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RESUMO

AVALIACAO EXPERIMENTAL DA ATIVIDADE ANTIDIARREICA DO LATEX DO
CROTON URUCURANA BAILL. Luilma Albuquerque Gurgel. Orientador: Prof. Dr.
Vietla Satyanarayana Rao. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pds-Graduagéo
em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia. Faculdade de
Medicina. Universidade Federal do Ceara, 2000.

O latex vermelho (Dragon’s Blood ou Sangre de Grado) extraido de algumas
espécies de Croton é utilizado na medicina popular no tratamento de cancer,
reumatismo, feridas, ulceras, diarréia e também no combate a infecgdes. O presente
trabalho tem por objetivo geral avaliar uma possivel atividade antidiarréica do latex
do Croton urucurana Baill. (LCU), bem como esclarecer os possiveis mecanismos de
agao envolvidos nesta atividade, de modo a explicar e justificar o uso popular desta
planta no tratamento da diarréia. Foram utilizados os modelos de diarréia induzida
por 6leo de ricino em ratos e camundongos, transito gastrintestinal e secrecao
intestinal induzida pela toxina da cdlera em camundongos, e contragdes induzidas
por agonistas (acetilcolina, cloreto de bario e 5-HT) em jejuno isolado de rato. A
administracao oral do LCU (400, 600 e 800 mg/kg) produziu significativa atividade
antidiarréica. Contudo, no modelo de diarréia induzida por 6leo de ricino em ratos, L-
arginina (600 mg/kg, i.p.) e naloxona (2 mg/kg, s.c.) nao foram capazes de reverter a
atividade antidiarréica do LCU (800 mg/kg, v.0.). No modelo de transito
gastrintestinal, o LCU produziu um inibicdo significativa do mesmo (p<0,01) em
todas as doses utilizadas. Porém, naloxona (2 mg/kg, s.c.), L-arginina (600 mg/kg,
i.p.) e ioimbina (1 mg/kg, i.p.) falharam em reverter, de forma significativa, o efeito
inibitorio do LCU sobre o transito gastrintestinal. No modelo de transito gastrintestinal
estimulado por fisostigmina (0,25 mg/kg, i.p.), o LCU (600 mg/kg, v.0.) ndo foi capaz
de inibir o mesmo de forma significativa, indicando a auséncia de uma agéao
anticolinérgica. O LCU (600 mg/kg) inibiu a secrecao intestinal induzida pela toxina
da cdlera e esta inibigdo foi maior que aquela mostrada pela clorpromazina (25
mg/kg, v.0.), uma droga conhecida por seu efeito anti-secretério. No modelo de
jejuno isolado de rato, o LCU inibiu de forma marcante as contragdes induzidas por
5-HT, enquanto falhou em alterar as contragdes induzidas pelos outros dois
agonistas, cloreto de bario e acetilcolina. O LCU demonstrou baixa toxicidade, a
DLsp (dose letal para 50% dos animais) encontrada foi de 5,20 + 0,13 g/Kg, por via
oral. Em conclusao, os resultados obtidos em nosso estudo sugerem que o latex do
Croton urucurana Baill. apresenta atividade antidiarréica, confirmando seu uso
popular, podendo ser explorado como uma alternativa para o tratamento da diarréia,
sozinho ou em combinacdo com a solucdo de reidratagdo oral. Muito embora seu
mecanismo de ag¢do ainda nao seja claro, seu efeito € independente da participagao
de mecanismo opioide, colinérgico, ap-adrenérgico ou nitriérgico.



Introducdo



INTRODUGCAO

1. GRAVIDADE DAS DOENGAS DIARREICAS

Snyder & Merson (1982) realizaram a primeira estimativa global da grandeza

do problema das doencas diarréicas.

As doencas diarréicas estdo entre as causas de mortalidade de maior
prevaléncia em paises em desenvolvimento (Bern et al., 1992). No tratamento da
diarréia secretoria, a terapia de reidratacao oral exerce importante papel e é eficiente
em mais de 90 % dos casos com leve a moderada desidratacdo. Estudos da
Organizagdo Mundial de Saude tém demonstrado que a terapia de reidratagéo oral €

efetiva no tratamento das diarréias (Martinez et al., 1988).

O excesso de perda de agua e eletrdlitos nas fezes pode levar a
desidratacao, hiponatremia e hipocalemia. A cada ano a diarréia é responsavel pela
morte de pelo menos 3,5 milhdes de criangas com menos de 5 anos de idade em
todo o mundo (Mathan, 1998). A morte ocorre no estagio agudo, em consequéncia

da desidratagao, complicada também pela tdo prevalente desnutrigéo.

A diarréia causada por enterotoxinas (Vibrio cholerae e Escherichia coli) ainda
€ uma das maiores causas de morbidade e mortalidade em muitos paises tropicais
(Bern et al., 1992). Estas toxinas parecem funcionar estimulando a secregao
transepitelial de cloro pelas células da cripta, aumentando desse modo a secregao

de fluido por seu efeito osmaético (Clarke et al., 1992).



A estratégia da reidratacédo utilizando a habilidade do intestino delgado de
absorver agua e sal durante a absor¢ao da glicose, até mesmo em pacientes com
célera, pode reduzir significativamente a mortalidade, mas ndo a morbidade, dos
casos de diarréia aguda (Mathan, 1998). Nestes casos, os medicamentos que

reduzem a secre¢ao e/ou estimulam a absorcdo podem ser valiosos.

No Nordeste do Brasil, mesmo com o uso da solucédo de reidratacio oral, a
diarréia persistente associada a desnutricdo aguda continua sendo a principal causa
de morbidade e mortalidade infantil (Guerrant et al.,, 1983 e 1992). A desnutricdo
predispde a crianga a uma maior incidéncia e duragcao da diarréia, assim como a
uma maior incidéncia de diarréia persistente (Lima et al., 1992). A diarréia
persistente € um problema, dentro do quadro das doencgas diarréicas, que vem se

agravando (Lima et al., 2000).

Muitos fatores podem ser responsaveis pelo aparecimento da diarréia,

incluindo agentes infecciosos, toxinas, ansiedade, medicamentos etc.

A diarréia € um evento adverso relativamente frequiente, contabilizando cerca
de 7 % das reacbes adversas de todas as drogas. Mais de 700 drogas tém sido
apontadas como causadoras de diarréia, aquelas mais frequentemente envolvidas
sdo antimicrobianos, laxatixos, antiacidos contendo magnésio, produtos contendo
lactose ou sorbitol, antiinflamatoérios néo-esteroidais, prostaglandinas, colchicina,
antineoplasicos, drogas antiarritmicas e agentes colinérgicos (Chassany et al.,
2000). Além disso, a diarréia € um sinal presente em muitas patologias, como a
AIDS por exemplo, onde a prevaléncia da diarréia € de aproximadamente 50 %

(Bouchaud, 1996).



2. DIARREIA

A diarréia é definida como um aumento no numero de evacuagdes (3 ou
mais/24h), um aumento na fluidez das fezes e/ou a presenga de sangue € muco
nestas (Mathan, 1998). A presengca de sangue nas fezes € caracterizada como

desinteria.

A diarréia € um sinal proveniente do aumento da secrecdo da mucosa
gastrintestinal em resposta a diversos estimulos e/ou do aumento da motilidade
intestinal. O aumento da secre¢cdo aumenta a quantidade de agua e a fluidez das
fezes. Se a doencga primaria causa inflamacao ou ulceracdo da mucosa intestinal,
particularmente do intestino grosso e reto, sangue e muco podem também estar
presentes nas fezes. Uma grande variedade de condi¢des, incluindo infecgbes
entéricas, alteracado na digestdo e absorg¢ao dos alimentos, uma variedade de fatores
hormonais ou mesmo uma resposta a infec¢gao parenteral pode resultar no sintoma

da diarréia.

A viscosidade do bolo fecal depende basicamente da absor¢cado de agua e da
intensidade da propulsdo intestinal. Na presenca da diarréia observa-se uma
reducao da absor¢cdo ou uma hipersecregao de agua juntamente com um aumento
da motilidade intestinal que reduz a solidez das fezes. Esta mudancga no fluxo de
agua é devido a um aumento na secregdo de CI" ou HCO3; e uma inibicdo na
absor¢gdo de Na’ e CI' (Field & Semrad, 1993). Para que uma droga seja
considerada antidiarréica, esta deve produzir um efeito inverso ao presente na
diarréia, ou seja, ela deve reduzir a secrecédo (ou aumentar a absorgao) intestinal de

agua e/ou reduzir a motilidade intestinal.



A diarréia de causa infecciosa € uma doenca comum que afeta milhdes de
pessoas anualmente. A doencga é autolimitada e constitui uma causa importante de

morbidade entre as criangas. Seu maior risco € a desidratacao.

A maioria dos patdgenos gastrintestinais € transmitida por alimentos ou
bebidas contaminadas com material fecal. A exposicdo pode, entdo, ser reduzida
através da eliminacao sanitaria do lixo, ingestao de agua limpa e lavagem das maos,
além do cozimento dos alimentos. Quando ha falta de higiene, ocorrem as doencgas

diarréicas (Crawford, 1996).

Um grande numero de organismos tém sido associados aos casos de diarréia
em humanos, como por exemplo a Salmonella, Shigella e Campylobacter. Outras
bactérias, parasitas e virus contribuem para um significante percentual de causas da
diarréia. Muitos patégenos entéricos causam doengas, ou estimulando a secregéo

de fluidos no intestino delgado, ou irritando e invadindo o célon.

A resisténcia de algumas bactérias a antibiéticos tem crescido, e isto tem um
efeito limitante sobre as escolhas de tratamento disponiveis para casos de suspeita

de diarréia bacteriana (Goodman & Segreti, 1999).

A diarréia viral é causada pela diminuicdo da absor¢do de sédio e agua
através da luz intestinal, ao contrario das diarréia bacterianas mediadas por toxinas
que sao causadas por um aumento da secrecao das células epiteliais do hospedeiro

(Crawford, 1996).

As bactérias enteropatogénicas causam doenga gastrintestinal por varios
mecanismos: (1) enquanto crescem no alimento contaminado, certas cepas de

estafilococos liberam enterotoxinas poderosas que, quando ingeridas, causam



sintomas de intoxicagdo sem qualquer multiplicagdo bacteriana no trato
gastrintestinal; (2) o Vibrio cholerae e a Escherichia coli toxigénica multiplicam-se
dentro da mucosa que recobre o epitélio gastrintestinal e liberam exotoxinas que
fazem com que o epitélio intestinal secrete volumes excessivos de liquido levando a
diarréia aquosa; (3) pelo contrario, a Salmonella, a Shigella e o Campylobacter
invadem e lesam a mucosa intestinal e a lamina prépria, causando ulceragao,
inflamacado e hemorragia, que clinicamente se manifestam como disenteria; (4) a
Salmonella typhi passa pela mucosa lesada para a corrente sanguinea, resultando

em infecgao sistémica.

Os Vibrio cholerae sao bactérias Gram-negativas em forma de virgula que
causaram varias epidemias de longa duragao (pandemias) de doenga diarréica, a

ultima durante os anos de 1961 a 1974 (Crawford, 1996).

O Clostridium difficile produz uma enterotoxina, toxina A (308 KDa), e uma
citotoxina, toxina B (279 KDa), que causam diarréia e colite em humanos e animais
experimentais (Kelly et al., 1994; Pothoulakis, 1996). Estudos recentes apontaram
um importante papel da IL-1 B, TNF-a, prostaglandinas e PAF na secrecgéo intestinal

de agua e eletrdlitos induzida pela toxina A (Rocha et al., 1998).

A disenteria refere-se a diarréia acompanhada de dor abdominal e tenesmo,
na qual as fezes eliminadas contém sangue, pus e muco. A disenteria bacilar, que
resulta em pelo menos 500.000 mortes por ano entre criangas nos paises em
desenvolvimento, € causada pela Shigella dysenteriae, S. flexneri, S. boydii e S.
sonnei, bem como por certas E. coli enterotoxicas do tipo O (Crawford, 1996). As

especies de Shigella infectam apenas humanos e tém transmissao fecal-oral.



A infeccao por espécies de Campylobacter ocorre por ingestdo, em geral, de
liquidos ou alimento sdlido contaminados, tais como leite, galinaceos ou agua. As

epidemias sédo geralmente modestas, afetando criangas e adultos.

A Yersinia enterocolitica e a Y. pseudotuberculosis envolvem com mais

frequéncia o ileo e o célon distais, embora possam causar faringite e amigdalite.

A infecgdo fungica do trato gastrintestinal ocorre principalmente nos pacientes
imunologicamente comprometidos. A Candida demonstra uma predilecdo pelo
epitélio escamoso estratificado, causando aftas orais ou esofagite membranosa, mas
pode também disseminar-se para o estdmago, trato gastrintestinal inferior e érgéos

sistémicos.

Os protozoarios intestinais, como por exemplo a Entamoeba histolytica e a

Giardia lamblia, disseminam-se através da via fecal-oral.

2.1. Classificagao da Diarréia

A classificagao clinica da diarréia é baseada na duracdo da mesma. A diarréia
aguda é geralmente autolimitada e tem duracdo menor que duas semanas. A
diarréia que persiste por 14 dias ou mais é classificada como diarréia persistente e,
se a duracédo dos sintomas € maior que um més, a diarréia € classificada como

cronica (Mathan, 1998).

Mandell et al., em 1992, classificaram as infecgdes gastrintestinais da
seqguinte forma: diarréia inflamatéria aguda, diarréia nao-inflamatéria aguda, diarréia

dos viajantes, colite associada a antibioticoterapia e spru tropical.



2.1.1. Diarréia Infecciosa Aguda
- Definigcao

A diarréia infecciosa aguda é definida como uma diarréia acompanhada de
infeccao intestinal por um patdégeno entérico conhecido (virus, bactéria, parasita ou
fungo). Os patdgenos que causam a infecgdo diarréica aguda séo divididos em
organismos invasivos e n&o invasivos. E aceito que organismos ndo invasivos
produzem diarréia aquosa, usualmente através de uma enterotoxina afetando
primeiramente o intestino delgado. Os organismos invasivos por sua vez, afetam
primeiramente o intestino grosso, invadem a mucosa e produzem uma resposta

inflamatodria e fezes sanguinolentas ou mucéides.
- Epidemiologia

A prevaléncia de afecgbes gastrointestinais difere entre paises desenvolvidos
e em desenvolvimento devido as precarias condicbes de saneamento e higiene,
impureza da agua, analfabetismo e pobreza nos paises em desenvolvimento
(Dhawan & Desai, 1996). Amostra de fezes de humanos assintomaticos e
aparentemente sadios pertencentes a paises tropicais em desenvolvimento
mostraram a presenga de patogenos entéricos (Rajan & Mathan, 1986). Em
contraste, em paises industrializados de zonas temperadas, sao raramente
encontrados patégenos entéricos nas amostras de fezes de individuos
assintomaticos. A prevaléncia de colonizagdo entérica por agentes patdégenos no
trato gastrintestinal de humanos assintomaticos habitantes de paises tropicais em
desenvolvimento € um reflexo da contaminagdo ambiental, suprimento inadequado

de agua e péssimas condigdes de higiene.



