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RESUMO

O mentofurano (C10H140) € um monoterpeno encontrado no oOleo essencial de
espécies do género Mentha. Os monoterpenos constituem-se em grupo de
compostos quimicos com diferentes atividades biologicas, e para alguns foi
demonstrada atividade no sistema digestério. Este trabalho investigou o efeito
hipocinético do mentofurano no trato gastrointestinal de roedores. Esse efeito foi
avaliado por meio dos seguintes modelos experimentais: esvaziamento gastrico (n=7
animais/grupo), transito intestinal (n=8 animais/grupo) e atividade antidiarreica (n=8
animais/grupo) em camundongos; atividade espasmolitica em ileo isolado de ratos
(n=6). Também foi realizado estudo de toxicidade aguda in vivo em camundongos
(n=6 animais/grupo), em que a administracdo de dose de 2.000 mg/kg (v.0) nao
produziu mortes nem alteragdes indicativas de toxicidade aguda sistémica. No
modelo de esvaziamento gastrico com vermelho de fenol, o mentofurano (MFur) nas
doses de 25, 50 e 100 mg/kg (v.0) reduziu significativamente (p<0,01) o
esvaziamento gastrico em relagdo ao grupo controle. Na avaliagdo do efeito deste
monoterpeno no transito intestinal, observou-se que MFur, nas doses de 50 e 100
mg/kg (v.0), mas nao na de 25 mg/kg, diminuiu (p<0,05) o transito intestinal quando
comparado ao grupo controle. Ademais, apresentou efeito hipocinético semelhante
ao do farmaco escopolamina. No modelo de hipermotilidade intestinal provocada por
oleo de ricino, o MFur 50 e 100 mg/kg (v.0) reduziu (p<0,05) a quantidade de fezes
moles eliminadas na terceira hora quando comparado ao grupo veiculo, sem
diferenga estatistica em relagdo ao grupo normal. Na avaliacdo de efeito
espasmolitico, MFur nas concentragdes de 10® a 10 pyg/mL (n = 4) produziu
relaxamento, dependente de concentragdo, em segmentos de ileo de rato pré-
contraidos com KCI (CEso= 0,059 £ 0,008 yg/mL) e carbacol (CEso = 0,068 + 0,007
Mg/mL), com poténcias semelhantes para relaxamento do ileo nos dois modelos. O
mentofurano apresenta baixo efeito téxico agudo in vivo e diminui a motilidade
gastrointestinal, efeito evidenciado pelo retardo no esvaziamento gastrico, pela
reducdo do transito intestinal normal e pelo efeito espasmolitico em ileo isolado de
rato. Esse ultimo efeito sugere envolvimento de ativagdo de canais de potassio e/ou
de reducéo do influxo de calcio, o que requer estudos adicionais.

Palavras-chave: Mentofurano; Monoterpeno; Esvaziamento gastrico; Transito
intestinal; Espasmolitico.
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ABSTRACT

The menthofuran (C10H140) is a monoterpene found in the essential oil of Mentha
genus. The monoterpenes are in a group of chemical compounds with different
biological activities, and some has been demonstrated activity in the digestive
system. This paper investigates the effect of hypokinetic menthofuran in the
gastrointestinal tract of rodents. This effect was evaluated using the following
experimental models: gastric emptying (n = 7 animals / group), intestinal transit (n = 8
animals / group) and antidiarrheal activity (n = 8 animals / group) in mice; spasmolytic
activity on isolated ileum of rats (n = 6). It was also conducted acute toxicity study in
vivo in mice (n = 6 animals / group), in which the dose administration of 2.000 mg / kg
(v.0) produced no deaths or changes indicative of systemic acute toxicity. In the
model of gastric emptying with phenol red, the menthofuran (MFur) at doses of 25,
50 and 100 mg / kg (v.0) decreased significantly (p <0.01) gastric emptying in the
control group. In evaluating the effect of monoterpene in the intestinal transit, it was
observed that MFur at doses of 50 and 100 mg / kg (po), but not at 25 mg / kg,
decreased (p <0.05) when intestinal transit compared to the control group. Moreover,
it presented hypokinetic effect similar to that of the drug scopolamine. In the model of
intestinal hypermotility induced castor oil, MFur 50 and 100 mg / kg (po) reduced (p
<0.05) the number of loose stools disposed in the third hour when compared to the
vehicle group, no statistical difference the normal group. In evaluating spasmolytic
effect, MFur at concentrations of 10-8 to 10-3 g / ml (n = 4) produced relaxation
dependent on concentration in rat ileum segments contracted with KCI (EC50 =
0.059 = 0.008 ug / ml) and carbachol (EC50 = 0.068 + 0.007 mg / mL) with similar
potencies for relaxation of the ileum in both models. The menthofuran has low acute
toxic effect in vivo and decreases gastrointestinal motility, effect evidenced by
delayed gastric emptying, by reducing the normal intestinal transit and the
spasmolytic effect in ileum mouse. This latter effect suggests involvement activation
of potassium channels and / or reduction of calcium influx, which requires further
study.

Keywords: Menthofuran; Monoterpene; Gastric emptying; Intestinal transit;
Spasmolytic
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1 INTRODUGAO

As plantas, bem como os produtos naturais de forma geral, sado
consideradas como a principal fonte de compostos bioativos para o desenvolvimento
de novos medicamentos (BANERJERE et al., 2014). No Brasil, a utilizacdo desses
produtos com finalidade terapéutica, € feita em larga escala, principalmente nas
regides norte e nordeste, em decorréncia das condi¢gdes socioecondmicas e culturais
da populagdo. Desse modo, ha grande interesse em estudos para o
desenvolvimento de novos fitofarmacos e caracterizacdo de substancias naturais
bioativas extraidas de plantas com atividade farmacoldgica como alternativas na
terapéutica atual (CARNEIRO et al., 2014).

Considerando que a via oral € a mais utilizada para a administracido de
medicamentos, a medida da velocidade do transito intestinal e de efeitos de
produtos naturais e compostos isolados na motilidade gastrointestinal é etapa
obrigatéria na investigacdo de atividade farmacolégica para desenvolvimento de
novos fitoterapicos, uma vez que a velocidade do transito gastrointestinal € um dos
fatores que determina a intensidade de absor¢do do conteudo luminal e regula a
biodisponibilidade de farmacos administrados por via oral, além de servir para a
pesquisa de compostos inibitdérios ou estimulatérios da atividade peristaltica (LEITE
et al, 2014).

Apesar do grande numero de grupos de pesquisa no Brasil trabalhando em
prol do desenvolvimento da quimica e farmacologia de produtos naturais, numerosas
espécies vegetais e seus subprodutos naturais ndo foram ainda estudados
(CALIXTO, 2003). Desse modo, estudos com produtos naturais sdo de grande
relevancia, tendo em vista a importancia desses no tratamento de doencas dos
diversos sistemas do organismo humano.

Os odleos essenciais extraidos de plantas tém atraido muita atencdo como
fitoterapicos potenciais (ZU et al., 2010). Deles podem ser isoladas novas moléculas
potenciais em misturas de compostos bioativos, que podem ser exploradas
industrialmente como bioprodutos uteis tanto para a industria farmacéutica quanto
alimenticia. Muitas delas apresentam potencial farmacolégico que pode ser de
beneficio terapéutico no tratamento de doengas (DERWICH; BENZIANE; BOUKIR,
2010).
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E importante salientar que as afeccdes que envolvem alteragdes da
motilidade do trato gastrintestinal (TGIl) apresentam-se como um problema de
grande impacto na populagdo mundial. De acordo com a Federagédo Brasileira de
Gastroenterologia (FBG) a prevaléncia das doencas de trato gastrointestinal na
populagao brasileira é elevada sendo os principais disturbios a sindrome do intestino
irritavel e a constipagéo intestinal. Dor ou desconforto abdominal, funcionamento
intestinal alterado com constipagao e diarreia e inchago sdo alguns dos sintomas
encontrados com maior na populagdo em geral (SPILLER; THOMPSON, 2012).

