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RESUMO

O p-cimeno (p-isopropiltolueno) é um composto organico aromatico da classe
dos monoterpenos sendo considerado o precursor do carvacrol. O objetivo do
presente estudo foi avaliar a atividade antidiarreica do p-cimeno, os efeitos sobre
a motilidade gastrintestinal e possiveis mecanismos de acao relacionados, além
da atividade antimicrobiana em modelos experimentais. No modelo de diarreia
induzida por 6leo de ricino, o p-cimeno nas doses de 100 mg/kg e 200 mg/kg
apresentou atividade antidiarreica, com percentual de inibicdo 85% (p<0,01) e
100% (p <0,001), respectivamente, quando comparados ao controle negativo.
No modelo de esvaziamento gastrico, o p-cimeno (50, 100 e 200 mg/kg) reduziu
0 esvaziamento gastrico para 89% (p<0,01), 84% (p<0,001) e 79% (p<0,001),
respectivamente, quando comparados ao grupo de controle negativo. No modelo
de transito intestinal, todas as doses avaliadas (25 mg/kg, 50 mg/kg, 100 mg/kg
e 200 mg/kg) reduziram a motilidade intestinal comparadas ao controle negativo,
com percentuais de inibicdo de 49% (p <0,001), 47% (p <0,001), 42% (p <0,001)
e 29% (p <0,001), respectivamente. Nos mecanismos de acdo antimotilidade, o
p-cimeno reverteu o percentual de transito intestinal quando bloqueado com L-
NAME, glibenclamida, propranol e ioimbina, para 85% (p <0,001), 89% (p
<0,001), 84%(p <0,001) e 92% (p <0,001), respectivamente. Para os resultados
de enteropooling, o p-cimeno reduziu o peso do fluido intestinal para 42% (p
<0,001) gquando comparado com o grupo controle negativo. Na avaliacdo da
atividade antibacteriana e antifungica do p-cimeno (1024 ug/mL — 16 pg/mL) foi
observado no modelo da concentracéo inibitéria minima (CIM) que o p-cimeno
apresentou inibicdo do crescimento até 32 pug/mL e na concentracdo fungicida
minima (CFM) e bactericida minima (CBM) essa inibicdo foi até 64 ug/mL. Dessa
forma, o p-cimeno possui atividade antidiarreica, e esta atividade esta
relacionada ao efeito antimotilidade e antissecretdria. O efeito antimotilidade esta
relacionado com a participacdo das vias nitrégica, adrenérgicas e KATP desse
terpeno. Além disso, o p-cimeno possui atividade antimicrobiana relacionada ao

efeito antifungico e antibacteriano desse composto.

PALAVRAS CHAVE: p-cimeno, antidiarreica, antimotilidade antissecretorio, e

antimicrobiana.



ABSTRACT

p-Cymene (p-isopropyltoluene) is an aromatic organic compound of the
monoterpene class and is considered the precursor of carvacrol. The objective of
the present study was to evaluate the antidiarrheal activity of p-cymene, effects
on gastrointestinal motility and possible related mechanisms of action, as well as
antimicrobial activity in experimental models. In the castor oil-induced diarrhea
model, p-cymene at doses of 100 mg / kg and 200 mg / kg showed antidiarrheal
activity, with 85% inhibition (p <0.01) and 100% (p <0.001), respectively, when
compared to the negative control. In the gastric emptying model, p-cymene (50,
100 and 200 mg / kg) reduced gastric emptying by 89% (p <0.01), 84% (p <0.001)
and 79% (p <0.001), respectively, when compared to the negative control group.
In the intestinal transit model, all doses evaluated (25 mg / kg, 50 mg / kg, 100
mg / kg and 200 mg / kg) reduced intestinal motility compared to the negative
control, with percentages of inhibition 49% (p < 0.001), 47% (p <0.001), 42% (p
<0.001) and 29% (p <0.001), respectively. In the antimotility mechanisms, p-
cymene reversed the percentage of intestinal transit when blocked with L-NAME,
glibenclamide, propranol and yohimbine, in 85% (p <0,001), 89% (p <0,001),
84%(p <0,001) e 92% (p <0,001), respectively. For enteropooling results, p-
cymene reduced intestinal fluid weight by 42% (p <0.001) when compared to the
negative control group. In the evaluation of the antibacterial and antifungal activity
of p-cymene (1024 pg/mL - 16 pg/mL), it was observed in the minimum inhibitory
concentration (MIC) model that p-cymene showed growth inhibition up to 32
pug/mL and concentration minimum fungicide (CFM) and minimum bactericidal
(CBM) inhibition was up to 64 pg/mL. Thus, p-cymene has antidiarrheal activity,
and this activity is related to the antimotility and antisecretory effect. The
antimotility effect is related to the participation of the nitrégica, adrenergic and
KATP pathways of this terpene. In addition, p-cymene has antimicrobial activity

related to the antifungal and antibacterial effect of this compound.

KEY WORDS: p-cymene, antidiarrheal, antimotility, antissecretory and

antimicrobial.
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1. INTRODUCAO
1.1. Considerac0fes gerais

Desde a antiguidade, a diarreia foi reconhecida como uma das afeccdes
do trato gastrintestinal mais endémicas no mundo, acometendo pessoas de
todas as idades que resultam em perda eletrolitica, desidratacdo, choque e, e
pode levar, morte (HIMANSHU et al., 2016; FERNANDO et al., 2010).

A diarreia é uma desordem gastrintestinal que resulta de um desequilibrio
entre mecanismos absortivos e secretorios no trato gastrintestinal ocasionando
um excesso de fluido nas fezes, afetando milhdes de pessoas em todo mundo,
0 que representa um alto custo ndo sé para o individuo como também para o
sistema de saude (NIETO, 2012; WHO, 2013; XU et al.,, 2013; THAVORN;
DUTRA et al., 2016).

A doenca diarreica é um problema de saude mundial associado a altas
taxas de morbidade e mortalidade principalmente em paises em
desenvolvimento (SILVAET al., 2016). A diarreia € uma doenga que sempre
ameaca a saude dos seres humanos, especialmente criancas menores de cinco
anos (WARDLAW et al., 2010; SHEN et al., 2014).

Em paises em desenvolvimento as preparacdes medicinais a partir de
plantas sdo quase sempre a Unica fonte terapéutica facilmente acessivel para o
controle de doencas, a exemplo da diarreia (GREEN et al., 2010; NJUME;
GODUKA, 2012).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 80% da populacdo
mundial faz uso da medicina tradicional para cuidados primarios de saude
(OMWENGA et al., 2015). Muitas espécies vegetais e seus produtos isolados
representam uma grande fonte de novos agentes terapéuticos para os distlrbios
diarreicos (BANSAL et al., 2009; AWAAD; EL-MELIGY, 2013).

Nessa perspectiva a busca por novas alternativas terapéuticas, a exemplo
dos produtos naturais, em especial as plantas medicinais para o tratamento da

diarreia, que sejam menos toxicas e mais eficazes, se faz necesséria, diante das
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limitacbes que a terapéutica atual apresenta, como constipacdo, nauseas e
cancer de colon retal (HIMANSHU et al., 2016; FERNANDO et al., 2010).

Varios tipos de compostos naturais bioativos derivados de plantas
medicinais séo utilizados como matéria-prima para descoberta de novas drogas
(RAMAWAT et al., 2009). Como alcal6ides, saponinas, carboidratos, glicosideos,
flavondides, gomas, esterdides, taninos, compostos fendlicos, 6leos
vessennciais e terpenos. (AKINMOLADUN et al., 2007; DUTRA et al., 2016).

Assim, os produtos naturais de origem vegetal, em especial os terpenos,
apresentam um importante papel no desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas (ZANGH et al.,, 2013), utilizadas no tratamento de disturbios

gastrintestinais como a diarreia (SILVA et al., 2009).

Estudos experimentais em modelos animais tém sido conduzidos na
perspectiva de avaliar a atividade antidiarreica de espécies medicinais, (extratos,
fracOes, substancias isoladas) e compostos biossintéticos, assim como, elucidar
oS mecanismos a ela relacionados (mecanismo anti-motilidade e
antissecretorios) (UMAR et al., 2015).

Dentre os compostos bioativos, tem-se 0 p-cimeno, um monoterpeno que
ocorre naturalmente em mais de 100 pllantas (BENCHAAR et al., 2008), mas
também pode ser de origem sintética a partir da isopropilagdo do tolueno
(PARIKH et al., 1992; SELVARAJ et al., 2002).

E nesse contexto, que se considera de grande importancia a investigagao
do p-cimeno em relacdo a atividade antidiarreica e antimicrobiana, uma vez que
0 p-cimeno apresentou resultados promissores frente a atividade gastroprotetora
(LEITE, 2014), antiulcerogénica e antinflamatéria (FORMIGA, 2017) em modelos
experimentais. Como também, em pesquisas realizadas na base de dados, ndo
foram encontrados relatos de estudos farmacoldgicos a respeito das atividades

a serem avaliadas no presente estudo com esse monoterpeno.
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1.2. Fundamentacéo tedrica
1.2.1 Fisiologia do Trato gastrintestinal (TGI)

O TGl consiste em um tubo muscular que se estende da boca ao anus) e
tem como funcdes digestao, absor¢éo, secrecédo e motilidade (CAMPBEL, 2014,
CHENG et al., 2010).

A motilidade do TGI consiste em varios fendbmenos mensuraveis, incluindo
a atividade contratil entérica, as funcées biomecanicas da parede intestinal e o
fluxo intraluminal responsavel pela propulsdo do conteddo intestinal. A
sensibilidade do TGI, que se refere tanto a percepc¢éo consciente dos estimulos
intestinais como a entrada aferente dentro das vias sensoriais gastrintestinais,
esta intrinsicamente ligada. Desta forma, a motilidade intestinal pode ser a
consequéncia de funcdes motoras sensoriais inter-relacionadas (DIMIDIET al.,
2017).

Estes fenbmenos sdo regulados pela coordenacdo da contracdo e
relaxamento das células do musculo liso na camada muscular. Outros fatores
como as secrec¢des intestinais, sistema imunoldgico e a microbiota gastrintestinal
e seus produtos de fermentacdo também interagem e modulam a motilidade
intestinal. Alteracdes nesses processos podem ocasionar sintomas digestivos,
como constipacao e diarreia (JUNYA et al., 2017; LACYET al., 2015).

O processo da motilidade inclui movimentos peristélticos do eséfago,
processos de contracdo, segmentacdo, transito intestinal e esvaziamento
gastrico (SANDERS, 2012; CAMPBEL, 2014).

O esvaziamento gastrico compreende um conjunto de alteragdes na
motilidade gastrica, que leva a propulsdo do quimo para a porgéo inicial do
intestino, o duodeno. Essa passagem se da pelo aumento da pressdo
intraluminal na parte proximal do estbmago e ao aumento da for¢a da contracao
antral, que sera regulada pelas vias neurais e hormonais, alterando assim a
velocidade desse esvaziamento gastrico (DENNIS et al., 2016; EFEYANT al.,
2015).
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A colecistocinina (CCK) € um dos principais reguladores nesse processo
inibindo o esvaziamento gastrico em resposta a gordura presente no duodeno,
promovendo a contragdo da vesicula biliar, o relaxamento do esfincter de Oddi
e a secrecado pancreatica, necessarios para digestdo intestinal (SHARKEY;
MAWE, 2014). Além disso, outras caracteristicas podem determinar o

esvaziamento gastrico, como ansiedade, depressao e exercicio fisico.

Disturbios nesses processos tém sido associados a uma variedade de
desordens gastrintestinais, como a dispepsia funcional, doenca do refluxo
gastroesofagico, Ulcera duodenal, sindrome do intestino irritavel, prisdo de
ventre e diarreia (CAMILLERI, 2016; NITZAN et al., 2016).

O transito intestinal € a consequéncia funcional das contracdes intestinais,
tbnicas e fasicas e refere-se ao tempo de injecdo do conteudo intraluminal para
percorrer o trato gastrintestinal (KELLOW et al., 2006). Apesar de uma ampla
variacdo entre os individuos, o tempo normal de transito intestinal inteiro é
considerado de 30 a 40 horas (KIM et al., 2012; KOTLOFF et al., 2013)

O TGl difere de todos os outros 6rgaos periféricos, pois possui um vasto
sistema nervoso intrinseco, denominado sistema nervoso entérico (SNE) que
pode controlar as fun¢des do intestino, mesmo quando estd completamente
separado do sistema nervoso central (SNC) (FURNESS et al., 2017).

O SNE tem multiplos papéis: determinar os padrées de movimento do
trato gastrointestinal; controlar da secrecdo de &cido gastrico; regular o
movimento do fluido através do epitélio do revestimento; mudar o fluxo
sanguineo local; modificar o manuseio de nutrientes; e interagindo com os
sistemas imune e enddcrino do intestino (FURNESS, 2012; 2017).

A atividade motora do TGI é um processo complexo que envolve Varios
tipos de células, como os neurénios entéricos que podem detectar o conteddo
do TG, integrar informagdes e conceber um padrdo motor adequado, as células
intersticiais de Cajal (ICC) que traduzem as entradas dos neurdnios motores
entéricos e geram ritmicidade elétrica intrinseca e células musculares lisas que
podem interpretar e integrar grandes matrizes de insumos e desenvolver
respostas adequadas (FURNESS, 2012).
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As ICCs estdo localizadas entre as terminacdes nervosas e ceélulas
musculares lisas no TGl e podem ser consideradas uma populacdo
especializada de células musculares lisas. Ambas surgem de células
mesenquimais comuns. No entanto, enquanto as células musculares lisas
desenvolvem uma gama de elementos contrateis, as ICCs tem poucos
elementos contrateis, mas contém grande numero de mitocéndrias, reticulo
endoplasmatico abundante e conjuntos distintos de canais em sua membrana
(BECK et al. 2018).