A incidéncia de diarréia aguda em zonas tropicais e temperadas € similar,
porém a morbidade e mortalidade associadas aos casos de diarréia sdo bem
diferentes. Esta diferenca € influenciada pelo estado nutricional, fatores sdcio-

econdmicos e acesso a assisténcia médica.

Epidemias de diarréia infecciosa aguda ocorrem frequentemente em regides
tropicais. Muitas dessas epidemias sdo confirmadas em pequenas areas geograficas
circunscritas e sao usualmente relativas a contaminagao de agua ou, raramente,

comida.

- Agentes Etiolégicos

A prevaléncia de diferentes agentes etioldgicos difere de uma area para outra.

As chances de identificar o agente etiolégico da diarréia infecciosa aguda
aumentam com a variedade e complexidade das técnicas de identificacao utilizadas.
Contudo, o numero de agentes etiolégicos (virus, bactérias, parasitas e fungos) esta

sempre aumentando.

Enquanto a identificacdo destes agentes pode ajudar a entender melhor a
epidemiologia e patogénese da diarréia infecciosa aguda, esta pouco contribui para
a prevengao ou tratamento do paciente, especialmente no que diz respeito a

antibioticoterapia, uma vez que esta n&o pode esperar pelo resultado da cultura.

- Patogénese

Um dos problemas no estudo da patogénese da diarréia tem sido a caréncia
de modelos animais de diarréia infecciosa aguda. Alguns patdégenos entéricos néao

produzem diarréia em animais.



Os mecanismos que levam ao aparecimento da diarréia dependem de fatores
do agente patégeno e das respostas complexas do hospedeiro. Os fatores
microbianos mais bem compreendidos até o presente momento sdo as enterotoxinas

e a invasao da mucosa (Mathan, 1998).

A colera é o exemplo mais tipico de diarréia induzida por enterotoxina. A
toxina da codlera tem duas subunidades, a subunidade A ativa esta ligada
covalentemente a cinco subunidades B que sao essenciais para a toxina se ligar ao
seu receptor, gangliosidio GM; na superficie das células epiteliais (superficie da
membrana dos enterécitos e colondcitos). Apds a ligagdo, a subunidade A é
internalizada e através de uma complexa cascata envolvendo proteinas Gs (Field,
1971; Kimberg et al., 1971) e proteinas cinases, ocorre ativacdo persistente da
adenilato ciclase. Como consequéncia do dramatico aumento nos niveis de AMPc no
interior das células, um canal de CI" na membrana apical é ativado resultando em
volumosa secregao de cloro e perda associada de sodio e agua (Field, 1971; Clarke

et al., 1992; Mathan, 1998).

O mecanismo de invasao da célula epitelial foi melhor estudado utilizando a
Shigella flexneri (Sansonetti, 1991). A invasdo do epitélio e da mucosa gera
inflamacéo, ulceragcédo e exsudacgao (escape de um liquido rico em proteinas para o

intersticio).

Enterotoxinas e enteroinvasao explicam apenas uma parte dos casos de
diarréia infecciosa aguda. Um grande numero de agentes, que nem secretam
enterotoxinas conhecidas, nem invadem a mucosa, ainda s&o aceitos como agentes

causadores de diarréia (Mathan, 1998).



- Tratamento clinico

O tratamento clinico da diarréia infecciosa aguda é baseado na corregdo da
desidratacio, na conservagao da nutricdo, no tratamento das complicacées e no uso
apropriado de antibidticos. Na maioria dos pacientes a desidratacdo pode ser
corrigida através da administragdo oral de uma solugdo contendo agua com sal e

agucar (Avery & Snyder, 1990).

Ha mais de duas décadas a Organizagcdo Mundial de Saude tem
recomendado a solugao de reidratacao oral. Esta solugcdo tem se mostrado bastante
efetiva na prevencéo e no tratamento da desidratacdo causada pela diarréia e tem
contribuido substancialmente para o salvamento de vidas em paises em
desenvolvimento. Contudo, a terapia de reidratacdo oral usando esta solugido nao
reduz o volume das fezes nem a frequéncia de defecagdo. Durante os ultimos 16
anos varios estudos tém sido realizados na tentativa de desenvolver uma solugao de
reidratacdo oral que possa, além de tratar e prevenir a desidratagdo, reduzir a

severidade e a duracdo da diarréia (Mahalanabis, 1996).

Foi demonstrado que os agentes antiinflamatoérios n&o-esterdides, tais como
aspirina e indometacina, exercem agdes antidiarréicas significativas, tanto em
animais experimentais, quanto no homem. O efeito é devido, provavelmente, em
grande parte, a inibicdo da sintese das prostaglandinas, embora possam
desempenhar algum papel outros mecanismos ainda desconhecidos (Rang et al.,

1997).

O maleato de zaldarida, que é um preparado recente e ainda ndo esta

amplamente disponivel, inibe a calmodulina e, consequentemente, reduz a secregéo



de agua e eletrdlitos (Rang et al., 1997). Este foi relatado como eficaz na diarréia

dos viajantes (Okhuysen et al., 1995; Silberschmidt et al., 1995).

2.1.2. Diarréia do Viajante

A diarréia do viajante € o resultado a exposi¢cdo do trato gastrintestinal a

patdgenos entéricos em um ambiente diferente (Mathan, 1998).

Mais de cinquenta por cento das pessoas que viajam de regides temperadas
para regides tropicais ou subtropicais apresentam diarréia. A Escherichia coli é a
causa mais frequente dessas diarréias, sendo identificada em 40 a 70 % dos casos

(Chagnon, 1996).

2.1.3. Diarréia Persistente

A diarréia persistente é definida como um episddio de diarréia infecciosa
aguda com duragdo de 14 dias ou mais (Black, 1993). Afeta predominantemente
criangas com menos de trés anos de idade e ocorre em 3 - 21 % dos casos de
diarréia. A diarréia persistente é importante porque sua etiologia ainda nao é clara,
seu tratamento é dificil, afeta o estado nutricional e aumenta os riscos de morte
(Gonzalez et al., 1995). Quando a diarréia persistente se instala, o desenvolvimento
ou agravamento da desnutricdo ocorre facilmente e um ciclo vicioso de estado
nutricional prejudicado e diarréia pode se estabelecer, existindo um risco substancial

de morte (Guerrant et al., 1992). Criangas apresentando diarréia persistente



necessitam de atencdo redobrada para prevenir outros episddios de diarréia e

deficiéncias no crescimento (Guerrant et al. apud Lima et al., 2000).

2.1.4. Diarréia Cronica

A diarréia cronica € definida como diarréia prolongada por periodos
superiores a um més. Uma abordagem clinica divide a diarréia crbnica em
sindromes de ma-absorg¢ao (por exemplo, espru tropical), diarréia crénica sem ma-
absorcao (por exemplo, sindrome do intestino irritavel) e diarréia crénica do
imunodeficiente. O espru tropical tem essa denominacdo porque ocorre quase
exclusivamente nas pessoas que vivem nos tropicos ou que visitam esta regiao

(Mathan, 1988).

3. MEDICAMENTOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DA DIARREIA

As drogas antidiarréicas reduzem a sintomatologia da diarréia como a perda
da consisténcia das fezes e o aumento da frequéncia de defecacdo e da massa
fecal. Sua acdo é produzida através de efeitos sobre o transito intestinal, o

transporte da mucosa, ou o conteudo da luz intestinal.

As drogas usadas atualmente no tratamento da diarréia, como opiaceos e
antibidticos, tém suas limitagcdes, devido ao desenvolvimento de resisténcia
bacteriana ao uso de antibiéticos e ao aparecimento, por vezes, de constipagao com
0 uso de opiaceos. Desse modo, estudos vém sendo realizados na tentativa de

encontrar drogas que atuem predominantemente na secrecdo sem afetar a



motilidade gastrintestinal, reduzindo deste modo a fluidez das fezes sem contudo
causar constipacdo. Recentes avangos terapéuticos incluem antagonistas do
receptores 5-HT, e 5-HT3;, antagonistas do sistema calcio-calmodulina, agonistas
dos receptores opidides sigma e o inibidor da encefalinase, racecadotril (Farthing,

2000).

Os opidides sdo os agentes antidiarréicos mais utilizados e apresentam
efeitos sobre o transito, a absor¢do e a secrecdo intestinal. Os agonistas o-
adrenérgicos, os analogos da somatostatina e alguns outros agentes tém uso
limitado e podem modificar o transporte da mucosa, além de lentificar o transito.
Adsorventes, bismuto e os agentes que modificam o transporte de liquidos e
eletrdlitos, como o0 maleato de zaldarida, sao frequentemente utilizados. As solucdes
de reidratacdo oral tém tido grande importancia no salvamento de vidas e continuam
sendo utilizadas. Contudo, novos métodos para o tratamento da diarréia ainda estao

sendo explorados (Schiller, 1995).

4. MEDICAMENTOS QUE ALTERAM O TRANSITO INTESTINAL

Varias sdo as queixas que podem ser apresentadas pelo paciente frente a
alteragdes no funcionamento normal do intestino, dentre elas podemos citar diarréia,
perda de peso, endurecimento das fezes, cdlica abdominal, urgéncia fecal e
constipagcdo. Os medicamentos que alteram o trénsito intestinal sdo indicados de
acordo com a sintomatologia apresentada pelo paciente. Por exemplo, existem
drogas que aliviam a constipagdo ou funcionam como laxantes, enquanto outras

apresentam atividade antidiarréica.



Existem medicamentos utilizados para aumentar ou diminuir a motilidade do
intestino. Os medicamentos que aumentam os movimentos incluem os purgativos,
que aceleram a passagem do alimento através do intestino, e os agentes que

aumentam a motilidade da musculatura lisa intestinal sem causar purgacao.

Nao existem bons estudos clinicos comparativos acerca dos laxativos, porém,
existem quatro diferentes métodos que podem ser utilizados para acelerar o transito

do alimento através do intestino (Rang et al., 1997), sao eles:

- aumentando o volume de massa fecal, com laxativos formadores de massa,
como a metilcelulose e certas resinas vegetais, que nao sao desintegradas pelo
processo normal de digestdo e agem retendo agua na luz intestinal, promovendo,

assim, a peristalse.

- aumentando o conteudo hibrido, com laxativos osmoticos, como o sulfato de
magnésio, o hidroxido de magnésio e a lactulose. Existem evidéncias da
participacdo do NO (Izzo et al., 1994) e do PAF (Capasso et al., 1993) na

atividade laxativa do sulfato de magnésio.

- alterando a consisténcia das fezes, com emolientes fecais, como o docusato de

sédio, que age como um detergente e produz fezes mais moles.

- aumentando a motilidade e a secregéo, com purgativos irritantes ou estimulantes,
como o bisacodil, a fenolftaleina, a cascara sagrada, o aloes, o 6leo de ricino, o

picossulfato de sodio e preparados da sene, que agem acelerando a peristalse.

Os principais grupos de medicamentos utilizados para aumentar a motilidade

gastrintestinal sdo: a domperidona, a metoclopramida e a cisaprida.



A domperidona é um antagonista dos receptores da dopamina (D) e é usada
também como antiemético. Ela eleva a pressao no esfincter esofagiano inferior,
aumenta o esvaziamento gastrico e a peristalse duodenal. Admite-se que a
domperidona acelera a motilidade por bloquear os as-adrenoceptores (Rang et al.,

1997).

A metoclopramida também é um antagonista dos receptores dopaminérgicos.
Além de seus efeitos centrais como antiemético exerce acgdes periféricas
aumentando a motilidade do estdbmago e do intestino. Acredita-se que ativa os

neurdnios colinérgicos (Rang et al., 1997).

A cisaprida estimula a liberacédo de acetilcolina no plexo mioentérico e no trato
gastrintestinal superior. Isso eleva a pressédo do esfincter esofagiano e aumenta a

motilidade intestinal (Rang et al., 1997).

Os principais agentes que reduzem a motilidade gastrintestinal sdo os

antidiarréicos e os antiespasmaodicos.

Os agentes antidiarréicos incluem os agentes antimotilidade, os adsorventes

e os agentes que modificam o transporte dos liquidos e dos eletrolitos.

Os principais agentes que reduzem a motilidade sdo os opiaceos e os
antagonistas dos receptores muscarinicos. Os agentes deste ultimo grupo sé&o
usados raramente devido as suas acbes sobre outros sistemas, como o sistema
cardiaco, por exemplo, podendo causar taquicardia. Os opidides s&o os agentes

antidiarréicos mais utilizados (Schiller, 1995).



A morfina tem um complexa agao sobre o transito gastrintestinal. No homem
ela eleva o tdbnus e as contracdes ritmicas do intestino, mas reduz a atividade
propulsiva, tendo efeito constipante. Os esfincteres pildrico, ileocdlico e anal ficam
contraidos, e o ténus do intestino grosso sofre aumento acentuado (Rang et al.,

1997).

Os principais opiaceos utilizados nos casos de diarréia sdo codeina,
difenoxilato e loperamida. A codeina e a loperamida exercem acgdes anti-secretorias,
além de efeitos sobre a motilidade intestinal. Todos podem apresentar efeitos
indesejaveis que incluem nauseas, vOmitos, coélicas abdominais, sonoléncia,

vertigens e ileo paralitico (Rang et al., 1997).

Os adsorventes sao amplamente utilizados apesar de nao terem sido
realizados ensaios devidamente controlados para comprovar sua adequacdo. Os
principais preparados usados sao caulim, pectina, greda, carvao vegetal,

metilcelulose e atapulgia ativada (silicato de magnésio e aluminio).

Dentre os agentes que modificam o transporte de liquidos e eletrdlitos esta o
maleato de zaldarida, ja comentado anteriormente, que € um preparado recente. Ele
inibe a calmodulina e, consequentemente, reduz a secregéo de agua e eletrdlitos
(Okhuysen et al., 1995; Silberschmidt et al., 1995). Outros preparados com o
potencial de produzir estes efeitos foram testados em laboratério e estdo sendo

investigados no homem.

Desde a descoberta das encefalinas, em 1975, tem estado claro que essas
desempenham um papel anti-secretério no trato gastrintestinal. Consequentemente

um programa de pesquisa foi realizado na tentativa de descobrir uma droga que



pudesse preservar estes neurotransmissores no intestino prevenindo a sua
inativacado. Este programa de pesquisa resultou no desenvolvimento do inibidor da
encefalinase, racecadotril. Schwartz (2000), mostrou a eficacia do racecadotril em
dois modelos de diarréia secretéria, utilizando toxina da colera e 6leo de ricino.
Contudo, o racecadotril ndo foi capaz de reduzir a motilidade gastrintestinal. Esta
droga tem demonstrado boa eficacia e tolerabilidade em ensaios clinicos (Farthing,

2000).