A diarreia aparece como um problema oposto de alteracdo da motilidade do
trato gastrointestinal, mas ndo menos importante, uma vez que aproximadamente
dois milhdes de criangas ao redor do mundo morrem de diarreia. Nos paises mais
pobres, essa doenca é a terceira causa mais comum de morte em criangas menores
de 5 anos, ficando logo atras das causas neonatais e da pneumonia (UNICEF,
2008). O numero anual de mortes por diarreia em todo o mundo corresponde a
aproximadamente o mesmo numero de mortes por Sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), incluindo todas as faixas etarias (WHO, 2008).

O controle da motilidade no TGl é realizado por diversas vias atuantes no
denominado Sistema Nervoso Entérico (SNE), tanto as classicamente descritas para
os sistemas nervoso simpatico e parassimpatico, mediadas por noradrenalina e
acetilcolina, como por outras vias moduladoras do transito gastrointestinal, com os
neurotransmissores nao-adrenérgicos e nao-colinérgicos (NANC) (FURNESS;
COSTA, 1987).

Diante dos aspectos acima destacados, torna-se evidente a importancia da
realizacao de estudos para avaliar a agao farmacoldgica de produtos naturais no
TGl, visto que a identificacdo de novas substancias que possam atuar alterando a

motilidade do TGI oferece perspectivas de aplicagdo farmacolégica.

1.1 Epidemiologia da diarreia

A diarreia é definida pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como trés
ou mais evacuagdes liquidas ou soltas em um periodo de 24 horas (OMS, 2009).
Caracteriza-se também como um aumento na fluidez das fezes com a presenca de
sangue e muco nas mesmas (MATHAN, 1998). Desde a antiguidade, tem sido

considerada um dos problemas de saude mais importantes que afligem a
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humanidade, principalmente populagbées com baixo nivel socioecondmico, paises
em desenvolvimento e de terceiro mundo.

A doenca diarreica afeta desproporcionalmente mais as criancas em paises
onde a renda varia de media a baixa, sendo uma das principais causas de
mortalidade entre criangas menores de cinco anos de idade no mundo (BLACK et
al., 2010). Problemas relacionados a sanitizagdo da agua e saneamento basico
inadequado também contribuem para a elevada taxa de incidéncia da diarreia
nesses paises. Além disso, esses locais apresentam muitos fatores de risco
nutricionais, como a nao amamentacdo, culminando na deficiéncia de zinco e
vitamina A (LAMBERTI et al., 2011). Pessoas que vivem em areas pobres também
tém taxas de letalidade mais elevadas devido a falta de acesso a cuidados de saude
de qualidade e tratamento eficaz, quando surge a doenga (SANTOSHAM et al.,
2010).

O conteudo liquido é o principal determinante do volume e consisténcia das
fezes, refletindo um equilibrio entre a entrada luminal (ingestdo e secregao de agua
e eletrdlitos) e a saida ao longo do trato gastrointestinal. Os mecanismos
neurohumorais, o0s patogenos, além de medicamentos podem alterar esses
processos, resultando em mudancas na secrecido ou absorcao de fluidos pelo
epitélio intestinal. A motilidade alterada também contribui de uma maneira geral para
esse processo, assim como a extensdo da absorg¢ao paralela ao tempo de transito
(VITALI et al., 2006).

Durante episédio de diarreia ocorre reducdo da absorgdo ou uma
hipersecrecado de agua juntamente com um aumento da motilidade intestinal, o que
reduz a solidez das fezes. Essa mudanca no fluxo de agua é basicamente
relacionada com um aumento na secregdo de ions cloreto (Cl) ou bicarbonato
(HCO3") e uma inibicdo na absor¢do de ions sodio Na* e CI- (FIELD; SEMRAD,
1993).

No que se refere a diarreia infecciosa, as enteropatogenias mais frequentes
sao aquelas relacionas a infecgdes por Escherichia coli, Salmonella, Shigella,
Cyclospora, Cryptosporidium, Giardia, Campylobacter jejuni, Clostridium difficile,
calicivirus e outras virus entéricos, anualmente, provocam mais de 200 milhdes de
casos de diarreia, nos Estados Unidos (GUERRANT et al., 2001).
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1.2 Classificagao das diarreias

A classificacdo da diarreia se da por duas formas, quanto ao tempo ou aos
seus aspectos clinicos. No que diz respeito ao tempo, a diarreia aguda pode ser
autolimitada, com duracdo menor que duas semanas; persistente quando a diarreia
dura 14 dias ou mais; e crbnica se a duragédo dos sintomas for maior que um més.
De acordo com Amerine e Keirsey, 2006 , as diarreias sao classificadas diarreia

aguda, diarreia do viajante, diarreia osmotica e diarreia crénica.

1.2.1 Diarreia aguda

A Diarreia com duragdo de menos de duas semanas € considerada aguda
(HALL, 2010), geralmente autolimitada e pode ser tratada rapidamente, sem
sequelas. Esse tipo de diarreia é provavelmente causado por um agente infeccioso,
tais como bactérias, parasitas ou virus, ou por um agente nao infeccioso, tais como
alimentos ou até mesmo medicamentos (AMERINE; KEIRSEY, 2006).

As bactérias sado frequentemente responsaveis pelos casos de diarreia
aguda e pelas altas taxas de morbidade no mundo inteiro. A microflora intestinal é
predominantemente composta por bactérias anaerdbicas, como aquelas dos
géneros Eubacterium, Bifidobacterium e Clostridium. Entretanto, a microflora
subdominante é formada por bactérias aerdbicas ou anaerébicas facultativas, como
a E. coli e Streptococus spp.; e o desbalanco na razdo entre bactérias
predominantes/bactérias subdominantes ¢é associado ao desenvolvimento de
diarreias (YIN et al., 2016).

Intoxicagbes alimentares resultantes da ingestdo de bactérias ou de suas
toxinas sao frequentemente observadas em individuos de todas as idades, e uma
grande quantidade de casos é provocada por bactérias dos géneros Eschericia spp,
Salmonella spp e Shigella spp, cujos sintomas envolvem além da diarreia, a febre e
dor abdominal . Na maioria dos casos, o tratamento envolve apenas a reposi¢cao dos
liquidos por meio da ingestdo de agua e do uso da terapia de reidratagcéo oral
(MESQUITA, 2014).

No que se refere as intoxicagdes por virus, os rotavirus sdo os principais
responsaveis por surtos de gastroenterites, que ocorrem, frequentemente, em locais

em que ha aglomeragdo humana, como escolas, creches e hospitais. Os sintomas
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de infecgado por rotavirus envolvem febre alta, nauseas e vomitos, acompanhados de
diarreia aguda (LINHARES, 2000). Os tipos predominantes de rotavirus sao G1, G2,
G3 e G4. A doenga geralmente evolui para a cura espontanea e o tratamento
envolve apenas a reposig¢ao hidroeletrolitica, através do soro de reidratacéo oral ou,
quando necessario, soro administrado por via parenteral (ARAUJO et al., 2010).