Os movimentos peristalticos que caracteriza-se como ondas de contracéo
que se propagam ao longo do TGl para varias distancias como meio de misturar
e propelir seu contetdo distalmente, € um exemplo de um padrdao motor
orquestrado por sequenciacdo complexa de excitacdo e inibicdo neural em
cooperacdo com mecanismos de controle muscular intrinseco, mediado pelas

ICCs (BAKER; BECK et al. 2018).

Varios fatores regulam a motilidade intestinal, como a passagem do bolo
alimentar por todo o trato gastrintestinal, favorecendo os processos de propulsdo
e segmentacdo do tecido por meio de vias neurais aferente e eferente que é
fornecido pela interacdo do intestino com 0 SNC e SNE (BROWNING et al.,
2014).

Essa interacdo possibilita a liberacdo de mediadores classicos,
colinérgicos e adrenérgicos, além de outros neurotransmissores como 0S
mediadores ndo-adrenérgicos e ndo-colinérgicos (NANC), os sistemas nitrérgico
(NO), dopaminérgico e opidide (BECK et al., 2018; DANTAS, 2008; MANABE et
al., 2010; NAM, et al, 2016).

A regulagcdo da contracdo do musculo liso é mediada por diversos
neurotransmissores e horménios que se ligam a receptores especificos para
ativar a contracdo muscular lisa. Essa ligacdo vai aumentar a atividade da
fosfolipase C que estd acoplada a proteina G, como por exemplo a ligacédo de
acetilcolina nos receptores muscarinicos Ms presente na célula muscular lisa.
Uma vez ativada a fosfolipase C produz dois segundos mensageiros do
fosfatidilinositol lipidico de membrana 4,5-bisfosfato: diacilglicerol (DAG) e

inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3). O IP3 liga-se a receptores especificos no reticulo

23



sarcoplasmatico, causando a liberacdo de calcio ativador (Ca?*). O DAG
juntamente com Ca?* vai ativar Proteina quinase C a PKC, que fosforila proteinas
alvo especificos cujo efeitos promovem a contracdo, como fosforilacdo dos
canais de calcio ou outras proteinas que regulam a liberacdo de calcio
intracelular. O célcio liga-se a calmodulina, levando a ativacdo da quinase de
cadeia leve de miosina (MLCK) esta quinase fosforila a cadeia leve da miosina
e, em conjunto com a actina, promove o encurtamento da célula do musculo liso,
e contracao (Fig. 1) (BERRIDGE et al., 2014; WEBB et al., 2017).

No entanto, a elevagéo da concentracao de célcio intracelular € transitoria
e a resposta contratil € mantida por um mecanismo de sensibilizacdo de Ca2+
resultante da inibicdo da atividade da miosina fosfatase pela Rho quinase. Este
mecanismo de sensibilizacdo de Ca?* é iniciado ao mesmo tempo que a
fosfolipase C é ativada e envolve a ativacao da proteina de ligacdo a GTP, a
RhoA. A ativacdo de RhoA pelo receptor acoplado a proteina G nao é
inteiramente clara, mas envolve um fator de troca de nucleétidos de guanina
(RhoGEF) e migracdo de RhoA para a membrana plasmatica. ApGs a ativacao,
RhoA aumenta a atividade da Rho quinase, levando a inibicdo da fosfatase de
miosina. Isso promove o estado contratil, uma vez que a cadeia leve da miosina
nao pode ser desfosforilada (BERRIDGE et al., 2014; WEBB et al., 2017). (Fig.

1)

O relaxamento do musculo liso ocorre como resultado da remocéo do
estimulo contratil ou pela acéo direta de uma substancia que estimula a inibicédo
do mecanismo contrétil. Independentemente disso, o processo de relaxamento
requer uma diminuicdo do calcio intracelular e um aumento da atividade da
fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP). O reticulo sarcoplasmatico e a
membrana plasmatica contém Ca?*,Mg?**-ATPases que removem Ca?* do
citosol. Os trocadores Na* / Ca?* também estdo localizados na membrana
plasmatica e ajudam a diminuir o Ca?* intracelular. Durante o relaxamento, os
canais de calcio sensiveis a voltagem localizados nha membrana plasmatica se
fecham, diminuindo o influxo de Ca?*, o que leva a uma consequente diminuicdo
da concentracdo de Ca?* intracelular (BERRIDGE et al., 2014; WEBB et al.,
2017).
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Figura 1. Mecanismos de contracéo do musculo liso (Fonte: WEBB et al.,

2017).
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Outros mediadores quimicos também estdo relacionados com o
relaxamento do musculo liso como o 6xido nitrico (NO) que por ativacdo da
guanilil ciclase soluvel (GC), resulta na ativacdo de canais para K* na membrana
plasmatica gerando hiperpolarizacdo e consequentemente relaxamento

muscular (KHROMOVET al., 2006; SANDERS et al., 2012).

A secrecdao intestinal de liquido e eletrolitos é fundamental para digestéo,
absorcdo e formacdo das fezes. O processo € regulado por atividades
coordenadas de canais idnicos nos enterdcitos. O sentido e a velocidade do
movimento do fluido no intestino sdo decididos por atividades de canais de
cloreto na membrana apical. A secre¢do intestinal dependente de cloreto &
regulada por via nucleica de ciclica e/ou via de sinalizacdo de Ca?* (BO et al.,
2015). O regulador de condutancia transmembranar da fibrose cistica (CFTR),

clonado e caracterizado por Riordan e colaboradores em 1989, esta localizado
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predominantemente nas células da cripta intestinal e tem sido associado a
secrecao de ions ClI" AMPc-dependente (BO et al., 2015).

A secrecao intestinal € controlada por uma variedade de fatores, incluindo
acetilcolina (ACh) e peptidio intestinal vasoativo (VIP). A ACh atua pela via de
sinalizacdo 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3)/Ca%* e o aumento do célcio ativa
canais para K+ e para Cl-, responsaveis pela secrecao de fluido. Por outro lado,
o VIP age pela via AMPc/PKA, pois essa quinase fosforilada controla o transporte
de CI no regulador de condutancia transmembrana da fibrose cistica (CFTR). O
fluxo de CI- para o limen, em seguida, proporciona a atracdo de ions Na+,
fornecendo o gradiente osmético para o fluxo de agua (BERRIDGE, 2014) (Fig.
2)

Figura 2: Mecanismos de acgéo da secrecao intestinal (Fonte: BERRIDGE et al.,
2014).
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Escherichia coli, PGC-C- proteina ciclase de guanilil C.
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Outros mediadores como substancia P, gastrina e serotonina, e 0s
inibidores, como a noradrenalina, peptidio YY, prostaglandinas, dopamina, além
dos ja citados CCK e NO, também estdo envolvidos nos processos secretorios
e da motilidade intestinal, atuando localmente ou de forma reflexa por meio de
vias extrinsecas ou intrisecas (KOEPPEN; STANTON, 2009; CHEN et al., 2010).

Perturbacdes nas funcdes do TGI que alterem processos fisioldgicos
como a secrecdo e motilidade intestinal podem levar a distirbios como a disfagia,
dispepsia, doencas inflamatérias intestinais, sindrome do intestino irritavel e
diarreia, seja devido a uma aceleracdo no transito intestinal ou por contracoes
de alta amplitude (SPILLER, 2006; WHYTE; JENKINS, 2012).

1.2.1.1 Microbiota gastrintestinal humana

A microbiota gastrintestinal humana ("microflora™) consiste em um grupo
de microorganismos que vivem no TGI. Eles compreendem um ecossistema
metabolicamente ativo e complexo, composto por centenas de milhares de
microorganismos (bactérias, virus e fungos) que colonizam o TGI logo apds o
nascimento (MARTIN et al., 2014; DAVE et al., 2012). Estima-se que o sistema
intestinal humano contém mais de 500 espécies microbianas e
aproximadamente 10'* células bacterianas funcionais e também inclui fungos,
leveduras, virus e protozoarios (STEVENSON et al., 2012).

Nos seres humanos, a densidade microbiana aumenta da extremidade
proximal para a extremidade distal do intestino e compreende uma biomassa de
1,5 a 2,0 kg, dominada por bactérias estritamente anaerébias (QIN et al., 2010).
Archaea, Eukarya e virus também estdo presentes, mas sua relevancia para a
saude humana tem sido menos estudada. Embora a grande maioria da
comunidade microbiana intestinal seja composta por apenas cinco filos
(Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria e Verrucomicrobia),
existe consideravel diversidade no nivel de espécies bacterianas e suas

abundancias relativas (QIN et al., 2010).

Os principais membros da Firmicutes incluem os géneros Clostridium,

Lactobacillus e Ruminococcus, bem como os produtores de butirato
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Eubacterium, Fecalibacterium e Roseburia. Os membros de Bacteroidetes s&o
conhecidos por serem eficientes degradadores de fibra alimentar e incluem os
géneros Bacteroides, Prevotella e Xylanibacter. Bifidobacterium é um género
principal dentro Actinobacteria, e diversos tdxons sdo usados como probidticos.
Proteobacteria inclui Escherichia e Desulfovibrio, enquanto a Verrucomicrobia
até agora inclui apenas 0 género degradador de muco Akkermansi
(SCHROEDER et al.; SOMMER e BACKHED, 2016). Uma representacdo
completa do conteudo microbiano no TGl humano pode ser encontrada na Figura
3.

Assim, existem varias interagdes hospedeiro-microbiota que podem levar
a manutencdo de processos fisioloégicos e homeostase. Todo o tecido que
reveste o TGI pode ser dividido em compartimentos com gradientes celulares,
funcionais e microbianos, os quais sao influenciados mutuamente nas interacdes
homeostaticas e podem levar a diferentes resultados de sinalizagdo nos
processos fisiolégicos (SCHROEDER et al.; SOMMER e BACKHED, 2016).

Os diferentes compartimentos ao longo do TGI suportam diferentes
microbiotas especificas que dependem das funcdes fisioldgicas, estrutura do
tecido, pH, concentracdo de oxigénio e distribuicdo de células epiteliais. 'Da
mesma forma, a densidade e complexidade da microbiota aumentam a medida
gue se aproxima da porc¢ao distal, com a composic¢ao variando ao longo de todo
o comprimento intestinal. Essa microbiota especifica do local, portanto, induz
respostas locais do hospedeiro e, assim, programa funcdes fisioldgicas gerais e
homeostéticas (Fig. 3) (SOMMER e BACKHED, 2016).

A microbiota estabelece uma associacdo dinamica de beneficios mutuos
(simbiose) com o organismo humano, o que resulta ha manutencao de funcfes
imunoldgicas, metabdlicas e motoras normais, bem como a correcao da digestao
e absorcdo de nutrientes (GOULET et al.,, 2015; GUARNER et al., 2013;
PASSOS et al., 2017).

Figura 3: Resumo do conteudo microbiano encontrado no TGl (Fonte:
SOMMER, BACKHED, 2016).
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A)
Microbiota Host

Species Density Organ Major physiological function
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(== Enteroendocrine cell

0, Goblet cell
Progenitor cells 0,
Paneth cell
Mucosal microbiota: . (2 Stem cell
- Verrucomicrobiaceae,
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Beta-/Gammaproteobacteria
- Acinetobacter
- Burkholderiales aerobic

- Xanthomonadales
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layers

A: Os parametros fisioldgicos que variam em conformidade aos segmentos intestinais, por
exemplo, estrutura do tecido, pH, concentragdo de oxigénio e distribuicdo de células epiteliais.
B: Dentro de um segmento intestinal, a composi¢do da microbiota difere entre limen e

mucosa. C: mesmo ao longo do eixo cripta-vilosidade no epitélio.

Nas func¢des digestivas do organismo junto a microbiota tem-se a
fermentacdo de carboidratos complexos em acidos graxos de cadeia curta
(SCFASs) por parte das bactérias dessa populacdo (KRISHNAN et al., 2015). Os
SCFAs mais abundantes no intestino sdo acetato, propionato e butirato,
derivados principalmente de carboidratos (Fig.4) (WIKOF et al., 2009). Utilizado
localmente como fonte de energia pelas células epiteliais do célon, os SCFAs
sdo cruciais para a manutengcdo da integridade da barreira intestinal pela
regulacdo da expressdo de proteinas de jungdo estreita, bem como na
manutencdo da imunidade e do metabolismo do organismo (MACFARLANE et
al., 2011; WIKOF et al., 2009). Outros importantes produtos da fermentacéo
bacteriana sdo os metabolitos derivados do catabolismo dos aminoacidos
aromaticos, a exemplo do triptofano, que ambém desempenha um papel
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importante na regulacdo dos acidos biliares por meio de processos de
desconjugacéo microbiana de gorduras da dieta. Estes metabolitos derivados do
colesterol facilitam a absorcédo intestinal dos lipidos e vitaminas lipossolaveis,
enquanto sua taxa de sintese influencia os niveis sistémicos de colesterol
(KRISHNAN et al., 2015; MACFARLANE et al., 2011; WIKOF et al., 2009).

Estudos recentes detectaram SCFAs e muitos outros metabdlitos
derivados de microbiotas bioativos na circulacao sistémica que constituem meios
de comunicacgéo neuro-humoral ligando o intestino a outros 6rgaos. O que leva
a modulacdo de funcdes cruciais do corpo humano saudavel, variando do
metabolismo do hospedeiro a fungfes fisiolégicas (KRISHNAN et al., 2015;
WIKOF et al., 2009).