Os agentes antiespasmaddicos sao valiosos na sindrome do intestino irritavel e

na doenca diverticular.

Os antagonistas dos receptores muscarinicos reduzem o espasmo por
inibirem a atividade parassimpatica. Os efeitos indesejaveis, que ocorrem devido a
inibicdo parassimpatica em outros tecidos, incluem: boca seca, visao turva, pele

seca, taquicardia e dificuldade em urinar.

5. A COLERA

O Vibrio cholerae tem um periodo de incubagao entre algumas horas a 5 dias.
O contagio é feito pela via fecal-oral, ocorrendo em geral em pandemias. Ele produz
fezes aquosas e desidratacado rapida, que é a causa da morte. O paciente pode
também vomitar e ficar febril. O diagndstico é feito pela microscopia direta e cultura.
O paciente deve ficar sob estreita vigilancia da enfermagem, e as perdas de sal e

liquidos devem ser repostas de modo meticuloso.



A 5-HT € um importante mediador da secrecéo intestinal induzida pela toxina
da colera (Beubler & Horina, 1990). Além da 5-HT, também estdo envolvidos na

patogénese da célera o AMPc, prostaglandinas e a fung¢ao de estruturas neuronais.

Segundo estudos realizados por Beubler & Horina (1990), utilizando jejuno de
rato in vivo, parece que a toxina da célera pode desencadear a liberacdo de 5-HT
pelas células enterocromafins. Os autores supdem que a 5-HT pode entdo causar a
formagdo de prostaglandina E;, via receptores 5-HT, e a ativagdo de estruturas
neuronais via receptores 5-HT3. Estes dois efeitos podem finalmente levar a uma

abundante secrecéao de fluido.

Peterson et al. (1993) também estudaram os mediadores envolvidos no
aumento da secrecgao intestinal induzido pela toxina da coélera e concluiram que a
toxina da colera estimula a sintese e a liberagdo tanto de AMPc, quanto de
prostaglandina E», e ainda que o AMPc parece causar a liberagao de 5-HT pelas

células cromafins.

Estudos recentes realizados por Peregrin et al. (1999 e 1997) concluiram que
a secregao intestinal induzida pela toxina da codlera € atenuada ou abolida por
bloqueadores dos canais de calcio do tipo L ou N e que a atividade anti-secretoria
intestinal dos bloqueadores dos canais de calcio do tipo L é, em parte, explicada

pela inibicao da liberagao de 5-HT induzida pela toxina da colera.

O NO também parece estar envolvido na secrecdo intestinal induzida pela
toxina da célera. Janoff et al. (1997) concluiram em seus estudos que a infecgéo
sintomatica de humanos pelo V. cholerae induz a produgao de NO e que, em modelo

de alga ileal de coelho, a toxina da cdlera estimula significativamente a produgao de



NO em associacdo com o aumento na atividade local de NOS Ca?*-dependente. A
toxina da cdélera também estimula a secrec¢ao intestinal por outros mecanismos como
a estimulagéo da citocina pro-inflamatdria IL-6 (McGee et al., 1993), VIP (Nilson et
al., 1983; Jiang et al., 1993) e pela promogdo da permeabilidade intestinal

(Triadafilopoulos et al., 1989).

6. 0 OLEO DE RICINO

O dleo de ricino € um laxativo efetivo (Gaginella & Bass, 1978). A diarréia
induzida por ele é atribuida ao seu principio ativo, o acido ricinoléico. O dleo de
ricino é hidrolisado na parte superior do intestino delgado em acido ricinoléico, um
irritante local que produz diminuicdo da absorcdo e aumento da secrecdo, da
motilidade e do transito intestinal (Menezes et al., 1994). O inicio de acao é imediato
e prossegue até que o composto seja excretado pelo coélon. Varios mediadores

parecem estar envolvidos na inducao da diarréia pelo 6leo de ricino.

O dleo de ricino produz seu efeito laxativo em associagdo com a liberagéao de
prostaglandinas (Rachmilewitz et al., 1980; Autore et al., 1984; Capasso et al., 1986)
e fator ativador de plaquetas (PAF) (Pinto et al., 1989 e 1992), aumento da
permeabilidade da mucosa (Farack & Nell, 1984), injuria do epitélio (Saunders et al.,
1977 e 1978) e outros efeitos ndao especificos. O AMP ciclico (AMPc) também
parece estar envolvido na secrecao intestinal como resposta ao acido ricinoléico
(Racusen & Bindes apud Mascolo et al., 1994). Além de prostaglandinas e PAF,
existem evidéncias da participagédo de taquicininas (NK1 e NKj3) na diarréia induzida

por 6leo de ricino (Croci et al.,, 1997). Portanto, fica claro que a agdo do dleo de



ricino como laxativo envolve uma complexa interacdo entre varios mediadores

enddgenos.

O PAF parece estar envolvido na atividade secretdria do 6leo de ricino, uma
vez que foi mostrado que o antagonista do PAF, SR27417, reduz a incidéncia de
diarréia induzida por 6leo de ricino em ratos (Croci et al., 1997). Tem sido mostrado
que o PAF exerce uma série de efeitos sobre o intestino, incluindo contracdo da
musculatura gastrintestinal e inducdo de erosées hemorragicas da mucosa
gastrintestinal (Campbell & Halusshka apud Izzo et al., 1998) e ainda estimulagao da

secrecao de anions em modelos animais (Hinterleitner et al. apud 1zzo et al., 1998).

Outro mediador possivelmente envolvido no efeito laxativo do éleo de ricino é
o NO. Este estimula a secregao intestinal (MacNaughton et al., 1992 e 1993; Wilson
et al., 1993) e relaxa a musculatura lisa gastrintestinal (Stark et al., 1991; Ward et al.,
1992), este ultimo efeito parece aumentar o transito intestinal e contribuir para um
efeito laxativo (Gullikson & Bass apud 1zzo et al., 1994). O NO esta envolvido em
alteragdes da motilidade intestinal induzida pelo 6leo de ricino (acido ricinoléico)

tanto in vitro (Izzo et al., 1993) quanto in vivo (Mascolo et al., 1994).

A NOS ¢é responsavel pela geragao de NO a partir da L-arginina (Moncada et
al., 1991). Esta enzima existe na forma constitutiva e indutiva em muitos tecidos
(Moncada et al., 1991; Langrehr et al., 1993). A musculatura intestinal de ratos e
caes é inervada por neurénios que contém NOS (Kostka et al., 1993; Nichols et al.,
1993), o que da mais um suporte ao possivel papel do NO na regulagdo da

motilidade e secrecéo intestinal.



Mascolo et al., em seus estudos sobre a influéncia do NO na motilidade
intestinal, mostraram que o inibidor reversivel da NOS, L-NAME (Rees et al., 1990),
inibe a secrecéao intestinal de agua e eletrélitos induzida por 6leo de ricino em ratos
(Mascolo et al., 1993 e 1994). Outro inibidor reversivel da NOS, L-NMMA (Rees et
al., 1990), previne ou reduz a diarréia induzida por 6leo de ricino (Mascolo et al.,
1993). Estes achados sugerem que o NO pode estar envolvido na atividade diarréica
do 6leo de ricino. Em modelos animais utilizando ratos tratados com 6leo de ricino, o
L-NAME exacerbou os danos causados no intestino sugerindo que o NO exerce uma
atividade protetora sobre o intestino (Capasso et al. apud 1zzo et al., 1998). Contudo,
o fato do L-NAME bloquear o efeito diarréico do éleo de ricino ao mesmo tempo em
que agrava a injuria a mucosa intestinal sugere que estes dois eventos nao tém

correlacao de causa e efeito.

O NO estimula a guanilato ciclase intestinal (Ward et al., 1992). A elevagao de
GMP ciclico (GMPc) intracelular esta associada com o relaxamento do musculo liso

(Katsuki et al., 1977) e com a secregao intestinal (Brasitus et al., 1976).

Apesar do fato de inUmeros mecanismos terem sido propostos para o efeito
laxativo do 6leo de ricino, ainda nao foi possivel definir com clareza seu mecanismo
de acao, contudo, ele tem sido uma boa ferramenta no estudo dos sintomas
associados a diarréia (redug¢ao da consisténcia das fezes, aumento da freqiéncia de

defecacéo e eliminagao excessiva de fezes).



7.0 USO DE PLANTAS MEDICINAIS

O uso de espécies vegetais com fins de tratamento e cura de doencgas e
sintomas remonta ao inicio da civilizagdo, no momento em que o homem despertou
para o manuseio, adaptacdo e modificacdo dos recursos naturais visando a
compreensao, dominagao e uso em seu proprio beneficio. Nascia dessa forma, ha

60.000 anos, a fitoterapia.

Desde o inicio da cultura humana, as plantas tém sido utilizadas pelo homem
com varios objetivos para sua sobrevivéncia, inclusive fins medicinais. O papiro de
Ebers, espécie de farmacopéia faradnica escrita em torno de 1550 a.C., ja se referia
aos medicamentos de origem vegetal e mencionava cerca de 700 remédios, entre

eles, o bulbo da cila, o 6leo de ricino e a genciana.

O conhecimento sobre plantas medicinais simbolizava muitas vezes o unico

recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos.

Atualmente nas regides mais pobres do pais, plantas medicinais sao
encontradas em feiras livres, mercados populares, ou mesmo nos quintais das casas
e sdo usadas de maneira empirica no combate a doencas. E conhecido que o
aborigene sabe encontrar nas plantas lenitivo para suas dores; o sertanejo nas suas
dificuldades utiliza inumeros tipos diferentes de chas para combater febres,
infeccbes ou mesmo picadas de cobra venenosa; os caboclos e indigenas da regiao
Amazoénica curam doengas com ervas e fazem uso de plantas contraceptivas e

abortivas.

As observagdes populares contribuem de forma relevante para a divulgagéao

das virtudes terapéuticas de vegetais que, embora ndo tenham conhecidos seus



constituintes quimicos, sao prescritos com freqtiéncia pelos efeitos medicinais que
produzem. Esse tipo de cultura medicinal promove ilimitadamente o interesse de
pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, como por exemplo:
botanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas enriquecem os conhecimentos sobre

a inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial.

Farnsworth et al. (1985), relatam que existem pelo menos 119 substancias
quimicas obtidas de 91 espécies vegetais, que podem ser consideradas drogas de
importancia clinica atual. A aspirina®, por exemplo, originalmente foi extraida de
uma planta, a Salix alba (dai o nome acido acetilsalicilico), a morfina da papoula e o
taxol, utilizado em pacientes com cancer de mama, foi produzido a partir de uma

arvore chamada teixos.

A quinina, principal alcaloide derivado da casca da arvore cinchona, tem sido
utilizada para a supressao e o tratamento da malaria ha mais de 300 anos. Durante
o ano de 1959, a quinina foi superada por outros antimalaricos. Hoje, € usada
principalmente para o tratamento oral da malaria falciparum resistente a cloroquina e

para o tratamento parenteral das crises graves de malaria falciparum.

A ciéncia fitoterapica é amplamente utilizada por grande parte da populagéo

mundial como fonte de recurso terapéutico eficaz.

Dados mostram que somente 20 - 30 % da populacdo mundial, que habita os
paises desenvolvidos, € responsavel pelo consumo de 85 % dos medicamentos

industrializados disponiveis no mercado (Farnsworth et al., 1985).

Estima-se que existam aproximadamente duzentas e cinquenta mil espécies

de plantas, varias delas sob o perigo de extingdo no proximo seéculo.



Aproximadamente 20.000 espécies de plantas s&o utilizadas na medicina tradicional,
sendo a maioria das espécies ndo avaliadas quimicamente ou farmacologicamente.
No Brasil, a despeito dos 40 anos de pesquisa de plantas medicinais, 0 numero de
espécies estudadas é muito reduzido (Souza Brito & Souza Brito, 1993). Estima-se
que exista um total de 40-50 mil espécies vegetais; estes dados promovem o Brasil
ao titulo: “o pais que possui o maior numero de espécies vegetais no mundo”
(Farnsworth & Soejarto, 1991).

A pesquisa etnofarmacoldgica no Brasil constitui um grande desafio. Apesar
de uma razoavel base cientifica existente no pais, existe ainda uma grande distancia

entre a pesquisa, o desenvolvimento e a comercializagado de compostos bio-ativos.

8. PLANTAS MEDICINAIS USADAS NO TRATAMENTO DA DIARREIA

Muitas plantas sdo utilizadas na medicina popular como antidiarréicas
(Caceres et al., 1990; Almeida et al., 1995). Estas conttm um numero de
substancias quimicas que exercem acgdes adstringente, antimicrobiana ou
antiparasitaria ajudando no controle da diarréia associada ao aumento da secregao

e motilidade intestinal.

Muitas pessoas que sofrem com diarréia sdo individuos socialmente
desprivilegiados e consequentemente quase nao tém acesso a medicina alopatica.
Por esta razao alguns pesquisadores realizaram estudos na tentativa de determinar
a eficacia de plantas popularmente usadas no tratamento da diarréia. Estudos
realizados por Almeida et al. (1995) demonstraram potencial atividade antidiarréica

do extrato aquoso bruto das folhas de Psidium guajava (goiabeira), Stachytarpheta



cayenensis (gervao), Polygonum punctatum (poligono ou pimenta d’agua), Eugenia
uniflora (pitangueira) e Aster squamatus (zé-da-silva) nos modelos de transporte

intestinal de agua em ratos e transito gastrintestinal em camundongos.

O extrato etandlico da casca da Myracrodruon urundeuva Fr. All. (aroeira),
usada popularmente no Brasil no controle da diarréia e outras desordens
gastrintestinais (Cruz, 1982), também mostrou atividade antidiarréica no modelo de
diarréia induzida por 6leo de ricino em ratos, além de reduzir o transito intestinal e o
acumulo de fluido intestinal (Chaves et al., 1998). Os resultados obtidos por
Menezes & Rao, em 1988, mostram que o extrato alcodlico da Astronium urundeuva
inibe o transito gastrintestinal estimulado por fisostigmina, sugerindo que uma agao

anticolinérgica da planta possa contribuir, em parte, por sua atividade antidiarréica.

Os flavondides sdo compostos quimicos naturais largamente encontrados no
reino vegetal. Aproximadamente 3.000 tipos de flavondides ja foram identificados e
novas estruturas estdo sempre sendo descobertas e relatadas. Estas substancias
estdo presentes nos vegetais em geral, frutos, graos, caule, folhas e flores e séo
responsaveis pelas cores existentes na natureza (Hermann, 1976). Os flavondides
constituem o principio ativo de muitas plantas medicinais utilizadas em varias partes
do mundo. Certos flavondides inibem a liberagdo de histamina, induzida por
antigeno, de mastdcitos e basdfilos e também inibem a contragdo de ileo de cobaio

induzida por histamina, acetilcolina e prostaglandina E, (Fanning et al., 1983).