Nas parasitoses, a contaminagdo geralmente se da por ingestdo de
alimentos e agua contaminados, em regides, em sua maioria, sem acesso a
saneamento basico, ou ainda através do contato fecal-oral (MOTTA; SILVA, 2002).
Os protozoarios mais comumente associados a eventos diarreicos sao a Giardia
lamblia, que propicia diferentes graus de dano a mucosa intestinal, resultando em
deficiente digestdo e ma absorcao de nutrientes, e o Cryptosporidium parvum, que
provoca atrofia das vilosidades intestinais, provocando reducao da area disponivel
para absorcdo (KATELARIS, 1992; CHACIN-BONILLA, 1995). A giardiase costuma
ser auto-limitada, tendo a cura em duas a quatro semanas, ja a criptosporidiase
costuma ser mais grave e requer o uso de antibiéticos, como a espiramicina (40-50
mg/kg/dia) (FAFARD; LALOND, 1990).

1.2.2 Diarreia do viajante

A diarreia do viajante é definida como a passagem de fezes ndo formadas 3
ou mais vezes por dia com um ou mais sintomas entéricos, como dor abdominal ou
célicas, ocorrendo em um viajante apos a chegada, geralmente, em um destino com
recursos limitados, como em paises subdesenvolvidos (DUPONT, 2013).

As infecgbes por protozoarios, helmintos e virus correspondem a cerca de
30% dos casos detectados de diarreia do viajante, enquanto que de 50 a 80% sé&o
provocados por bactérias enteropatogénicas, sendo a bactéria E. coli a mais
comumente identificada (WILDER-SMITH; BELKIND-GERSON, 2008).

1.2.3 Diarreia osmética

Diarreia osmotica Ocorre quando ha grande quantidade de moléculas
hidrossoluveis no lumen intestinal, levando a retengdo osmoética de agua. Tem como
causa mais frequente o uso de laxativos e a ma-absorcao intestinal de carboidratos.
(KENT; BANKS, 2010)
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A matéria fecal, em seguida, cria um gradiente osmotico negativo causando
vazamento de mais fluido para dentro do intestino aumentando o volume das fezes
(BLISS, 2006). A diarreia osmoética pode ser causada por diversos motivos, quais
sejam: disponibilidade enzimatica diminuida para a digestao (intolerancia a lactose);
anomalia genética que diminui ou elimina a capacidade do corpo para absorver
certos nutrientes (doencga celiaca); ingestdo de agucares que sdo fracamente
absorvidos (como o sorbitol, manitol ou lactose); e ma absor¢cdo de gorduras
(STRASINGER; DI LORENZO, 2008).

Outras causas estao relacionadas com mudancgas dentro do intestino, que
diminui a capacidade de absorver liquidos e nutrientes. A ma nutricdo,
especialmente a desnutricdo proteico-caldrica faz com que ocorra atrofia reversivel
da borda em escova e das vilosidades, estruturas responsaveis pela absorg¢ao
intestinal, além de ressecamento de partes do intestino, especialmente do ileo
terminal, 0 que vai mecanicamente diminuir a capacidade para absorver pela

diminuicdo no comprimento disponivel do intestino (BLISS et al., 2006).

1.2.4 Diarreia cronica

A diarreia crénica consiste em um quadro que geralmente perdura por mais
de quatro semanas e no qual ha reducgéao significativa da consisténcia das fezes, o
que causa mal-estar ou urgéncia abdominal, ou ainda um aumento na frequéncia de
evacuacoes (SCHILLER et al., 2013).

A diarreia crénica do imunodeficiente é caracterizada por trés ou mais
episodios diarreicos por dia, febre alta, astenia, depressao e perda de peso. Uma
grande diversidade de agentes etiologicos pode estar envolvida, incluindo:
protozoarios, como Criptosporidium parvum e Giardia lamblia; bactérias, como
Escherichia coli e Campylobacter jejuni; e fungos, como o Histoplasma capsulatum
(MANZIONE et al, 2003).

A diarreia com ma-absorcdo, como o espru tropical, desenvolve-se a partir
de uma infecgéo intestinal resultante da ingestdo de alimentos contaminados por
enterobactérias e caracteriza-se por anormalidades estruturais e funcionais do
instestino delgado, que progressivamente originam diarreia crbnica e deficiéncias
nutricionais (VELARDE; EDUARDO, 1997).
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A diarreia sem ma-absor¢do, como a sindrome do intestino irritavel, é
caracterizada por disturbios da motilidade gastrointestinal, por alteragbes na
regulacédo mediada pelo sistema nervoso central, assim como por hipersensibilidade
visceral. Os sintomas dependem do tipo de sindrome do intestino irritavel, se tipo |
ou Il, mas, em geral, resultam em uma alteragdo da motilidade intestinal, com
alternancia de eventos de constipagéo e diarreia, além de dor abdominal (MOURAO;
DAMIAQ; SIPAHI, 2002).

1.3 Tratamento medicamentoso da diarreia

As drogas antidiarreicas reduzem os sinais e sintomas da doencga,
aumentando a consisténcia das fezes e reduzindo a frequéncia de defecacao. Sua
acao é produzida através de efeitos sobre o transito intestinal, o transporte através
da mucosa, ou modificando o conteudo da luz intestinal (RANG et al., 2006). Op¢des
de farmaco para o tratamento de diarreias incluem os antagonistas dos receptores
da serotonina (5-HT2 e 5-HTs), antagonistas do sistema calcio-calmodulina,
agonistas dos receptores opiodides sigma, e o inibidor da encefalinase, racecadotril
(FARTHING, 2000).

Existem substancias utilizadas alterar a motilidade gastrointestinal, em que
para diminuir a motilidade podem ser utilizados opiaceos (ex: loperamida) e
antagonistas dos receptores muscarinicos (ex: escopolamina e atropina), enquanto
para aumentar a motilidade séo utilizadas a domperidona, a metoclopramida e a
cisaprida. Contudo, todas possuem efeitos colaterais indesejaveis associados ao
seu uso (CHEN, 2010).

A terapia de reidratacao oral tem sido de grande importancia no manejo das
diarreias e para salvar, mas novos métodos para o tratamento da diarreia ainda
estdo sendo explorados (SCHILLER; SELLIN, 2006).

Neste sentido, a OMS tem encorajado fortemente os estudos para o
tratamento e prevencgao das doencgas do sistema digestorio com o uso de praticas da
medicina tradicional, fazendo com que as plantas medicinais tornem-se um dos mais
promissores instrumentos na pratica para o combate das doencas do trato
gastrointestinal (TGI) (LUTTERODT, 1989).

As doencgas gastrintestinais sdo um grave problema de saude publica em

todo o mundo, e podem afetar até 70% da populacdo em geral (CHEN, 2010).
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Existem ainda outras conhecidas doengas do trato gastrointestinal além da diarreia
que merecem destaque, entre as quais estdo: Constipacdo, lleo Pés-Operatério e
Dispepsia Funcional.

A constipagdo € um dos disturbios gastrintestinais mais comuns vistos por
gastroenterologistas e médicos do Atendimento Primario de Saude. A constipagéo
acomete ambos os sexos e classes sociais, no entanto, € mais frequente em
mulheres e em populagdes socioecondmicas mais baixas (CHENG et al., 2009).
Existem dois tipos de constipacao; aguda ou crénica, sendo a constipagado cronica
definida como aquela com duragao superior a trés meses (GUERRANT, 2001).