Existem varias linhas de evidéncias que conectam a microbiota intestinal
e o sistema nervoso central (SNC) (MARIETTA et al., 2018). A microbiota
estimula o nervo vago a enviar sinais ao SNC e induz células enterocromafins a
produzir horménios gastrintestinais, como peptideo YY, CCK E 5-HT (QIN et al.,
2010; MARIETTA et al., 2018). Alguns microorganismos da microbiota podem
estar relacionados na producédo de neurotransmissores, como por exemplo, o
triptofano derivado da fermentacdo pelo Clostridium spp para produzir o
neurotransmissor triptamina (WILLIAMS et al., 2014). Embora o papel fisiolégico
de triptamina derivada de Clostridium ainda néo ter sido esclarecido, estudos
sugerem que esse neurotransmissor estimula a secrecao de ions colénicos, o
que pode afetar a motilidade gastrintestinal. A 5-hidroxitriptamina (5-HT;
serotonina) € outro neurotransmissor e hormonio que é produzido principalmente
no intestino e que regula a secrec¢éao intestinal e a motilidade (GERSHON et al.,
2007). Estudos recentes revelaram que a microbiota intestinal aumenta a
producdo de 5-HT por células enterocromafins (ECs) através da acédo
metabolitos derivados da microbiota, incluindo SCFAs, desoxicolato e p-
aminobenzoato (REIGSTAD et al.; YANO et al., 2015) (Fig 4).
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Figura 4: Efeitos mediados por SCFAs de bactérias comensais no
intestino (Fonte: YAMADA et al., 2016).
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especialmente pelo butirato, Aumento da acetilagéo da histona H3 e as regifes estimuladoras
do SNC3 do gene Foxp3 nas células T CD4 + naive. O butirato também induz células dendriticas
(DCs) a produzir acido retinéico (AR) e IL-10. Esses efeitos promovem de forma coordenada a
diferenciagcdo das células Tregs das células T CD4 naive e contribuem para a homeostase imune
intestinal. Nas células do epitélio intestinal (IECs), os SCFAs, ativam a via de sinalizacao Gpr43
ou Gprl09a. Além disso, os SCFAs, estabilizam o fator induzido por hipoxia (HIF) -1 e aumentam
a proliferagédo celular como fonte de energia, levando ao aumento da barreira IEC. Os SCFAs
aumentam a producéo de 5-HT pelas células enterocromafins (ECs) e aumentam os niveis de 5-

HT no c6lon e no sangue.

Assim, embora o papel das bactérias intestinais na modulacdo da
resposta imune sistémica e da fisiologia intestinal seja amplamente discutido, os
efeitos de outros microrganismos comensais sdo desconhecidos (KIM et al.,
2014).

Apenas nos ultimos dez anos é que o microbioma humano vem sendo

considerado como um novo conceito microbioldgico, que engloba a pesquisa de
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todos os microrganismos (bactérias, fungos, arquéias e virus) como
componentes da microbiota de um determinado sitio anatdmico. Em 2010 o
termo micobioma foi utilizado pela primeira vez para se referir ao microbioma
fungico (CUl et al., 2013).

Existem diversas razdes para incluir o estudo da participacdo dos fungos
na constituicdo da microbiota das diferentes partes do corpo, como: (I) a
incidéncia de infeccbes fungicas tem aumentado significativamente nas duas
Gltimas décadas, principalmente as oportunistas, com o crescimento do nimero
de individuos imunossuprimidos, infectados pelo virus HIV e transplantados ou
em quimioterapia para cancer; (ll) doengas que eram consideradas como ndo
associadas a fungos, hepatite, fibrose cistica e doencas intestinais inflamatarias,
hoje parecem estar relacionadas ao micobioma de determinados locais e (Ill) a
interacédo entre os diferentes biomas e entre o hospedeiro e o micobioma (CUI
et al., 2013).

Com base em estudos de cultivo, estima-se que o numero total de
microorganismos flngicos seja de 10! a 10? unidades formadoras de col6nias
(CFUs)/mL na cavidade oral e aumente para até 10° UFC/mL nas fezes.
Atualmente, 390 espécies diferentes de fungos foram detectadas na microbiota
humana pertencentes aos filos Ascomycota, Basidiomycota e Zygomycota (OTT
et al., 2008).

O micobioma do TGI de individuos saudaveis é formado pelos géneros
Aspergillus, Cryptococcus, Penicillium, Pneumocystis, Fusarium, Candida e
Saccharomyces (HOFFMAN et al., 2011). Em um segundo estudo, Hoffmann e
colaboradores (2013) utilizaram o sequenciamento profundo para avaliar a
microbiota intestinal e relataram a presenca de 12 géneros fungicos. Como
esperado, o0s géneros fangicos mais prevalentes detectados foram
Saccharomyces (presente em 89% dos espécimes), seguido por Candida (57%)

e Cladosporium (42%).

Anteriormente, acreditava-se que o0 acido gastrico poderia matar os
microorganismos que entravam no estdmago, n&do ocorrendo nenhuma possivel
colonizagdo ou infeccdo bacteriana nesse meio. No entanto, varios estudos

usando métodos independentes de cultura confirmaram que existe no estbmago
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um grande numero de bactérias resistentes ao acido pertencentes a filos de até
120 espécies, como Streptococcus sp., Neisseria sp. e Lactobacillu ssp (WANG
et al., 2014). Além disso, a Candida albicans pode crescer bem em ambientes
altamente acidos (ZWOLINSKA et al., 2001), e alguns genomas podem

aumentar a gravidade das lesdes da mucosa gastrica (GONG et al., 2012).

Ainda ndo esta claro se fungos ou bactérias gastricas, além da
Helicobacter pylori participam da patogénese de doencas gastricas (por
exemplo, Ulceras e cancer, etc.). Entretanto tem visto que a coexisténcia de C.
albicans com H. pylori poderia apresentar sinergia na patogénese das Ulceras
pépticas (KARCZEWSKA et al, 2009). As distribuicbes reais de
microorganismos gastricos em varias desordens ainda precisam ser
confirmadas, uma vez que a microflora na mucosa gastrica e nos conteudos

estomacais ainda ndo foram exaustivamente estudados (WANG et al., 2014).

Disturbios na microbiota podem resultar em comprometimento da barreira
intestinal, sistema imunolégico desregulado e metabolismo alterado do tecido,
mecanismos que tém sido implicados no desenvolvimento de doencas
gastrintestinais a exemplo das doencas inflamatérias intestinais (doenca de
chron e colite ulcerativa) (OTT et al., 2008; SANTELMANN et al., 2005), Ulceras
pépticas (RAMASWAMY et al., 2007) e diarreia, podendo ser associada a
antimicrobianos, ao uso de quimioterapicos e infec¢cdes por individuos
imunodeprimidos com HIV/AIDS (KRAUSE et al., 2005; STRINGER et al., 2009).

1.2.2. Diarreia

A diarreia é definida como um disturbio do trato gastrintestinal que se
caracteriza pelo aumento da frequéncia de fezes soltas ou aquosas por trés ou
mais vezes durante um periodo de 24 horas resultante de um movimento rapido
do material fecal pelo intestino. Essa afec¢éo caracteriza-se por ser um distarbio
secretorio, absortivo e da motilidade. A reducéo da eficiéncia de absorcao pode
ser devido a altera¢gdes na funcéo na mucosa e no transito gastrintestinal, sendo
suficiente para frequéncia de formacgéo de fezes mais fluidas, com ou sem a
presenca de sangue e muco, levando a perda de agua e eletrélitos (OLASUPO
et al.,2017; SCHILLER et al., 2012; WHO 2016).
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Esse disturbio é de etiologia multifatorial, podendo ser devido a taxas de
alteracdo dos processos absortivos e secretorios, em resposta a danos na
mucosa absorvente como microorganismos enteropatogénicos, que S&o
responsaveis por infecgbes gastrintestinais, produzidos por Escherichia coli,
Campylobacter jejuni, Vibrio cholera, Giardia Intestinalis, Entamoeba histolytica,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, virus do HIV, Rotavirus e Adenovirus
(HIMANSHU et al., 2016; YAKUBU et al., 2015; JOURET-MOURIN et al., 2002).
Além disso, outros fatores causais como ingestdo de alcool, sindrome do
intestino irritavel, sais biliares, hormdnios, tumores secretorios, intoxicacao
alimentar e funcao nervosa entérica (BARKUN et al., 2013; HIMANSHU et al.,
2016; UNICEF/WHO 2009).

A eficiéncia absortiva reduzida também pode ser devido ao transito rapido
pelo intestino, mé& absor¢ao ou mé digestéo, ou alteracdes cirlrgicas que remove
regides criticas intestinais, como o ileoterminal, assim como, uso de uma terapia
com antirretrovirais, antineoplasicos, e antimicrobianos que alteram a microbiota
normal e esta associada a sintomas clinicos como a diarreia, que ocorre em até
30% dos usuarios. O uso de outros medicamentos como metformina, inibiores
da bomba de prétons, B-bloqueadores, AINES entre outros sdo potenciais
causadores de diarreia (LAWRENCE et al., 2017; SCHILLER et al., 2015;
PHILPOTT et al., 2015).

A severidade desta doenca é agravada pela manipulacdo de agua
contaminada, desnutricdo, falta de higiene na lavagem das maos, condicdo
ambientais precarias, como a falta de saneamento basico e de acesso a
cuidados de saude primaria (OLASUPO et al.,2017; GERALD et al.; 2006;
HEMPEL et al., 2017; BARBUT et al., 2002; SZAJEWSKA et al., 2003).

Segundo a OMS (2017) a diarreia é a segunda principal causa de
morbidade e mortalidade em criangas a cada ano com menos de cinco anos de
idade. De acordo com Liu e Colaboradores (2015) em 2015, ocorreu 5,9 milhdes
de Obitos ocorreram em criangcas em até cinco anos em todo o mundo. Os
sintomas foram causados por doengas infecciosas e condicdes como
pneumonia, diarreia e sarampo (LIU et al., 2015). Devido as condi¢cdes de

subsisténcia nao higienistas, a populagéo de paises em desenvolvimento é muito
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mais propensa a varias doencgas comuns, incluindo a diarreia (RAHMAN et al.,
2015).

O rotavirus € a principal causa de diarreia secretéria grave em lactentes
e criangas jovens em todo o mundo, resultando em aproximadamente 0,5 milh&o
de mortes por ano em criangas menores de 5 anos, o que representa cerca de

um terco das mortes atribuidas a diarreia (TATE et al., 2012).

A incidéncia de outras diarreias virais, notadamente as causadas por
norovirus, HIV e outros calcivirus e astrovirus, aumentou recentemente e pode
estar substituindo o rotavirus como principal causa de diarreia viral na infancia
nos paises desenvolvidos (PAYNE et al., 2013). Essa afeccdo mata mais
criangcas do que AIDS, maléaria e sarampo combinados (EDLAM et al., 2017;
WHO, 2013; BARTOLOME et al., 2013).

No Brasil, entre 2000 e 2011, foram notificados 33 milhGes de casos de
diarreia, a maioria em menores de 5 anos de idade.E no ano de 2010, mais de
850 criancas dessa faixa etaria morreram em decorréncia da diarreia (BRASIL,
2012). No Distrito Federal (DF) foram contabilizados 558.737 casos de diarreia,
com maior incidéncia entre criancas menores de 1 ano, no periodo de 2003-2012
(MENEGUESS et al., 2015). J& no semiarido brasileiro mais de 100 mil pessoas
foram acometidas com diarreia no ano de 2013, principalmente os estados de
Alagoas e Pernambuco. (RUFINO et al., 2016).

A diarreia pode ser classificada de acordo com tempo de duragdo em
aguda ou cronica (RUI; FANG, 2012). Esse disturbio € considerado agudo
qguando a perda de consisténcia das fezes e 0 aumento anormal da frequéncia
de evacuacao dura até 1 semana e em crénica quando essa desordem dura mais
de 14 dias (BARRACA; HERBERT et al., 2016). Além disso a diarreia aguda é
causada principalmente por patégenos entéricos, incluindo virus, bactérias e
parasitas, enquanto a maioria dos casos de diarreia cronica resulta de disturbios
intestinais funcionais ou infLamatorios, sindromes de m& absor¢do e uso de
medicamentos (FISCHER et al., 2013)

De acordo com o mecanismo fisiopatologico, a diarreia pode ser dividida
em osmoética, secretoOria, exsudativa ou inflamatéria e por alteragbes na
motilidade (FERNANDEZ-BANARES et al., 2015).
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A diarreia osmotica € decorrente de uma ma digestdo dos solutos pelo
intestino que exercem ent&o retencdo osmatica (FERNANDEZ-BANARES et al.,
2015). No tipo secretério, O sintoma tipico é a secrecdo excessiva de liquido,
resultado do desequilibrio do transporte de agua e eletrolitos no lumén intestinal,
aumento da secrecéo de fluido e reducéo da absorcéo intestinal (DANTAS, 2004;
VEL'AZQUEZ et al., 2009; TADESSE et al., 2014). A secrecado de cloreto no
limen intestinal gera um gradiente eletroquimico que, conduz a passagem por
movimentos secundarios de sédio e agua pela via paracelular (THIAGARAJAH
et al., 2004; 2012). A secrecao de cloreto envolve a ativacdo do (s) canal (es) de
cloreto na membrana plasmatica apical dos enterdcitos. A forga eletroquimica
para a secrecdo de cloreto de membrana apical € estabelecida por
transportadores de membrana basolateral, incluindo a ATPase de soédio-
potassio, o cotransportador de cloreto de sodio-potassio (NKCC1) e o (s) canal
(es) de potassio. Nas diarreias secretoras causadas por bactérias, como a célera
(Vibrio cholerae) e a diarreia dos viajantes (Escherichia coli enterotoxigénica), as
enterotoxinas bacterianas segregadas ativam canais de cloreto de membrana
apical, resultando em secrecédo de cloreto. O canal de cloreto primario ativado
por enterotoxinas bacterianas é o CFTR, um canal de cloreto ativado com AMPc.
(THIAGARAJAH et al., 2012; KO et al., 2013).

A diarreia exsudativa ou inflamatéria caracteriza-se pela presenca de
leucécitos, muco, sangue e pus nas fezes, além de febre e perda de peso
(BARRACA, 2016). J4 a diarreia motora envolve o aumento do transito intestinal
causando a inadequada mistura do alimento para acao das enzimas digestivas,
e diminuindo o contato com a superficie intestinal, diminuindo assim o processo
absortivo, devido ao ressecamento intestinal ou o aparecimento de fistulas
entéricas (BARRACA, 2016).