Foi mostrado que a quercetina inibe as contragcbes de ileo de cobaio
estimuladas por agonista ou por anafilaxia (Fanning et al., 1983). Outros flavonéides
mostraram atividade semelhante (Middleton & Drzewiecki, 1984; Capasso et al.,

1988 e 1991). A quercetina também inibiu a motilidade intestinal in vivo e este efeito



foi potenciado pelo verapamil (Meli et al., 1990), um bloqueador dos canais de calcio,
e antagonizado pela ioimbina e fentolamina, antagonistas ay-adrenérgicos,
sugerindo que o calcio e os receptores ap-adrenérgicos participam da inibicdo do

transito intestinal induzida pelos flavondides (Di Carlo et al., 1993).

Di Carlo et al.,, em 1993, avaliaram a atividade antidiarréica de 14 diferentes
flavondides e concluiram, em seus resultados, que 12 deles apresentaram atividade
inibitéria sobre o transito intestinal de camundongos e 11 deles inibiram a secregao

de agua e sodio estimulada pelo 6leo de ricino em ratos.

A ternatina, uma tetrametoxiflavona isolada da Egletes viscosa Less.,
apresentou atividade inibitéria sobre o transito gastrintestinal e a secrecao intestinal
induzida por 6leo de ricino em camundongos, além de antagonizar as respostas
contrateis provocadas por acetilcolina, histamina, serotonina (5-HT) e cloreto de

bario em ileo de cobaio in vitro (Rao et al., 1997).

Plantas que contém taninos em sua composi¢gao podem apresentar um efeito
antidiarréico, uma vez que estas substancias precipitam as proteinas dos
enterdcitos, reduzindo os movimentos peristalticos e a secregao intestinal (Almeida
et al., 1995). A camada formada pelo precipitado de proteinas na superficie da
mucosa dos enterdcitos também inibe o desenvolvimento de microorganismos,
explicando portanto a agdo anti-séptica dos taninos, que contribui para o tratamento

da diarréia (Costa apud Almeida et al., 1995).



9. 0 GENERO CROTON

O género Croton pertence a familia Euphorbiaceae. A familia Euphorbiaceae
abrange cerca de 283 géneros e 7.300 espécies distribuidas por quase todo o
planeta. Os dois maiores centros de ocorréncia sdo a América e a Africa. Quinze
géneros desta familia tém mais de 100 espécies cada, e os maiores incluem
Euphorbia (mais de 1.000 espécies), Croton (700 espécies), Phyllanthus (480
espécies), Acalypha (430 espécies), Glochidion (280 espécies), Macaranga (240
espécies), Manihot (160 espécies), Jatropha (150 espécies) e Tragia (140 espécies)

(Farnsworth et al., 1969).

Estas 700 espécies pertencentes ao género Croton encontram-se distribuidas
nas regides tropicais do planeta. Algumas destas espécies, como o Croton
urucurana Baillon, quando tém seu tronco cortado libertam um latex de cor vermelha
(Figura 1) conhecido como “Sangre de Drago” (em inglés “Dragon’s Blood”) ou
“‘Sangre de Grado” nomes espanhdis dados a planta pelos Europeus em sua
chegada ao Novo Mundo, cinco séculos atras. No Brasil, o latex é também
conhecido como sangue-de-agua, sangue-de-dragdo ou sangue-de-pau. A origem
do nome “Sangre de Drago” vem de algumas espécies do género Dracaena da
familia Agavaceae. Algumas das 60 espécies desse género também produzem um
latex de cor vermelha quando seu tronco é cortado ou sofre alguma injuria (dando
origem ao nome “Dragon’s Blood”). Uma dessas espécies, Dracaena cinnabari Balf.,

era provavelmente conhecida na antiglidade (Ubillas et al., 1994).

Este latex € um dos produtos naturais mais usados em toda a América Latina
(Ubillas et al., 1994). Ele é tao utilizado na medicina popular que as arvores das

quais ele é obtido encontram-se em perigo de extingdo devido a demanda excessiva



em paises como Peru e Equador (Phillipson, 1995). O latex tem sido utilizado por
séculos e continua a ser usado por uma grande diversidade de pessoas,
especialmente na Colédmbia, Equador, Peru, Bolivia, Paraguai, México e América
Central, sendo bastante comercializado no Peru e Equador (Meza apud Ubillas et al.,

1994).

O latex vermelho (Dragon’s Blood ou Sangre de Grado) é utilizado na
medicina popular no tratamento de cancer, reumatismo, feridas, ulceras, diarréia e
também no combate a infecgdes (Hartwell, 1969; Bettolo & Scarpati, 1979; Perdue et
al., 1979; ltokawa et al., 1991; Ubillas et al., 1994). Ele é usado tanto internamente
quanto externamente. A dosagem, baseada no uso indigena e no uso popular em
algumas regides da América do Sul, é de 5 a 30 gotas do latex diluidas em agua,
leite ou bebida alcodlica, de uma a trés vezes ao dia, por cinco dias. Este tratamento
€ geralmente repetido por um periodo de trés semanas. O latex também € usado
diretamente sobre os ferimentos para estancar hemorragias ou promover a
cicatrizagao, e ainda diluido em agua para o uso em banhos de assento, usado em
casos de sangramento vaginal excessivo. Segundo Ubillas et al. (1994), ndo foram

registrados efeitos colaterais apds o uso interno.

Os constituintes ativos presentes no “Sangre de Grado” incluem
proantocianidinas  (antioxidantes), taninos, um ligante chamado 3’4-O-
dimetilcedrusina e um alcaldide chamado taspina. A atividade antiinflamatéria do
alcaldide taspina presente no “Sangre de Grado” foi primeiramente documentada em
1979 por Perdue et al. Em 1989, Vaisberg et al. relacionaram a atividade cicatrizante
do “Sangre de Grado” ao alcaldide taspina. Posteriormente, em 1991 e 1993, outros

estudos foram realizados sobre as atividades antitumoral (ltokawa et al., 1991) e



cicatrizante (Porras-Reyes et al., 1993) da taspina. O ligante, 3,-4-O-
dimetilcedrusina, isolado primeiramente do C. erythrochilus em 1990 por Pieters et
al., mostrou também desempenhar uma fungéo na atividade cicatrizante do “Sangre
de Grado” (Pieters et al., 1993). Este estudo também revelou que o latex bruto
estimulou o fechamento da ferida, ajudou na formagédo da escara sobre o sitio da
ferida, regenerou a pele mais rapidamente e auxiliou na formagao de colageno,
esses achados foram confirmados em 1995 (Pieters et al.,, 1995). O latex bruto
mostrou ser quatro vezes mais efetivo na cicatrizacdo da ferida e na formacao de
colageno do que o ligante ou o alcaléide taspina (Pieters et al., 1993).
Posteriormente, foram encontrados outros fitoquimicos, incluindo compostos
fendlicos, proantocianidinas (como catequina e galocatequina) e diterpenos (Cai et
al.,, 1991, 1993a e 1993b), que mostraram potente atividade antibacteriana e

cicatrizante (Chen et al., 1994; Ubillas et al., 1994).

Outro constituinte ativo do latex, isolado primeiramente do Croton lechleri
Muell. Arg., € o composto SP-303, uma proantocianidina com comprovada agao
antiviral (Ubillas et al., 1994). E sabido que existem outras espécies que produzem o
SP-303, estas podem ser encontradas do México ao Paraguai e sudoeste do Brasil e
incluem o C. urucurana Baill., C. draco Cham & Schitdl., C. sordidus Benth. e C.

gossypifolius Vahl. (Ubillas et al., 1994).

O composto SP-303, um oligbmero heterogénico, apresenta em sua
composicao (+)-catequina, (+)-galocatequina, (-)-epicatequina e (-)-galoepicatequina,
com predominio da (+)-galocatequina e da (-)-galoepicatequina (Ubillas et al., 1994).
Este composto mostrou-se eficaz contra a secregao intestinal induzida pela toxina da

célera in vivo, em camundongos, e a secreg¢dao de CI" mediada por AMPc in vitro



(Gabriel et al., 1999). O SP-303 também exibiu potente atividade antiviral e, apds
uma variedade de avaliagdes toxicoldgicas, demonstrou seguranga, particularmente
por via oral, o que era previsto, uma vez que os taninos condensados s&o um

componente comum na dieta (Ubillas et al., 1994).

O composto SP-303 tem se mostrado bastante promissor no tratamento da
diarréia. Os resultados do ensaio clinico de 22 fase utilizando o produto SB-300
(Shaman Pharmaceuticals, Inc.), cujo principal constituinte € o composto SP-303,
foram apresentados na “XIl World AIDS Conference Geneva”, em junho de 1998, por
Holodniy. Em seus estudos utilizando individuos soropositivos (HIV+), apresentando
diarréia, Holodniy mostrou que o SP-303 reduziu ndo apenas a quantidade de fezes
eliminadas como também a frequéncia de defecacéo. Além disso, o uso do SP-303

pareceu ser seguro e bem tolerado.

Recentemente, Miller et al. (2000) demonstraram que o “Sangre de Grado”
facilita a cicatrizagdo de ulcera gastrica induzida por acido acético (80 %) em ratos e
inibe a resposta secretdria induzida por capsaicina em ileo de cobaio montado em

camara de Ussing.

Vale ressaltar que foi observado que existem variagbes na composigcao
quimica entre amostras de “Sangre de Grado” obtidas de regides diferentes (Cai et

al., 1993b).

Em resumo, as espécies de Croton conhecidas como “Sangre de Grado”
desempenham um importante papel na medicina popular de muitos paises da

América Latina.



FIGURA 1. “Sangre de Grado”.



10. O CROTON URUCURANA BAILLON

O Croton urucurana Baill. mede de 7 a 14 metros e seu tronco de 25 a
35 centimetros de didmetro (Figura 2). A arvore tem folhas simples, prateadas na
pagina inferior, de 9 a 18 centimetros de comprimento (Figura 3). E uma planta
decidua, helidfita, pioneira, seletiva higrofita, caracteristica de terrenos muito umidos
e brejosos, principalmente da floresta latifoliada semidecidua. Ocorre quase que
exclusivamente em formacbes secundarias como capoeiras e capoeirdes, onde
chega a formar populagdes quase puras. Floresce durante um longo periodo do ano,
iniciando-se em dezembro e prolongando-se até junho. A frutificacdo € quase
simultanea (Figura 4), cuja maturagao inicia-se em fevereiro e termina em junho.
Seus nomes populares sdo muitos, dentre 0os quais encontramos sangre de grado,
sangre de drago, sangra d’agua, sangue-de-agua, urucurana, lucurana, licurana,

capixingui, tapexingui e tapixingui.

No Brasil, a arvore pode ser encontrada em estados como Bahia, Rio de

Janeiro, Minas Gerais , Mato Grosso e Mato Grosso do Sul até Rio Grande do Sul.

Existem pouquissimos trabalhos disponiveis sobre a bio-atividade do latex
extraido do Croton urucurana Baill. Com exceg¢do do trabalho, publicado
recentemente, onde discutimos parte dos resultados obtidos nesta dissertacao
(Gurgel et al., 2000), podemos encontrar também dois outros, realizados por Peres
et al. (1997 e 1998), versando sobre as atividades antimicrobiana e analgésica do C.
urucurana. No presente estudo, nés avaliamos uma possivel atividade antidiarréica
do latex do Croton urucurana em modelos animais de diarréia e secrec¢ao intestinal,

e também uma possivel atividade sobre a motilidade e o transito gastrintestinal.



Peres et al., em 1998, identificaram no C. urucurana a presenga dos
esteréides campesterol, stigmasterol e B-sitosterol. Compostos que apresentam
atividade analgésica (Santos et al., 1995). Também foi identificada a presenga de
acido acetil-aleuritdlico e sonderianina. Dois compostos fendlicos foram ainda
isolados, catequina e galocatequina. Todos esses compostos, com excegédo da
sonderianina, apresentaram alguma atividade analgésica no modelo de contor¢des
abdominais induzidas por acido acético em camundongos (Peres et al., 1998). A
sonderianina € um dos compostos isolados do género Croton e apresenta atividade
contra Mycobacteriu smegmatis e Staphylococcus aureus (Craveiro et al., 1981;

Craveiro & Silveira, 1982).



FIGURA 2. Croton urucurana Baill.



FIGURA 3. Folhas do Croton urucurana Baill.



FIGURA 4. Flores e frutos do Croton urucurana Baill.



11. OBJETIVOS

Gerais e especificos

Em virtude de (i) o Croton urucurana ter sido muito pouco estudado até o
presente momento, (ii) do amplo uso, na medicina popular, do latex proveniente de
varias espécies de Croton, incluindo o Croton urucurana, no tratamento de diarréia e
no combate a infecgdes, além de outras patologias como céancer, reumatismo,
feridas e ulceras (Hartwell, 1969; Bettolo & Scarpati, 1979; ltokawa et al., 1991;
Ubillas et al., 1994) e (iii) da auséncia de estudos que comprovem a atividade
antidiarréica do Crofon urucurana, o presente trabalho tem por objetivo geral avaliar
uma possivel atividade antidiarréica do Croton urucurana Baill., bem como
esclarecer os possiveis mecanismos de agao envolvidos nesta atividade de modo a

explicar e justificar o uso popular desta planta no tratamento da diarréia.

Como objetivos especificos temos:

e Estabelecer a toxicidade aguda do latex do Croton urucurana em

camundongos.

e Avaliar a atividade antidiarréica do latex do Croton urucurana, em modelos de
diarréia induzida por 6leo de ricino em animais, investigando uma possivel

participacao de mecanismo opiodide ou nitriérgico.

e Investigar os efeitos do latex do Croton urucurana no transito gastrintestinal
de camundongos, avaliando uma possivel participagcdo de mecanismo

opidide, nitriérgico, ay-adrenérgico ou colinérgico.



Investigar os efeitos do latex do Croton urucurana na atividade secretoria

intestinal induzida pela toxina da colera em camundongos.

Estudar os efeitos do latex do Croton urucurana nas contracdes induzidas por

Cloreto de Bario, Acetilcolina e 5-HT em jejuno isolado de rato in vitro.



Materiais e Métodos



MATERIAIS E METODOS

1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados um total de 320
camundongos albinos (Mus musculus) variedade Swiss-webster, adultos, de ambos
0s sexos, pesando entre 25-30g, e 102 ratos albinos (Rattus norvegicus) variedade
Wistar, adultos, machos, pesando entre 150-180g, provenientes do Biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia e do Biotério Central desta
Universidade. Os animais foram mantidos a temperatura ambiente, com ciclos
claro/escuro de 12 em 12 horas, recebendo ragédo padréao (Purina Chow) e agua ad

libitum.