O ileo Pés-Operatério representa uma disfuncdo transitéria da motilidade
intestinal, que se caracteriza como um padrao anormal de motilidade gastrintestinal,
que ocorre mais frequentemente apds cirurgia abdominal. Tem como principais
sinais ou sintomas; nauseas e vOmitos, incapacidade de tolerar uma dieta oral,
distensdo abdominal e passagem tardia de flatos e fezes. (MATTEI; ROMBEAU,
2006).

A dispepsia funcional configura-se por plenitude pds-prandial, saciedade
precoce e dor epigastrica e queimacéo (TACK et al., 2006), podendo ainda provocar
azia, inchaco e desconforto (STANGHELLINI et al., 2003). Embora estudos recentes
tenham investigado varios mecanismos fisiopatologicos, a patogénese da dispepsia

funcional permanece obscura.

1.4 Importancia dos modelos experimentais de estudos de motilidade

gastrointestinal

Os estudos de motilidade intestinal e esvaziamento gastrico permitem
investigar o potencial uso de alguma substancia no tratamento de afec¢des do trato
gastrointestinal, tratando desde disturbios que envolvam um aumento no
esvaziamento gastrico, na secrecdo e na motilidade intestinal até estudos que
envolvam reducgao desses processos. Neste sentido, alguns modelos de diarreia sao
amplamente utilizados e baseiam-se na utilizagdo de 6leo de ricino e de analogos da
prostaglandina E2 (SALES, 2014).

O dleo de ricino é capaz de produzir diarreia em virtude de sua hidrdlise
intestinal, realizada através da acgado de lipases, gerando glicerol e um metabdlito

ativo, o acido rinoléico, que por sua vez promove a inflamagdo da mucosa e
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secrecdo de agua e eletrdlitos no intestino delgado, resultando em alteragdo da
motilidade intestinal e, com isso, diarreia (LEITE et al., 2014).

A prostaglandina E2 promove diarreia através do aumento da atividade da
adenilato ciclase na mucosa intestinal, com consequente aumento do AMP ciclico,
modificando o transporte intestinal de agua e eletrdlitos, além de aumentar a
motilidade (RACHMILEWITZ, 1980).

No que se refere a avaliacdo da motilidade normal ou alterada,
frequentemente sao utilizados modelos experimentais com marcadores do transito
gastrointestinal, tais como o carvao ativado e o vermelho de fenol, em que apéds a
administracdo dos marcadores a animais previamente tratados com extratos ou
substancias em testes, é realizada a avaliagao de presencga ou nao de alteracdo do
transito gastrointestinal pela medida do deslocamento do marcador ao longo do trato
gastrointestinal (SALES, 2014).

1.5 Produtos naturais derivados de plantas e compostos isolados naturais ou

sintéticos no manejo da diarreia

A cura através de plantas € uma pratica milenar que faz parte da histéria do
homem (LOUREIRO, 2012). As primeiras civilizagbes tomaram conhecimento da
existéncia de plantas comestiveis que possuiam um potencial curativo (CUNHA;
RIBEIRO; ROQUE, 2009). A utilizagdo de produtos de origem vegetal é crescente
em todo o mundo, principalmente devido aos possiveis danos tanto para a saude
quanto para o meio ambiente atribuidos aos produtos sintéticos (MACHADO;
FERNANDES JUNIOR, 2011).

No Brasil existe uma grande diversidade de biomas que €& muito pouco
explorada como fonte de novas substancias de interesse farmacéutico, e as
pesquisas para a descoberta de protétipos de farmacos e também de fitofarmacos
tem propiciado além do avango da pesquisa, o desenvolvimento tecnolégico do pais
(BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Os produtos naturais derivados de plantas sdo consideradas um caminho
promissor para a descoberta de novas substancias com atividade farmacolégica. No
desenvolver da humanidade o processo evolutivo induziu que as mesmas gerassem
compostos de valor adaptativo, os metabdlitos secundarios. Muitos desses

metabolitos estdo diretamente envolvidos em mecanismos que permitem a
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adequagdo da planta ao seu meio (SIMOES et al., 2004), uma vez que esses
compostos podem proteger as plantas de fungos, virus, insetos e predadores
herbivoros (NAHRSTEDT, 1989; HARBONE, 1990), ou podem ajuda-las na
reproducdo, atraindo polinizadores.

As plantas e seus derivados apresentam uma variedade de acbes
terapéuticas e representam uma promissora fonte para a busca de novas
alternativas farmacoldgicas. Nesse sentido, aliar o conhecimento popular ao
cientifico em busca de novos medicamentos tem se tornado uma grande estratégia e
um dos principais caminhos para 0 sucesso de pesquisas na area de plantas
medicinais (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). A OMS ressalta que devido a pobreza
ou falta de acesso aos medicamentos modernos, cerca de 60 a 80% da populagéo
dos paises em desenvolvimento dependem essencialmente das plantas para os
cuidados primarios com a saude (FABRICANT; FARNSWORTH, 2001).

Dessa forma, pode-se afirmar que o desenvolvimento de fitoterapicos
padronizados com eficacia e seguranga de uso comprovados, constitui uma
ferramenta importante para assegurar acesso da populagdo aos medicamentos,
assim como para oferecer novas opgdes terapéuticas diante da problematica atual
que sdo os efeitos colaterais abundantes apresentados por muitos farmacos de

origem sintética.

1.5 Mentofurano

O género Mentha, familia Lamiaceae, € um dos mais complexos do reino
vegetal, contando com 19 espécies e 13 hibridos resultantes do cruzamento
espontaneo e selegdo das espécies (NILO, 2015). A menta (Mentha piperita L.),
conhecida no Brasil como horteld, hortela-pimenta e menta-inglesa, € uma planta
herbacea originaria da Europa e da Asia, com grande utilizagdo medicinal (GRISI,
2006). Essa espécie também é fonte de um dos mais populares 6leos essenciais,
com diversas aplicagcdes nas industrias de alimentos, cosmética e farmacéutica. Os
mais importantes constituintes do 6éleo de horteld-pimenta sdo: mentol, mentona,
mentofurano, acetato de mentila e pulegona (AFLATUNI, 2005). A composi¢cao
qualitativa e quantitativa nesses monoterpenoides determina a qualidade e o valor

comercial do 6leo essencial (BEHN et al., 2010).
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O mentofurano (C10H140) € um produto monoterpendide € um dos
componentes do dleo essencial de plantas da familia Lamiaceae. A acumulacio de
mentofurano é altamente dependente das condigcbes ambientais, e a producao
desse metabdlito € aumentada por fatores como: altas temperaturas do dia; altas
temperaturas de noite; baixas densidades de fluxo de fétons; dias curtos e estresse
hidrico (CLARK et al., 1980).

Embora existam algumas outras fontes naturais de mentofurano além da M.
piperita, tal como a M. aquatica (Aqua hortela, que tem uma limitada distribuicédo), a
maior parte da procura industrial para a molécula €& realizada através de
mentofurano sintético (derivado de isopulegol) (AKERELE,1993). O estudo do
potencial farmacoldgico da molécula de mentofurano € muito importante, pois visa a
procura de tratamentos alternativos para variadas disfuncdes, dentre as quais
podem ser citados os disturbios gastrointestinais. A figura 1 apresenta a estrutura da

molécula de mentofurano.

