeabilidade
e aumento da contratilidade intestinal (CROCI et al., 1997). Portanto, varios fatores estdo
envolvidos na diarreia induzida por 6leo de ricino e provavelmente compostos quimicos, que
produzem um efeito inverso a diarreia induzida por esse agente sdo capazes de inibir a

biossintese destes fatores ou mediadores.

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que o PLS nas trés doses testadas
reduziu significativamente a severidade da diarreia induzida por 6leo de ricino, o nimero total

de fezes sdlidas e o nimero total de fezes diarreicas, inibindo a defecacdo, bem como a diarreia.
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Este efeito sugere que o PLS pode inibir alguns mediadores e/ou fatores envolvidos no
mecanismo de acdo do dleo de ricino, que envolve mudancas na motilidade intestinal, aumento

da permeabilidade das células da mucosa e mudancas no transporte de eletrdlitos.

Outro importante fator envolvido no processo diarreico é o acimulo de fluido intestinal,
o qual foi estudado utilizando o teste de enteropooling na diarreia induzida por 6leo de ricino.
O PLS reduziu significativamente o volume do contetdo intestinal comparado ao tratamento
controle. A reducdo do acimulo do fluido intestinal pelo PLS pode ser devido a promocao de
algum mecanismo antissecretorio associado com o transporte de &gua e eletrélitos através da
mucosa intestinal. Este resultado foi mais eficaz do que os dados reportados em outros estudos
realizados anteriormente apds a administracdo de produtos naturais oriundos de plantas, como
0 extrato da folha de Desmodium pulchellum (RAHMAN et al., 2013), o extrato etandlico
extraido das raizes de Aconitum heterophyllum (PRASAD et al., 2014) e o polissacarideo

extraido de Anacardium occidentale (ARAUJO et al., 2015), no mesmo modelo experimental.

O oleo de ricino é um irritante local, levando portanto a altera¢fes na integridade das
células epiteliais, que envolve mudancas na permeabilidade intestinal (MASCOLO et al.,
1993). Dessa forma, este laxante pode induzir resposta secretoria pela reducdo da atividade da
proteina transmembranar Na* K™ ATPase presente nos enterocitos do intestino delgado e no
célon, reduzindo a absorcdo de Na* e K" (GANGINELLA e PHILLIPS, 1975). A atividade
dessa proteina para o transporte dos ions Na* e K*, contra o gradiente de concentracdo, exige
como fonte de energia a hidrélise de uma molécula de ATP em ADP e fosfato inorgénico
(ESMANN, FEDOSOVA e OLESEN, 2015; FIELD, 2003). A proteina possui trés sitios de
ligacdo de Na* e quando esse fon encontra-se ligado abre-se um sitio ativo de ligacdo de ATP.
A partir de entdo, o ATP sofre hidrolise e isso gera energia para que a bomba faca um
mecanismo muito parecido com um movimento de catraca, bombeando trés ions Na* para o
meio extracelular (ZEMELMAN, WALKER e CHU, 1992). Por conseguinte, os sitios de
ligacdo de K™ assumem uma alta afinidade a este fon e com isso duas moléculas de K* se ligam
e o fosfato que ali estava se dissocia fazendo com que a bomba volte a sua forma original
(PRESSLEY et al., 1996). Em condices diarreicas, como por exemplo ocasionadas pelo 6leo
de ricino, a reducéo da atividade desta proteina transmembranar favorece a reducdo da absor¢éo
de Na* e K*, com consequente aciimulo desses eletrdlitos e &gua no limen intestinal, uma vez
gue o sddio é uma molécula higroscopica (RACHMILEWITZ, KARMELI e OKON, 1980;
GANGINELLA e PHILLIPS, 1975).
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Dessa maneira, no presente estudo foi analisada a atividade de Na* K* ATPase no
sobrenadante do intestino delgado medida como a liberacdo de fosfato inorganico a partir da
hidrolise de ATP na presenca de cations apropriados. Os resultados obtidos no estudo mostram
um notavel aumento da atividade de Na* K* ATPase no intestino delgado dos camundongos
pré-tratados com PLS. Alguns estudos mostram que substancias ricas em hidrocarbonetos
(glicocorticoides) aumentam a atividade de Na* K" ATPase, sugerindo a existéncia de um
mecanismo citoprotetor na mucosa intestinal (ZEMELMAN, WALKER e CHU, 1992), o que
pode vir a ser uma das possiveis formas de atuacdo do PLS. O aumento da atividade de Na* K*
ATPase proporcionado apds a administracdo do PLS corrobora os parametros de reducdo do
acumulo do fluido intestinal observados no teste de enteropooling.

Para estabelecer os efeitos do PLS na motilidade intestinal, foram realizados
experimentos para verificar sua influéncia no trénsito intestinal de camundongos, usando
carvao ativado como o marcador da distancia maxima percorrida no intestino. Os resultados
mostram que o PLS inibiu significativamente o transito intestinal no modelo de diarreia
induzida por 6leo de ricino, reduzindo a relagdo entre a distancia percorrida pelo carvao e o
comprimento total do intestino delgado, sugerindo assim que 0 mecanismo de ac¢ao antidiarreico
do PLS pode envolver a reducdo na motilidade intestinal. Esses resultados sao importantes no
controle da diarreia, uma vez que esse efeito contribui com a redugdo no nimero de evacuacdes,
favorece a absorcao e agua e eletrolitos, devido ao atraso na passagem do contedo intestinal,
além de aumentar a viscosidade do bolo fecal (ADEYEMI e AKINDELE, 2008).

O efeito antidiarreico do PLS no modelo de transito intestinal foi proximo ao produzido
pela loperamida, a droga de referéncia utilizada no estudo, que atua como um potente agonista
dos receptores p-opioides presentes no intestino. O efeito terapéutico da loperamida deve-se a
reducdo da propulséo intestinal, inibicdo da secrecéo e fluido, resultando no aumento do tempo
do trénsito intestinal e no aumento da absorcdo de fluidos e eletrélitos (LI e VAZIRI, 2012;
TANGPU e YADAYV, 2004). Sabendo-se que o controle da excitabilidade do musculo liso do
trato gastrointestinal pode ser modulado por agentes farmacoldgicos como os opioides, decidiu-
se investigar inicialmente se a atividade antidiarreica do PLS estava associada com 0s
receptores opioides presentes no intestino. Nesse contexto, foi realizada a modulacao do transito
com naloxona, um antagonista puro dos receptores opioides, de modo a comprovar tal efeito.
Foi observado que a naloxona significativamente reduziu o efeito da loperamida. Contudo, a
naloxona néo foi capaz de antagonizar significativamente o efeito exercido pelo PLS, indicando

que sua atividade antidiarreica ndo depende de mecanismo opioide na redugdo do trénsito
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intestinal. Esse resultado pode ser considerado vantajoso, uma vez que exclui os efeitos
colaterais atribuidos aos opioides, os quais sdo fonte de preocupacdo entre 0S USUArios,
limitando, com frequéncia, seu uso. Entre os efeitos colaterais proporcionados pelo uso da
loperamida pode-se incluir dor abdominal, distensdo, inchaco, nduseas, vomito e constipacao.
(LI e VAZIRI, 2012).

Partindo da suposigdo que o transito intestinal pode ser retardado por inibicdo da
liberacdo de acetilcolina e de neurotransmissores ndo adrenérgicos e ndo colinérgicos dos
nervos entéricos (WOOD e GALLIGAN, 2004), foi investigado, a seguir, o possivel efeito
anticolinérgico do PLS na reducdo do transito intestinal induzido por betanecol. Estudos
farmacoldgicos com antagonistas seletivos dos receptores muscarinicos tém indicado que o
betanecol é um agonista colinomimético, que estimula a contratilidade do masculo intestinal
ativando receptores muscarinicos do tipo 3 (M3) ao longo do trato gastrointestinal (INCE,
TURKMEN e YAVUZ, 2011).

Nesse estudo, o PLS reduziu significativamente o efeito estimulatorio do betanecol,
sugerindo que sua atividade inibitoria sobre a motilidade intestinal possivelmente esta
relacionada com mecanismos anticolinérgicos, farmacologicamente atuando como um
antagonista dos receptores muscarinicos. Esta acdo foi similar aquela desempenhada pela
atropina, o antagonista colinérgico usado como droga de referéncia. Alguns estudos tém
explorado a ligacdo de glicosaminoglicanos sulfatados ou ndo sulfatados a receptores
muscarinicos do tipo M3. H& evidéncias para a atuacdo antagonista de glicosaminoglicanos
sobre os receptores M3 em varios tecidos, incluindo pulmdo, bexiga, coracdo e pancreas
(KARAKIULAKIS e ROTH, 2012). De acordo com Nathanson (2008), receptores colinérgicos
muscarinicos possuem em sua estrutura residuos de N-glicosilacdo em suas regides
transmembranares, podendo facilitar a interacdo com algumas substéncias que tenha atomos de

carbono e hidrogénio em sua estrutura.