A terapéutica da diarreia € inespecifica e esta centrada no tratamento de
sinais e sintomas clinicos, focada na reducao do desconforto, desidratacdo e
incomodo causado por evacuacdes frequentes (CHOI et al., 2014; ARAUJO tal.,
2015). Didaticamente o tratamento pode ser dividido em uma terapia

farmacoldgica e ndo farmacoldgica.

A terapia de sais de reidratacédo oral (SRO), compreende a terapia néo
farmacoldgica e esta focada em individuos com diarreia aguda evitando a
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desidratacéo e a deplecdo de eletrolitos. Essa terapia melhora a absorcdo de
fluidos e eletrdlitos estimulando a absorcdo de sédio mediada por glicose e
aminoacidos. Entretanto, essas solu¢bes ndo reduzem a quantidade ou a
frequéncia de fezes e os individuos geralmente desejam alivio sintomatico
adicional, necessitando assim de uma terapia farmacoldgica (HIMANSHU et al.,
2016; SAHOO et al., 2014).

Mais recentemente, a suplementacdo de zinco mostrou ser um
complemento importante para as SRO, reduzindo a duracéo e a gravidade dos
episédios de diarreia (WALKER et al., 2010; GRELAND et al., 2016). A utilizagédo
de suplemento de zinco por 10-14 dias pode também reduzir a incidéncia
subsequente de diarreia (WALKER et al., 2010). A OMS e UNICEF
recomendaram suplementos de zinco e SRO para o tratamento rotineiro da
diarreia aguda da infancia desde 2004 (WALKER et al., 2009), embora tenha
sido estimado que a cobertura universal e o uso de SRO e zinco na terapéutica
podem prevenir trés quartos da mortalidade associada a diarreia (JONES et al.,
2003).

A terapia farmacolégica compreende uma série de medicamentos
antidiarreicos que podem ser amplamente definidos como agentes que
minimizam os sintomas de diarreia, por atuarem no transito e no transporte
intestinal ou na viscosidade das fezes, melhorando assim a consisténcia ou
reduzindo o peso das fezes, como também reduzindo a frequéncia de defecacéo
no transito intestinal, o que resulta em melhora sintomética em uma variedade
de condi¢des (LAWRENCE et al., 2017; SCHILLER et al., 1995).

Dentre as principais classes de medicamentos utilizadas na terapéutica
estdo os agentes higroscopicos e formadores do bolo fecal (coloides ou
polimeros hidrofilicos pouco fermentéveis, a exemplo da caboximetilcelulose e a
policarbofila), sequestradores dos acidos biliares (colestiramina), compostos a
base de bismuto (salicilato de bismuto), agonistas dos receptores a-2
adrenérgicos e antagonistas muscarinicos, a exemplo da clonidina e atropina,
respectivamente e por fim os antissecretdrios e supressores da motilidade que
sao os pilares no tratamento da diarreia. Os opioides e seus derivados continuam
sendo amplamente utilizados nesta terapéutica (loperamida, difenoxilato)
(BRUNTON et al., 2011; KATZUNG, 2014; MEKONNEN et al., 2018).
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A loperamida € um agonista de receptores opioides de baixa poténcia,
que € pouco absorvido do intestino e ndo atravessa bem a barreira
hematoencefélica (GALLIGAN et al., 2014). Atuam nos receptores [ e 9§, inibem
a liberacdo de acetilcolina no plexo mioentérico e blogueiam as contracdes
peristalticas induzidas por distensdo, reduzindo a excitabilidade neuronal. O
tbnus muscular é alterado e os padrdes de motilidade ndo propulsora se tornam
mais comuns (LAWRENCEET al., 2017; HOLZER et al.,2009; BAKER et al.,
2007). A dose de tratamento deste medicamento é de 2-8 mg por dia, tendo
poucos efeitos colaterais (REGNARD et al., 2011). Em menos de 5% dos
individuos ocorre constipagdo, cdlicas abdominais, nauseas e tonturas.
Depressé@o respiratoria e ileo paralitico estdo entre os efeitos colaterais
perigosos da loperamida observada em criancas (ZARGHAMI et al., 2017).
Entretanto, esta terapéutica apresenta fatores limitantes tais como os efeitos
adversos, como boca seca, dor abdominal, vomito, ndusea e tontura. e efeitos
colaterais como gosto metélico, eosinofilia, falta de ar e erupcdes da cutéaneas
(ANVISA, 2015; SEBAI et al. 2014; SHARMA, SHARMA, 2007).

Dessa forma, a busca por novas alternativas terapéuticas que sejam mais
eficazes, mais seguras e com menos efeitos colaterais do que os medicamentos
gue estdo disponiveis no mercado, faz dos produtos naturais, a exemplo das
plantas medicinais, uma excelente estratégica terapéutica, por sua rigueza de
constituintes e variedade de substancias biologicamente ativas (BRAZ-FILHO,
2010; NEWMAN, 2007).

1.2.3 Produtos naturais

Os produtos naturais séo substancias obtidas de organismos vivos como
animais (marinhos ou terrestres), microrganismos (bactérias e fungos) e plantas
que possuem uma grande variedade de atividades biolégicas no
desenvolvimento de novos farmacos (DUTRA et al., 2016; KUMAR et al., 2014).

As plantas medicinais tém sido uma das principais fontes de matérias
primas, para o desenvolvimento de moléculas bioativas como alvos para estudos
farmacoldgicos, toxicoldgicos e fitoquimicos destinados a sintese de farmacos

para o tratamento de diversas doencas (MARIATH et al., 2009).
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A industria farmacéutica, a industria farmacéutica apresenta um grande
potencial econdmico de bioprospeccédo, para a descoberta de um novo farmaco
que provenha diretamente da biodiversidade, ou por processos de sintese a
partir dos recursos genéticos ou bioquimicos da biodiversidade (ENRIQUEZ,
200), tem ressurgido na tentativa de prospeccao por alternativas terapéuticas
mais seguras, com menos efeitos colaterais, sem recidivas, com menor custo e
consequentemente maior acessibilidade pela populagdo, favorecendo o
crescimento econbmico e o0 desenvolvimento das cadeias produtivas da
biodiversidade (BANSAL; GOEL, 2012). Cerca de 20% das plantas originarias
da Terra foram utilizadas pela industria farmacéutica, e um nimero razoavel de
novos produtos a base de plantas vem sendo introduzidos em diversas
especialidades de doencas (BORAH et al., 2017).

No Brasil, muitas classes de principios ativos vem sendo isoladas de
plantas medicinais, uma vez que o pais tem a maior biodiversidade mundial,
concentrando cerca de 20-22% da flora do planeta, representando mais de 45
mil espécies de plantas (DUTRA et al., 2016). Este contexto reflete a utilizacao
de produtos medicinais a base de plantas na medicina popular em diversas
enfermidades por grande parte da populacdo brasileira. Esta terapéutica tdo
presente entre os brasileiros, tornou-se de interesse da comunidade cientifica
gue ao longo de 28 anos publicou aproximadamente 34614 estudos sobre
plantas que envolvem principalmente a deteccdo, isolamento e avaliacdo
toxicolégica de seus componentes ativos (DUTRA et al., 2016; NEWMAN et al.,
2013).

Desde as primeiras civiliza¢des, as plantas medicinais desempenharam
um papel inestimavel no tratamento de diversas enfermidades. Atualmente,
estima-se que cerca de 80% da populacéo de paises em desenvolvimento ainda
conta com a medicina tradicional para seus cuidados de saude primarios
(MEKONEEN et al., 2017; PATHAK et al., 2013).

A maioria das pessoas que vivem em paises em desenvolvimento confiam
na medicina tradicional para tratar diferentes doencas, incluindo diarreia
(RAMAWAT, 2009).
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Existe um grande numero de plantas medicinais em todo o mundo que
sdo considerados eficazes no tratamento da diarreia, como: Amaranthus
caudatus, Cofea arabica, Balanites rotundifolia, Boscia coriacea, Cissampelos
pareira, Cissampelos synpodialis, Plumbago zeylanica, Solanum hastifolium,
Berberis crataegina, Cornus mas, Ecballium elaterium, Mentha longifolia,
Rhamnus catartica, Teucrium polium, Justicia schimperiana, Maytenus
erythroxylon Reissek, Psidium guajava e Anacardium occidentale L. (ABERA et
al., 2014; ALTUNDAG et al., 2011; ARAUJO et al., 2015; FORMIGA et al., 2017;
JALILZADEH-AMIN et al., 2015; MEKONNEN et al., 2018; NDUKU et al., 2013 ;
OWEJOLE et al., 2008 ; SALES et al., 2014; TEKLEHAYMANOT et al., 2010)

Existem muitas plantas medicinais que possuem atividade antidiarreica
com menos efeitos colaterais do que as drogas convencionais. Como
responsaveis por essa atividade estdo uma diversidade de metabolitos
secundarios, como: taninos, alcaloides, flavonoides e terpenoides que sdo 0s
responsaveis pela atividade antidiarreica dessas ervas medicinais (MEHONEN
et al., 2017; KOMAL et al., 2013).

1.2.3.1 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis
contidas em 6rgéaos de plantas, e assim sdo denominados devido a composicéo
lipofilica que se apresentam quimicamente diferente da composicédo gliceridica
dos verdadeiros 6leos e gorduras (BAKKALI et al. 2008). Esta diferenca esta
relacionada a algumas caracteristicas fisico-quimicas dos mesmos, como, por
exemplo, geralmente serem liquidos de aparéncia oleosa a temperatura
ambiente, serem volateis e apresentarem aroma agradavel. De coloragéo, odor
e viscosidade variados, os 6leos volateis apresentam solubilidade limitada em
agua e geralmente apresentam densidade menor (BAKKALI et al. 2008; SIANI
et al., 2000).

Os Oleos estao associados a varias fungdes necessarias a sobrevivéncia
do vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra microrganismos e
predadores, como também atraindo insetos e outros seres vivos (BAKKALI et al.
2008; SIANI et al., 2000).
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Quimicamente, a maioria dos 6leos volateis € constituida por substancias
terpénicas (composta frequentemente por mais de 100 compostos terpénicos
diferentes) e fenilpropandidicos, podendo ser acrescidos de outras classes de
compostos, como alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas de cadeia curtas
(ASBAHANI et al., 2015). Dentre os compostos terpénicos, os mais frequentes
sdo 0s monoterpenos com propriedades terapéuticas, como antioxidantes,
analgésicas, anti-inflamatorias e atividades biocidas (bactericidas, viricidas e
fungicidas) (ASBAHANI et al., 2015; SOUSA 2011; GUIMARAES et al. 2013).
Alguns dos principais compostos incluem hidrocarbonetos monoterpenos (como
limoneno, p-cimeno, a-pineno e a-terpineno) e monoterpenos oxigenados (como
carvacrol, timol e canfora) (NAZZARO et al.,, 2017). Vérios estudos tém
destacado os efeitos antimicrobianos dos 6leos essenciais mesmo contra
bactérias multirresistentes (ASBAHANI et al., 2015; BURT, 2004; MAYAUD et
al., 2008).

Para este trabalho foi selecionado o p-cimeno, um monoterpeno, que esta
presente em uma variedade de Oleos essenciais de mais de 100 espécies de

plantas gimnospermas e angiospermas (BENCHAAR et al., 2008).

1.2.3.2 Terpenos

Os terpenos formam classes estruturalmente e funcionalmente diferentes.
Eles sédo feitos de combinacdes de varias unidades de 5 carbonos (C5)
chamadas isopreno (Fig. 5). A biossintese dos terpenos consiste na sintese do
precursor de isopentenil difosfato (IPP) e o isbmero dimetilalil difosfato (DMAPP),
pela via mevaldnica. Nesta via, duas moléculas de acetil-coenzima A (acetil-CoA)
condensam para produzir acetoacetil-CoA. Em seguida, adiciona-se acetil-CoA
a acetoacetil-CoA para formar 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), que é
catalisada pela enzima HMG-CoA sintase. O acido mevaldnico € gerado pela
HMG-CoA redutase. Este acido mevaldnico de seis carbonos é transformado no
IPP de cinco carbonos apdés uma série de reacdes, nomeadamente uma
fosforilacdo em dois passos do alcool primario, posterior fosforilagéo da hidroxila
terciéria, seguida de descarboxilagéo e perda de fosfato. O IPP é isomerizado

para gerar DMAPP. A adi¢cdo de IPP ao seu isdbmero DMAPP gera geranil
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difosfato (GPP). A condensacédo de GPP com unidades adicionais de IPP forma
maiores difosfatos em prenilo - farnesil difosfato (FPP) e geranilgeranil difosfato
(GGPP) que serdo os precursores das varias classes de terpenos (Fig. 5)
(WAWRZYN et al., 2012; XIAO et al., 2016).

Figura 5. Visdo Geral da Biossintese de Terpenos pela via do Mevalonato
(Fonte: XIAO et al., 2016).
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Abreviaturas: Acetil-CoA, acetil-coenzima A; DMAPP, difosfato de dimetilalilo; FPP, farnesil
difosfato; GGPP, geranilgeranil difosfato; GPP, difosfato de geranil; HMG-CoA, 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA; IPP, difosfato de isopentenil.

Entre as principais classes de terpenos tem-se 0os monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40)
(XIAO et al., 2016).

Um terpeno contendo oxigénio é chamado de terpenoide. Os
monoterpenos representam um grande grupo de compostos organicos que
ocorrem naturalmente, cuja estrutura basica consiste em duas unidades de
isopreno ligadas (BAKKALI et al., 2008; XIAO et al., 2016).