2. COLETA E IDENTIFICAGAO DO MATERIAL BOTANICO

O latex do Croton urucurana Baillon (LCU) foi coletado na Fazenda Anael, no
municipio de Sdo Pedro da Cipa, Mato Grosso, Brasil. A identificacdo da planta foi
feita pela Prof. Dra. Aline de Souza Oliveira (Departamento de Botanica/Museu
Nacional do Rio de Janeiro) e pelo Prof. Dr. Germano Guarim Neto (Departamento
de Botanica e Ecologia/Universidade Federal do Mato Grosso). Uma amostra da
planta (excicata n® 21881) foi depositada no Herbario Central da Universidade
Federal do Mato Grosso. Para o tratamento dos animais o LCU foi diluido em agua
destilada e a dose empregada nos modelos experimentais foi expressa em termos

do peso seco do mesmo.



3. SOLUGOES FISIOLOGICAS

Os sais empregados no preparo das solugdes fisioldgicas possuiam pureza
analitica (Merck e Reagen), sendo suas concentragdes expressas em milimolar

(mM).

- Solugao Salina
NaCl 154

- Solugao de Tyrode

NaCl 136; KCI 2,68; CaCl, 1,8; MgCl, 0,92; NaH,PO4 0,36; NaHCO3 11,9;

Glicose 5,5.
- Solugao de Tris

6 g de Tris-HCI (trizma base, Sigma, Brasil) foram diluidos em 1000 mL de
agua bidestilada, obtendo-se uma concentragdo de 50 mM. O pH foi ajustado com

solugédo HCI 0,1 N (Merck) para pH 7,4.

4. REAGENTES E DROGAS

Produtos Origem
Acetilcolina Merck, Alemanha
Sulfato de atropina Sigma, Brasil
Carvéo ativado Sigma, Brasil
Clonidina Sigma, Brasil

Cloreto de Bario Reagen, Brasil



Cloridrato de Naloxona Sigma, Brasil

Cloridrato de Loperamida (Imosec®) Janssen-Cilag, Brasil
Clorpromazina Sigma, Brasil
Eter Etilico Synth, Brasil
Fisostigmina Sigma, Brasil
Goma Arabica Sigma, Brasil
loimbina Sigma, Brasil
L-arginina Sigma, Brasil
Oleo de Ricino Sigma, Brasil
Serotonina (5-hidroxitriptamina) Sigma, Brasil
Sulfato de Morfina (Dimorf®) Cristalina, Brasil

Toxina da Cdlera (lote 96H4082, 300.000 unidades/mg de proteina)  Sigma, Brasil

5. ANALISE FITOQUIMICA

A analise fitoquimica por via umida do LCU foi realizada de acordo com a

marcha analitica prospectiva descrita por Matos (1988).

6. TOXICIDADE AGUDA

O estudo da toxicidade aguda do LCU foi realizado em camundongos os quais
foram colocados em jejum de 12 horas e divididos em seis grupos de dez animais,
sendo cada um dos grupos composto por cinco machos e cinco fémeas, a estes
grupos foram administradas doses crescentes do LCU (3, 4, 5, 6, 7 e 8 g/kg, v.0.).

Os animais foram observados quanto a alteragbes comportamentais (movimentagao



espontanea, sonoléncia), presenga de analgesia (evidenciada através de
pingamento da cauda), alteragdes nos padrdes fisioldgicos de evacuagao e micgao,
e quanto ao numero de mortes ocorridas no periodo de vinte e quatro horas. A Dose
Letal para 50 % dos animais (DLsp) foi calculada utilizando-se o método do probito

(Miller & Tainter, 1944).

7. ATIVIDADE DO LATEX DO Croton urucurana BAILL. EM MODELOS DE

DIARREIA INDUZIDA POR OLEO DE RiCINO

7.1. DIARREIA INDUZIDA POR OLEO DE RiCINO EM RATOS

Utilizamos o modelo de diarréia induzida por 6leo de ricino em ratos, como
descrito por Mascolo et al. (1994). Ratos machos, divididos em grupos de 10 animais
cada e em jejum de sélidos por 15 horas antes do inicio do experimento, foram
tratados com veiculo (controle éleo de ricino, agua destilada, 10 mL/kg, v.o0.), LCU
(400, 600 e 800 mg/kg, v.0.), naloxona (2 mg/kg, s.c.) ou L-arginina (600 mg/kg, i.p.).
Em dois outros grupos os animais foram pré-tratados com naloxona (2 mg/kg, s.c.)
ou L-arginina (600 mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da administracdo do LCU (800
mg/kg, v.0.) para verificarmos uma possivel participagdo de mecanismo opidide ou
nitriérgico na atividade antidiarréica do LCU. A diarréia foi induzida pela
administracdo de 6leo de ricino (2 mL/animal, v.0.) 60 minutos apds o tratamento
oral ou 30 minutos ap6s o tratamento intraperitoneal ou subcutaneo. Apos a indugéo
da diarréia os animais foram colocados em caixas individuais. O grupo controle
normal foi tratado com veiculo (agua destilada, 10 mL/kg, v.0.) e recebeu, 60

minutos apos o tratamento, azeite de oliva (2 mL/animal, v.0.). A cada hora apés a



administragcdo do o6leo de ricino ou azeite de oliva, durante um periodo de quatro
horas, os animais foram examinados por um observador alheio ao tratamento dos
grupos que registrou o percentual de animais que apresentou diarréia. A diarréia foi
aqui caracterizada como a presenca de fezes de aspecto fluido na porgao proximal
da cauda do animal. A cada observacao procedeu-se a limpeza desta area, assim
como da regido anal, para evitar possivel interferéncia no resultado do periodo de

observacgao subseqlente.

7.2. DIARREIA INDUZIDA POR OLEO DE RICINO EM CAMUNDONGOS

Também utilizamos o modelo de diarréia induzida por 6leo de ricino em
camundongos, como proposto por 1zzo et al. (1992). Para a realizagdo deste
experimento utilizamos camundongos machos, mantidos em jejum de sdlidos por 15
horas antes do inicio do mesmo. A diarréia foi induzida pela administracao oral de
Oleo de ricino (0,2 mL/animal). Os animais foram divididos em seis grupos de seis
animais cada e tratados oralmente com veiculo (controle 6leo de ricino, agua
destilada, 10 mL/kg), loperamida (20 mg/kg) ou LCU (400, 600 e 800 mg/kg) 60
minutos antes da indugdo da diarréia. O grupo controle normal foi tratado com
veiculo (10 mL/kg, v.0.), 60 minutos antes da administragdo oral de azeite de oliva
(0,2 mL/animal). Os animais foram entdo colocados em caixas individuais e duas
horas apdés a administracdo do 6leo de ricino ou do azeite de oliva foi atribuido a
cada animal um escore de 0-3 onde: 0 = auséncia de diarréia; 1 = eliminagao de
fezes de aspecto umido; 2 = eliminacdo de fezes de aspecto pastoso em
pequena/moderada quantidade e 3 = eliminagdo de fezes de aspecto fluido ou

pastoso em grande quantidade. Além dos escores, foi registrada a quantidade de



fezes, em miligramas, eliminada por cada animal, assim como a perda de peso
corpoéreo apresentada pelos mesmos. A quantidade de fezes eliminada foi registrada
em termos da quantidade de fezes (g) eliminada por quilo de peso corpéreo do

animal.

8. ATIVIDADE DO LATEX DO Croton urucurana BAILL. SOBRE O TRANSITO

GASTRINTESTINAL

8.1. TRANSITO GASTRINTESTINAL EM CAMUNDONGOS

O efeito do LCU sobre o transito gastrintestinal foi avaliado pelo método
descrito por Meli et al. (1990). Foram utilizados camundongos machos, mantidos em
jejum de solidos por 15 horas antes do inicio do experimento e divididos em grupos
de 8 animais cada. Este modelo foi realizado em trés etapas para que pudéssemos
avaliar um possivel envolvimento do sistema opidide (12 Etapa), do éxido nitrico (22
Etapa) ou dos receptores ap-adrenérgicos (32 Etapa) no efeito do LCU sobre o

transito gastrintestinal.

Na primeira etapa do experimento os animais foram tratados com veiculo
(agua destilada, 10 mL/kg, v.o.), morfina (10 mg/kg, s.c.) ou LCU (400, 600 e 800
mg/kg, v.0.). Para avaliarmos um possivel envolvimento do sistema opidide no efeito
do LCU sobre o transito gastrintestinal dois grupos foram pré-tratados com naloxona
(2 mg/Kg, s.c.) 30 minutos antes do tratamento com morfina (10 mg/kg, s.c.) ou LCU
(600 mg/kg, v.o0.), um terceiro grupo foi tratado apenas com naloxona na mesma
dose. Uma hora apos o tratamento oral ou 30 minutos apdés o tratamento

subcutaneo, os animais receberam por via oral uma preparagcaéo contendo 10 % de



carvéo ativado e 5 % de goma arabica (0,2 mL/animal). Vinte minutos apds a
administracado deste marcador (carvao ativado), os animais dos respectivos grupos
foram sacrificados por deslocamento cervical. Procedeu-se entdo a retirada do
estbmago e intestino delgado de cada animal que foram estendidos em uma
superficie limpa. A distancia percorrida pelo marcador em relacdo ao comprimento

total do intestino delgado foi medida e expressa como percentagem.

Na segunda etapa do experimento, para verificarmos um possivel
envolvimento do 6xido nitrico na atividade do LCU sobre o transito gastrintestinal, os
animais foram tratados com veiculo (agua destilada, 10 mL/kg, v.o.), LCU (600
mg/kg, v.0.), L-arginina (600 mg/kg, i.p.) ou L-arginina (600 mg/kg, i.p.) 30 minutos
antes da administragao do LCU (600 mg/kg, v.0.). Uma hora apés o tratamento oral
ou 30 minutos apds o tratamento intraperitoneal, os animais receberam por via oral
uma preparagao contendo 10 % de carvao ativado e 5 % de goma arabica (0,2
mL/animal). Vinte minutos apds esta administragao, os animais foram sacrificados e
a distancia percorrida pelo marcador (carvdo) em relagao ao comprimento total do

intestino delgado foi determinada como descrito anteriormente.

Na terceira etapa do experimento, para avaliarmos um possivel envolvimento
dos receptores ap-adrenérgicos na inibicdo do transito gastrintestinal induzida pelo
LCU, os animais foram tratados com veiculo (agua destilada, 10 mL/kg, v.0.),
clonidina (0,1 mg/kg, v.o.), LCU (600 mg/kg, v.0.) ou ioimbina (1 mg/kg, i.p.). Outros
dois grupos foram tratados com o antagonista seletivo dos receptores oo-
adrenérgicos, ioimbina (1 mg/kg, i.p.), 10 minutos antes da administracdo de
clonidina (0,1 mg/kg, v.o0.) ou LCU (600 mg/kg, v.0.). Uma hora apds o tratamento

oral ou 30 minutos apds o tratamento intraperitoneal, os animais receberam por via



oral uma preparagao contendo 10 % de carvao ativado e 5 % de goma arabica (0,2
mL/animal). Vinte minutos apds esta administragao, os animais foram sacrificados e
a distancia percorrida pelo marcador (carvdo) em relagdao ao comprimento total do

intestino delgado foi determinada como descrito anteriormente.

8.2. TRANSITO GASTRINTESTINAL ESTIMULADO POR FISOSTIGMINA EM

CAMUNDONGOS

Para avaliarmos uma possivel atividade anticolinérgica do LCU na inibigao do
transito gastrintestinal, utilizamos o modelo de transito gastrintestinal estimulado por
fisostigmina, um inibidor da colinesterase. Camundongos machos, mantidos em
jejum de sodlidos por 15 horas antes do inicio do experimento, foram divididos em
grupos de 8 animais cada e tratados oralmente com veiculo (controle fisostigmina,
agua destilada, 10 mL/kg), atropina (5 mg/kg), LCU (600 mg/kg), ou atropina (5
mg/kg) em associagdo ao LCU (600 mg/kg). Imediatamente apds o tratamento, os
animais receberam uma injecao intraperitoneal de fisostigmina (0,25 mg/kg). O grupo
controle normal foi tratado com veiculo (agua destilada, 10 mL/kg, v.0.) e
imediatamente apos este tratamento recebeu, por via intraperitoneal, agua destilada
em volume igual ao da fisostigmina administrada aos demais grupos. Apds 60
minutos do tratamento, os animais receberam por via oral uma preparagao contendo
10 % de carvao ativado e 5 % de goma arabica (0,2 mL/animal). Vinte minutos apos
esta administracdo os animais foram sacrificados e a distancia percorrida pelo
marcador (carvao) em relagdo ao comprimento total do intestino delgado foi medida

e expressa como percentagem, como descrito anteriormente.



9. ATIVIDADE DO LATEX DO Croton urucurana BAILL. SOBRE A SECREGAO

INTESTINAL

9.1. SECREGAO INTESTINAL INDUZIDA POR TOXINA DA COLERA EM

CAMUNDONGOS

O efeito do LCU sobre a secrecao de fluido intestinal foi estudado através do
método descrito por Richardson & Kuhn (1986), com pequenas modificagbes. Este
método avalia a acumulagdo de fluido no intestino de camundongos apds a
administragcdo oral de toxina da codlera (37,5 ug/mL). Camundongos machos
divididos em grupos de 8 animais cada e submetidos a jejum sdlido de 15 horas
antes do inicio do experimento, foram tratados oralmente com veiculo (controle
toxina, agua destilada, 10 mL/kg), clorpromazina (25 mg/kg) ou LCU (600 mg/kg), 60
minutos antes da administracdo da toxina da célera (15 upg/animal em 0,4 mL de
Tris, v.0.). A toxina da colera foi diluida em 50 mmol/L de tampéao Tris (pH 7,4).
Outros dois grupos foram tratados oralmente com agua destilada (controle veiculo,
10 mL/kg) ou LCU (controle LCU, 600 mg/kg), 60 minutos antes da administragao de
0,4 mL de 50 mmol/L de tampao Tris (pH 7,4) por via oral. Apés 6 horas da
administracdo da toxina da codlera ou tampdo Tris sozinho, os animais foram
sacrificados por excesso de éter e tiveram parte de seu intestino, do piloro ao ceco,
cuidadosamente removido de modo a evitar ruptura do tecido ou perda de liquido. O
mesentério foi removido e o peso do tecido e do fluido em seu interior foi
determinado em miligramas. O intestino foi entdo aberto longitudinalmente, o fluido
removido, e o tecido gentilmente seco em papel de filtro. O peso do tecido seco foi

determinado em miligramas. A secrecgao intestinal foi tomada, em miligramas, como



sendo a diferenga entre os pesos do intestino tomados antes e apds a eliminagao do

fluido intestinal.