E importante notar que o teste de transito intestinal ¢ um indicador da distancia maxima
percorrida pelo marcador ao longo do intestino delgado. Assim, esse método ndo fornece
informac0es a respeito da quantidade do marcador que pode ser encontrada em cada seguimento
do intestino delgado ou ao longo do trato gastrointestinal. Além disso, ndo faz distin¢éo entre
um efeito de esvaziamento no estbmago ou um efeito relacionado a alteracdo no transito
intestinal. Ent&o, para avaliar se a atividade inibitoria do PLS no modelo de transito intestinal

poderia envolver a participacdo do estdmago, foi realizado o ensaio de esvaziamento gastrico.
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A determinagdo do esvaziamento géstrico, com base na retengdo fracional do corante
vermelho de fenol, tem sido amplamente utilizado e permite avaliar a motilidade gastrica e
intestinal separadamente (SANTOS et al., 2007; GONDIM et al., 2001). Dessa forma, 0s
resultados obtidos a partir dessa analise demonstram que o PLS ndo possui efeito sobre a
retencdo gastrica de liquidos em camundongos. Assim, pode-se inferir que o PLS ndo possui
efeito procinético na motilidade géstrica, sugerindo acdo na motilidade apenas a nivel intestinal.

A diarreia induzida por PGE. foi outro modelo utilizado para avaliar a atividade
antidiarreica do PLS e difere de outros modelos, uma vez que envolve inflamagdo aguda
(MURHERJEE et al., 1998). PGE> é um mediador pro-inflamatorio, produto do metabolismo
da cicloxigenase (COX), que desempenha um papel significativo na fisiopatologia da diarreia
no sistema digestivo (BOTELLA et al., 1955). O efeito diarreico associado com PGE> pode ser
atribuido a fosforilacdo de canais idnicos, como o CFTR, com consequente secrecdo de Cl para
o limen intestinal. O acimulo de cloretos gera um gradiente eletroquimico que favorece a
atracdo de sodio e agua para o lumen (MOON et al., 2015; FU, CHEN e XIANG, 2013;
AWOUTERS et al., 1978). Além disso, a PGE, pode também atuar afetando a motilidade
intestinal a partir da interacdo com receptores EP3 presentes no masculo liso intestinal, uma
vez que tal receptor induz acGes relacionadas a propulsao intestinal, constituindo um importante
alvo para efeitos laxativos (SHAHBAZIAN et al., 2002). Assim, a PGE2 é conhecida por causar

diarreia em animais experimentais e em humanos (BEUBLER e JUAN, 1979).

No presente estudo, o PLS inibiu significativamente o acimulo do fluido intestinal
induzido por PGE:2. A reducdo dos efeitos diarreicos promovidos por esse mediador pode estar
relacionada ao bloqueio de receptores de prostaglandina no trato gastrointestinal pelo PLS, bem
como mecanismo citoprotetor, o que impediria a ligacdo PGE;-receptor EP. De fato, a literatura
relata que a utilizacdo de polissacarideos extraidos de algas como agentes anti-inflamatérios é
vantajosa (CHAVES et al., 2012). Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa
demonstraram que o PLS possui notavel atividade anti-inflamat6ria no processo de edema de
pata, tornando as caracteristicas de sinais flogisticos menos intensos (BRITO et al., 2013).
Contudo o papel do PLS na reducéo da inflamacéo mediada diretamente por PGE: ainda néo
foi observado, sendo necessario mais estudos a fim de investigar essa possivel interagdo. O
efeito do PLS na inibicdo do enteropooling induzido por PGE: pode relacionar-se com a agédo
antidiarreica sobre 0 modelo de indugdo com oleo de ricino, uma vez que é comprovado o

envolvimento de PGE; no seu mecanismo diarreico.
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Além disso, foi utilizado o modelo de diarreia induzida pela TC para investigar uma
possivel atividade antissecretoria intestinal do PLS. Em muitos paises em desenvolvimento, a
colera é uma importante causa de morbidade e mortalidade, representando um grande problema
de satde publica (SAWASVIROJWONG et al., 2013). Os principais sintomas clinicos da
cblera sdo principalmente induzidos pela toxina liberada pela bactéria V. cholerae no intestino
delgado do hospedeiro (KAPER, MORRIS e LEVINE, 1995). A TC tornou-se uma ferramenta
bastante utilizada para elucidar mecanismos patologicos de transporte de ions, bem como dos
aspectos da fisiologia celular por meio dos receptores de membrana celular, abrindo muitas
perspectivas para futuras aplicagdes terapéuticas e biotecnoldgicas (PETRI et al., 2008; FLACH
etal., 2007; MOURAD, 2004).

A TC é uma proteina dimérica, composta por uma subunidade A associada a cinco
subunidades B. A subunidade A é composta por dois polipeptideos, Al e A2, onde a subunidade
Al contém a atividade tdxica. As subunidade B se ligam firmemente a um receptor gangliosideo
especifico, 0 GM1. Este esta presente de forma abundante na borda ciliada das células epiteliais
(POPOFF e POULAIN, 2010; TINKER, ERBE e HOLMES, 2005; LENCER, 2004). Apds a
ligacdo do pentdamero B ao receptor GM1, a toxina é internalizada nas células intestinais, via
endocitose mediada pelo proprio receptor GM1 (LU et al., 2005). TC segue por transporte
retrégrado do complexo de golgi até o reticulo endoplasmatico, onde TCA ¢ clivada, e 0
componente Al é secretado no citoplasma e induz uma cascata de sinaliza¢do, enquanto que a
subunidade A2 e a subunidade B permanecem no reticulo endoplasméatico. A1 promove a
ativacdo da AC e por conseguinte sdo produzidas quantidades cada vez maiores de AMPCc nas
células epiteliais intestinais, promovendo a abertura do canal de ClI" na membrana celular, o que
resulta no grande efluxo desse ions no lumen intestinal. Além disso, agua, Na*, K*, HCO3 e
outros eletrolitos sdo perdidos devido ao gradiente osmético e elétrico causado pela perda de
CI" (Figura 2) (MANDAL, MANDAL e PAL, 2011; BROECK, HORVATH e WOLF, 2007;
O’ NEAL et al., 2005; PINA e JOHANNES, 2005). O volume secretado excede o capacidade
de absorcao normal do intestino e dessa forma, ocorre a severa diarreia com desidratacédo, que

¢ caracteristica da célera.

Neste estudo, foi demonstrado que o PLS apresentou um efeito inibitorio sobre a
secrecdo de fluido intestinal induzida pela TC em alcas intestinais isoladas, além de reduzir a
concentracdo de CI no limen intestinal. Portanto, esses dados sugerem que o PLS pode ter uma
potencial aplicacdo no tratamento da colera. Diante disso, foi investigado o possivel mecanismo

de acdo que poderia estar envolvido com esse processo. Inicialmente foi investigado o
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envolvimento do PLS sobre o processo normal de absorcdo intestinal. Contudo, ndo houve
interferéncia sobre esse parametro, sugerindo que sua atuagao pode ocorrer por meio de outro

mecanismo para interferir na fisiopatologia da doenca.

Embora a diarreia induzida pela TC, tenha sido tradicionalmente classificada como néo-
inflamatdria, ha estudos que apontam componentes inflamatorios nessa patogénese. A TC
promove a ativacdo da fosfolipase C, a qual catalisa a hidrolise de fosfolipideos de membrana,
com consequente liberacdo do &cido araquiddnico, resultando no aumento da sintese de
mediadores inflamatdrios, como PGE>, PGF; alfa e leucotrienos (PETERSON et al., 1994;
PETERSON et al., 1991). Além disso, a serotonina (5-HT) tem sido considerada um importante
mediador da secrecdo intestinal induzida pela TC. Nesse contexto, em estudos realizados por
Beubler e Horina (1990), a TC pode desencadear a liberacdo de 5-HT por células
enterocromafins, e por seguinte, 5-HT causa a formacéo de PGE; via receptores 5-HT>, levando
a abundante secrecdo de fluido. Assim, PGE2 é um fator importante no processo secretor,
levando a perda de agua e eletrolitos durante a colera. Isso explica a eficicia de varios farmacos
inibidores da sintese de prostaglandinas na reducéo do acimulo de liquido mediado pela TC
(PETERSON e OCHOA, 1989), o que corrobora com os resultados do presente estudo, uma
vez que o PLS inibiu o enteropooling induzido por PGE,. Contudo, mais estudos sdo

necessarios para confirmar essa correlacgéo.

Atualmente, ndo ha tratamento especifico contra a diarreia induzida por toxinas
bacterianas. A terapia com drogas antimicrobianas é limitada, porque ndo inibem diretamente
a disseminacédo da TC e ainda contribuem para aumentar a resisténcia bacteriana (RIVERA et
al., 2013). Embora a SRO possa efetivamente ajudar na recuperacdo da desidratacdo e perda de
eletrolitos, sua combinacdo com agentes farmacoldgicos que possam inativar a TC seria algo
imensamente vantajoso. Uma vez que a ligacdo da TC ao receptor GM1 é o primeiro passo para
a translocacdo da toxina dentro das células intestinais, sua interacdo ao receptor especifico é
um alvo bastante atrativo para o desenvolvimento de medicamentos que impecam a acdo de
TC. Nessa perspectiva, foi demonstrado que o PLS interage com o receptor GM1 e impede a

ligagéo da TC, suprimindo eventos relacionados com a fisiopatologia da colera.