Os terpenos séo as moléculas mais representativas, constituindo 90% dos
Oleos essenciais e possuem grande variedade de estruturas (BAKKALI et al.
2008). Essas biomoléculas classicamente ja possuem efeitos promissores no
TGl e alguns ja apresentaram atividade antidiarreica e efeitos sobre a motilidade,
como os sesquiterpenos dehidroleucodina e epoxi-tujeno (WENDEL et al., 2008),
os triterpenos friedelan-33-ol, friedelina, volvalerenol A (QUEIROGA, 2000;
BASHIR et al., 2011) e o monoterpeno zingerona (IWAMI, 2011).
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1.2.3.3. Constituinte ativo selecionado para estudo: p-cimeno

O p-cimeno (p-isopropiltolueno), (Fig.6), € um composto organico
aromatico, sendo classificado como um hidrocarboneto da classe dos
monoterpenos, precursor do carvacrol e um dos principais constituintes do 6leo
essencial das espécies do género Potrium, com mais de 80% de suas espécies
encontradas na regido da Amazoénia (SANTANA et al., 2011).

Figura 6: Estrutura quimica do p-cimeno (Fonte: SANTANA et al., 2011).

Esta substancia também é encontrada em mais de 200 alimentos como:
framboesas, tangerina, cenoura, manteiga, suco de laranja, uva, noz-moscada,

orégano, e em quase todas as especiarias (QUITANS et al., 2013).

O p-cimeno também pode ser de origem sintética, derivado do tolueno
apartir de uma reacdo de alquilacdo junto ao isopropanol (Fig. 7). Esse
monoterpeno € um intermediario importante utilizado nas industrias
farmacéuticas e para a producdo de fungicidas, pesticidas e agentes
aromatizantes (PARIKH et al., 1992; SELVARAJ et al., 2002).

Estudos farmacoldgicos mostram que o0 p-cimeno apresenta atividade
analgésica, anti-inflamatoria (BONJARDIM et al., 2012; QUITANS et al., 2013),
antinociceptiva (SANTANA et al., 2011), antitussigena e mucolitica (JOGLEKAR
et al.,, 2014) e antimicrobiana (KEDIA, 2013; RATTANACHAIKUNSOPON;
PHUMKHACHORN, 2010).
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Figura 7: Reacéo de isopropilacdo do tolueno (Fonte: SELVARAJ et al.,

2002)
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A isopropilacédo do tolueno com isopropanol é uma reacéo de substituicao eletrofilica no anel
aromatico, reagéo esta catalisada por moléculas de mesoporos contendo aluminio (Al-MCM-
41).

Os monoterpenos (entre eles o p-cimeno) reduzem o0 processo
inflamatorio e o estresse oxidativo em ratos com efisema pulmonar por meio da
diminuic&o significativa dos niveis de citocinas pré-inflamatorias (TNF-q, IL-13 e
IL-6), quimiocina KC, fator de transcricdo NF-kB, e isoprostano evitando a
remodelacdo pulmonar ocorrida pelo desequilibrio entre as metaloproteinases
de matriz (MMP) e os inibidores teciduais das MMPs (TIMPs) e a deposicao de
colageno, reforcando assim, o seu potencial anti-inflamatério e antioxidante,
como demonstrado na Figura 8 (GAMES et al., 2016; ZHONG et al., 2013)

Um estudo realizado por Oliveira e colaboradores (2015) mostrou que o
p-cimeno possui atividade antioxidade por aumentar a atividade das enzimas
antioxidantes superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e diminuir
significativamente os niveis de peroxidacao lipidica e formacao teor de nitrito no
hipocampo de ratos. JA Chen e colaboradores (2014) mostrou que além dos
parametros descritos acima o p-cimeno diminuiu a quantidade de radicais livres

de hidrogénio.
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Figura 8: Mecanismo de agéo antiinflamatoria e antioxidante do p-cimeno
(Fonte: Adaptado de GAMES et al., 2016)
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IL-6: interleucina 6; KC: quimiocina KC; IL-1b: interleucina 1 beta; IL-17: interleucina 17;

NOex: 6xido nitrico exalado; P-65: subunidade do NF-kB; NF-kB:fator de transcricaoNF-

kB; MMP-9: metaloproteinase de matriz; TIMP-1: inibidor tecidual de metaloproteinase.

Resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, avaliaram atividade
gastroprotetora em modelos de inducdo aguda de Ulcera (etanol, estresse e
AINE), ligada & participacdo dos grupamentos sulfidrilas e do 6xido nitrico (NO)
(LEITE, 2014), antiulcerogénico em modelos de ulcera induzido por acido acético
e anti-inflamatéria em modelos experimentais de colite ulcerativa (FORMIGA,
2017). Esses resultados estimulam a continuidade dos estudos com o p-cimeno

frente a outras afec¢des do TGlI, a exemplo da diarreia.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antidiarreica, os
efeitos sobre a motilidade gastrintestinal e possiveis mecanismos relacionados
a acdo do p-cimeno, bem como a agao antimicrobiana do mesmo em modelos

experimentais.

2.2 Especificos

v Avaliar o efeito do p-cimeno no modelo de inducao de diarreia por 6leo de
ricino;

v" Avaliar o efeito do p-cimeno na motilidade gastrintestinal: esvaziamento
gastrico e transito intestinal;

v' Avaliar os mecanismos relacionados a acdo antimotilidade (Sistemas
adrenérgico, nitrérgico e KATP);

v' Avaliar o mecanismo antissecretério do p-cimeno na acumulacdo
intraluminal de fluido (Enteropooling).

v Avaliar a atividade antibacteriana e antifingica do p-cimeno.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais
3.1.1. Material de estudo (p-cimeno)

O p-cimeno (p-isopropiltolueno) foi adquirido da SIGMA-ALDRICH Brasil
Ltda (referéncia do produto: C121452 e Lote MKBK4439V), pureza de 99%,
densidade de 0,86 g/mL a 25°C, CAS: 99-87-6, Massa molecular de 134,22,
ponto de ebulicdo 176°C-178°C e ponto de fusao 47°C.

3.1.2. Animais

Par realizagcdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss
(Mus musculus) albinos machos, pesando entre 25 a 35 gramas, provenientes
da unidade de producdo animal Prof. Thomas George do IPeFarm/UFPB
mantidos a 23 £ 2 °C e ciclos claro-escuro de 12/12 horas. Os animais foram
alimentados com racao labina, 4gua a vontade e distribuidos ao acaso nos
diferentes grupos experimentais sendo cada grupo composto de sete animais
(grupo controle negativo, controle positivo e quatro doses das drogas a serem
testadas). Os periodos de jejum estdo de acordo com o preconizado para cada
uma das metodologias empregadas. Os quais foram conduzidos de acordo com
as normas internacionais para o estudo com os animais de laboratério e
obedecendo aos protocolos experimentais aprovados, previamente, pelo Comité
Institucional de Etica em Uso Animal — (CEUA/UFPB).

3.1.3. Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliacdo da atividade
biolégica foram Brain Heart Infusion (BHI), Agar Sabouraud Dextrose (ASD)-
adquiridos da Difco Laboratories Ltd, USA, France, para manutengao das cepas.
e caldo Brain Heart Infusion (BHI)/bactérias e meio RPMI 1640/com L-glutamina

e sem bicarbonato/fungos para os ensaios de atividade biologica (Difco
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Laboratories Ltd, USA, France e INLAB, Sao Paulo, Brasil). Todos foram
preparados conforme as descri¢des dos fabricantes.

3.1.4. Microorganismos

Para os ensaios de atividade biologica dos produtos testes, foram
utilizadas as seguintes cepas:
- Bactérias: Staphylococcus aureus ATCC-13150, Pseudomonas aeruginosa
ATCC-25853, Escherichia coli ATCC-18739, Salmonela enteritis ATCC-6017;

- Fungos leveduriformes: Candida albicans ATCC-76485; C. tropicalis ATCC-
13803; C. parapsilosis ATCC-22019, Criptococcus neoformans ATCC-6258;

- Fungos filamentosos: Aspergillus fumigatus ATCC-40640; Penicillium citrinum

LM-278, Fusarium oxysporum URM-5893; Cladosporium carionii LM-283

Os micro-organismos pertencem a MICOTECA do Laboratério de
Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de
Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). As cepas
foram mantidas em BHI/bactérias e em ASD/fungos a temperatura de 4°C. Para
0s ensaios, foram utilizados repiques de 24 - 48 horas em BHI/ASD,
respectivamente, para bactérias e leveduras, incubados a 35 + 2°C e repiques
de 7 - 14 dias em ASD para fungos filamentosos, incubados a 28 + 2°C.

3.1.4.1 In6culo

Para preparacéo do indculo, as coldnias obtidas de culturas das cepas de
bactérias/BHI e fungos/ASD, foram suspensas em solucéo fisiologica a 0,9 %
estéril e ajustadas de acordo com o tubo 0,5 da escala padrdo de Mc Farland
para obtencdo de 10 UFC/mL (CLSI, 2015; CLSI#, 2008; HADACECK;
GREEGER, 2000; CLEELAND; SQUIRES, 1991; ANTUNES et al., 2006;
FREIRE et al., 2014).
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3.1.5. Locais da Pesquisa

Os experimentos foram realizados nos Laboratorio de Farmacologia do
Trato Gastrintestinal (IPeFarm/UFPB) e no Laboratério de Pesquisa: Atividade
Antibacteriana e Antifangica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
vinculados ao programa de Pds-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos do CCS/UFPB, sob orientacédo da da Profa. Dra. Lednia Maria Batista

e da Profa. Dra.Edeltrudes de Oliveira Lima, respectivamente.

3.2. Metodologias experimentais

3.2.1. Avaliagdo da atividade antidiarreica e de efeitos na motilidade

gastrintestinal
3.2.1.1. Diarreiainduzida por 6leo de ricino

Para avaliacdo da atividade antidiarreica do p-cimeno serd utilizado um
modelo preconizado por Awouters et al., 1978. Camundongos Swiss machos
(n=7), em jejum 12h, foram tratados por via oral com o veiculo (tween 80 5%; 10
mL/kg), loperamida (5 mg/kg) e p-cimeno nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg.
Apos 1h, foi administrado por v.o 10 mL/kg de 6leo de ricino. Os animais foram
colocados isoladamente em caixas com piso forrado com papel para anélise dos
bolos fecais. A severidade da diarreia foi observada durante 4h, analisando os
parametros indice de evacuacéao (formados ousélidos, semissoélidos ou pastosos

e liquidos), percentual de fezes liquidas e o percentual de inibicdo da diarreia.

indice de Evacuacgido: 5 (fezes soélidas x 1) + (fezes liquidas x 2) + (fezes

liguidas x 3)

3.2.1.2. Avaliacao de efeitos no esvaziamento gastrico

Para avaliacdo do efeito do p-cimeno sobre o esvaziamento gastrico foi
utilizado o modelo padronizado por Scarpignato et al.,, 1980. Para isso
camundongos Swiss machos (n = 8) foram mantidos em jejum durante 12 horas
e tratados por v.0. com o veiculo (tween 80 5%; 10 mL/kg), loperamida 5 mg/kg
(controle positivo) e p-cimeno (25, 50, 100 e 200 mg/kg). Ap6s 1 h do tratamento,
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0,4 mL de marcador de cor semissolido (vermelho de fenol a 0,05% em 1,5% de
carboximetilcelulose) foi administrado a um grupo controle ndo tratado chamado
"grupo tempo zero", e, em seguida, esses animais foram eutanasiados
imediatamente. J& os grupos tratados com o veiculo e 0 p-cimeno receberam
este marcador e vai ser eutanasiados 30 minutos apds sua administracdo. A
cavidade abdominal foi aberta para remocao do estdmago, sendo necessaria a
ligacé@o do piloro e esfincteres esofégico inferior, evitando a perda do contetudo
do estbmago. O conteudo gastrico foi colhido em tubos Falcon®, solubilizado em
7 mL de agua destilada e centrifugado a 3000 rpm durante 15 min. Em seguida,
1 mL do sobrenadante foi misturado com 1 mL de NaOH 0,025 N e agitado
utilizando um vortex. A partir deste material, 150 yL foram pipetadas 10 em
microplacas em duplicata e levado para leitura em espectrofotobmetro (570 nm).
Os resultados foram expressos como a percentagem de esvaziamento gastrico

em relacdo ao controle ("grupo tempo zero").

% Esvaziamento Gastrico = 100 — Média da amostra x 100
Média tempo zero

3.2.1.3. Avaliagéo de efeitos no transito intestinal

Para a avaliagdo do efeito do p-cimeno sobre o transito intestinal foi
realizada com base no modelo preconizado por Stickney e Northup (1959). Para
isso foram utilizados camundongos Swiss machos (n = 7) mantidos em jejum
durante 12 horas e tratados oralmente com o veiculo (tween 80 5%; 10 mL/kg),
loperamida 5 mg/kg (controle positivo) e p-cimeno (25, 50, 100 e 200 mg/kg).
Apéds 60 minutos foi administrado 10 mL/kg (v.0.) do marcador (suspensao de
carvao vegetal em goma arabica a 5%). Ap6s 30 minutos, os animais foram
eutanasiados e feita a remoc¢do do intestino, desde duodeno até a juncgdo
ileocecal. Com uma régua, o comprimento total do intestine e a distancia
percorrida pelo carvéao ativado (Ultima parte que compreende pelo menos uma
pontuacado continua de 1 cm) foram medidos para calcular a percentagem de

transito intestinal:
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% Transito intestinal =Comprimento percorrido pelo carvaox 100
Comprimento total do intestino

3.2.2 Mecanismos de acao antimotilidade

3.2.2.1 Avaliagcdo da participacdo dos receptores adrenérgicos, NO e dos
KATP nos mecanismos anti-motilidade do p-cimeno no modelo de transito

intestinal

Esses protocolos foram conduzidos de acordo com modelos realizados
por Santos; Rao (1999) e Capasso et al. (2001). Camundongos (n=7) foram
submetidos a um jejum de 24h e pré-tratados, por via intraperitoneal, com
ioimbina (antagonista dos receptores pré-sinapticos az adrenérgicos, 1 mg/kg),
propranolol (antagonista ndo seletivo dos receptores adrenérgicos,1 mg/kg), L-
NAME (inibidor da atividade da NO-sintase, 25 mg/kg) ou glibenclamida
(blogueador dos canais de KATP, 1 mg/kg). Apos 30 minutos do bloqueio foi
realizado a administracdo por via oral de tween 80 5% (veiculo 10 mL/kg) ou p-
cimeno na melhor dose. Trinta minutos depois, 0s animais receberam oralmente
uma suspensdo de carvdo ativado (10%) em goma arabica (5%). Apos 60
minutos os animais foram eutanasiados, seus abdémens foram abertos e o
intestino removido (piloro a juncéo ileo cecal). O comprimento total do segmento
intestinal e a distancia percorrida pelo carvao ativado (até o ultimo centimetro

continuo) foram mensurados para calcular a porcentagem de transito intestinal.