10. ATIVIDADE DO LATEX DO Croton urucurana BAILL. SOBRE A MOTILIDADE

INTESTINAL

10.1. CONTRAGOES INDUZIDAS POR AGONISTAS EM JEJUNO ISOLADO DE

RATO IN VITRO

Ratos machos, pesando 160-180g, foram mantidos em jejum de sdlidos por
24 horas e utilizados no presente estudo. Apds sacrificio por deslocamento cervical,
o animal foi colocado em posicao de decubito dorsal e foi entdo feita uma incisdo em
seu abdémen. Uma porgcao da parte proximal de seu jejuno foi retirada (+ 2 cm),
lavada com a solugéo nutritiva de Tyrode e imediatamente montada em um banho
para orgao isolado, contendo 10 mL da solugdo de Tyrode aerada continuamente e
mantida a temperatura de 37 °C por meio de banho-maria. Apos estabilizagdo da
preparagao por um periodo de 30 minutos, foi iniciado o registro das respostas
contrateis para Acetilcolina (5,5 x 10 M), Cloreto de Bario (1 x 10° M) e 5-HT (0,47
x 10 M), em intervalos de 5 minutos, antes e apds a incubagao por 3 minutos em
doses crescentes do LCU (30, 100 e 300 ug/mL). As contragbes foram registradas
em quimografo através de alavanca isotonica de inscrigao frontal com uma tenséao

de 0,5 g.



11. METODOS ESTATISTICOS

Os resultados obtidos nos experimentos foram expressos como médiat+E.P.M.
(erro padréo da média), com excegcdo do modelo de diarréia induzida por 6leo de
ricino em ratos, onde os resultados foram expressos como o percentual de animais
que apresentou diarréia, e do modelo de diarréia induzida por 6leo de ricino em
camundongos, onde a fluidez das fezes foi avaliada através de escores e o0s

resultados expressos em termos da frequéncia dos escores obtidos em cada grupo.

No modelo de diarréia induzida por 6leo de ricino em ratos utilizamos o teste
de Qui-quadrado e no estudo da fluidez das fezes utilizando o modelo de diarréia
induzida por 6leo de ricino em camundongos, assim como no modelo de jejuno
isolado de rato utilizamos o teste Kruskal-Wallis, ambos precedidos da analise de
variancia (ANOVA). Para o calculo dos niveis de significancia dos demais
experimentos foi utilizada a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de
Student-Newman-Keul. Valores de p menores que 0,05 foram considerados

significantes.



Resultados



RESULTADOS

1. ANALISE FITOQUIMICA

A analise fitoquimica do LCU revelou a presenga de saponinas, esteroides,
alcaldides, taninos pirogalicos, taninos catéquicos, catequinas, flavonois e flavonas,

antocianinas e antocianidinas (Tabela 1).

2. TOXICIDADE AGUDA

A Tabela 2 mostra o numero de mortes apresentado por cada grupo tratado no
periodo de 24 horas apds a administracdo do LCU nas doses crescentes de 3, 4, 5,

6, 7 e 8 g/kg, v.o.

A Dose Letal do LCU para 50 % dos animais (DLsg), administrada por via oral, é

de 5,20 + 0,13 g/Kg.

Todas as doses do LCU utilizadas neste modelo produziram analgesia,
evidenciada pela auséncia de reacdo do animal ao teste de compressédo da cauda
realizado com pinga. O LCU, nas doses de 6, 7 e 8 g/Kg, produziu em alguns
animais taquipnéia, sedagdo e cianose de extremidades com parada cardio-

respiratoria.



TABELA 1. Resultado da analise fitoquimica do latex do Croton urucurana

(LCU).

Classes quimicas *Presenca da substancia no LCU
Saponinas ++4+
Esteroides +++
Alcaldoides +++
Taninos Pirogalicos +
Taninos Catéquicos +
Catequinas +
Flavonois +
Flavononas +
Antocianinas +
Antocianidinas +

* Corresponde a intensidade da coloragao (+, ++ ou +++) obtida com a reagao para

determinar a presenca ou ndo da substancia no material estudado, como descrito

por Matos, em 1988.



TABELA 2. Percentual de mortes, no periodo de 24 horas, apés o tratamento

oral com o latex do Croton urucurana (LCU).

LCU (g/kg, v.0.)

N° de animais

N° de mortes

% de mortes

3

4

10

10

10

10

10

10

10

20

60

60

80

100

A Tabela mostra o numero de mortes e o percentual de mortes ocorrido em um

periodo de 24 horas apoOs o tratamento de camundongos de ambos os sexos (5

machos e 5 fémeas por grupo) com o LCU nas doses de 3, 4, 5, 6, 7 e 8 g/kg, v.o.



3. ATIVIDADE DO LATEX DO Croton urucurana BAILL. EM MODELOS DE

DIARREIA INDUZIDA POR OLEO DE RiCINO

3.1. DIARREIA INDUZIDA POR OLEO DE RiCINO EM RATOS

A Tabela 3 mostra que todos os animais do grupo controle 6leo de ricino
apresentaram diarréia nas duas primeiras horas apds a administragcao do odleo, e
apenas 40 e 10 % deles apresentaram diarréia na terceira e quarta horas de
observacao, respectivamente. A incidéncia de diarréia ocorrida nos dois primeiros
intervalos de observacgao, isoladamente, e no periodo de quatro horas apds a
administracdo do 6leo de ricino foi considerada significativa (p<0,001) quando
comparada ao grupo controle normal, ao qual foi administrado azeite de oliva e néao
Oleo de ricino, neste grupo nao foi registrada presenca de diarréia em nenhum dos

intervalos de observagao (Tabela 3).

O pré-tratamento dos ratos com o LCU nas doses de 600 e 800 mg/kg
retardou o aparecimento da diarréia com uma significante inibicdo durante as duas

primeiras horas (p<0,01) (Tabela 3).

O antagonista dos receptores opidides, naloxona (2 mg/kg), nao foi capaz de
alterar o efeito antidiarréico produzido pelo LCU (800 mg/kg) nas duas primeiras
horas de observagdo, enquanto que a L-arginina (600 mg/kg), substrato para a
producdo de Oxido nitrico, reverteu parcialmente o efeito do LCU (800 mg/kg)

apenas na segunda hora de observacgéao (Tabela 4).

A naloxona (2 mg/kg) e a L-arginina (600 mg/kg), quando administradas
sozinhas, ndo causaram alteragao significante na diarréia induzida por 6leo de

ricino.



TABELA 3. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) no modelo de diarréia

induzida por 6leo de ricino em ratos.

Animais com diarréia (%)

Tratamento (mg/kg) 1h 2h 3h 4h 1-4 h
Controle Normal 0 0 0 0 0
(veiculo, 10 mL/kg, v.0.) (0/10) (0/10) (0/10) (0/10) (0/10)
Controle Oleo de Ricino 1002 1002 40 10 1002
(veiculo, 10 mL/kg, v.0.) (10/10)  (10/10)  (4/10) (1/10)  (10/10)
LCU 400, v.o. 60 70 30 60 100
(6/10) (7/10) (3/10) (6/10)  (10/10)
LCU 600, v.o. Q°PP 20°° 30 10 60
(0/10) (2/10) (3/10) (1/10) (6/10)
LCU 800, v.o. Q°PP 10°®P 40 40 50°
(0/10) (1/10) (4/10) (4/10) (5/10)

Os valores representam o percentual de animais que apresentou diarréia nos quatro

periodos de observagao e no intervalo de quatro horas apds a administracdo do 6leo

de ricino ou azeite de oliva (n=10). O grupo Controle Normal recebeu azeite de oliva

(2 mL/animal, v.0.) 60 minutos apos o tratamento, os demais grupos receberam o

mesmo volume de dleo de ricino. 2p<0,001 comparado ao grupo Controle Normal;

®p<0,05; *p<0,01 e °**p<0,001 comparado ao grupo Controle Oleo de Ricino

(ANOVA e teste do Qui-quadrado).



TABELA 4. Efeito da naloxona e L-arginina sobre a acao do latex do Croton

urucurana (LCU) no modelo de diarréia induzida por éleo de ricino em ratos.

Animais com diarréia (%)

Tratamento (mg/kg) 1h 2h 3h 4h 1-4 h
Controle Oleo de Ricino 100 100 40 10 100
(veiculo, 10 mL/kg, v.0.) (10/10) (10/10) (4/10)  (1/10) (10/10)
LCU 800, v.o. 0% 10% 40 40 50°
(0/10)  (1/10)  (4/10)  (4/10)  (5/10)
L-arginina 600, i.p. 100 100 50 10 100
(10/10) (10/10) (5/10)  (1/10) (10/10)
L-arginina 600, i.p. + LCU 800, v.o. 0% 50°° 40 20 70
(0/10)  (5/10)  (4/10)  (2/10) (7/10)
Naloxona 2, s.c. 100 100 30 40 100
(10/10) (10/10) (3/10)  (4/10) (10/10)
Naloxona 2, s.c. + LCU 800, v.o. 0% 0% 40 40 60
(0/10)  (0/10)  (4/10)  (4/10) (6/10)

Os valores representam o percentual de animais que apresentou diarréia nos quatro

periodos de observacgao e no intervalo de quatro horas apés a administracdo do 6leo

de ricino (n=10). ?p<0,05 e **p<0,001 comparado ao grupo Controle Oleo de Ricino

e °p<0,01 comparado ao grupo tratado com LCU (800 mg/kg, v.0.) (ANOVA e teste

do Qui-quadrado).



3.2. DIARREIA INDUZIDA POR OLEO DE RiCINO EM CAMUNDONGOS

As Figuras 5, 6 e 7 mostram que a administragdo de 6leo de ricino aos
camundongos nao apenas aumentou a quantidade de fezes eliminada pelos animais
fazendo com que estes apresentassem significativa perda de peso, como também
levou a uma diminuicdo na consisténcia das fezes, ou seja, estas tornaram-se mais
umedecidas, o que mostra o aumento da secrec¢ao intestinal provocado pelo 6leo de
ricino. Podemos entdo afirmar que o grupo controle 6leo de ricino apresentou
diarréia nas duas primeiras horas apds a administracdo do O6leo e esta foi
significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo controle normal, ao qual foi administrado
azeite de oliva e ndo dleo de ricino, neste grupo nao foi registrada a presencga de

diarréia.

A Figura 5 mostra que o LCU nas doses de 600 e 800 mg/kg, assim como a
loperamida (20 mg/kg, v.0.) produziram significante (p<0,05) redugao na fluidez das

fezes quando estes grupos foram comparados com o grupo Controle Oleo de Ricino.

O pré-tratamento dos animais com o LCU nas doses de 400, 600 e 800
mg/kg, assim como com a loperamida na dose de 20 mg/kg, também foi capaz de
reduzir, de forma significativa (p<0,05), a quantidade de fezes eliminada neste
intervalo de um valor controle (Controle Oleo de Ricino) de 11,13 + 3,57 g/kg de
peso corporeo para 5,09 + 1,70; 2,16 + 1,14; 1,82 + 1,09 e 1,62 + 1,04 g/kg de peso

corporeo, respectivamente (Tabela 5, Figura 6).

Além de reduzir a fluidez das fezes e a quantidade de fezes eliminadas pelos
animais, o pré-tratamento com o LCU nas doses de 400, 600 e 800 mg/kg, assim

como com a loperamida na dose de 20 mg/kg, também foi capaz de reduzir de forma



significativa (p<0,05), a perda de peso apresentada pelos animais de um valor
controle (Controle Oleo de Ricino) de 1,60 + 0,29 g para 0,50 + 0,18; 0,60 + 0,18;

0,66 + 0,16 e 0,20 + 0,20 g respectivamente (Tabela 6, Figura 7).
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FIGURA 5. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre a
fluidez das fezes no modelo de diarréia induzida por 6leo de ricino
em camundongos. Os animais (camundongos, machos, n=6) foram
tratados oralmente com veiculo (Controle Normal, 10 mL/kg), veiculo
(Controle Oleo de Ricino, 10 mL/kg), loperamida (20 mg/kg) ou LCU
(400, 600 e 800 mg/kg) e 60 min apds o tratamento receberam 0,2 mL
de 6leo de ricino por via oral. O grupo Controle Normal recebeu o
mesmo volume de azeite de oliva. As caixas representam a distribuigao
dos escores em cada grupo, 2 h apds a administracdo do 6leo de ricino
ou azeite de oliva. ?p<0,05 comparado ao grupo Controle Normal;
®p<0,05 e °Pp<0,01 comparado ao grupo Controle Oleo de Ricino
(ANOVA e Teste Kruskal-Wallis).



TABELA 5. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre a quantidade de

fezes eliminadas no modelo de diarréia induzida por 6leo de ricino em

camundongos.
Tratamento (mg/kg) Peso das fezes (g)/kg de peso corpéreo
Controle Normal 2,85 +0,64

(veiculo, 10 mL/kg, v.0.)

Controle Oleo de Ricino 11,13 + 3,572
(veiculo, 10 mL/kg, v.0.)

Loperamida 20, v.o. 1,62 + 1,04
LCU 400, v.o. 5,09 + 1,70°
LCU 600, v.o. 2,16 + 1,14
LCU 800, v.o. 1,82 + 1,09

Os animais foram tratados e 60 minutos apos o tratamento receberam 0,2 mL de
oleo de ricino por via oral. O grupo Controle Normal recebeu o mesmo volume de
azeite de oliva. Os valores representam a média + E.P.M. da quantidade de fezes (Q)
eliminada por quilo de peso corpoéreo dos animais, no intervalo de duas horas apos a
administragcdo do dleo de ricino ou azeite de oliva (n=06). ®p<0,01 comparado ao
grupo Controle Normal; ®p<0,05 e *°p<0,01 comparado ao grupo Controle Oleo de

Ricino (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).
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FIGURA 6. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre a
quantidade de fezes (g) eliminada por quilo de peso corpéreo dos
animais no modelo de diarréia induzida por 6leo de ricino em
camundongos. Os animais (camundongos, machos, n=6) foram tratados
oralmente com veiculo (Controle Normal, 10 mL/kg), veiculo (Controle
Oleo de Ricino, 10 mL/kg), loperamida (20 mg/kg) ou LCU (400, 600 e
800 mg/kg) e 60 min apos o tratamento receberam 0,2 mL de dleo de
ricino por via oral. O grupo Controle Normal recebeu o0 mesmo volume de
azeite de oliva. As colunas representam a média + E.P.M. da quantidade
de fezes (g) eliminada por quilo de peso corpéreo do animal, no intervalo
de 2 h apos a administragdo do 6leo de ricino ou azeite de oliva. 2p<0,01
comparado ao grupo Controle Normal; Pp<0,05 e *°p<0,01 comparado ao
grupo Controle Oleo de Ricino (ANOVA e Teste de Student-Newman-
Keul).



TABELA 6. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre a perda de peso

corporeo apresentada pelos animais no modelo de diarréia induzida por éleo

de ricino em camundongos.