Agentes anti-adesivos, ou analogos do receptor GM1, demonstraram ser eficazes num
certo numero de estudos e oferecem uma alternativa promissora para estratégias de tratamento
convencionais. Estudos demonstram que os receptores gangliosideos possuem alta afinidade de

ligagdo a carboidratos, uma vez que a TC pode assumir a forma de um glicomimeético, ligando-
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se a uma multiplicidade de receptores gangliosideos sobre o epitélio do hospedeiro, com uma
maior afinidade para GM1 (SINCLAIR, 2009). Exemplo disso é o desenvolvimento de
antagonistas do receptor GML1, a partir de derivados da galactose, como o prot6tipo m-nitrofenil
galactosideo (MNPG) que atua com alta afinidade na ligacdo aos residuos de ceramida do
receptor GM1, impedindo a ligagdo de TC (SAHA et al, 2013; SINCLAIR et al., 2009;
SINCLAIR et al., 2008). De acordo com a caracterizacdo quimica do PLS extraido de H.
musciformis, a sua composi¢cdo de base é derivada da galactose (COSENZA et al., 2014;
ARMAN e QADER, 2012; AZIZA et al., 2008), sendo possivel que estas regides possam de
alguma forma interagir com sitios de ligacdo no receptor GM1, prevenindo a ligacdo de TC.
Estes resultados foram similares aos recentemente publicados por Araudjo e colaboradores
(2015) a partir da analise da goma do caju, um complexo heteroplossacarideo, que contém 73%
de galactose. Portanto, a influéncia direta do PLS na fisiopatologia da célera pode oferecer uma

promissora estratégia de controle para a doenga.

Os resultados obtidos sugerem que o PLS extraido a partir da alga marinha vermelha H.
musciformis possui atividade antidiarreica em roedores por inibir parametros fecais,
enteropooling, estimular a atividade de Na*™ K* ATPase nos enterdcitos do intestino delgado e
reduzir a motilidade intestinal, associada a uma possivel atividade anticolinérgica. Além disso,
o PLS foi efetivo na inibicdo da diarreia inflamatéria induzida por PGE: e diarreia secretoria
induzida por TC, provavelmente por bloguear a ligagdo TC-GM1. Diante disso, sugere-se 0
seguinte modelo de atuacdo do PLS representado na figura 11.

Estes dados indicam que o PLS pode ser utilizado como ferramenta importante na
elaboracdo de novas substancias com grande potencial antidiarreico, uma vez que estudos que
investigam o efeitos desses compostos extraidos de algas marinhas em modelos experimentais
gue mimetizam a diarreia ainda sdo escassos. Assim, essas investigagdes proporcionam grandes
expectativas para futuros estudos farmacoldgicos mais aprofundados, na perspectiva de um
melhor entendimento de suas formas de agéo e acerca de sua toxicidade, podendo revelar uma

substancia com grande aplicabilidade biotecnoldgica.
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PLS extraido da alga
Hypnea musciformis

Inibicédo
do
Transito

Epitélio insteti

<=

Figura 11. Modelo de atuacao sugerido para o PLS na diarreia induzida por 6leo de ricino, PGE: e toxina
da célera (TC) em roedores. Seta preta (inibe); seta vermelha (estimula). Al: Subunidade téxica da toxina da
colera; AC: Adenilato ciclase; AK: Proteina quinase A; AMPc: Monofosfato ciclico de adenosina; CFTR:
Regulador de condutancia transmembrana da fibrose cistica; EP3: Receptores 3 de prostaglandina E2; M3:
Receptores muscarinicos do tipo 3; PLS: polissacarideo sulfatado extraido da alga marinha vermelha H.
musciformis; PGE: Prostaglandina Ex.
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8. CONCLUSOES

O PLS extraido da alga marinha vermelha H. musciformis, apresentou efeito
antidiarreico em modelo de diarreia e enteropooling induzido por 6leo de ricino,
provavelmente devido a estimulacdo da atividade de Na* K™ ATPase presente nos
enterdcitos no intestino delgado, bem como devido a reducdo da motilidade intestinal,

associada a uma possivel atividade anticolinérgica.

O PLS nédo demonstrou efeito no esvaziamento gastrico em camundongos, sugerindo
que a atividade inibitdria sobre a motilidade gastrointestinal ocorra apenas em nivel de

intestino.

O PLS inibiu o enteropooling induzido por PGE>, sugerindo eficacia na diarreia

inflamatoria.

O PLS apresentou atividade antissecretdria em modelo de diarreia induzida pela toxina
da célera (TC) em alca intestinal isolada de camundongos, inibindo a perda de agua e
ions cloretos (CI°) a partir dos enterécitos para o limen intestinal, provavelmente por

interagir com o receptor GML1, prevenindo a ligacdo de TC ao receptor GML1.

O PLS ndo demonstrou efeito no processo normal de absorcdo intestinal em alcas

isoladas de camundongos.
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ABSTRACT

Seaweeds are sources of diverse bioactive compounds, such as sulphated
polysaccharides. This study was designed to evaluate the chemical composition and
anti-diarrheal activity of a fraction of sulphated polysaccharide (PLS) obtained from the
red seaweed Hypnea musciformis in different animal models, and to elucidate the
underlying mechanisms. PLS was obtained by aqueous extraction, with a yield of 31.8%
of the seaweed dry weight. The total carbohydrate content accounted for 99% of the
sample. The sulfate content of the polysaccharide was 5.08% and the percentage of
carbon was 25.98%. Pretreatment with all doses of PLS inhibited castor oil-induced
diarrhea, with reduction of the total amount of stool, diarrheal stools, and the severity of
diarrhea. PLS (90 mg/Kg) decreased castor oil- and PGEz-induced enteropooling. In
addition, PLS (90 mg/Kg) increased the Na*/K*-ATPase activity in the small intestine
and reduced gastrointestinal transit, possibly via activation of cholinergic receptors.
Interestingly, the cholera toxin-induced fluid secretion and CI" ion levels decreased in
the intestinal contents of the animals pretreated with PLS (90 mg/kg), probably via
reduction of toxin—-GM1 receptor binding. In conclusion, PLS exerts anti-diarrheal
activity by increasing Na*/K*-ATPase activity, inhibiting gastrointestinal motility, and

blocking the toxin—GM1 receptor binding.

Keywords: Algae, sulfated polysaccharide, cholera.



1. Introduction

Seaweeds are sources of diverse bioactive compounds with potential therapeutic
action. Among these compounds are sulfated polysaccharides that are involved in
several cellular processes [1]. Sulfated polysaccharides are complex and heterogeneous
polymers formed by repeated units of sugars that include sulfate groups [2]. These
polymers are the major components of the extracellular matrix of seaweed and are
recognized as having a great number of biological activities, including gastroprotective
[3, 4], antioxidant [5], anticoagulant [6], antiviral [7], antithrombotic [8],
antiproliferative [9], immunostimulatory [10], antitumor [11], anti-inflammatory, and
anti-nociceptive actions [12]. Because of these features, these biomolecules are thought
to have important applications and thus have attracted much attention for the potential
development of new drugs.

Sulfated polysaccharides found in red seaweed are generally in the form of
sulfated galactans [13], exhibiting a high molecular mass (>100 kDa) and high
electronegativity, which causes them to interact electrostatically with specific proteins,
thereby contributing to their observed biological actions [14, 15]. Based on their
stereochemistry, sulfated galactans mainly comprise agarans and carrageenans;
however, other important chemical biomolecules, such as proteins and phenolic
compounds, are also present [16]. Importantly, carrageenans share a common basic
structure, consisting of a linear chain with alternating residues of 3-linked B-D-
galactopyranose and 4-linked a-D-galactopyranose, with unit D occurring many times
as its 3,6-anhydro-o-D-galactopyranosyl form [17]. The most common types of
carrageenan are traditionally identified by Greek symbols, and the kappa (), iota (1),
and lambda () types are considered the forms most important commercially [18, 19].

The red seaweed Hypnea musciformis represents a good source of natural
carrageenans [20], a polymer of high economic value; this species is highly valued in
the northeast coast of Brazil [21]. The chemical structure of the carrageenan produced
by H. musciformis has been extensively described in the literature [22, 23, 24] and
mainly consists of repetitions of 3-linked B-D-galactose-4-sulphate connected to 4-
linked 3,6-anhydro-a-D-galactose. Thus, this polymer is named k-carrageenan [25]. We
have previously evaluated the therapeutic potential of a sulfated polysaccharide fraction
(PLS) extracted from seaweed H. musciformis in animal models and found that it has
anti-inflammatory effects [26]. Additionally, it has been found that PLS exerted a

gastroprotective effect in ethanol-induced lesion models, evidencing gastrointestinal
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modulatory effects [27]. These findings are indicative of its potential pharmacochemical
action in other gastrointestinal disorders, such as diarrheal diseases. However, reports of
the biological activity of sulphated polysaccharides in experimental models of diarrhea
are rare.

Diarrhea is a clinical manifestation of many gastrointestinal diseases, and is
responsible for millions of deaths annually, mainly amongst children under 5 years of
age [28]. Since ancient times, diarrhea has been recognized as an important clinical
problem, and it affects mainly socio-economically challenged populations in developing
countries [29]. Diarrheal diseases are characterized by an increase in the number of
bowel movements, three or more times per day, with a change in stool consistency
accompanied by abdominal pain [30]. The physiological mechanisms leading to
diarrheal disease include accelerated intestinal transit, increased amounts of fluid in the
intestinal lumen, and decreased absorption of water and electrolytes [31]. Currently, the
pharmacological treatment of diarrhea is non-specific, and is usually aimed at reducing
the inconvenience caused by frequent bowel movements, dehydration, and discomfort
[32, 29].

Considering that sulphated polysaccharides from seaweed have shown
gastroprotective and gastrointestinal modulatory effects, this study aimed to evaluate the
chemical composition and anti-diarrheal activity of PLS obtained from red seaweed (H.
musciformis) in rodent models of acute, inflammatory, and secretory diarrhea, as well as

to clarify the possible underlying mechanisms.