% Transito intestinal =Comprimento percorrido pelo carvaox 100
Comprimento total do intestino

3.2.3. Avaliacdo do mecanismo antissecretério do p-cimeno no modelo de
acumulacédo intraluminal de fluido (enteropooling) induzido por 6leo de
ricino

Os efeitos sobre enteropooling intestinal foram avaliados conforme
protocolos descritos por Ezeja; Anaga (2010) adaptado. Camundongos (n=7),

apos jejum de 24 h, foram pré-tratados, por via oral, com tween 80 5% (veiculo

10 mL/kg), loperamida 5 mg/kg (controle positivo) e o p-cimeno na melhor dose
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a partir do modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino. Apos 60 minutos, para
inducdo da diarreia, os animais receberam, por via oral, 10 mL/kg de dleo de
ricino. Ap6s 1 h os camundongos os camundongos foram eutanasiados, 0s
intestinos removidos (piloro a juncéo ileo-cecal) e pesados com o contetdo
intestinal (intestino cheio), depois foi retirado o conteudo intestinal e sera pesado
novamente (intestino vazio). A diferenca entre o primeiro e o segundo peso vai

ser considerada como o peso do conteldo intestinal de cada animal.

3.2.4. Avaliacdo da atividade antibacteriana e antifungica do p-cimeno

Nos ensaios bioldgicos para avaliacao da atividade antimicrobiana sobre
cepas de bactérias, fungos leveduriformes e filamentosos o p-cimeno foi pesado
e devidamente solubilizado em 250 pL (5%) de dimetil-sulféxido (DMSO) e
adicionados 100 pL (2%) de tween 80 e completou- se o volume final com agua
destilada esterilizada g.s.p. 5 mL. Dessa forma, foi obtida a concentracao inicial
do produto de 1024 pg/mL e diluido em série até 16 pg/mL (CLEELAND;
SQUIRES, 1991; NASCIMENTO et al., 2007; PEREIRA et al., 2014).

3.2.4.1 Concentracao inibitéria minima (CIM)

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme os
protocolos de Cleeland; Squires (1991), Eloff (1998) e CLSI (2008). A
determinacao da CIM das substancias sobre cepas bacterianas e fungicas foram
realizadas pela técnica de microdiluicdo em caldo em placa para cultura de
células (TPP/ SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96 pogos com fundo em “U”.
Inicialmente, foram distribuidos 100 uyL de RPMI/BHI duplamente concentrado
nos orificios das placas de microdiluicdo. Em seguida, 100 yL da emulsao dos
produtos preparados foram dispensados nas cavidades da primeira linha da
placa. E por meio de uma diluicdo seriada a uma raz&o de dois, foi obtida
concentragdes de 1024 ug/mL até 16 ug/mL. Por fim, foi adicionado 10 uL das
suspensdes das cepas bacterianas e fungicas nascavidades, onde cada coluna
da placa refere-se, especificamente, a uma espécie. Paralelamente, foram

realizados os controles: micro-organismos (CBHI + bactérias e RPMI + leveduras
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ou fungos filamentosos) e meio de cultura (RPMI/CBHI), para comprovacédo da
viabilidade das cepas e esterilidade do meio, respectivamente. As placas
preparadas foram assepticamente fechadas e submetidas a incubacdo numa
temperatura de 35 + 2°C por 24 - 48 horas para 0s ensaios com bactérias e
leveduras, ja os fungos filamentosos foram incubados a temperatura de 28 + 2°C
por 7 dias.

No caso do ensaio biolégico com as bactérias, apos 24 h de incubacéo, foi
adicionado 20 pL de solucdo do corante resazurina a 0,01 % (INLAB),
reconhecido como um indicador colorimétrico de oOxido-reducdo (MANN;
MARKAN, 1998). O ensaio foi incubado 35 + 2°C por 24 - 48 h. Apds a mudanca
de coloracao do corante (azul para vermelho), considerou- se como indicador de
crescimento microbiano; e se a cor permanece azul, significa a auséncia de
crescimento microbiano. A CIM para cada produto foi definida como a menor
concentragdo capaz de inibir visualmente o crescimento microbiano e/ou

verificado pela permanéncia da coloragéo do corante indicador

A atividade antimicrobiana dos produtos foi interpretada e considerada
como ativa ou inativa, conforme os seguintes critérios: até 600 ug/mL= forte
atividade; 600-1500 ug/mL= moderada atividade; > acima de 1500 yg/mL=fraca
atividade ou produto inativo (HOLETZ et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004;
HOUGHTON et al., 2007).

Em seguida foi feito o ensaio pata a determinagdo da Concentragcao
Fungicida Minima (CFM) Bactericida Minima (CBM). Apoés leitura da CIM,
aliquotas de 20 uL do sobrenadante das cavidades onde foi observada completa
inibicdo do crescimento fungico (CIM, CIM X 2, CIM X 4) foram semeadas em
placas de microdiluicdo/96 pocos, contendo o meio de cultura liquido adequado
para cada grupo de micro-organismos. As placas foram incubadas a 35° C/24-
48 horas/leveduras e bactérias e a TA (28-30 °C) / 7 dias. A CFM e CBM foi
considerada como a menor concentragdao do produto que foi capaz de inibir o
crescimento dos micro-organismos (aproximadamente 99 a 99,5 % de atividade
de morte), pela observacdo da auséncia de crescimeto no meio liquido. Os
ensaios foram realizados em duplicata e o resultado expresso pela média
aritmética das CFM’s CBM's obtidas nos dois ensaios (HAFIDH et al., 2011).
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3.3 Andlise estatistica

Todos os resultados foram expressos como uma percentagem da média
+ SEM (dados paramétricos) e mediana (minimo-maximo) para dados nao-
paramétricos. As diferencas entre as médias/mediana serdo analisadas
estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos) ou one-
way ANOVA (dados paramétricos), seguidos de pos-testes de Dunnet ou Dunns
com p <0,05. Todos os dados serdo analisados utilizando GraphPad Prism

software versao 5.0 (GraphPad Software Inc®, San Diego, CA, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito do p-cimeno sobre a diarreia em camundongos induzida pelo

6leo de ricino

De acordo com os resultados observados, os camundongos do grupo
controle negativo tratados apenas com o veiculo (tween 80 5% - 10 mL/kg)
apresentaram sinais intensos de diarreia, com indice de evacuacéo 14 (13-20) e
45% de fezes liquidas. O pré-tratamento com as doses do p-cimeno (100 e 200
mg/kg v.0.) ndo foi observado fezes liquidas e diminuiu o indice de evacuacéo
em 2 (1-4) com 85% de inibicdo da diarreia (p<0,01) e 0 (0-0) com 100% de
inibicdo (p <0,001), respectivamente, quando comparado com grupo controle
negativo. A droga antidiarreica padrao, loperamida (5 mg/kg, v.0.), diminuiu o
indice de evacuacdo em 4 (0-5), com 16% de fezes liquidas e produziu uma
inibicdo de 82% da diarreia (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeito da administracdo oral do p-cimeno e da loperamida na diarreia

induzida por 6leo de ricino

Tratamento Dose indice de Evacuagéo % Fezes % Inibic&o

(v.0.) (mg/kg) (IE) liquidas Diarreica
Tween 80 5% - 14 (13-20) 45 -
Loperamida 5 4 (0-5)** 16 82
p-cimeno 25 10 (4-13) 20 55
p-cimeno 50 5(3-7) 19 67
p-cimeno 100 2 (1-4)** 0 85

p-cimeno 200 0 (0-0)**=* 0 100 ###

Os dados estéo apresentados como mediana (minimo-maximo). Teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de Dunn (** p <0,01, *** p <0,001, ##p <0,001 - em comparag¢do com 0 grupo p-cimeno
(100 mg/Kg) (n = 7).

4.2 Efeito do p-cimeno sobre o esvaziamento gastrico

Os resultados desse modelo mostraram que os camundongos tratados
com o veiculo (tween 80 5% - 10 mL/kg) apresentou 64% de esvaziamento

gastrico. Os grupos tratados com a loperamida e o p-cimeno nas doses de 50,
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100 e 200 mg/kg reduziram o esvaziamento gastrico em 53% (p<0,001), 89%
(p<0,01), 84% (p<0,001) e 79% (p<0,001), respectivamente, quando
comparados ao grupo de controle negativo (Tween 80 5%) (Gréfico 1).

Gréfico 1 - Efeito da administracdo oral do p-cimeno e da loperamida no

esvaziamento gastrico de camundongos
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Os dados sédo apresentados como média + desvio padrdo. ANOVA seguida pelo teste de
comparacdes multiplas de Dunnet e Tukey (** p <0,01** p <0,01 e *** p <0,001 - em comparacao
com o grupo de Tween 80 5%) (n=8)

4.3 Efeito do p-cimeno no transito intestinal

Os resultados desse protocolo mostraram que a distancia percorrida pelo
carvao, em termos de percentagem do comprimento total do intestino foi de 66%
no grupo controle negativo. Ja o tratamento com a loperamida e o p-cimeno em
todas as doses testadas reduziram significativamente (p <0,001) a percentagem
de transito intestinal (26, 49, 47, 42 e 29%, respectivamente) quando

comparados com o grupo de controle negativo (Grafico 2).
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Gréfico 2 - Efeito da administracdo oral de p-cimeno e loperamida em transito

intestinal em camungondos
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Bl p-cunenc - 200 mg'kg

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. ANOVA seguida pelo teste de
comparac¢des multiplas de Dunnet e Tukey (*** p <0,001 - em compara¢do com o grupo de

TWEEN 80 5%) (n=7).

4.4. Avaliacdo da participacdo do NO no mecanismo anti-motilidade do p-

cimeno no modelo de transito intestinal

Com base nos resultados foi possivel observar que o p-cimeno (200

mg/kg) inibiu o transito intestinal do marcador carvao ativado para 43% (p

<0,001) em comparacdo ao controle negativo 86%. O pré-tratamento com L-

NAME reverteu de forma significativa o efeito inibitério desse monoterpeno sobre

o transito intestinal para 85% (p <0,001), quando comparado ao grupo tratado

apenas com L-NAME 93%. Esses dados foram expressos no gréafico 3.
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Gréfico 3: Efeito da administragcéo oral do p-cimeno sobre a participacdo do NO

no mecanismo anti-motilidade do p-cimeno no modelo de transito intestinal
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Tratamentos

Os dados foram apresentados como média + d.p. (One way ANOVA, pds-teste de Dunnett ***p

<0,001 em comparacdo ao grupo controle negativo, tween 80 5%.

4.5. Avaliagdo da participagao do KATP no mecanismo anti-motilidade do

p-cimeno no modelo de transito intestinal

Com base nos resultados foi possivel observar que o p-cimeno (200
mg/kg) inibiu o transito intestinal do marcador carvdo ativado para 43% (p
<0,001) em comparacdo ao controle negativo 86%. O pré-tratamento com
Glibenclamida reverteu de forma significativa o efeito inibitério desse
monoterpeno sobre o transito intestinal para 89% (p <0,001), quando comparado
ao grupo tratado apenas com Glibenclamida 91%. Esses dados foram expressos

no gréfico 4.
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Gréfico 4: Efeito da administracdo oral do p-cimeno sobre a participacdo do

KATP no mecanismo anti-motilidade do p-cimeno no modelo de transito intestinal
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Tratamentos

Os dados foram apresentados como média = d.p. (One way ANOVA, pos-teste de Dunnett ***p
<0,001 em comparacdo ao grupo controle negativo, tween 80 5%.

4.6. Avaliacdo da participacédo dos receptores adrenérgicos pos sinapticos

no mecanismo anti-motilidade do p-cimeno no modelo de transito intestinal

Com base nos resultados foi possivel observar que o p-cimeno (200
mg/kg) inibiu o transito intestinal do marcador carvdo ativado para 51% (p
<0,001) em comparag¢do ao controle negativo 89%. O pré-tratamento com
propranolol reverteu de forma significativa o efeito inibitério desse monoterpeno
sobre o transito intestinal para 84% (p <0,001), quando comparado ao grupo
tratado apenas com propranolol 95%. Esses dados foram expressos no grafico
5.
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Gréafico 5: Efeito da administracdo oral do p-cimeno sobre a participacdo do

receptores adrenérgicos pos sinapticos no modelo de transito intestinal
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Tratamentos

Os dados foram apresentados como média + d.p. (One way ANOVA, pos-teste de Dunnett ***p

<0,001 em comparacéo ao grupo controle negativo, tween 80 5%.

4.7. Avaliacdo da participacao receptores pré-sinapticos az adrenérgicos

no mecanismo anti-motilidade do p-cimeno no modelo de transito intestinal

Com base nos resultados foi possivel observar que o p-cimeno (200
mg/kg) inibiu o transito intestinal do marcador carvao ativado para 51% (p
<0,001) em comparacdo ao controle negativo 89%. O pré-tratamento com
loimbina reverteu de forma significativa o efeito inibitério desse monoterpeno
sobre o transito intestinal para 92% (p <0,001), quando comparado ao grupo
tratado apenas com ioimbina 97%. Esses dados foram expressos no grafico 6.
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Gréafico 6: Efeito da administracdo oral do p-cimeno sobre a participacdo do

receptores pré-sinapticos a2 adrenérgicos no modelo de transito intestinal

15017

— 1 Tween 80 8%
Bl oimbina 1 mg/kg
97% o .
1004  89% 92% E= p-cimeno 200 mg/kg
loimbina 1 mg/kg + p-cimeno
= g/Kg p
51% 200 mg/kg

*kk

501

% Transito intestinal

Tratamentos

Os dados foram apresentados como média + d.p. (One way ANOVA, pos-teste de Dunnett ***p

<0,001 em comparacado ao grupo controle negativo, tween 80 5%.