Figura 1. Estrutura quimica do Mentofurano

O
W

Fonte: chemspider.com
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Objetivos
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2 OBJETIVOS

2.1. Geral
v" Investigar o efeito hipocinético do mentofurano no trato gastrointestinal de

roedores

2.2. Especificos

v" Avaliar a toxicidade aguda in vivo.
v Determinar o efeito do mentofurano no esvaziamento gastrico em ratos;

v" Avaliar o efeito do mentofurano no transito intestinal normal em

camundongos;

v" Demonstrar acdo antidiarreica do mentofurano em modelo de

hipermotilidade intestinal provocada por 6leo de ricino;

v Identificar os possiveis mecanismos de agdo envolvidos nos efeitos
farmacolégicos sobre a motilidade gastrintestinal apresentados pelo

mentofurano;

v" Avaliar o efeito espasmolitico do mentofurano in vitro.
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Material e métodos
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Obtencao do mentofurano

O mentofurano (3,6-dimetil-4,5,6,7-tetrahidrobenzofurano, Sigma, 17957-94-
7) foi fornecido pelo professor Damido Pergentino de Sousa, membro-docente do

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal da Paraiba.

3.2. Animais

Foram utilizados quatro ratos Wistar (Rattus norvergicus) machos, adultos
(180 - 200 g), 35 ratos fémeas (180 - 200 g), e 100 camundongos Swiss machos e
fémeas (20-30 g) provenientes do Biotério do Nucleo de Pesquisas em Plantas
Medicinais da Universidade Federal do Piaui (NPPM/UFPI). Os animais foram
mantidos com livre acesso a ragdo comercial para roedores (Purina) e agua, em sala
climatizada com temperatura de 27 + 2 °C, sistema de exaustdo de ar e ciclo claro
escuro de 12 h.

Os procedimentos descritos seguiram os principios éticos de
experimentagdo animal definidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), e as normas para pratica didatico-cientifica de dissecgdo animal,
obedecendo ao Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). O projeto foi, previamente ao inicio dos experimentos, submetido ao

Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFPI sob o protocolo de nimero 086/15.

3.3. Protocolos experimentais

3.3.1. Avaliacao de toxicidade aguda do mentofurano

Camundongos Swiss machos (20-30 g) foram distribuidos aleatoriamente em
dois grupos contendo seis animais cada um, sendo o controle tratado com veiculo
(tween 80 0,1%) e o grupo mentofurano tratado com dose de 2.000 mg/kg. O
tratamento foi realizado em dose unica e os animais foram observados por até 8
horas no primeiro dia do tratamento, e a partir dai diariamente por 14 dias. Os

parametros avaliados foram: estado de alerta, sedacdo, ptose palpebral, dispneia,
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mic¢cdo, diarreia, convulsdo, atividade motora espontanea, reflexo postural,
piloerecao, resposta ao tato e morte, dentre outros. A toxicidade aguda foi avaliada
com base no numero de mortes, de acordo com o protocolo 420 (método da dose

fixa) da Organization for Economic Cooperation and Development (OECD, 2001)

3.3.2 Avaliacdo do efeito do mentofurano sobre o esvaziamento gastrico pelo

método do corante vermelho de fenol

Os animais foram aclimatizados individualmente por 4 dias, em gaiolas
metabodlicas para evitar coprofagia e mantidos em condi¢des padronizadas,
conforme descrito no item 3.1.1. A ragdo, mas nao a agua, foi retirada 18 horas
antes dos experimentos. Inicialmente, os ratos fémeas (n=7/grupo) foram tratados
por via oral com solugcdo de agua e carboximetilcelulose a 2% (5 mL/kg),
mentofurano 25, 50 ou 100 mg/kg ou com escopolamina 10 mg/kg. Uma hora depois
dos tratamentos, os animais receberam por via oral 1,5 mL de alimento liquido
composto de vermelho de fenol 0,5 mg/mL em solugdo de glicose a 5 g% e,
passados mais 20 minutos, foram eutanasiados. Apos ampla laparotomia, o cardia, o
piloro e a juncéo ileocecal foram ligados, e o conjunto estémago e intestino delgado
foram retirados e separados em duas partes: intestino delgado e estbmago. Cada
parte foi fragmentada e colocada em 45 mL de solugdo 0,1 N de NaOH e mantida
em banho maria a 80°C sob leve agitagdo durante uma hora. Amostras de 5 mL das
suspensdes foram misturadas com 0,5 mL de solugéo de acido tricloroacético a 20%
e centrifugadas por 10 min a 3.000 rpm para a precipitagdo de proteinas. A seguir,
aliquotas de 1 mL dos sobrenadantes foram misturadadas com 2 mL de NaOH 0,5 N
para promover a completa conversdao do vermelho de fenol a forma basica. A
concentracdo do indicador foi determinada por comparagao espectrofotométrica da
leitura da absorbancia (560 nm) das amostras. A retengcdo gastrica (RG) do
vermelho de fenol foi calculada dividindo-se a quantidade do corante encontrada no
estbmago pela quantidade total encontrada nos dois segmentos (estbmago e
intestino delgado) e expressa em percentagem. O esvaziamento gastrico (EG) foi
calculado e expresso em percentagem (%) pela formula: [EG = 100 — RG].
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3.3.3 Avaliacdo do efeito do mentofurano no transito intestinal no modelo do carvao

ativado em camundongos.

Os animais foram aclimatizados individualmente por, no minimo, 4 dias, em
gaiolas metabdlicas para evitar coprofagia e mantidos em condi¢cdes padronizadas,
conforme descrito no item 3.1.1. A ragdo, mas ndo a agua, foi retirada 18 horas
antes dos experimentos. Os camundongos (n=8/grupo) foram tratados por via oral
com veiculo no grupo controle (0,1 mL/10 g de tween 80 a 0,1%) ou mentofurano
(25, 50 ou 100 mg/kg) nos grupos experimentais ou escopolamina 12 mg/kg no
grupo padrao. Trinta minutos apds os tratamentos, os animais receberam, por via
oral, suspensdo aquosa de carvao vegetal ativado 2,5% e carboximetilcelulose 3%
na dose de 1 mL/100 g e, apdés mais 30 minutos, foram eutanasiados. A seguir, 0
piloro foi ligado e o intestino delgado de cada animal retirado e distendido, sendo o
transito intestinal avaliado pela determinagao da distancia percorrida pelo carvado em
30 min do piloro até a ultima porgao do intestino que continha pelo menos 1 cm
continuo de carvao e expressa como porcentagem do comprimento total do intestino

delgado.

3.3.4. Avaliacao do efeito do mentofurano sobre a hipermotilidade intestinal induzida

por 6leo de ricino em camundongos.