2. Materials and methods
2.1. Materials and chemicals

Papain was obtained from Merck (Kenilworth, NJ, USA). Cetylpyridinium
chloride (CPC), castor oil, prostaglandin E» (PGE:), cholera toxin (CT), and
monosialoganglioside-GM1 were purchased from Sigma Chemical Company (St. Louis,
MO, USA). Loperamide hydrochloride and naloxone hydrochloride were from
Janssen—Cilag Pharmaceuticals LTD (Sao Paulo, Brazil) and CRISTALIA
Pharmaceutical Chemicals LTD (Nova Itapira, Brazil), respectively. Sulfated atropine
was obtained from Isofarma Industrial Farmacéutica LTD (Fortaleza, Brazil) and
bethanechol chloride was purchased from Galen Manipulation Pharmacies® (Teresina,
Brazil). Other reagents chemicals were of analytical grade and obtained from standard



commercial suppliers. All drugs were dissolved in saline or phosphate-buffered saline
(PBS).

2.2. Animals

Rats (Wistar strain, 150-180 g) and mice (Swiss strain, 25-30 g) of both sexes
were obtained from the Vivarium Sector of the Center for Research on Medicinal
Plants, Federal University do Piaui. The animals were maintained in cages and kept at
the laboratory at a temperature of 22 + 1°C under a 12-h light/12-h dark cycle. The
animals had free access to drinking water and a standard pellet diet. The experimental
groups consisted of 5 to 6 animals per group (treatment with PLS, reference drug, and
saline-treated control groups). The animals were deprived of food for 18-24 h before
the experiments, but had free access to water. Experimental procedures and protocols
used in this study were approved by the Ethics Committee in Research of the Federal
University of Ceara (protocol no. 11/2013). All the procedures and animal care were
conducted in strict accordance with the recommendations in the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

2.3. Algal material and isolation of polysaccharides

Samples of the red seaweed H. musciformis were collected at Flecheiras Beach,
Trairi, Ceard, Brazil. A specimen was deposited at the Phycological Herbarium of the
Marine Sciences Institute from the Federal University of Ceara-Fortaleza-CE, Brazil.
The algae were thoroughly cleaned to eliminate any undesirable epiphytes attached to
the thalli, washed with distilled water, and stored at -20°C. Carrageenan was extracted
by proteolytic digestion [33]. The dried seaweed tissue (5 g) was ground in liquid
nitrogen and suspended in 250 mL of 0.1 M sodium acetate buffer (pH 6.0) containing
510 mg papain, 5 mM ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA), and 5 mM cysteine,
and was incubated at 60°C for 2 h. The residue was removed by filtration and
centrifugation (2700 x g for 25 min at 4°C) and the sulphated polysaccharides were then
precipitated by addition of 16 mL of 10% CPC. The mixture was centrifuged (2700 x g
for 25 min at 4°C) and the polysaccharides (k-carrageenan) in the pellet were washed
with 250 mL of 0.05% CPC solution, dissolved in 175 mL of 2 M NaCl/absolute
ethanol (100:15, v/v) solution, and precipitated with 300 mL absolute ethanol for 24 h at
4°C. After further centrifugation (2700 x g; 4°C; 25 min), the precipitate was washed



twice with 250 mL of 80% ethanol solution followed by washing with absolute ethanol.

The precipitate was then dried with acetone under hot air flow (60°C).

2.4. Chemical analysis of PLS isolated from H. musciformis

The spectroscopical characterization of H. musciformis sulfated polysaccharide
has been reported previously [22, 23, 24]. The total sugar content was determined by the
sulfuric acid—UV technique [34], using D-galactose as standard. Protein content was
measured by the Bradford method [35]. The amount of carbon in PLS was determined
by elemental microanalysis (Perkin Elmer CHN 2400, Waltham, MA, USA). The
sulfate content in the polysaccharide was determined by inductively coupled plasma-
optical emission spectrometry (ICP-OES). In this method, 12 mg of polysaccharide was
digested in 3 mL of concentrated HNOs3 at 70°C for 1 h. After digestion and cooling of
the solution, the volume was adjusted to 50 mL and the sulfur content was measured in
an optical emission spectrometer with inductively coupled plasma (ICP Plasma Spectro
Arcos, Cleve, Germany) at 180,731 nm [36].

2.5. Evaluation of anti-diarrheal efficacy of PLS from seaweed H. musciformis
2.5.1. Castor oil-induced diarrhea

Diarrhea was induced with castor oil according to a previously described method
[37] with few modifications. Rats (Wistar strain, 150-180 g) were randomly allocated
to 6 groups of 5—6 rats per group and were fasted for 18 h prior to the experiment,
although they were allowed free access to water. The treatment groups were allocated as
follows: Saline (group 1), PLS 10, 30, and 90 mg/kg (groups I, IllI, and IV,
respectively), loperamide, a standard anti-diarrheal agent, 5 mg/kg (group V), and
vehicle-only (group VI). The treatments were administered by gavage. The PLS doses
and route of administration were chosen according to Damasceno et al. [27] and
previous studies of our research group. After 1 h of pretreatment, castor oil (10 ml/Kkg,
p.0.) was administered to the experimental groups (groups | to V) for induction of
diarrhea. Group VI received saline only. After the induction of diarrhea, the animals
were placed in cages lined with adsorbent material for 3 h to detect the characteristics of
diarrheal stools, including evaluation of the total number of stools (mg) and the total
number of diarrheal stools (mg) excreted by each group. The efficacy of each treatment

was expressed as percent inhibition (%) of diarrhea compared to the control group,



expressed as 100%. The inhibition percentage for defecation and diarrhea was

calculated from the following expression:

% Inhibition of defecation = [(A — B)/ A] x 100,

where A represents the mean mass of defecation induced by castor oil; B represents the

mean mass of defecation after treatment with drug or PLS from H. musciformis.
Furthermore, the severity of the castor-oil induced diarrhea was characterized

according to the consistency of stools present in the perianal region of the animal as

numerical scores (0—3). Scores were assigned as previously described [38]: 0 = normal

stool (or lack of diarrhea); 1 = semi-solid stool; 2 = small/moderate amount of pasty

stool; and 3 = large amount of watery stool.

2.5.2. Castor oil-induced intestinal fluid accumulation (enteropooling assay)

A measurement of castor oil-induced enteropooling was determined according to
a method previously described [39], but with modifications. Rats (Wistar strain, 150—
180 g) were deprived of food for 18 h before the experiment and randomly allocated to
5 groups of 5-6 animals per group. The control group (group I) received saline, while
groups 11, 111, and 1V received PLS (10, 30, and 90 mg/kg, respectively), and group V
received loperamide (5 mg/kg). All test materials were administered by gavage. At 1 h
after the pretreatment, all groups were treated with castor oil (10 ml/kg, p.o.). At 3 h
after induction of diarrhea, the rats were euthanized by cervical dislocation,
laparatomized, and the small intestine (from the pylorus to the caecum) was isolated and
removed. The intestinal contents were measured in a graduated tube. The activity of
each treatment was expressed as percent inhibition (%) of the volume of intestinal fluid
and was calculated using the following expression:
% Inhibition of the volume of intestinal fluid = [(A — B) / A] % 100,
where A represents the mean volume of fluid after castor oil administration, and B
represents the mean volume of fluid after treatment with drug or PLS from H.

musciformis.

2.5.3. Determination of Na*/K*-ATPase activity in small intestine

Before the experiments, mice (Swiss strain, 25-30 g) were deprived of food for
18 h, but had free access to water. Castor oil was used to induce diarrhea as described in
section 2.5.1. At first, the control group (group 1) received saline, while group Il
received PLS (90 mg/kg, p.o), group Il received loperamide (5 mg/kg, p.0), and group
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IV received vehicle only. After 1 h of pretreatment, castor oil (10 ml/kg p.o.) was
administered to the experimental groups (groups | to Ill). After 3 h, the mice were
euthanized by cervical dislocation, laparatomized, and the small intestine (from the
pylorus to the caecum) removed to evaluate the activity of the enzyme Na*/K*-ATPase
present in intestinal enterocytes, using the procedure described in [40], with
modifications. Briefly, samples of the 3 intestinal segments were homogenized in 200
mM NaCl, 40 mM KCI, and 60 mM Tris (pH 7.4). Aliquots of 20 pL of intestinal
supernatant were mixed with 20 uL of 80 mM de MgCl2.6H;0, 20 uL of 20 mM de
EGTA, and 240 uL of distilled water. The tubes were incubated at 37° C for 5 min.
Then, 100 pl of 8 mM ATP was added, the samples mixed thoroughly, and incubated at
37°C for 30 min. Next, 200 puL of 5% sodium dodecyl sulfate (SDS), together with
2,000 pL of Splittgerber’s reagent (ammonium molybdate/sulfuric acid solution) and
9% ascorbic acid, in a ratio of 4:1 (v/v) were added, and the samples were incubated for
30 min at room temperature to allow color development. Blank samples were prepared
with 20 pL of distilled water instead of small intestine supernatant. The absorbance of
samples was measured at 560 nm on a spectrophotometer. The concentration of
inorganic phosphate in the tissue was validated from a calibration curve obtained with
known concentrations of inorganic phosphate. The activity of the enzyme Na'/K'-
ATPase was standardized in terms of the protein concentration in samples of small
intestine tissues, by using standard procedures, according to the manufacturers’
instructions (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, Brazil). Thereafter, the activity of
Na'/K*-ATPase was calculated using the following equation:

Specific activity (umole Pi-mg protein™-h™) = [Pi] x 2 x dilution factor / 1000 x protein
concentration (mg/mL),

where [Pi] represents the concentration of inorganic phosphate in nmoles (obtained
from the calibration curve); 2 represents the factor introduced to obtain the amount of Pi
released per h; 1000 represents the factor introduced to convert the Pi released to

pumoles.