4.8. Avaliacdo da acumulacado intraluminal de fluido (enteropooling)

induzido por 6leo de ricino em camundongos

O tratamento com a loperamida (5 mg/kg) e o p-cimeno (200 mg/kg)
reduziu de forma significativa da relagcéo de peso de fluido intestinal (g) para 0,08
+ 0,01, 92% (p <0,001), 0,22 + 0,02, 42% (p <0,001), respectivamente, quando
comparado ao grupo controle negativo 0,38 + 0,01 (tween 80 5%). Esses

resultados estéo expressos no grafico 7.
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Gréafico 7: Efeito da administracdo oral do p-cimeno sobre enteropooling

induzido por 6leo de ricino em camundongos
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Tratamentos

Os dados foram apresentados como média + d.p. (One way ANOVA, pos-teste de Dunnett ***p

<0,001 em comparacdo ao grupo controle negativo, tween 80 5%.

4.9 Avaliacdo da atividade antibacteriana e antifungica do p-cimeno no

modelo da concentracéo inibitoria minima (CIM)

Na Tabela 2, estdo registrados os resultados da avaliacdo da atividade
antibacteriana e antifingica do p-cimeno, na concentragéo de 1024 a 16 pg/mL.
O fitoconstituente produziu inibicdo sobre o crescimento de todas (100%) as
espécies microbianas até a concentracdo de 32 pg/mL, concentracdo esta
inferior as dos controles nistatina, cloranfenicol e fluconazol. E a Concentracdo
Fungicida Minima (CFM) e Bactericida Minima (CBM) do produto contra as

cepas bacterianas e fungicas ficou estabelecida em 64 pg/mL.
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Tabela 2. Avaliagdo da Concentracao Inibitéria Minima/CIM (ug/mL) do p-

cimeno em cepas bacterianas e flngicas.

1 ! C) ! L
9] Q 2 T o ' o =
S |2 |¢o|88|C 8318 |g5|28|3 |Eg|3
Produto < < SgS|EYN |<o | € |Fo | E2Q c S = S3| €
28 |23 188|838 (g9 |30 (<R |8 |2F¥ | 2R 22|58
. & T N s 0 > =3 —_ 20 ! c >= | 8
p-cimeno S L M gg 20 | 23 098 83 | 80 .28 s 55 %N
&S S SE | S | 3 SE | © s = . E | © S| S
3 = G < G < © Q< Ui 0 < < <« [ g
. ; : o @)
@) @] (%))
1024 - - - - - - - - - - - -
512 - - - - - - - - - - - -
256 _ - ) ) ) ) ) ) . } - -
128 - - - - - - - - - - - -
64 ; - ) ) ) . . . . N - -
32 ; - - - - - - - . - - -
16 - - + + + + + + - - + +
+ + + + + + + + + + + +
Meio de cultura - - - - - - - - - -
Micro-organismo + + + + + + + + + + + +
Cloranfenicol 100 . i T T
pg/Ml
Nistatina 100UI/MI - - - - T
Fluconazol 50 pg/mL - -

(+): Crescimento do micro-organismo (-): Nao houve crescimento do micro-organismo

(-----): Controle ndo usado nos ensaios.
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4. DISCUSSAO

Nos ultimos anos tem sido intensificada a busca por estratégias
terapéuticas a partir de produtos naturais, em especial plantas medicinais, para
o tratamento de desordens no trato gastrintestinal a exemplo de Ulcera péptica,
doencas inflamatérias intestinais e diarreia, considerando que muitos
medicamentos existentes no mercado apresentam-se com eficacia limitada,
efeitos colaterais e alto custo (AWAAD; EL-MELIGY; SOLIMAN, 2013;
SHIKOVET al., 2014).

Aproximadamente 60% dos medicamentos disponiveis comercialmente
sdo baseados em compostos bioativos extraidos de fontes naturais ou usados
para sintese quimica completa ou parcial de novos compostos (CRAGG;
NEWMAN, 2013). Isso demonstra que estruturas de produtos naturais continuam
a desempenhar um papel muito importante no processo de descoberta e
desenvolvimento de novas drogas (CRAGG; NEWMAN, 2012).

A diarreia € uma das principais causas de morbidade e mortalidade,
especialmente nos paises em desenvolvimento, e € responsavel pela morte de
milhdes de pessoas a cada ano (BIK, RELMAN 2014).

O p-cimeno € um monoterpeno presente em diversas espécies vegetais
gue possui atividades farmacoldgicas no TGl. O mesmo apresentou resultados
promissores frente a atividade gastropretetora, aniulcerogénica e

antinflamatoria.

Nessa pespectiva, o presente trabalho foi realizado com o intuito de
investigar a atividade antidiarreica do p-cimeno, seus efeitos antissecretorios e
na motilidade Gl, como também a sua atividade antimicrobiana nos diferentes

modelos experimentais.

O primeiro passo do presente estudo foi avaliar se o p-cimeno possuia
efeito antidiarreico, e, para isso foi utilizado o modelo de diarreia induzido por
6leo de ricino em camundongos (AWOUTERS et al., 1978). O 6leo de ricino é
hidrolisado na porcéao superior no intestino delgado em &cido ricinoléico, pelas
lipases intestinais,causando irritacdo e inflamacéo da mucosa intestinal que

estdo associados a liberagéo de substancias enddégenas como prostaglandinas
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e NO. Estas substancias podem estimular a secrecéo de fluido, inibir a absorcéo
de 4gua e de eletrdlitos, reduzir a absor¢cao de Na* e K* e diminuir a atividade da
Na*, K* - ATPase no intestino delgado e no colon (FRANCA et al., 2008; SHENG
et al., 2015; SUN et al., 2010).

A loperamida € um farmaco opidide e uma droga padrdo antidiarreico,
sendo esta atividade relacionada a mecanismos antimotilidade relacionada ao
antagonismo de canais de calcio também responsavel pelo seu efeito
antidiarreico e antissecretorio pela inibicdo transporte de eletrolitos e da
permeabilidade paracelular reduzindo a secre¢do dos fluidos (BALAJI et al,
2012). A loperamida € uma das drogas antidiarréicas mais eficazesda
terapéutica existente e amplamente utilizadas. No presente estudo, a loperamida
comprovou efetivamente as afirmacdes por antagonizar a atividade diarreica

induzida pelo 6leo de ricino.

Considerando que o p-cimeno diminuiu significativamente a diarreia
induzida por 6leo de ricino nos trés parametros avaliados (indice de evacuacéo,
percentual de fezes liquidas e percentual de inibicdo da diarreia) nas doses de
100 e 200 mg/kg, quando comparado com o grupo controle negativo. Além disso,
0 p-cimeno apresentou melhores resultados quando comparados ao grupo
tratado com a loperamida. E possivel sugerir que a acédo antidiarreica deste
monoterpeno pode estar relacionada a um efeito antimotilidade ou

antissecretério produzido pelo p-cimeno.

No estudo conduzido por Umar et al. (2015) foi utilizado o modelo de
diarreia por 6leo de ricino com os diterpenos stachysrosane 1 e 2 e os resultados
apontaram uma diminuicdo da diarreia desses diterpenos, nas doses de 15, 30
e 45 mg/Kg, resultado semelhante aos encontrados no presente estudo, uma vez
que 0 p-cimeno e os stachysrosane 1 e 2 sdo terpenos. Um outro estudo
realizado por Jalilzadeh-Amin e colaboradores (2015) avaliou o 6leo essencial
de Mentha longifolia L. (EOML), que tem como principais componentes o
pulegone e 1,8-cineol, nas doses de 20 e 80 mg/kg apresentou atividade

antiarreica, no mesmo modelo avaliado.

A motilidade gastrintestinal é regulada por diversos peptidios, horménios

e neurotransmissores, como a acetilcolina, gastrina, somatostatina, motilina,

65



substancia P, adrenalina e noradrenalina, serotonina, dopamina e NO. Além
disso, o processo de motilidade gastrintestinal também é regulado por canais
ibnicos como os canais de célcio e potassio de membrana, CFTR e 0s Karp.
Disfuncdes na motilidade, tais como, alteracfes no esvaziamento gastrico, tém
sido associadas a diversas desordens gastrintestinais, incluindo dispepsia
funcional, constipacdo, sindrome do intestino irritdvel e diarreia (CAMPBEL,
2014; CHENG et al., 2010; DONOWITZ, 2012; NAM et al., 2016).

O esvaziamento gastrico € um processo fisiologicocomplexo, que
compreende a passagem e a entrega do conteudo gastrico para o duodeno,
assegurando uma absorcao ideal em um tempo e fluxo adequado (MILLER et
al., 2018; ROSTAS et al., 2011). A diminuicdo na porcentagem de esvaziamento
gastrico evidenciada com o p-cimeno sugere um possivel efeito anti-motilidade
0 que justifica a atividade antidiarreica deste composto. Em um estudo conduzido
por Caldas et al. (2011) foi demonstrado uma diminuicdo da porcentagem de
esvaziamento gastrico para o 6leo essencial da espécie Hyptis martiussi
(Lamiaceae) nas doses avaliadas de 100 e 200 mg/Kg. Esta espécie € rica em
monoterpenos a exemplo, 1,8-cineol, terpinoleno e & -3-Careno. Desta forma os
resultados encontrados no presente estudo corroboram com os resultados
encontrados por Caldas et al.,, (2011) uma vez que 0s constituintes ativos

respensavel pela reducédo do esvaziamento gastrico sdo terpenos.

O préximo passo do estudo foi investigar o efeito do p-cimeno no transito
intestinal de camundongos utilizando para isso 0 ensaio de transito intestinal,
tendo o carvdo ativado como marcador. Os resultados nesse modelo
demonstraram uma diminuicdo da propulsdo intestinal em todas as doses
avaliadas. Esses achados ratificam os dados encontrados no experimento
anterior, sugerindo que a atividade antidiarreica do p-cimeno também esta
relacionada a atividade antimotilidade mediada por este monoterpeno. Estudo
descrito por Ghader et al. (2015) com o 6leo essencial da Mentha longifolia L rico
em monoterpenos, sabineno, pinenos e neril acetato diminuiu o transito intestinal
nas doses avaliadas 60 e 80 mg/kg. Assemelha-se aos resultados obtidos no

presente estudo com o p-cimeno.

Uma vez avaliada e contatada a atividade antimotilidade do p-cimeno, se
fez necessaria a continuidade dos estudos na perspectiva de avaliar as vias
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relacionadas com esse efeito. Assim, foi avaliado uma possivel participacdo da
via nitrérgica mediado pelo 6xido nitrico, participacdo de canais para potassio
sensiveis ao ATP e a via adrenérgica avaliando assim a participacdo dos

receptores pré e pos-sinapticos.

O oOxido nitrico intestinal (NO) € um neurotransmissor liberado por
neurdnios entéricos inibitorios e € um potente ativador da secre¢céo no intestino
sendo considerado um regulador do transporte basal de &gua intestinal
(GRONEBERRG et al., 2016).

O NO uma vez liberado pelos neurbnios motores causam respostas
estereotipadas de hiperpolarizacdo pds-juncdo, consistindo em potenciais de
juncéo inibitéria nitrérgica (IJPs) que resultam no relaxamento do musculo liso,
modulando assim a motilidade gastrintestinal em estados fisiologicos e
fisiopatoldgicos. Esta molécula atua ativando a guanilato ciclase (GC), levando
a producdo de cGMP gque fosforila proteina kinase G, e esta por sua vez ativa
canais para K+ promovendo diminui¢do do influxo de calcio, promovendo assim
o relaxamento da musculatura lisa (KHROMOV et al., 2006; SANDERS et al.,
2012; NAM et al., 2016).

No presente estudo, os resultados obtidos mostraram que o p-cimeno teve
seu efeito antimotilidade revertido quando avaliado em associagdo com L-NAME,
um inibidor da NO sintase (NOS), sugerindo uma possivel participacdo na via do

NO para o efeito antimotilidade desse fitoconstituinte.

Assim como o NO, os canais de potassio, desempenham um importante
papel no trato gastrintestinal que € a regulacdo fisiologica no tbnus da
musculatura lisa. Dentre estes canais, 0S canais para potassio sensiveis ao ATP
(KATP) séo expressos em grande quantidade (SANDERS; KOH; WARD, 2006;
SANDERS, 2008). A ativacdo dos KATP promove uma hiperpolarizacédo da
membrana celular, diminuicdo do influxo de Ca2+ intracelular e inibicdo a
excitabilidade celular, gerando assim o relaxamento do muasculo liso (STANDEN,
2005; KIM et al., 2008).

Neste estudo, foi observado que na presenca de um blogueador dos

canais de potassio sensiveis ao ATP, a glibenclamida, o efeito antimotilidade do
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p-cimeno foi revertido, sugerindo assim que o mesmo possivelmente também

participa da via dos KATP.

Efeito semelhante foi observado em um estudo realizado por Formiga e
Colaboradores (2017), em que o extrato da Maytenus erythroxylon Reissek
(EtOHE-Me), que é rico em triterpenos como o friedelan-33-ol (QUEIROGA,
2000; BASHIR et al., 2011) mostrou atividade antidiarreica. A dose avaliada de
500 mg/kg do EtOHE-Me, apresentou uma reducéo do percentual de transito
intesnial e este efeito antimotilidade da espécie vegetal esta relacionado a via
nitrérgica e dos KATP. Logo, os resultados do nosso estudo corroboram aos aos

resultados encontrados na literatura.