Os animais foram aclimatizados individualmente por, no minimo, 4 dias, em
gaiolas metabdlicas para evitar coprofagia e mantidos em condi¢des padronizadas
conforme descrito no item 3.1.1. A ragdo, mas nao a agua, foi retirada 18 horas
antes dos experimentos e os animais distribuidos em 6 grupos de oito animais Os
animais do primeiro grupo foram tratados, por via oral com agua e os demais com
oleo de ricino (0,1 mL/animal). Passados 30 minutos, os animais do primeiro
(controle nao-diarréico) e os do segundo grupo (controle diarreia) receberam (0,1
mL/10 g de tween 80 a 0,1%) Os quatro outros grupos receberam mentofurano (25,
50 ou 100 mg/kg) e loperamida 6 mg/kg (grupo padréo). A seguir, os animais foram
acompanhados individualmente por 4 horas, efetuando-se a quantificacdo da
excrecao de fezes sélidas e liquidas inicialmente a cada trinta minutos, a fim de

avaliar a severidade da diarréia provocada pelo 6leo de ricino.
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3.3.5 Avaliagdo da atividade espasmolitica do mentofurano em ileo isolado

Ratos albinos Wistar machos (n=4), pesando de 180 a 200 g, foram
mantidos em gaiolas metabdlicas por quatro dias e, em seguida, submetidos ao
jejum de ragdo, mas nao de agua, nas 18 horas que antecederam o experimento. No
dia do experimento, os animais foram eutanasiados e os ileos distais foram
removidos e colocados em placas de Petri com solugdo de Krebs modificada e
aerada com mistura carbogénica (95% O2 e 5% COz2). Fragmentos do ileo (2-3 cm)
foram seccionados e suspensos por linhas de algodéao, fixadas a um transdutor de
forca acoplado a um sistema de aquisicdo (AECAD 1604, AQCAD 2.0.5., AVS
Projetos, SP) em uma cuba de vidro contendo 10 mL de solugéo nutritiva de Krebs
modificada, deixados a estabilizar por 30 minutos. Posteriormente, foram induzidas
duas contragbes de magnitudes similares por meio dos agentes contraturantes
carbacol (1 uM) e KCI (40 Mm) em preparagdes diferentes. Apds a estabilizagdo da
segunda contragdo ténica induzida por um dos agentes contrateis, o mentofurano foi
adicionado em concentragdes crescentes e cumulativas para verificacdo do efeito
espasmolitico no ileo contraido. Quanto aos valores de CEso (concentragdo na qual
uma substéncia induz metade do efeito maximo) do mentofurano necessarios para
induzir relaxamento do ileo, na presenca do carbacol ou KCI, foram expressos como
média * erro padrdo da média em pg/mL dos valores resultantes de cada

experimento.

3.4 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média. A
analise estatistica dos protocolos de esvaziamento gastrico, transito e
hipermotilidade intestinais foi realizada por meio de analise de varidncia de uma via
(ANOVA) seguida do teste de Tukey, enquanto os valores de CEso foram calculados
por regressao nao-linear para atividade espasmolitica em ileo isolado e as médias
comparadas por teste t de student nao-pareado. Os dados foram analisados
utilizando-se o software GraphPad Prism, versao 5.0 (GraphPad Software, San

Diego, CA, U.S.A.). O nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao de toxicidade aguda do mentofurano

Apo6s administragdo de dose de 2.000 mg/kg v.o. de mentofurano ndo houve
mortes nem alteracbes de comportamento ou de quaisquer dos parametros dos
parametros avaliados durante o tempo de observacado de 14 dias. Esses resultados
indicam auséncia de toxicidade aguda sistémica do mentofurano e, considerando a

auséncia de mortes, n&o foi possivel determinar a dose letal média (DL50).

4.2 Efeito do mentofurano sobre o esvaziamento gastrico

No modelo de avaliagdo do esvaziamento gastrico com vermelho de fenol, o
grupo controle apresentou média de esvaziamento (%) igual a 72,1+1,3. A
administracdo do mentofurano por via oral nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg
promoveu reducgao significativa do esvaziamento gastrico (p<0,01) em relagdo ao
grupo controle. N&o houve diferenga estatisticamente significativa entre percentual
médio de esvaziamento gastrico dos grupos tratados com mentofurano e o grupo

padrao, tratado com escopolamina 10 mg/kg (54,8+5,3) (Figura 2).

Figura 2. Efeito do tratamento com mentofurano por via oral nas doses de
25 mg/kg (MFur-25), 50 mg/kg (MFur-50) e 100 mg/kg (MFur-100) e da
escopolamina 10 mg/kg (Escop-10) sobre o esvaziamento gastrico pelo
método vermelho de fenol em ratos.
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Cada coluna representa média + EPM (Erro padrdao da média) (n= 7 animais/grupo).
**p<0,01; *p<0,05 comparados ao veiculo (One Way ANOVA/ Tukey).
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4.3 Efeito do mentofurano no transito intestinal

Ao avaliar o efeito do mentofurano no transito intestinal normal em
camundongos (Figura 3), observou-se redugdo estatisticamente significativa
(p<0,05) do transito intestinal nos grupos tratados com mentofurano (50 e 100
mg/kg) quando comparados com o grupo controle. O grupo tratado com
escopolamina também apresentou transito intestinal significativamente menor
(50,046,8; p<0,001) em relagdo ao grupo controle (77,6+ 3,6); contudo, sem
diferengas em relagdo aos grupos tratados com mentofurano nas doses de 50 e 100
mg/kg (MFur-50: 64,5+ 2,6; MFur-100: 62,4+ 2,4).

Figura 3. Efeito do tratamento com mentofurano por via oral nas doses de
25 mg/kg (MFur-25), 50 mg/kg (MFur-50) e 100 mg/kg (MFur-100) e da
escopolamina 12 mg/kg (Escop-12) sobre o transito intestinal normal em
camundongos.

100+

Deslocamento do Carvao (%)

Controle MFur-25 MFur-50 MFur-100 Escop-12

Cada coluna representa média + EPM (Erro padrdo da média). (n=8 animais/grupo)
***p<0,001; *p<0,05 comparados ao veiculo (One Way ANOVA/ Tukey).

4.4 Efeito do mentofurano em modelo de hipermotilidade intestinal provocada
por 6leo de ricino

Ao avaliar o efeito antidiarreico por meio da quantificacdo das fezes moles
eliminadas (Figura 4), o tratamento com O6leo de ricino promoveu aumento
significativo (p<0,05) da excre¢do em todos os grupos quando comparados com 0O
grupo normal (sem diarreia) na primeira hora de tratamento. O mentofurano nas

doses de 50 e 100 mg/kg (v.0) reduziu significativamente (p<0,05) a quantidade
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das fezes moles eliminadas na terceira hora quando comparados ao grupo veiculo

(diarreico), sem diferenca estatistica em relagdo ao grupo normal (ndo diarreico).

Figura 4. Efeito do mentofurano — Mfur (25, 50, e 100 mg/kg) e da
loperamida (6 mg/kg) sobre a eliminagéo de fezes moles 30, 60, 90 min e 2,

3 e 4 h apos inducao de hipermotilidade intestinal por 6leo de ricino em

camundongos.
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Valores expressos como média + EPM (Erro padrdo da média) (n=8 animais/grupo). *p<0,05
comparado ao veiculo (One Way ANOVA/ Tukey).

O grupo tratado com loperamida apresentou redugao estatisticamente
significativa da excregcdo de fezes moles quando comparado ao grupo veiculo
(p<0,05) a partir de uma hora e meia do tratamento, sem diferengas estatisticamente
significativas (p>0,05) em relagdo ao tratamento mentofurano 100 mg/kg, v.0.), na
terceira hora. Conforme apresentado na Tabela 1, o mentofurano na dose de 100
mg/kg e a loperamida reduziram significativamente a eliminagao total de fezes moles
ao longo das 4 horas de observacéo, com excregao total, respectivamente, de 11,36
+ 2,07 e 4,79 + 0,75. Esses resultados representam inibicdo de 34,4% pelo

mentofurano 100 mg/kg e de 72,3% pela loperamida 6 mg/kg.
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Tabela 1 — Efeito do mentofurano (25, 50, e 100 mg/kg) e da loperamida (6 mg/kg)
sobre a hipermotilidade intestinal induzida por 6leo de ricino em camundongos.