2.5.4. Gastrointestinal transit test (charcoal meal)

Gastrointestinal transit was measured using the charcoal propulsion test as
described [38]. In the first series of experiments, the effect of PLS in reducing
gastrointestinal motility in the castor oil-induced diarrhea model was evaluated. Mice

(Swiss strain, 25-30 g) were randomly divided into 3 groups of 6 animals each. The
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animals were starved for 18 h prior to the test, but were allowed water ad libitum. All
groups received castor oil (10 mL/kg p.o.) to induce diarrhea, and 30 min later, they
were treated orally with saline (group 1), PLS (90 mg/kg; group IlI), or loperamide (5
mg/kg; group I1). One hour after the last drug administration, all animals received a
charcoal meal (0.2 mL of 10% activated charcoal suspended in 5% gum acacia) by
gavage. Twenty minutes later, all animals were euthanized, and the distance covered by
the charcoal meal (marker) in the intestine from the pylorus to the caecum was
measured and expressed as the percentage of distance covered:

% Distance covered by marker = [A / B] x 100,

where A represents the mean of the distance traveled by the charcoal meal and B
represents the mean total length of the intestinal segment.

In the second series of experiments, to examine the involvement of opioid
receptors in the effect of PLS in reducing gastrointestinal transit in the castor oil-
induced diarrhea model, mice were divided into 3 groups (6 mice/group) and all
received naloxone (2 mg/kg, s.c.; an opioid antagonist). After 30 min, mice received
saline (group 1V), PLS (group V), or loperamide (group VI; an opioid agonist) in the
same dose administered to groups I, 11, and 111, respectively. The subsequent steps were
performed as described above.

Furthermore, to evaluate possible anticholinergic activity of PLS in reducing
gastrointestinal transit, the gastrointestinal transit model stimulated by bethanechol, a
cholinergic agonist [41], was used. Mice were randomly divided into 4 groups (6
mice/group) and pretreated orally with saline (group VII), PLS (90 mg/kg, p.o.; group
VIII), or atropine (3 mg/kg, s.c.; group IX; cholinergic antagonist). After 30 min, groups
VII to IX received bethanechol (3 mg/kg, i.p.). Group X received saline only (vehicle
control). One hour afterwards, all animals received a charcoal meal (0.2 mL of 10%
activated charcoal suspended in 5% gum acacia) by gavage. Twenty minutes later, all
animals were euthanized, and the distance covered by the charcoal meal in the intestine

(from the pylorus to the caecum) was measured and expressed as described above.

2.5.5. PGEz-induced intestinal enteropooling

As previously described [42], rats (Wistar strain, 150-180 g) were deprived of
food for 18-24 h before the experiment. Animals were divided into 4 groups of 5-6
animals each. Group | received saline intraperitoneally (control group), while group I

received PLS (90 mg/kg) and group Ill received loperamide (5 mg/kg) by gavage.
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Immediately after drug administration, all the groups were administered PGE> (100
ug/kg) by gavage for induction of diarrhea, except for group 1V, which received saline
only (vehicle control). At 30 min after administration of PGE,, each animal was
euthanized and the small intestine (from the pylorus to the caecum) resected; the
intestinal contents were collected and its volume was measured. The efficacy of each
treatment was expressed as percent inhibition (%) of the volume of intestinal fluid and

was calculated as for the castor oil-induced enteropooling model described above.

2.5.6. CT-induced fluid secretion in intestinal closed loops

The effect of the PLS on CT-induced intestinal fluid secretion was evaluated
with intestinal closed loops, as previously described [43]. Mice were fasted for 24 h
before the experiment, but with access to water ad libitum. The animals were randomly
divided in 3 groups (6 mice each) and pretreated orally by gavage with saline (2.5
mL/kg) in the negative- (Group I) and positive-control groups (Group II), while the test
group (Group IIl) received PLS (90 mg/kg). One hour later, the animals were
anesthetized with a mixture of xylazine hydrochloride (5 mg/kg) and ketamine (60
mg/kg), injected intraperitoneally. Then, a median laparotomy of 1-2 cm was
performed for visualization of the small intestine. After exposure of the small intestine,
a closed loop (2-3 cm in length) in the medial portion of the jejunum was isolated by
double ties. Subsequently, a volume of 100 uL of PBS (Group I), or CT dissolved in
PBS at a dose of 1 ug/loop (Groups Il and I11) was injected into the closed loop. The
intestinal loops were repositioned into the abdominal cavity, the surgical incision was
sutured and the mice were allowed to recover from anesthesia. During the procedure,
the body temperature was maintained at 36-38° C. Four hours after anesthesia, the mice
were euthanized, the abdominal cavity (skin and peritoneum) was opened, and the
closed loops were exteriorized for measurements of intestinal fluid secretion (g/cm) in
terms of loop weight/length ratios. The intestinal fluid accumulated in each closed loop

was collected to measure the concentration of chloride (CI) ions.

2.5.7. Determination of chloride ion concentration in CT-induced intestinal fluid
secretion
Samples of fluid accumulated in each intestinal closed loop were collected and

centrifuged at 4000 x g for 10 min. The concentration of CI™ ions was determined using
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a Labtest® Kit, as recommended by the manufacturer. The absorbance was measured at

470 nm in a spectrophotometer. Values obtained were expressed in mEg/L.

2.5.8. Evaluation of intestinal fluid absorption in closed loops

To study the effect of PLS on intestinal fluid absorption, we followed a method
previously described [43]. Mice were given access to water, but not to food, for 24 h.
Intestinal loops were isolated as described in section 2.5.6. Subsequently, loops were
injected with 200 puL of PBS (negative control; Group 1), PBS containing 10 mM
glucose (positive control for fluid absorption; Group IlI), or PBS containing PLS (90
mg/kg; Group I11). The intestinal loops were repositioned into the abdominal cavity, the
surgical incision was sutured, and the mice were allowed to recover from anesthesia.
Thirty minutes after inoculation of the loops, the mice were euthanized, the abdominal
cavity (skin and peritoneum) was opened and closed loops were exteriorized. The
difference between the weight of the loop containing fluid and without fluid was
calculated. The percentage of fluid absorption was quantified indirectly as the loop

weight/length ratio.

2.5.9. GM1 ganglioside-dependent ELISA

Different concentrations of PLS obtained from H. musciformis were analyzed for
GM1 receptor-binding activity in a GM1-ganglioside enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) as described [44]. The microtiter plates (Global Plast, Plantelimon,
Romania) were coated with monosialoganglioside GM1 (2 pg/mL) diluted in 1% PBS
(Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA), at 100 uL per well, overnight at room
temperature. The remaining sites were blocked with 200 pL/well of 1% w/v bovine
serum albumin (Sigma—Aldrich) in PBS for 30 min, at 37°C. After each step, the wells
were washed 3 times with PBS containing 0.05% v/v Tween 20 (wash step). Samples
containing 100 ng CT (Sigma—Aldrich) without or with different concentrations of PLS
(1 to 500 pg/mL) were serially diluted and added to the wells and incubated at room
temperature for 2 h. ELISAs were carried out using rabbit anti-CT antibody
(Sigma—Aldrich) diluted 1:2000 in PBS, at room temperature for 1 h. After washing, the
plates were incubated with goat anti-rabbit immunoglobulin G conjugated to
horseradish peroxidase produced (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) diluted 1:2000
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in PBS, at room temperature for 1 h. The microtiter plate was shaken on a plate shaker
during incubations with CT and the antibody solutions. Then, 100 pL of 3,3'5,5'-
tetramethylbenzidine (Sigma—Aldrich) was added to the wells after a washing step,
following by a 15-min incubation at room temperature. The color intensity was
measured at 492 nm in an ELISA reader (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Each
experiment was carried out in triplicate and validated against a standard curve of
dilutions of known concentrations (100 to 1.56 ng/mL) of CT used to estimate the
amount of CT in the samples. For negative controls, wells were incubated without
GML1.

2.6. Data and statistical analysis

The data were expressed as mean + SEM. Results from saline-treated control
animals were used as baseline values. The results obtained from PLS or reference drug-
treated test groups were compared with those obtained from saline-treated controls. The
experiments in vitro data represent the mean = SEM from independent triplicate
samples. All statistical analyses were performed with GraphPad Prism (version 5.0)
software. The statistical significance of the differences between groups was determined
by one-way analysis of variance (ANOVA) and the multiple comparison
Student—Newman—Keuls test. The fluidity of feces was analyzed using the
Kruskal-Wallis nonparametric test, followed by a multiple comparisons Dunn’s test. P

< 0.05 was considered statistically significant.