Tratamento (mg/kg) Peso corpoéreo perdido (g)
Controle Normal (veiculo, 10 mL/kg, v.0.) 0,91+0,15
Controle Oleo de Ricino (veiculo, 10 mL/kg, v.0.) 1,60 + 0,292
Loperamida 20, v.o. 0,20 + 0,20°°°

LCU 400, v.o. 0,50 + 0,18

LCU 600, v.o. 0,60 + 0,18"

LCU 800, v.o. 0,66 + 0,16°

Os animais foram tratados e 60 minutos apds o tratamento receberam 0,2 mL de
Oleo de ricino por via oral. O grupo Controle Normal recebeu o0 mesmo volume de
azeite de oliva. Os valores representam a média + E.P.M. da perda de peso
apresentada por cada grupo, expressa em gramas, no intervalo de duas horas apos
a administragdo do dleo de ricino ou azeite de oliva (n=06). ?p<0,05 comparado ao
grupo Controle Normal; °p<0,05, "p<0,01 e °*p<0,001 comparado ao grupo

Controle Oleo de Ricino (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).
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FIGURA 7. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre a perda
de peso corporeo apresentada pelos animais no modelo de diarréia
induzida por o6leo de ricino em camundongos. Os animais
(camundongos, machos, n=6) foram tratados oralmente com veiculo
(Controle Normal, 10 mL/kg), veiculo (Controle Oleo de Ricino, 10 mL/kg),
loperamida (20 mg/kg) ou LCU (400, 600 e 800 mg/kg) e 60 min apds o
tratamento receberam 0,2 mL de 6leo de ricino por via oral. O grupo
Controle Normal recebeu o mesmo volume de azeite de oliva. As colunas
representam a média + E.P.M. da perda de peso corpéreo apresentada
por cada grupo, em gramas, no intervalo de 2 h apds a administragao do
6leo de ricino ou azeite de oliva. p<0,05 comparado ao grupo Controle
Normal; ®p<0,05, *°p<0,01 e **p<0,001 comparado ao grupo Controle
Oleo de Ricino (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).



4. ATIVIDADE DO LATEX DO Croton urucurana BAILL. SOBRE O TRANSITO

GASTRINTESTINAL

4.1. TRANSITO GASTRINTESTINAL EM CAMUNDONGOS

A Tabela 7 e a Figura 8 mostram que o LCU nas trés doses utilizadas (400,
600 e 800 mg/kg, v.0.), assim como a morfina (10 mg/kg, s.c.), produziram
significante (p<0,01) inibicdo do transito gastrintestinal normal de um valor controle
de 71,31 £ 3,82 % do comprimento total do intestino percorrido para 44,15 + 2,71,
44,56 + 3,39; 46,14 + 6,24 e 13,81 + 3,12 %, respectivamente. Contudo, a inibicao

observada com o LCU nao foi dose-dependente.

A naloxona (2 mg/kg, s.c.), um antagonista opidide, antagonizou de forma
significativa (p<0,01) o efeito inibitério da morfina sobre o transito gastrintestinal de
um valor de 13,81 + 3,12 para 41,21 + 2,95 %. Contudo, a naloxona (2 mg/kg, s.c.)
nao foi capaz de reverter, de forma significativa, o efeito exercido pelo LCU na dose

de 600 mg/kg, v.o. (Tabela 8, Figura 9).

A L-arginina (600 mg/kg, i.p.), substrato para a producdo de 6xido nitrico,
também nao foi capaz de alterar de forma significativa o efeito do LCU sobre o

transito gastrintestinal (Tabela 9, Figura 10).

A Figura 11 mostra que o LCU (600 mg/kg, v.0.), assim como a clonidina (0,1
mg/kg, v.0.), reduziram o transito gastrintestinal de forma significativa (p<0,001),
para 38,95 + 4,67 e 23,98 + 3,12 % respectivamente, em relagao ao grupo controle

(74,90 + 8,54 %).



A ioimbina (1 mg/kg, i.p.) antagonizou de forma significativa (p<0,01) o efeito
inibitério da clonidina (0,1 mg/kg, v.0.) sobre o transito gastrintestinal de um valor de
23,98 + 3,12 % (clonidina) para um valor de 50,75 + 5,85 % (ioimbina em associagéo
a clonidina), contudo a ioimbina ndo foi capaz de alterar de forma significativa o
efeito inibitoério do LCU (600 mg/kg, v.0.) sobre o transito gastrintestinal, neste grupo
o valor registrado foi de 48,36 + 4,75 % enquanto que no grupo tratado apenas com

LCU foi de 38,95 + 4,67 % (Tabela 10, Figura 11).

A naloxona (2 mg/kg, s.c.), a L-arginina (600 mg/kg, i.p.) e a ioimbina (1
mg/kg, i.p.), quando administradas sozinhas, ndo foram capazes de causar alteragéo
significativa no transito gastrintestinal em relacdo ao grupo controle (Tabelas 8, 9 e

10).



TABELA 7. Efeito da administracao oral do latex do Croton urucurana (LCU)

sobre o transito gastrintestinal de camundongos.

Tratamento (mg/kg) % Percorrido % de Inibicao
Controle (veiculo, 10 mL/kg, v.0.) 71,31 £ 3,82 -
Morfina 10, s.c. 13,81 £3,12** 80,64
LCU 400, v.o. 4415+2,71* 38,09
LCU 600, v.o. 44,56 + 3,39 * 37,52
LCU 800, v.o. 46,14 + 6,24 * 35,30

Os animais foram tratados e 60 minutos apés o tratamento oral ou 30 minutos apés
o tratamento subcutaneo, administrou-se o marcador (0,2 mL/animal, v.0.). Vinte
minutos apdés a administracdo deste, os animais dos respectivos grupos foram
sacrificados. Os valores representam a média + E.P.M. da distancia percorrida pelo
marcador (carvao) em relacdo ao comprimento total do intestino delgado e o
percentual de inibicdo do transito gastrintestinal, expressos como percentagem
(n=08). 'p<0,01 e p<0,001 comparado ao grupo Controle (ANOVA e Teste de

Student-Newman-Keul).
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FIGURA 8. Efeito da administracdo oral do latex do Croton
uucurana (LCU) sobre o transito gastrintestinal de camundongos.
Camundongos machos (n=08) foram tratados com veiculo (Controle, 10
mL/kg, v.0.), morfina (10 mg/kg, s.c.) ou LCU (400, 600 e 800 mg/kg,
v.0.). Uma hora apds o tratamento oral ou 30 min apés o tratamento
subcutaneo, administrou-se o marcador (0,2 mL/animal, v.0.) e 20 min
apos a administragcdo deste os animais dos respectivos grupos foram
sacrificados. As colunas representam a média + E.P.M. da distancia
percorrida pelo marcador (carvao) em relagdo ao comprimento total do
intestino delgado, expressa como percentagem. p<0,01 e ~p<0,001
comparado ao grupo Controle (ANOVA e Teste de Student-Newman-
Keul).



TABELA 8. Efeito da naloxona sobre a atividade do latex do Croton urucurana

(LCU) no transito gastrintestinal de camundongos.

Tratamento (mg/kg) % Percorrido % de Inibicao
Controle (veiculo, 10 mL/kg, v.0.) 71,31 £ 3,82 -
Naloxona 2, s.c. 61,27 + 7,43 14,07
Morfina 10, s.c. 13,81 +3,12° 80,64
LCU 600, v.o. 44,56 + 3,39 @ 37,52
Naloxona 2, s.c. + Morfina 10, s.c. 41,21 +2,95° 42,22
Naloxona 2, s.c.+ LCU 600, v.o. 54,13 +7,99 24,10

Os animais foram tratados e 60 minutos apés o tratamento oral ou 30 minutos apés
o tratamento subcutaneo, administrou-se o marcador (0,2 mL/animal, v.0.). Vinte
minutos apdés a administracdo deste, os animais dos respectivos grupos foram
sacrificados. Os valores representam a média + E.P.M. da distancia percorrida pelo
marcador (carvao) em relacdo ao comprimento total do intestino delgado e o
percentual de inibicdo do transito gastrintestinal, expressos como percentagem
(n=08). ?p<0,001 comparado ao grupo Controle e »<0,01 comparado ao grupo

tratado com morfina (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).
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FIGURA 9. Efeito da naloxona sobre a atividade do latex do Croton
urucurana (LCU) no transito gastrintestinal de camundongos.
Camundongos machos (n=08) foram tratados com veiculo (Controle, 10
mL/kg, v.0.), naloxona (2 mg/kg, s.c.), morfina (10 mg/kg, s.c.) ou LCU
(600 mg/kg, v.o.). Outros dois grupos foram tratados com naloxona (2
mg/kg, s.c.) 30 min antes da administracdo de morfina ou LCU, nas
mesmas doses. Uma hora apds o tratamento oral ou 30 min apds o
tratamento subcutaneo, administrou-se o marcador (0,2 mL/animal, v.0.)
e 20 min apds a administragdo deste, os animais dos respectivos grupos
foram sacrificados. As colunas representam a média + E.P.M. da
distancia percorrida pelo marcador (carvao) em relagdo ao comprimento
total do intestino delgado, expressa como percentagem. 2p<0,001
comparado ao grupo Controle e °p<0,01 comparado ao grupo tratado

com morfina (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).



TABELA 9. Efeito da L-arginina sobre a atividade do latex do Croton urucurana

(LCU) no transito gastrintestinal de camundongos.

Tratamento (mg/kg) % Percorrido % de Inibicao
Controle (veiculo, 10 mL/kg, v.0.) 68,50 + 6,49 -
L-arginina 600, i.p. 56,76 + 2,88 17,13
LCU 600, v.o. 38,46 +7,95° 43,85
L-arginina 600, i.p. + LCU 600, v.o. 47,46 +2,33"™ 30,71

Os animais foram tratados e 60 minutos apds o tratamento oral ou 30 minutos apos
o tratamento intraperitoneal, administrou-se o marcador (0,2 mL/animal, v.0.). Vinte
minutos apds a administragcdo deste, os animais dos respectivos grupos foram
sacrificados. Os valores representam a média + E.P.M. da distancia percorrida pelo
marcador (carvao) em relacdo ao comprimento total do intestino delgado e o
percentual de inibicdo do transito gastrintestinal, expressos como percentagem
(n=08). ?p<0,01 comparado ao grupo Controle e "p>0,05 comparado ao grupo

tratado com LCU (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).
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FIGURA 10. Efeito da L-arginina sobre a atividade do latex do
Croton urucurana (LCU) no transito gastrintestinal de
camundongos. Camundongos machos (n=08) foram tratados com
veiculo (Controle, 10 mL/kg, v.0.), L-arginina (600 mg/kg, i.p.), LCU (600
mg/kg, v.0.) ou L-arginina 30 min antes da administracdo de LCU, nas
mesmas doses. Uma hora apés o tratamento oral ou 30 min apés o
tratamento intraperitoneal, administrou-se o marcador (0,2 mL/animal,
v.0.) e 20 min apds a administragcado deste, os animais dos respectivos
grupos foram sacrificados. As colunas representam a média + E.P.M. da
distancia percorrida pelo marcador (carvao) em relagdo ao comprimento
total do intestino delgado, expressa como percentagem. °p<0,01
comparado ao grupo Controle e "*p>0,05 comparado ao grupo tratado
com LCU (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).



TABELA 10. Efeito da ioimbina sobre a atividade do latex do Croton urucurana

(LCU) no transito gastrintestinal de camundongos.

Tratamento (mg/kg) % Percorrido % de Inibicao
Controle (veiculo, 10 mL/kg, v.0.) 74,90 + 8,54 -
loimbina 1, i.p. 61,11 + 2,04 18,41
Clonidina 0,1; v.o. 23,98 + 3,12° 67,98
LCU 600, v.o. 38,95 + 4,67° 47,99
loimbina 1, i.p. + Clonidina 0,1; v.o. 50,75 + 5,85° 32,24
loimbina 1, i.p. + LCU 600, v.o. 48,36 + 4,75 35,43

Os animais foram tratados e 60 minutos apés o tratamento oral ou 30 minutos apés
o tratamento intraperitoneal, administrou-se o marcador (0,2 mL/animal, v.0.). Vinte
minutos apdés a administracdo deste, os animais dos respectivos grupos foram
sacrificados. Os valores representam a média + E.P.M. da distancia percorrida pelo
marcador (carvao) em relacdo ao comprimento total do intestino delgado e o
percentual de inibicdo do transito gastrintestinal, expressos como percentagem
(n=08). ?p<0,001 comparado ao grupo Controle e »<0,01 comparado ao grupo

tratado com clonidina (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).
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FIGURA 11. Efeito da ioimbina sobre a atividade do latex do Croton
urucurana (LCU) no transito gastrintestinal de camundongos.
Camundongos machos (n=08) foram tratados com veiculo (Controle, 10
mL/kg, v.0.), ioimbina (1 mg/kg, i.p.), clonidina (0,1 mg/kg, v.o.), LCU
(600 mg/kg, v.0.) ou ioimbina 10 min antes da administragao de clonidina
ou LCU, nas mesmas doses. Uma hora apds o tratamento oral ou 30 min
apos o tratamento intraperitoneal, administrou-se o marcador (0,2
mL/animal, v.0.) e 20 min apdés a administracdo deste os animais dos
respectivos grupos foram sacrificados. As colunas representam a média
+ E.P.M. da distancia percorrida pelo marcador (carvao) em relagao ao
comprimento total do intestino delgado, expressa como percentagem.
4p<0,001 comparado ao grupo Controle e Pp<0,01 comparado ao grupo

tratado com clonidina (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).



4.2. TRANSITO GASTRINTESTINAL ESTIMULADO POR FISOSTIGMINA EM

CAMUNDONGOS

A administragcdo de fisostigmina (0,25 mg/kg, i.p.) aumentou de forma
significativa (p<0,05) a distancia percorrida pelo marcador, passando esta de um
valor de 61,32 + 3,00 % do comprimento total do intestino, no grupo controle normal,
para um valor de 80,44 + 4,22 % no grupo controle fisostigmina (Tabela 11, Figura

12).

A Tabela 11 e a Figura 12 mostram que o pré-tratamento dos animais com
atropina (5 mg/kg, v.0.) ou com atropina, na mesma dose, em associag¢ao ao LCU
(600 mg/kg, v.0.), diminuiu a distancia percorrida pelo marcador para 48,96 + 7,34 %
e 53,35 + 10,12 %, respectivamente, em relagdo ao grupo controle fisostigmina

(80,44 + 4,22 %), sendo esta inibigdo do transito considerada significativa (p<0,05).

A administragcdo do LCU na dose de 600 mg/kg, v.o., ndo foi capaz de alterar
de forma significativa o efeito estimulatério exercido pela fisostigmina sobre o
transito gastrintestinal. Neste grupo o marcador percorreu 77,80 + 8,21 % do
comprimento total do intestino, enquanto que no grupo controle fisostigmina o

marcador percorreu 80,44 + 4,22 % do mesmo.



TABELA 11. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre o transito

gastrintestinal estimulado por fisostigmina em camundongos.