Eliminagcao de fezes moles Inibigao da

Tratamento n Dose
(n/4 h; Média * EPM) diarreia (%)

Normal 8 --- 0,13+£0,13 ---
Veiculo 8 10 mL/kg 17,31 £ 1,94 0,0
Mentofurano 8 25 mg/kg 15,00 + 1,04 NS
8 50 mg/kg 12,93 £ 1,15 NS
8 100 mg/kg 11,36 + 2,07* 34,4
Loperamida 8 6 mg/kg 4,79 £ 0,75 72,3

NS: Nao significativo; (***) p<0,001; (*) p<0,05 comparados ao grupo controle (ANOVA e
teste de Newman Keuls).

4.5 Avaliagdo da atividade espasmolitica do mentofurano em ileo isolado

O mentofurano nas concentragées de 108 a 103 pyg/mL (n = 4) produziu
significativo relaxamento, dependente de concentracdo, em ileo de ratos pré-
contraidos com KCI ou carbacol (Figura 5). Quanto a poténcia, o mentofurano
apresentou poténcias semelhantes para relaxamento do ileo, ndo tendo sido
observadas diferengcas estatisticamente significativas (p>0,05) entre as
concentragdes necessarias para promover relaxamento por KCI (CEso= 0,059 +
0,008 pug/mL) ou carbacol (CEso = 0,068 + 0,007 pg/mL).

Figura 5. Efeito mentofurano em concentragdes variando de 10® a 102 50 pg/mL
sobre a contragdo induzida por cabacol (CCh) 10 e KCI 40mM em segmentos
isolados de ileo de rato.
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Valores expressos como média + EPM (Erro padrdo da média) de experimentos realizados em
triplicata.
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5 DISCUSSAO

Os monoterpenos sao compostos quimicos derivados do metabolismo
secundario de espécies vegetais, sendo os principais constituintes de Oleos
essenciais de hortela (Mentha piperita). O crescente interesse na aplicagao clinica
destes compostos € propriedades biolégicas de terpenos, tais como efeito
antitumoral, antimicrobiano, antifungico, antiviral, anti-hiperglicémico, analgésico,
anti-inflamatério e antiparasitario (MAHMOUD, 2003; PADUCH et al.,, 2007;
DEWICK, 2009). Considerando que existem poucos estudos sobre o mentofurano,
buscou-se investigar a atividade desse monoterpeno em modelos de motilidade
gastrointestinal.

Inicialmente foi avaliada a toxicidade aguda do mentofurano e foi possivel
observar que esse monoterpeno apresentou baixa toxicidade aguda sistémica
evidenciada pela auséncia de mortes, de alteragdes de comportamento ou de
quaisquer dos parametros avaliados durante o tempo de observacao de 14 dias, nao
sendo possivel a determinacdo da dose letal média (DL50). Entretanto, outros
estudos de toxicidade realizados com diversos monoterpenos, inclusive com o
mentofurano, sdo divergentes quanto a esse aspecto

Bordignon et al. (1997) e Thomassen et al. (1992) descreveram uma alta
toxicidade associada aos metabdlitos gerados pela biotransformagdo do
mentofurano, os quais sdo capazes de se ligarem a proteinas celulares de maneira
covalente e também de reduzirem os niveis das enzimas da superfamilia do
citocromo P450, que metabolizam xenobidticos, resultando em hepatoxicidade e
morte. Em relagdo a toxicidade crénica de monoterpenos, Baibars et al. (2012)
relataram efeitos toxicos relacionados a exposi¢do crénica ao mentol, um dos
monoterpenos isolados da menta (Mentha piperita L.), ocasionando manifestagcoes
cutaneas (lesdes cutaneas maculares), neurolégicas (tontura e perda de
consciéncia) e gastrointestinal (diarreia).

Em contrapartida, Khalil, Elkatry e El Mehairy (2015) observaram que o 6leo
essencial da menta teve um efeito protetor contra a hepatotoxicidade induzida por
tetracloreto de carbono, aumentando a atividade das enzimas antioxidantes
superéxido dismutase e glutationa, além de reduzir os niveis de malondialdeido, um
marcador de dano celular por estresse oxidativo. Costa et al. (2012) apos investigar

a toxicidade da ciano-carvona, um monoterpeno obtido da Mentha spicata, observou
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auséncia de mortes nos 14 dias apds administragdo da droga, bem como alteragdes
discretas no estado de consciéncia, sistema motor e muscular e nenhuma alteragao
morfolégica de 6rgaos importantes. De modo semelhante, os achados deste estudo
identificaram a auséncia de toxicidade aguda do mentofurano, o que indica possivel
seguranga quanto a sua aplicagdo farmacoldgica em uso agudo e em baixas doses,
como aquelas utilizadas neste estudo. Contudo, ha necessidade de estudos
adicionais de toxicidade deste monoterpeno.

As desordens do esvaziamento gastrico estdo entre as principais afecgdes
do trato gastrointestinal, que podem ser assintomaticas ou estarem relacionadas a
sintomas que variam de toleraveis a incapacitantes (FIRMAN et al., 2000). Para
avaliagao do peristaltismo do trato gastrointestinal foram utilizados os modelos de
esvaziamento gastrico e motilidade intestinal. Em modelo de esvaziamento gastrico
utilizando vermelho de fenol, o mentofurano nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg
reduziu o esvaziamento gastrico comparados, sem diferenga nas diferentes doses
quando comparado a escopolamina, sugerindo que o mentofurano apresenta
potencia semelhante a deste farmaco, utilizado como padrao. No modelo de transito
intestinal pelo método do carvao ativado, o mentofurano nas doses de 50 e 100
mg/kg reduziu o trénsito intestinal, sem diferengas entre o efeito obtido nas duas
doses com aquele produzido pela escopolamina.

A escopolamina é um antagonista natural de receptores muscarinicos dos
subtipos M1 e M2, que exerce atividade espasmolitica sobre a musculatura lisa do
trato gastrintestinal. Ademais, os antagonistas muscarinicos provocam efeito inibidor
prolongado na atividade motora do estbmago (ZUI et al., 2010), o que explica o seu
efeito nos modelos experimentais anteriores.

Diversos estudos avaliaram os efeitos de 6leo essencial de menta sobre o
esvaziamento gastrico. Hiki et al. (2003) observaram que o 6leo essencial de menta
foi capaz de reduzir os espasmos gastricos durante endoscopia digestiva alta. Asao
et al. (2001) também avaliaram a efetividade do 6leo de menta em reduzir os
espasmos do coélon durante colonoscopia e observaram efeito espasmolitico em
88,5% dos pacientes tratados, demonstrando que esse 6leo pode constituir-se em
uma alternativa ao uso convencional de bloqueadores colinérgicos durante esse
procedimento. Em um estudo farmacodindmico, Goerg e Spilker (2003)
demonstraram que o 6leo essencial de menta promoveu reducdao do transito do

intestinal e relaxamento da vesicula biliar em individuos saudaveis. Por outro lado,
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Alam et al (2013), ao avaliarem a eficacia do desse 6leo em pacientes com sindrome
do intestino irritavel que apresentavam diarreia, observaram uma redug¢ao da dor,
mas n&o de outros sintomas.