3. Results
3.1. Chemical analysis of H. musciformis polysaccharide

The polysaccharide of H. musciformis was obtained by aqueous extraction with
proteolytic digestion under heating. This resulted in a yield of 31.8% of the algal dry
weight. The total carbohydrate content accounted for 99 + 2% of the sample and no
protein residues were found in the colorimetric assay performed. The %S was 5.08 +
0.08% and the %C was 25.98 + 0.29%. The degree of substitution of sulfate (DS
sulfate) was 0.88 + 0.02, based on the equation described by Melo et al. [45].
DS = (%S / atomic mass of S) / (%C / atomic mass of C x 12) = 4.5 (%S / %C)

3.2. PLS reduces castor oil-induced diarrhea
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The administration of castor oil significantly induced diarrhea, with decreased
stool consistency. However pretreatment of rats with PLS at all tested doses (10, 30, and
90 mg/kg), significantly (all P < 0.05) reduced the total number stools (22.25 + 0.008 g;
46.68% inhibition; 26.93 + 0.007 g; 35.46% inhibition; 17.10 + 0.008 g; 59.02%
inhibition, respectively), as compared to the castor oil group (41.73 £ 0.005 g). PLS
decreased the total number of diarrheal stools, thereby controlling the frequency of
diarrhea (50.82%; 46.83%; and 63.16% of inhibition, respectively), as compared to the
control (group I, Table 1). In terms of the severity of diarrhea, PLS at the 3 tested doses
significantly (all P < 0.05) decreased the general diarrhea score, including the hard,
mild, and copious stools, in comparison to the control treatment (group I, Fig. 1).
Loperamide (5 mg/kg, p.o.), the standard anti-diarrheal drug, was also able to reduce the
total number of stools (0.240 + 0.011 g; 99.42% inhibition), total number of diarrheal
stools (0.240 = 0.011 g; 99.37 %), and the severity of diarrhea significantly (P < 0.05),

as compared to the castor oil group.

3.3. PLS reduces castor oil-induced intestinal fluid accumulation in the enteropooling
assay

The enteropooling assay was used to evaluate the intestinal fluid accumulation
during the diarrheal process. Administration of PLS (90 mg/kg) significantly (P < 0.05)
inhibited castor oil-induced intestinal fluid accumulation in rats (43.31% inhibition)
compared to the control group. Thus, considering that the dose of 90 mg/kg afforded the
best anti-diarrheal effect, this dose was selected as the standard for the subsequent
experiments. Loperamide also significantly inhibited intestinal fluid accumulation, by
44.82% of inhibition (Table 2).

3.4. PLS increases Na* K™ ATPase activity in small intestine

Our results showed that castor oil reduced the activity of the enzyme Na'/K*-
ATPase (432.00 + 54.57 pmol-mg™*-h?) significantly (P < 0.05, Fig. 2) compared to
treatment with saline only (1158.00 + 154.00 pmol'mg-h™). However, the activity of
Na*/K*-ATPase increased significantly (P < 0.05) in the small intestines of animals
pretreated with PLS (1431.00 + 384.1 umol'mg-h) as compared with the castor oil
group. Loperamide (736.10 + 80.14 umol'mg™-h™) also increased the activity of the

enzyme, although to a somewhat smaller extent. These results indicate that treatment
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with PLS was able to increase the activity of the enzyme, emphasizing its anti-diarrheal

activity.

3.5. Effect of PLS in reducing gastrointestinal transit: participation of opioid and
anticholinergic mechanisms

The gastrointestinal distance traveled by a charcoal meal through the intestine
after the ingestion of castor oil was used to evaluate the effect of PLS on gastrointestinal
transit. Animals treated with PLS or loperamide (groups Il and I11) showed a significant
(P < 0.01) inhibition in the gastrointestinal transit of the meal (53.725% and 38.700%,
respectively), compared to the saline-treated group (group 1). Additionally, in the
second series of experiments, we administered a non-specific opioid antagonist,
naloxone, to investigate the possible involvement of opioid receptors. Pretreatment with
the antagonist did not impair the effects of PLS treatment (group V, 52.884%
inhibition), although it prevented the activity of loperamide (group VI, 1.902%
inhibition), a standard drug used for treatment of diarrhea, which alters intestinal transit
by interacting with opioid receptors throughout the gut (Fig. 3).

In the bethanechol-stimulated gastrointestinal transit model, we found that this
cholinergic agonist significantly increased the percentage of distance traveled by a
charcoal meal in the intestine (P < 0.01) compared to treatment with saline only (80.900
+ 7.170% vs 52.830 * 3.187%, respectively). Animals pretreated with PLS (group VIII)
showed a significant (P < 0.001) reduction in gastrointestinal transit (42.913%), as did
atropine (group IX, 43.410% inhibition), a cholinergic antagonist, as compared to the
saline-treated group (group VII). These results show that PLS reversed the stimulatory
effect exerted by bethanechol on gastrointestinal transit (Fig. 4) suggesting a possible

anticholinergic activity of PLS in reducing gastrointestinal transit in mice.

3.6. PLS reduces PGEz-induced intestinal enteropooling

Another model for the evaluation of diarrhea uses PGE> induction. Our results
showed that administration of PGE: significantly (P < 0.001) increased the intestinal
fluid volume compared to treatment with saline only (1.825 £ 0.193 ml vs 0.420 + 0.165
ml, respectively). However, the group pretreated with PLS, compared to the PGE>

group, had an average volume of intestinal fluid of 0.900 £ 0.230 ml representing an
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inhibition of 50.684% and the results were similar to those in the group treated with
loperamide (0.960 £ 0.040 ml of intestinal fluid, 47.397% inhibition). This inhibition
was statistically significant (P < 0.05, Table 3). The results indicate that treatment with
PLS was able to reduce the intestinal fluid accumulation in enteropooling induced by
PGE>, and demonstrates that the PLS fraction is efficacious in inflammatory diarrhea.
3.7. PLS inhibits the secretion of intestinal fluid in CT-treated closed loops

The antisecretory efficacy of PLS was examined using CT-induced secretion of
intestinal fluid in a closed-loop model. As seen in Fig. 5A and B, there was significant
accumulation of fluid (loop weight/length ratio) and distention in the loops injected with
CT (0.147 £ 0.016 g/cm) in the positive-control group, compared to the negative control
group, where the loops were injected with PBS (0.058 + 0.007 g/cm). However,
pretreatment with PLS (0.069 £ 0.012 g/cm; 53% inhibition) significantly reduced (P <
0.001) the CT-induced intraluminal fluid accumulation compared to the positive-control
group. Thus, PLS was effective in reducing the intestinal secretion of fluid, significantly
reversing the biological activity of CT in the small intestine.

3.8. PLS reduces the CI” concentration in intestinal fluid

To determine the contribution of PLS to the inhibition of effects mediated by CT
in a model of secretory diarrhea, we analyzed the concentration of CI" in the intestinal
fluid accumulated in each closed loop. The concentration of CI- was significantly (P <
0.001) higher in intestinal loops injected with CT (156.5 + 14.51 mEg/L) than in loops
injected only with PBS (16.44 + 8.52 mEqg/L). The CI levels were significantly
decreased (P < 0.001) in the intestinal contents of the animals pretreated with PLS
(70.63 = 17.82 mEq/L), as shown in Fig. 5C. These data indicate that PLS reduces the

influx of these ions into the intestinal lumen during severe cholera diarrhea.

3.9. Effect of PLS on the absorption of intestinal fluid

The effect of PLS on intestinal fluid absorption was studied in closed intestinal
loops that had been injected with 200 puL of PBS, glucose, or PLS. Fig. 5D shows
intestinal fluid absorption in the positive control for this model, PBS containing 10 mM
glucose (83.90 £ 7.04%), as compared to the negative-control group (39.67 = 7.34%).
Intraluminal injection of PLS (42.00 + 6.15%) in the closed intestinal loops had no

effect on intestinal fluid absorption, which was significantly different from that in the
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glucose group. Thus, treatment with PLS decreased the CT-induced secretion of

intestinal fluid by another mechanism.

3.10. PLS interacts with the GM1 receptor and blocks binding of CT

The possibility that PLS could block the binding of CT to the GM1 receptor was
tested using an ELISA in which GM1 was first incubated with PLS, washed, and then
incubated with CT. We observed a significant decrease (P < 0.001) in the binding of CT
to the GML1 receptor after pre-incubation with PLS (Fig. 6, column b). Similar findings
were dose-dependently obtained when PLS was co-incubated with CT in the microtiter
plate previously coated with GM1 (Fig. 6, column c to h). The amount of detectable CT
was decreased significantly (P < 0.001) with all concentrations of PLS. Therefore, these

findings suggest that PLS interacts with the GM1 receptor to prevent the binding of CT.

4. Discussion

In the present study, PLS from the seaweed H. musciformis was extracted and
subsequently subjected to chemical analysis. The recovery of k-carrageenan from red
seaweeds can vary depending on the species and extraction procedure. For H.
musciformis, Cosenza et al. [22] described yields of 5.5% for extraction at room
temperature and 39.4% when the algal powder was heated at 90°C, both followed by
precipitation with 3.5 volumes of isopropanol. Despite the higher yield of the latter
method, the authors reported high quantities of protein contaminants, as much as 6.4%.
Polysaccharides were also obtained from H. musciformis by Arman and Qader [23]. In
that study, x-carrageenans were extracted in aqueous, alkaline, and acidic solutions. The
yields varied from 4.3 for acidic media to 30.2 for aqueous solution and 39.8 for
alkaline media. Considering that no protein residues were found in the colorimetric
assay performed, these data indicated the absence of significant amounts of impurities
in the PLS of H. musciformis, indicating that it is adequate for pharmacological
investigation. Moreover, the DS sulfate was calculated, based on the equation described
by Melo et al. [45], which defines the DS sulfate by the number of OSO3™ or sulfur
atoms per disaccharide repeating unit (possessing 12 carbon atoms). PLS possesses
approximately 1 sulfate group per disaccharide unit and this is in total accordance with

data for other k-carrageenans [46, 47].
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The use of natural products for the treatment of diarrheal diseases is a common
practice in folk medicine all over the world. Clinically, for a drug to be considered anti-
diarrheal, it should reverse the diarrhea; that is, it must reduce motility in the intestinal
tract, reduce the secretion of fluid, and increase the absorption of water [48]. Our study
clearly demonstrated that PLS from the red seaweed H. musciformis has an anti-
diarrheal activity in rodents, as evidenced in experimental models of castor oil and
inflammatory PGE2-induced acute diarrhea in rats, as well as in gastrointestinal transit
and in the CT-induced secretory diarrhea model in mice.