A ativacao das inervagfes simpéticas do intestino resulta em inibicdo da
atividade peristaltica e reducdo do tbnus. Este efeito inibitorio € mediado
principalmente por agonistas az- adrenérgicos. Assim, a ativagdo dos receptores
a2 adrenégicos pré-juncionais inibe a liberacéo de acetilcolina de neurénios do
plexo mioentérico, consequentemente reduzindo a motilidade gastrintestinal
(MBAGWU; ADEYEMI, 2008).

Aioimbina, antagonista dos receptores a2 adrenégicos, aumenta liberagéo
de acetilcolina dos terminais pré-sinapticos, resultando em aumento do ténus
colonico (BHARUCHA et al., 2008; AKINDELE; SALAKO; OHONBAMU, 2014).
No presente estudo, os resultados obtidos mostraram que o p-cimeno teve seu
efeito antimotilidade revertido quando administrado em associacdo com a
ioimbina. Dessa forma podemos inferir uma possivel participacdo na via

adrenérgica para o efeito antimotilidade desse constituinte ativo.

O préximo passo foi avaliar a participacédo dos receptores 3 adrenérgicos
no efeito antimotilidade do p-cimeno. Esses receptores estdo ligados as
proteinas Gs, que, por sua vez, estdo unidas a adenilato ciclase. A ligacdo do
neurotransmissor aos receptores provoca aumento na concentragao do segundo
mensageiro celular, AMPc. Na mesma direcdo, os efetores do AMPc incluem
PKA, que medeia alguns dos eventos intracelulares dentre eles a diminuigcéo da
concentracdo de Ca2+ intracelular e assim relaxamento intestinal
(BORTOLOTTO, CAMUSSIM-COLOMBO, 2009). O propranolol bloqueia o

efeito agonista dos neurotransmissores simpaticos sobre os receptores B1 e B2,
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competindo pelos lugares de unido ao receptor (BORTOLOTTO, CAMUSSIM —
COLOMBO, 20009).

Neste estudo, foi observado que na presenca de um bloqueador nao
seletivo dos receptores beta adrenérgicos, o propranolol, o efeito antimotilidade
do p-cimeno foi revertido, sugerindo assim que a participacéo da via adrenérgica
desse monoterpeno, além de uma ativacdo pré-sinaptica, a ativacdo de
receptores poés-sinapticos também estad possivelmente envolvida. Resultado
semelhante foi observado por Formiga e Colaboradores (2017), cujo EtOHE-Me
quando foi associado ao propranolol, promoveu um aumento no transito
intestinal, ou seja, 0 extrato teve seu efeito antimotilidade revertido pela acéo do

bloqueador.

Assim o p-cimeno produziu uma reducdo significativa na atividade
antidiarreica e no transito gastrintestinal. Dessa forma, em sido observado que
substancias que atuam a motilidade, frequéncia, e consisténcia de diarreia
também podem agir sobre a secrecao (HSU, 1982; MILLER et al., 2018).

Para o presente estudo foi selecionado o modelo de enteropooling
induzido por Oleo de ricino na perspectiva de avaliar um possivel efeito
antissecretorio relacionado a atividade antidiarreica. Os resultados desse estudo
mostraram que o p-cimeno reduziu significativamente o volume de contetdo
intestinal apds a inducao da secrecéo intestinal. Neste contexto, o efeito desse
monoterpeno pode estar relacionado a uma reducéo da diarreia por aumento da
reabsorcdo de eletrélitos e 4gua e/ou inibicdo do acumulo do fluido intestinal,

inferindo assim possivelmente um mecanismo antissecretério e pré-absortivo.

Resultado semelhante foi observado por Pérez-Gutiérrez et al. (2013) no
estudo com o diterpeno 19-deoxyisoicetexone (25 mg/kg), mostrando uma
diminuicdo na relagdo peso de fluido intestinal. Esses dados corroboram com os
nossos resultados uma vez que o p-cimeno assim como 19-deoxyisoicetexone,

sao constituintes quimicos pertencentes a classe dos terpenos.

Estudos epidemiolégicos tem mostrado a importancia da shigelose e
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) como causas de morbidade e
mortalidade por diarreia em lactentes e criangas pequenas e menores de 5 anos
de idade (ALl et al., 2012; KOTLOFF et al., 2013). Estimativas mostram que para
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as regides do Sul da Asia e Africa, que a E. coli é a causa de 30% dos episodios
anuais de diarreia entre criancas maiores que 5 anos e 82% de mortes por
diarreia global entre criangas menores de 5 anos (LIU et al., 2012; LAMBERTI et
al., 2014).

A Escherichia coli pode causar diarreia por diferentes mecanismos, um
deles € por adesao as células hospedeiras do TGI que ocorre em trés estagios:
1) aderéncia localizada inicial ou néo intimida; 2) translocacdo de fatores de
viruléncia para a célula hospedeira através de um sistema de secrecao tipo 3
(T3SS), levando a disfuncdo do citoesqueleto; e 3) intima fixagdo de células
hospedeiras e formacéo de pedestais de actina e lesdes de fixacao / apagamento
(GUJRALET al., 2015). Outro mecanismo relacionado a atividade diarreica é a
liberacdo de toxinas bacterianas, que atuam na ativacdo do receptor de guanil
cilase particulada acoplada a proteina Gs, gerando um aumento do AMPc,
ativagcdo da PKA, que por sua vez aumento da secrecdo de ions e eletrdlitos,

desencadeando assim os episodios diarreicos (GUJRALET al., 2015).

Os produtos naturais, como o0s 6leos essenciais (OE) de plantas
medicinais, e seus fitoconstituintes, possuem diversas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias. Aléem disso a atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais ricos em terpenos foram avaliadas em varios microorganismos e tem
mostrado eficacia contra quase todas as espécies bacterianas (BURT et al.,
2003; CARSON et al., 2011; DADALIOGLU et al., 2004).

Assim, o presente estudo tem como objetivo de avaliar a atividade
antibacteriana do p-cimeno utilizou cepas de bactérias causadores de diarreia
como: Staphylococcus aureus ATCC-13150, Pseudomonas aeruginosa ATCC-
25853, Escherichia coli ATCC-18739 e Salmonela enteritis ATCC-6017.

Os resultados mostraram que este fitoconstituinte, na concentragao de 32
pug/mL/CIM e 64 pg/mL/CBM, produziu inibicdo sobre o crescimento das 4 cepas

bacterianas, ou seja, 0 p-cimeno apresenta atividade antibacteriana.

Estudos anteriores ja avaliaram a atividade antibacteriana do p-cimeno
em cepas de bactérias causadoras de diarreia, a exemplo de um estudo

realizado por Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn (2010) mostrou que o p-
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cimeno inibiu o crescimento de cepas de Vibrio cholerae (ATCC 14033, VC1,
and VC7).

Além disso a atividade antibacteriana dos monoterpenos a-terpineol,
linalol, eucaliptol e a-pineno foram avaliadas por Zengin e Colaboradores (2014).
O eucaliptol apresentou maior sensibilidade na atividade antibacteriana as cepas
de E. coli0157: H7, S. aureus e Salmonela typhimurium e o a-pineno apresentou

atividade frente S. aureus, P. aeruginosa e E. coli.

Um estudo realido por Chalchat e colaboradores (2000) avaliou o CIM dos
enantiomeros (+) (-) de a-pineno, B-pineno e limoneno em cepas de bactérias
(Eschertchia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphyllococus aureus), no
mesmo modelo avaliado do presente estudo e mostrou que esses terpenos
inibiram o crescimento das cepas bacterianas testadas. Assim 0S Nnossos
resultados corroboram com os resultados encontrados com os da literatura, uma

vez que foram avaliados para esta atividade monoterpenos.

No TGI, as leveduras do género Candida sdo as mais descritas na
literatura como membro da microbiota intestinal, pode provocar, por
translocacao, infeccdes sistémicas. Evidéncias mostram que em individuos
imunodeprimidos, apresentaram diarreia provocada pela infeccdo por Candida
albicans (KRAUSE et al., 2001; 2005). Awoyen e colaboradores (2017) mostrou
que 62,3% dos pacientes com HIV que apresentaram uma contagem de CD4

abaixo de 200 células / mm? possuem diarreia cronica por infeccéo por candida
spp.

As espécies do género Candida sdo os fungos oportunistas que mais
causam infeccdo no TGl apds exposicdo a antibidticos, como também, foi
observado um isolamento prevalente em fezes diarreicas de criancas apos
exposicdo a antibiéticos (FORBES et al., 2001; 2002). Um estudo realizado por
Vaishnavi e colaboradores (2008) mostrou que individuos em tratamento com
antibioticos, apresentam intensa diarreia e das 111 amostras fecais, 32 foram
positivas para identificacdo das espécies do género Candida (C.albicans, C.
tropicalis e C. krusei). Nao se sabe ao certo o mecanismo de acdo pelo qual as
espécies desse g@género causam diarreia. Entretanto sabe-se que a

patogenicidade desse fungo se da pela secrecdo de aspartil proteinase, enzima
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capaz de degradar o muco intestinal, o que contribui para a patogenicidade da
levedura, facilitando sua penetracdo na barreira mucosa e subsequente adesao
e invasao nas células epiteliais. Uma variedade de adesinas flngicas estao
envolvidas na ligacdo a proteinas de superficie da célula hospedeira, incluindo
componentes da matriz extracelular, como laminina, fibronectina e fibrinogénio,
fatores estes que podem estar relacionados a episédios diarreicos uma vez que
as funcdes dos enterdécitos do epitélio intestinal estardo comprometidas (SILVA
et al., 2014).

Assim, o presente estudo afim de avaliar a atividade antifungica do p-
cimeno avaliou cepas de fungos causadores de diarreia como Candida albicans
ATCC-76485; C. tropicalis ATCC-13803; C. parapsilosis ATCC-22019, como
também, afim de ampliar o conhecimento das atividades farmacolégicas do p-
cimeno frente a atividade antifingica, foram testados cepas de Criptococcus
neoformans ATCC-6258; Aspergillus fumigatus ATCC-40640; Penicillium
citrinum LM-278, Fusarium oxysporum URM-5893 e Cladosporium carionii LM-
283.

Os resultados mostraram que este fitoconstituinte, na concentragdo de 32
pHg/mL/CIM e 64 pg/mL/CFM, produziu inibigcdo sobre o crescimento das 8 cepas
fungicas avaliadas, ou seja, 0 p-cimeno apresenta atividade antifangica.

O p-cimeno ja apresentou atividade antifangica em estudos anteriores.
Kordali e colaboradores (2008) observou que o OE de Origanum acutidens, que
tem como componentes majoritarios o carvacrol e o p-cimeno, inibiu o
crescimento micelial de 17 fungos patogénicos e seus efeitos antifiungicos foram

superiores aos fungicidas comerciais.

Divesos OEs, ricos em terpenos, possuem antividade antifungica. Um
estudo realizado por Souza e Colaboradores (2016) avaliou 15 6leos essenciais
em cepas de C. tropicalis ATCC 13803. Os resultados mostraram que o Oleo
essecial de Pelargonium graveolens (Geraniaceae), que tem como constituintes
majoritarios os monoterpenos Geraniol e o Linalol, foi o mais efetivo na atividade
antifangica. O Eugenol apresentou atividade contra células de C. albicans e C.
tropicalis em biofilmes (RUKAYADI et al., 2013). O OE de Myrtus communis, rico
em alcool terpénicos (fenol, p-cimeno-8-ol, geraniol, terpineol e borneol),
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demonstraram uma inibicdo efetiva da atividade de adesédo e a formacéo de
biofiilme em trés espécies isoladas de amostras clinicas: C. albicans, C.
parapsilosis e C. tropicalis (RANE et al., 2013). O OE de O. basilicume os
principais metabolitos secundarios (Geraniol e Linalol), foram eficazes contra a
formacdo de biofilme por duas cepas resistentes de C. allbicans e C.
neoformans. Esta atividade antifungica € devido a reducédo da quantidade de
esterol extraido e do tamanho da capsula fangica, sugerindo que elas
desempenham um papel importante, em particular causando destruicdo da
parede celular de C. neoformans devido a formacdo de irregularidades na
membrana fangica. Como também, levando a presenca de vesiculas e
espessamento da parede celular nas cepas de C. albicans (PEKMEZOVIC et al.,
2016). Dessa forma os nossos resultados corroboram com os resultados da

literatura devido a atividade antifingica de terpenos.

Os terpenos podem desempenhar um papel relevante também durante as
infeccdes mistas devido a presencga concomitante de bactérias e fungos. Por
exemplo, infeccBes polimicrobianas mistas devido a presenca de bactérias e
fungos patogénicos, comumente encontradas em individuos com infeccfes
cronicas. Os OEs citricos, ricos em mentol, p-cimeno, e sabineno, sdo capazes
de impedir o biofilme polimicrobiano formado por Pseudomonas aeruginosa e

fungos patogénicos, em especial A. fumigatus (LIU et al., 2017).

Esta coletdnea de resultados da literatura de terpenos que possuem
atividade antimicrobiana, cassemelha-se com os resultados encontrados no
presente estudo, uma vez que foi testado o p-cimeno que é um monoterpeno e
que produziu inibicdo sobre o crescimento das 12 cepas bacterianas e fungicas
avaliadas. Podendo ser considerado um produto de forte atividade
antimicrobiana conforme os critérios de Holetz et al. (2002), Sartoratto et al.
(2004), Houghton et al. (2007).
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5. CONCLUSAO

Os resultados da presente investigagéo indicam que 0 p-cimeno possuli
atividade antidiarreica e esta atividade estd relacionada a um efeito
antimotilidade e antissecretorio. As vias nitrégicas, adrenérgicas e KATP
possivelmente estdo envolvidas com a atividade antimotilidade desse terpeno.
Além disso, o p-cimeno possui atividade antimicrobiana e esta atividade esta
relacionada ao efeito antifungico e antibacteriano desse composto. Dessa forma
0 p-cimeno apresenta-se como um produto com alto potencial farmacoldgico

para ser utilizado na terapéutica da diarreia.
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