Tendo em vista que, fisiologicamente, o peristaltismo gastrointestinal é
regulado pela liberagdo do neurotransmissor acetilcolina, que atua sobre receptores
muscarinicos e promove o peristaltismo, entre os possiveis mecanismos de agcédo do
mentofurano para modificar a motilidade intestinal, estdo atuacdo: (1) como
antagonista de receptores muscarinicos, subtipo M3, resultando em reducédo da
atividade da acetilcolina sobre o trato gastrointestinal e com isso em redugdo do
peristaltismo; (2) como agonista dos receptores opiodides, agindo sobre receptores y
gastrointestinais, o que resultaria em inibicdo da liberagdo de adenilil ciclase e
diminuicdo do monofosfato de adenosina ciclico (AMP ciclico) intracelular e posterior
reducdo da liberagdo do neurotransmissor acetilcolina, inibindo o peristaltismo
intestinal (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012); ou (3) como um bloqueador
de canais de Ca®* sensiveis a voltagem, resultando em inibigdo da contragdo da
musculatura lisa, uma vez que a abertura desses canais € o evento mais importante
para a completa despolarizagdo e consequente contracdo da musculatura intestinal
(SOMLYO; SOMLYO, 2003; BEST; BROOKS; BOLTON, 1985).

A aceleragdao da motilidade intestinal resulta em alteragdo do transito e,
dessa forma, varios processos geralmente estdo envolvidos simultaneamente e
resultam em aumento global do peso e do volume das fezes e elevagdao da
percentagem de agua fecal (GRUNDY et al., 2006). Quando avaliada possivel
atividade antidiarréica do mentofurano em modelo de hipermotilidade intestinal
provocada por 6leo de ricino, observou-se que as doses de 50 e 100 mg/kg (v.0)
reduziram, de maneira dose dependente, a quantidade das fezes moles eliminadas
na terceira hora em relagdo ao grupo veiculo (diarreico), sem diferengca quando
comparado ao grupo normal (ndo diarreico), que indica que o metofurano apresenta
atividade antidiarreica.

A acao antidiarreica de diversos terpenos foi avaliada em outros estudos. Ao
analisar os efeitos do mentol em um modelo de diarreia induzida por éleo de ricino,
Rozza et al. (2013) observaram que este apresentou efeito comparavel a
loperamida, reduzindo o numero de fezes moles, portanto, apresentando efeito
antidiarreico. Em outro estudo, Bustos-Brito et al. (2014) observaram que um

composto derivado do timol, um monoterpeno, isolado da Agerantina cylindrica
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demonstrou atividade inibitéria sobre movimentos hiperperistalticos induzidos por
carvao vegetal associado a goma arabica, em ratos. Negi et al. (2013) investigaram
e identificaram que o extrato metandlico do 6leo essencial da Saussurea lappa C.,
que tem sesquiterpenos como constituintes majoritarios, possui atividade
antidiarreica similar ao difenoxilato, em modelo diarreia induzida por éleo de ricino.

O mecanismo pelo qual o 6leo de ricino induz diarreia envolve a agdo de um
metabdlito ativo, o acido ricinoleico, que é formado por hidrélise no intestino e
promove inflamagdo da mucosa e secregdo de agua, além de alteragcdo da
permeabilidade a eletrdlitos no intestino delgado, resultando em aumento da
motilidade intestinal (NIGATU, 2004). Nesse sentido, o mentofurano pode apresentar
acao antidiarreica por reducdo da secregdo de agua e eletrdlitos ou ainda por
alteragao do peristaltismo gastrointestinal.

Apoés a realizagao dos estudos in vivo, a atividade do mentofurano sobre o
peristaltismo intestinal foi avaliada utilizando-se modelo de contragao tbénica in vitro
com segmentos de ileo de ratos, com a finalidade de identificar a possivel razdo do
seu efeito espasmolitico. No presente estudo, o mentofurano foi capaz de promover
o relaxamento do ileo pré-contraido tanto por KCI como por carbacol, de maneira
dose-dependente e sem diferengas entre os dois testes, sugerindo que este efeito
pode ter envolvimento da ativacdo de canais de potassio e/ou de reducao do influxo
de calcio.

Hills e Aaronson (1991) investigaram o mecanismo de acdo do Oleo
essencial de menta sobre preparagdes de intestino grosso de cobaias e em patch
clamp do jejuno de coelhos, e observaram que houve relaxamento da musculatura
lisa por reducéo do influxo de calcio. Em outro estudo, Hawthorne et al. (1988), ao
avaliar as atividades do mentol e do 6leo de mental em preparagdes de tecidos
isolados do ileo e do coragao, observaram que o relaxamento da musculatura lisa
ocorreu em virtude do antagonismo aos canais de Ca?*. Blanco et al. (2013), ao
investigarem os efeitos antiespasméddicos de 6leos essenciais de dois quimiotipos
sul-americanos de Lippia alba M., encontraram evidéncias de que o0 mecanismo de
acao envolvido no efeito espasmolitico seria possivelmente devido a reducdo do
influxo de Ca?* ou da ativagdo de processos contrateis mediados pelo Ca?*.

A contragao do musculo liso pode ser conseguida tanto através de influxo de
K* que promove depolarizagdo da membrana quanto por aumento na concentracio

de Ca? ou pela agdo de agonistas, independente de potencial de membrana.
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Agonistas da serotonina, tais como, o carbacol e a histamina ligam-se a receptores
acoplados a proteina G (GPCRs) e ativam a cascata do fosfoinositideos, geralmente
mediado por Gq, produzindo trifosfato de inositol (IP3), que estimula a liberagao de
Ca?* a partir do reticulo sarcoplasmatico. Agonistas contrateis também podem levar
ao aumento da liberagdo de Ca?* através de receptores de rianodina e estimular a
entrada de Ca?* através de varios tipos de canais, incluindo aqueles ativados por
voltagem, por receptor ou por substrato (WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005).
Tendo em vista os mecanismos de indugdo da contragao por KCI (alteragao
do potencial eletroquimico para o ion K* resultando em despolarizacdo da
membrana celular e abertura de canais de Ca?* voltagem-dependentes) e do
Carbacol (agonista dos receptores muscarinicos subtipo M3) (BOLTON, 1979;
WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005); bem como a semelhanga entre as poténcias
para as contragdes tbénicas induzidas por KCl e carbacol, sugere-se que o
mentofurano atue por envolvimento de uma via em comum, que resulte do bloqueio
de canais de Ca®* sensiveis a voltagem e, consequentemente, iniba a resposta
contratil aos agentes contraturantes testados. Entretanto, sdo necessarios estudos
mais aprofundados para completa elucidacdo dos mecanismos envolvidos no efeito

espasmolitico do mentofurano.
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6 CONCLUSAO

A analise dos resultados obtidos indica que o mentofurano apresenta baixo ou
nenhum efeito toxico agudo in vivo e que diminui a motilidade gastrointestinal. Esse
efeito na motilidade foi evidenciado pelo retardo no esvaziamento gastrico, pela
reducdo do transito intestinal normal e pelo efeito espasmolitico em segmentos de
ileo isolado. Também foi demonstrado efeito antidiarreico evidenciado pela redugao
de excrecao de fezes moles em modelo de hipermotilidade intestinal.

A atividade espasmolitica em contragdes induzidas por KCI e carbacol pode
indicar envolvimento de ativagao de canais de potassio e/ou de reducao do influxo
de calcio. Estudos adicionais incluindo investigacdo de toxicidade in vitro, e para
caracterizagdo dos possiveis mecanismos envolvidos na redugcdo do transito
gastrointestinal sdo necessarios para avaliar envolvimento dos mecanismos acima

citados.
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