It has been described in the literature that castor oil is an effective laxative,
widely used to study the symptoms associated with diarrhea and motility in intestinal
transit. The diarrhea induced by castor oil is attributable to its active principle, ricinoleic
acid [49]. In the intestinal lumen, castor oil is hydrolyzed by lipase to ricinoleic acid, an
irritant of the intestinal mucosa that interacts with several endogenous mediators and
induces diarrhea [50, 51]. Castor oil induces synthesis and release of prostaglandins
[52], platelet-activating factor (PAF) [53], and nitric oxide [54, 55, 56], which mediates
the secretion of electrolytes into the small intestine associated with stimulation of
smooth muscle motility. The activation of tachykinin receptors by castor oil can release
PAF and nitric oxide, contributing to its laxative effect [57]. Castor oil increases the
secretion of fluid, via adenylate cyclase, and increases the levels of cyclic adenosine
monophosphate (CAMP) [48]. Moreover, it reduces the activity of Na*/K*-ATPase in
the small intestine and colon, preventing the reabsorption of Na* and K* [51].
Therefore, various factors are involved in induction of diarrhea by castor oil and
compounds that reverse this form of diarrhea are probably capable of inhibiting the
biosynthesis of these factors or mediators.

In our study, PLS at the 3 doses tested significantly reduced the severity of
castor oil-induced diarrhea and the total amount of stool and diarrheal stools, thus
inhibiting defecation as well as diarrhea. This effect suggests that PLS may inhibit some
mediators involved in the mechanism of action of castor oil, which involves changes in
intestinal motility, increases in the permeability of the mucosal cells, and changes in
electrolyte transport.

Another important factor involved in the diarrheal process is intraluminal fluid
accumulation, mainly water and electrolytes, which we studied using an enteropooling
assay in castor oil-induced diarrhea. PLS significantly reduced the volume of the

intestinal contents compared to control treatment. The prevention of accumulation of
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intraluminal fluid by PLS may be due to promotion of an antisecretory mechanism
associated with water and electrolyte transport across the intestinal mucosa, which are
known to be altered in diarrheic conditions. This anti-enteropooling effect of the
extracts of leaves of Desmodium pulchellum and roots of Aconitum heterophyllum in
rats was better than that reported in previous studies [58, 59].

The enzyme Na*/K*-ATPase is present in the basolateral membrane of the small
intestinal enterocytes and provides the driving force for the active transport of many
electrolytes [60, 61]. Inhibition of this intestinal enzyme may be critical to regulation
and absorption of Na* and K* in the intestine, and may lead to intestinal fluid
accumulation, thereby contributing to diarrhea [62, 63, 64]. We show a notable increase
in the activity of Na* /K*-ATPase in the small intestine of mice pretreated with PLS, as
compared to treatment with control, in castor oil-induced diarrhea. Therefore, we
suggest that this effect may be one of the mechanisms by which PLS exerts its anti-
diarrheal activity. However, this hypothesis does not exclude the possibility of other
mechanisms by which the PLS can act as anti-diarrheal agent. Moreover, the increase in
the activity Na*/K*-ATPase in the present study by PLS can contribute to the anti-
enteropooling effect, by decreasing the intestinal fluid accumulation. The enhancement
of the activity of this intestinal enzyme by PLS was larger than that produced by
loperamide, the reference drug.

Another physiological mechanism that contributes to diarrhea includes
accelerated intestinal transit. In this study, we assessed the influence of PLS on
gastrointestinal transit in mice, using activated charcoal as a marker of the maximum
distance traveled in the gut. This method is a suitable preclinical model for analyzing
the effects of the test drugs on gastrointestinal motility [65, 66]. Our results showed that
PLS significantly reduced gastrointestinal transit in the castor oil-induced model, as
compared to treatment with control, as evidenced by the decrease in the distance
traveled by charcoal meal. These results are important in the control of diarrhea, since
this effect contributes to a reduction in the number of evacuations and the increase in
the absorption of water and electrolytes, causing a delay in the passage of
gastrointestinal contents, thereby further retarding movement through the colon [67].

To characterize the mechanism involved in the inhibitory effect of PLS on
gastrointestinal transit, we tested some pharmacological agents that have different
mechanisms of action. Naloxone, an opioid antagonist, was used to clarify whether the

anti-diarrheal activity was associated with the opioid receptors present in the intestine.
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We observed that naloxone significantly prevented the effect of loperamide, the
standard opioid agonist. However, naloxone was not able to antagonize the effect
exerted by PLS significantly. Thus, the anti-diarrheal activity of the PLS is not
dependent on an opioid mechanism and PLS delays the gastrointestinal transit by other
mechanisms that modulate gastrointestinal motility. Therefore, we investigated the
possible anticholinergic activity of PLS in reducing the gastrointestinal transit induced
by bethanechol. Pharmacological studies with selective muscarinic receptor subtype
antagonists have indicated that bethanechol is a cholinomimetic agonist that stimulates
intestinal muscle contractility by activating cholinergic muscarinic-3 receptors
throughout the gastrointestinal tract [68]. In our study, PLS significantly blocked the
stimulatory effects of bethanechol, suggesting that it possibly inhibits intestinal motility
via an anticholinergic mechanism, pharmacologically acting as an antagonist of
muscarinic receptors. This action was similar to that displayed by atropine, the
cholinergic antagonist used as the reference drug.

Another model that is used to evaluate diarrhea is the PGEz-induced model,
which differs from other models in that it induces inflammation. PGE; is a
proinflammatory mediator, a product of cyclooxygenase (COX) metabolism, which can
cause vasodilation, as well as can act synergistically with inflammatory vasodilators
[69]. It plays a significant role in the physiology and pathophysiology of the digestive
system [70]. PGE> is widely distributed in the smooth muscle layers of the small
intestine [71], affecting water and electrolyte transport as well as intestinal motility,
through interacting with at least the cell-surface prostaglandin type E receptors (EP1,
EP2, EP3, and EP4) [72]. In our study, PLS significantly inhibited PGE2-induced
intestinal fluid accumulation. These observations suggest that PLS inhibits the actions
of PGE: in the gut. Another study has shown that H. musciformis has anti-inflammatory
effects in an acute inflammation model [26]; however, the role of H. musciformis in
reducing PGE>-mediated inflammation has not previously been observed, and should be
further investigated.

The anti-diarrheal effect of PLS in experimental models was similar to that
produced by loperamide, used as reference drug in our study. It has been reported that
the action of loperamide is predominantly mediated by p-opioid receptors in the gut
[73]. The therapeutic effect of loperamide is due to a reduction in the transit velocity

and the increased of the capacity of the intestines to retain fluid [74].

19



Furthermore, we used a CT-induced model of diarrhea to investigate the possible
intestinal anti-secretory activity of PLS. CT contains 5 B subunits, responsible for
binding to the cellular glycosphingolipid—ganglioside—-GM1 receptor, which has an
active (Al) subunit and a bridging piece (A2) that links Al to the 5B subunits [75].
After binding of the toxin to the cell receptor, CT is taken up into the human intestinal
cells via receptor-mediated endocytosis. The toxin follows retrograde transport into the
endoplasmic reticulum (ER), where it is released and the A1 domain secreted into the
cytosol [76]. Once in the cytosol, A1 ADP-ribosylates the G protein Gsa. Upon ADP-
ribosylation, Gsa remains in its active form and continuously stimulates adenylate
cyclase, resulting in a substantial increase in intracellular concentration of cAMP,
followed by PKA-mediated phosphorylation of the major chloride channel of intestinal
epithelial cells, i.e., the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)
[77]. The net increase in Cl secretion is accompanied by osmotic movement of a large
amount of water into the intestinal lumen, causing the severe diarrhea characteristic of
cholera [78]. Our results demonstrated that PLS had an inhibitory effect on CT-induced
fluid secretion in intestinal closed loops, reducing both the fluid and the concentration
of CI" in the intestinal lumen. Therefore, PLS may have potential application in the
treatment of cholera. Given these data, we investigated whether the involvement of PLS
in reducing fluid accumulation depends on mechanisms related to the absorption
process, but found that PLS had no effect on intestinal fluid absorption in closed loops,
clearly indicating that PLS acts by other mechanisms to reduce fluid loss.

Currently, there is no specific treatment for reducing the severity and duration of
diarrhea induced by CT, although oral rehydration solutions (ORS) can effectively aid
recovery from dehydration and loss of electrolytes [44]. Antibacterial drug therapy is
limited, because it has no effect on the spread of cholera toxin and contributes to
increasing antimicrobial resistance. Moreover, anti-motility agents are unsuitable in
severe diarrhea because they may cause pooling of large fluid volumes in paralyzed
bowel loops. Since the binding of CT to the receptor in the small intestine constitutes
the primary step for the development of massive secretory diarrhea caused by Vibrio
cholera infection, the binding of CT to GML is an attractive target for developing drugs
that can block the function of the toxin [79]. Based thereon, we screened for possible
interaction between PLS and the GM1 receptor, which could block CT binding. We
demonstrate that PLS blocks the binding of CT to GM1 when PLS was added
simultaneously with or prior to CT. Thus, inhibition of the CT-GM1 interaction by PLS
suppresses the events that correlate with the pathophysiology of CT-induced diarrhea.

Previous studies reported that ganglioside receptors exhibit high affinity for
carbohydrates, since CT can assume the form of a glycomimetic, enabling it to bind to a
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multitude of ganglioside receptors on the host epithelium, with a greater affinity for
GM1 [80]. This was supported by the development of GML1 receptor antagonists from
galactose derivatives, where a prototype m-nitrophenyl-galactoside (MNPG) acted as a
high-affinity inhibitor of CT-GM1 interaction [79]. According to previous studies [21],
PLS from red seaweed comprises high-molecular-weight sulfated galactans, with high
sugar content; galactose accounts for the majority of the sugars [80]. Furthermore, the
total carbohydrate content of the PLS used in this study accounts for 99% of the sample.
These assumptions can justify the interaction of PLS with GM1, preventing CT binding,
which interferes in the key step of transport of the toxin into the enterocytes. These
results were similar to those recently reported [81] for cashew gum, a complex
heteropolysaccharide containing 73% galactose. Therefore, the direct influence of PLS
on the pathophysiology may offer a promising alternative control strategy or
prophylactic for cholera.

5. Conclusions

In conclusion, the results obtained in this study suggested that the PLS from red
seaweed (H. musciformis) possesses anti-diarrheal activity in rodents by inhibiting
typical fecal parameters, enteropooling, stimulation of Na*/K"™-ATPase activity in the
enterocytes of the small intestine, and reduction of gastrointestinal motility, possibly via
an anticholinergic mechanism. In addition, PLS was effective in inhibiting PGE-
induced inflammatory diarrhea and CT-induced secretory diarrhea, probably via the
reduction of CT-GML1 receptor binding. These observations indicate that PLS can form
the basis for discovery and development of new compounds of medicinal value for
diarrheal diseases. However, further tests are needed to evaluate other parameters for
the anti-diarrheal action of PLS. Since studies investigating the effect of sulfated
polysaccharide extracted from seaweeds in experimental models of diarrhea are limited,
this research forms the basis for new strategies for the treatment of diarrheal diseases.
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Figure Legends

Fig. 1. Effects of pretreatment with PLS on the severity of castor oil-induced diarrhea in
rats. Three hours after administration of castor oil, all the rats in the control group
produced copious amounts of diarrhea. PLS at all doses (10, 30, and 90 mg/kg, p.o.)
significantly reduced the severity of diarrheal defecation, as measured by the general
diarrhea numerical score, as compared with the control treatment. The standard anti-
diarrheal drug, loperamide (5 mg/kg, p.o.) decreased the fluidity of feces significantly.
Data are presented as the median and minimum/maximum range. *P < 0.05 vs. saline
group; *P < 0.05 vs. control group. Non-parametric Kruskal-Wallis test followed by the
Dunn test was used for multiple comparisons. Abbreviations: Lop: loperamide; PLS:
sulfated polysaccharide fraction obtained from the red seaweed H. musciformis; Sal:

saline.
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Fig. 2. Effect of the PLS on activity of the enzyme Na'/K*-ATPase in the small
intestine of mice with castor oil-induced diarrhea. The Na*/K*™-ATPase activity in the
supernatant of the intestine was measured by determining the release of inorganic
phosphate from the hydrolysis of ATP. Pretreatment with PLS (90 mg/kg, p. 0.)
increased the activity of Na*/K*-ATPase significantly (P < 0.05) as compared to the
castor oil group. Loperamide (5 mg/kg, p.o.) produced a similar but smaller effect than
PLS. The results are represented as mean = SEM. #P < 0.05 vs. saline group; * P < 0.05
vs. saline + castor oil. ANOVA and Newman-Keuls test. Abbreviations: Lop,
loperamide; PLS, sulfated polysaccharide fraction from the red seaweed H.

musciformis; Sal, saline.
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Fig. 3. Naloxone did not reverse the effect of PLS on castor oil-induced gastrointestinal
transit in mice. The animals received castor oil to produce diarrhea. PLS treatment (90
mg/kg, p.o0.) significantly (P < 0.01) decreased the transit of a charcoal meal (marker)
through the small intestine. Loperamide (5 mg/kg, p.0.) had an effect comparable to that
of PLS. Pretreatment of the PLS-treated test group with naloxone (2 mg/kg, s.c.) did not
reverse the anti-motility effect of PLS. The results are expressed as mean + SEM of a
minimum of 6 animals per group. *P < 0.01 vs. saline group; #P < 0.01 vs. saline +
naloxone group; °P < 0.01, loperamide treatment with vs. without naloxone. ANOVA
and Newman-—Keuls test. Abbreviations: Lop: loperamide; PLS: sulfated-polysaccharide

fraction from the red seaweed H. musciformis; Sal: saline.
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Fig. 4. PLS reversed the stimulatory effect of bethanechol on gastrointestinal transit in
mice. Bethanechol (3 mg/kg, i.p.), a cholinergic agonist, significantly increased the
percentage of distance traveled by a charcoal meal through the intestine (P < 0.01)
compared to treatment with saline only. PLS pretreatment (90 mg/kg, p.o.) significantly
(P < 0.01) decreased the propulsive movement and transit of a charcoal meal (marker)
through the small intestine. Atropine (3 mg/kg, s.c.) had an effect comparable to PLS.
The results are expressed as mean + SEM of a minimum of 6 animals per group. *P <
0.001 vs. saline + bethanechol group; #P < 0.01 vs. saline only. ANOVA and Newman-—
Keuls test. Abbreviations: Atr: atropine; PLS: sulfated-polysaccharide fraction from the

red seaweed H. musciformis; Sal: saline.
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Fig. 5. PLS inhibits cholera toxin (CT)-induced fluid secretion in the intestinal closed
loops model. (A) Pretreatment with PLS (90 mg/Kg. p.o.) significantly reduced (P <
0.001) intestinal fluid secretion accumulation measured at 4 h after inoculation of CT (1
pg/loop) into an intestinal loop. (B) Fluid secretion was measured indirectly as loop
weight/length ratio (g/cm). (C). The CI levels were significantly reduced (P < 0.001) in
the intestinal contents of the animals pretreated with PLS. (D) PLS had no effect on
intestinal fluid absorption, shown indirectly as the loop weight/length ratio at 30 min
after injection of PLS into the intestinal loop. Data are expressed as mean £ SEM of a
minimum of 6 rats per group. *P < 0.001 vs. PBS group; *P < 0.001 vs. CT group; °P <
0.001 vs. glucose group. ANOVA and Newman-Keuls test. Abbreviations: PBS,
phosphate-buffered saline; PLS, sulfated polysaccharide fraction from red seaweed H.

musciformis; Sal, saline.
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Fig. 6. Effects of PLS on cholera toxin (CT)-GML1 receptor binding. CT (100 ng) was
incubated alone (column a) or with 1, 10, 50, 100, 300, or 500 mg/ml of PLS (columns
c to h, respectively), and the amount of PLS was estimated by GM1 ELISA. GM1-
coated wells were pre-incubated with PLS and then washed, after which 100 ng CT was
added to the wells before the amount of bound CT was estimated by ELISA (column b).
Values obtained for 100 ng of PLS were taken as 100% binding. Data shown are the
mean + SEM from 3 independent triplicate experiments performed under similar

conditions. *P < 0.001 vs. column a.
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Table 1
Effects of PLS (10, 30, 90 mg/kg p.0.) on castor oil-induced diarrhea in rats.

Treatment | Dose Total number | Inhibition of | Total number of | Inhibition
of stools (g) defecation diarrheal stools | of
(%) (9) diarrhea
(%)

Castor oil |25 41.730 t |- 38.600 + 0.005 -
(ml/Kg) 0.005

PLS 10 22.250 + | 46.681 18.980 + 0.008* | 50.829
(mg/Kg) 0.008*

PLS 30 26.930 + | 35.466 20.520 £ 0.007* | 46.839
(mg/Kg) 0.007*

PLS 90 17.100 + | 59.022 14.220 £ 0.008* | 63.160
(mg/Kg) 0.008*

Loperamide | 5 (mg/Kg) | 0.240 + 0.011* | 99.424 0.240 £ 0.011* 99.378

Values are presented as mean £ SEM. Number of animals/group = 5-6. *P <

0.05 vs. control group.
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Table 2
Effects of PLS (10, 30, 90 mg/kg p.o.) on castor oil-induced intestinal

fluid accumulation (enteropooling) in rats.

Treatment | Dose Intestinal fluid | Inhibition of
(ml) Intestinal
fluid volume (%)

Castor oil 2.5 (ml/kg) 2.175+0.184 -

PLS 10 (mg/kg) 1.650+0.184  |24.137
PLS 30 (mg/kg) 1.725+£0.085 |20.689
PLS 90 (mg/kg) 1.233+0.145* [43.310
Loperamide | 5 (mg/kg) 1.200 £ 0.115* |44.827

Values are presented as mean + SEM. Number of animals/group = 5-6.

*P < 0.05 vs. control group.

37



Table 3
Effects of PLS (90 mg/kg p.o.) on PGEz-induced intestinal fluid

accumulation (enteropooling) in rats.

Treatment Dose Intestinal fluid | Inhibition of
(ml) Intestinal
fluid volume (%)
Saline 2.5 (ml/kg) 0.420+0.165 |-
Control (PGE2 in|100 (ug/kg) 1.825+0.193% |-
saline)
PLS 90 (mg/kQg) 0.900 + 0.230* |50.684
Loperamide 5 (mg/kg) 0.960 +|47.397
0.040**

Values are presented as mean £ SEM. Number of animals/group = 5-6.
*P < 0.001 vs. saline; *P < 0.05 vs. PGEz in saline. ** P < 0.01 vs. PGE;

in saline.
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