Tratamento (mg/kg) % Percorrido % de Inibicao
Controle Normal 61,32 £ 3,00 -

(veiculo, 10 mL/kg, v.0.)
Controle Fisostigmina 0,25; i.p. 80,44 £4,22° -

Atropina 5, v.o.
+ 48,96 +7,34° 39,13
Fisostigmina 0,25; i.p.

LCU 600, v.o.
+ 77,80 + 8,21 3,28
Fisostigmina 0,25; i.p.

Atropina 5, v.o. + LCU 600, v.o.
+ 53,35+ 10,12 ° 33,67
Fisostigmina 0,25; i.p.

Os animais foram tratados e imediatamente apdés o tratamento receberam uma
injecao intraperitoneal de fisostigmina (0,25 mg/kg), com exce¢ao do grupo controle
normal que recebeu o mesmo volume de agua destilada (i.p.). Uma hora apds o
tratamento oral, administrou-se o marcador (0,2 mL/animal, v.0.). Vinte minutos apos
a administracdo deste, os animais dos respectivos grupos foram sacrificados. Os
valores representam a média + E.P.M. da distancia percorrida pelo marcador em
relagdo ao comprimento total do intestino delgado e o percentual de inibicdo do
transito gastrintestinal, expressos como percentagem (n=08). ?p<0,05 comparado ao
grupo Controle Normal e °p<0,05 comparado ao grupo Controle Fisostigmina

(ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).
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FIGURA 12. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre o

transito  gastrintestinal estimulado por fisostigmina em
camundongos. Camundongos machos (n=08), foram tratados
oralmente com veiculo (Controle Fisost, 10 mL/kg), atropina
(Atropina+Fisost, 5 mg/kg), LCU (LCU+Fisost, 600 mg/kg) ou atropina
em associacdo ao LCU, nas mesmas doses, (Atropina+LCU+Fisost).
Imediatamente apo6s o tratamento foi administrada fisostigmina (0,25
mg/kg, i.p.). O grupo Controle Normal foi tratado com veiculo (10 mL/kg,
v.0.) e recebeu, no lugar da fisostigmina, o0 mesmo volume de agua
destilada. Uma hora apés o tratamento, administrou-se o marcador (0,2
mL/animal, v.0.) e 20 min depois os animais foram sacrificados. As
colunas representam a média + E.P.M. da distancia percorrida pelo
marcador em relacdo ao comprimento total do intestino delgado,
expressa como percentagem. °p<0,05 comparado ao grupo Controle
Normal e ?p<0,05 comparado ao grupo Controle Fisostigmina (ANOVA e

Teste de Student-Newman-Keul).



5. ATIVIDADE DO LATEX DO Croton urucurana BAILL. SOBRE A SECREGAO

INTESTINAL

5.1. SECREGAO INTESTINAL INDUZIDA POR TOXINA DA COLERA EM

CAMUNDONGOS

A Tabela 12 e a Figura 13 mostram que a toxina da colera (15 pg/animal em
0,4 mL; v.0.) aumentou de forma significativa (p<0,001) o volume de secregdo
intestinal de um valor de 642,12 + 65,73 mg (Controle Veiculo) para um valor de

1.301,28 + 82,98 mg (Controle Toxina).

O pré-tratamento dos animais com LCU (600 mg/kg, v.0.) e clorpromazina (25
mg/kg, v.0.), 60 minutos antes da administracdo da toxina da colera, reduziu de
forma significativa (p<0,01) o volume de secregdo intestinal induzido pela toxina da
célera de um valor de 1.301,28 + 82,98 mg (Controle Toxina) para 723,00 + 50,84 e

930,37 + 77,80 mg, respectivamente (Tabela 12 e Figura 13).

O pré-tratamento com LCU (600 mg/kg, v.o.), 60 minutos antes da
administragcdo de tampéao Tris sozinho (0,4 mL/animal, v.0.), ndo alterou de forma
significativa a secrecédo intestinal (664,00 + 31,45 mg) quando este valor foi

comparado ao obtido no grupo controle veiculo (642,12 + 65,73 mg).



TABELA 12. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) e da clorpromazina

sobre a secregao intestinal induzida pela toxina da célera em camundongos.

Tratamento (mg/kg) Secrecao Intestinal (mg)
Controle Veiculo (veiculo, 10 mL/kg, v.0.) 642,12 £ 65,73
Controle LCU 600, v.o. 664,00 + 31,45
Controle Toxina (veiculo, 10 mL/kg, v.0.) 1.301,28 + 82,98
LCU 600, v.o. 723,00 + 50,84
Clorpromazina 25, v.o. 930,37 + 77,80°

Camundongos machos foram tratados oralmente com veiculo (Controle Veiculo, 10
mL/kg) ou LCU (Controle LCU, 600 mg/kg), 60 minutos antes da administracdo de
tampao Tris sozinho (0,4 mlL/animal, v.0.), ou com veiculo (Controle Toxina, 10
mL/kg), LCU (600 mg/kg) ou clorpromazina (25 mg/kg) 60 minutos antes da
administracao de toxina da célera (15 ug/animal em 0,4 mL de tampé&o Tris, v.0.). Os
animais foram sacrificados por excesso de éter 6 horas apds a administracido da
toxina da célera ou tampdo Tris sozinho. A secrecao intestinal foi tomada, em
miligramas, como a diferenga entre os pesos do intestino tomados antes e apds a
eliminacdo do fluido intestinal. Foram utilizados 8 animais por grupo. Valores
expressos como média + E.P.M. da secregdo intestinal (mg). ?p<0,001 comparado
ao grupo Controle Veiculo; °p<0,01 e "°p<0,001 comparado ao grupo Controle

Toxina (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).
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FIGURA 13. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) e da
clorpromazina sobre a secrec¢ao intestinal induzida pela toxina da
célera em camundongos. Os animais (camundongos, machos, n=8)
foram tratados oralmente com veiculo (Controle Veiculo, 10 mL/kg) ou
LCU (Controle LCU, 600 mg/kg) 1 h antes da administracdo de tampao
Tris sozinho (0,4 mL/animal, v.0.), ou com veiculo (Controle Toxina, 10
mL/kg), LCU (600 mg/kg) ou clorpromazina (25 mg/kg) 1 h antes da
administragao de toxina da célera (15 ug/animal em 0,4 mL de tampé&o
Tris, v.0.). A secrecado intestinal foi tomada, em miligramas, como a
diferenga entre os pesos do intestino tomados antes e apds a eliminagao
do fluido intestinal. As colunas representam a média + E.P.M. da
secrecao intestinal (mg) registrada em cada grupo. p<0,001 comparado
ao grupo Controle Veiculo; °p<0,01 e ®p<0,001 comparado ao grupo
Controle Toxina (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).



6. ATIVIDADE DO LATEX DO Croton urucurana BAILL. SOBRE A MOTILIDADE

INTESTINAL

6.1. CONTRAGCOES INDUZIDAS POR AGONISTAS EM JEJUNO ISOLADO DE

RATO IN VITRO

A Tabela 13 mostra que nenhuma das trés doses utilizadas do LCU foi capaz
de alterar as respostas contrateis provocadas por cloreto de bario (1 x 10> M) ou
acetilcolina (5,5 x 10° M), contudo, a resposta contratil provocada por 5-HT (0,47 x
10 M) foi bloqueada, de forma significativa (p<0,05), pelo LCU na dose de 300
ug/mL (Tabela 13, Figura 14). O bloqueio foi revertido em cerca de 30 minutos apods
a lavagem do tecido. A média dos percentuais de inibicdo da resposta contratil da 5-
HT em presenca do LCU, nas doses de 30, 100 e 300 ug/mL, foram 8,93 + 9,18;

52,62 £+ 15,99 e 76,72 + 7,71 % respectivamente.



TABELA 13. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre as contragoes

induzidas por agonistas em jejuno isolado de rato in vitro.

Agonista Dose (M) Altura (cm) da resposta contratil antes e apoés

incubagao, por 3 min, com LCU nas doses (ug/mL)

Antes da
incubagao 30 100 300

Cloreto de bario 1x10° 6,03+£0,87 7,10x1,16 7,53+1,21 7,13+0,93
Acetilcolina 5,5x10° 6,50+£0,83 7,30+£1,10 7,12+1,09 6,62+1,14

5-HT 0,47 x10° 522+152 440+0,81 197+040 1,02+0,25*

Os valores representam a média + E.P.M. da altura das curvas contrateis (cm)
induzidas pelos agonistas na auséncia ou presenca do LCU em trés diferentes
concentragdes, correspondente a quatro experimentos. *p<0,05 comparado a altura
apresentada pela curva inicial (controle), ou seja, na auséncia do LCU (ANOVA e

Teste Kruskal-Wallis).
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FIGURA 14. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre as
contragoes induzidas por agonistas em jejuno isolado de rato in
vitro. Os animais (ratos, machos, 160-180g) foram mantidos em jejum de
sélidos por 24 h antes do sacrificio para a retirada de uma porgao da
parte proximal de seu jejuno (= 2 cm), que foi lavada com a solugao
nutritiva de Tyrode e imediatamente montada em um banho para 6rgéo
isolado. Apos estabilizacdo do 6rgao, foi iniciado o registro das respostas
contrateis para Acetilcolina (m; 5,5 x 10° M), Cloreto de Bario (A; 1 x 10
M) e 5-HT (e; 0,47 x 10° M), antes e ap6s a incubacdo por 3 min em
doses crescentes do LCU. As contragdes foram registradas em
quimografo através de alavanca isotdnica de inscricdo frontal. O grafico
representa a média = E.P.M. da altura das curvas de contracdo obtidas
em quatro experimentos (cm). *p<0,05 comparado ao resultado obtido
antes da incubagdo, ou seja, na auséncia do LCU (ANOVA e Teste
Kruskal-Wallis).



Discussao



DISCUSSAO

Existem alguns critérios fundamentais a serem seguidos no estudo de
plantas. O primeiro deles é procurar informag¢des na medicina popular para orientar o
estudo farmacolégico dos extratos. O segundo é utilizar o método mais simples
possivel para localizar e isolar compostos ativos e determinar se estes compostos
sao responsaveis pela atividade do extrato. Em nosso estudo, tendo como base seu
uso popular, tivemos o objetivo de validar a utilizagao do latex do Croton urucurana
Baill. como antidiarréico, estudando sua influéncia no transito gastrintestinal e
secrecao intestinal in vivo e na motilidade intestinal in vitro, utilizando modelos

animais.

O nosso interesse na realizagdo do trabalho surgiu devido ao grande impacto
da diarréia sobre a mortalidade infantil. No nordeste do Brasil, por exemplo, mesmo
com o0 uso da solugdo de reidratacdo oral, a diarréia persistente associada a
desnutricao aguda continua sendo a principal causa de morbidade e mortalidade

infantil (Guerrant et al., 1992).

Clinicamente a diarréia € uma consequéncia dos disturbios da fungao
intestinal na qual ha uma secregao intestinal excessiva, absorgédo intestinal
prejudicada e/ou rapido transito (Menezes et al., 1994). Portanto, a eficacia
antidiarréica do latex do Crofon urucurana Baill. foi estudada nos modelos
experimentais de diarréia induzida por 6leo de ricino em ratos (Mascolo et al., 1994)
e camundongos (Izzo et al., 1992), no modelo de secregéao intestinal induzida pela

toxina da colera (Richardson & Kuhn, 1986) e no transito gastrintestinal (Meli et al.,



1990) em camundongos, in vivo, e também na motilidade intestinal em jejuno isolado

de rato, in vitro.

As doses utilizadas nos experimentos foram escolhidas com base em estudos

preliminares realizados em nosso laboratério, onde utilizamos ratos e camundongos.

O Croton urucurana pertence a familia Euphorbiaceae, e 0s mais potentes
promotores de tumor, os ésteres de forbol, sdo extraidos de espécies pertencentes a
esta familia (Kinghorn apud Vaisberg et al., 1989). Contudo, o “Sangre de Grado”,
obtido do Croton lechleri Muell. Arg., ndo apresentou atividade carcinogénica ou
promotora de tumor apdés 17 meses de tratamento, em modelo animal usando
camundongos (Vaisberg et al., 1989). Isso nos leva a acreditar que o “Sangre de
Grado” nao apresenta em sua composi¢cao quantidade consideravel destes ésteres,
além disso, os estudos até entdo realizados com o Croton urucurana n&o
demonstraram a presengca de ésteres de forbol, diterpenos com atividade
carcinogénica (Kupchan et al., 1976; Schmidt apud Farias et al., 1996), o que é

favoravel a utilizagao terapéutica deste como antidiarréico.

No teste de toxicidade aguda, a dose letal do LCU para 50 % dos animais
(DLso), administrada por via oral, foi de 5,20 + 0,13 g/Kg. No presente estudo, as
doses utilizadas para tratamento com o LCU, definidas apds estudos preliminares
em nosso laboratério, foram de 400, 600 e 800 mg/kg, correspondendo a 1/13; 1/8,6
e 1/6,5 da DLsp, respectivamente. Estes achados indicam que o latex apresenta

baixa toxicidade.

Os animais tratados com altas doses do LCU (6, 7 e 8 g/kg) apresentaram

sedacédo. Talvez este efeito seja devido a uma depressdo do SNC ocasionada pelo



LCU. A taquipnéia seguida de cianose de extremidades apresentada por alguns
desses animais poderia ser explicada por acdo do LCU no aparelho respiratério,
ocorrendo severa broncoconstricdo, porém, serdo necessarios estudos mais

detalhados para confirmar algum efeito do LCU no SNC ou aparelho respiratério.

A analgesia observada pela auséncia de reagcdo do animal ao teste de
pressdo na cauda, realizado com pinca, pode ser explicada pela atividade
analgésica do latex descrita na medicina popular e confirmada por Peres et al.
(1998) no modelo de contorgdes abdominais induzidas por acido acético em
camundongos. Segundo Peres et al. (1998), o C. urucurana apresenta alguns
compostos com atividade analgésica, tais como campesterol, stigmasterol, -
sitosterol, acido acetil-aleuritdlico, catequinas, galocatequinas e [-sitosterol-
glucosidio. Tal atividade pode ser favoravel ao uso do LCU para o tratamento da
diarréia, tendo em vista que alguns casos de diarréia encontram-se associados a

colica abdominal.

A atividade antidiarréica do LCU foi estudada em modelos de diarréia induzida
por 6leo de ricino. O d6leo de ricino é um laxativo efetivo (Gaginella & Bass, 1978). A
diarréia induzida por ele é atribuida ao seu principio ativo, o acido ricinoléico. O 6leo
de ricino é hidrolisado na parte superior do intestino delgado em acido ricinoléico,
um irritante local que produz diminuigdo da absorgdo e aumento da secregao, da
motilidade e do transito intestinal (Menezes et al., 1994). O inicio de ac¢ao é imediato
e prossegue até que o composto seja excretado pelo coélon. Varios mediadores

parecem estar envolvidos na indugéo da diarréia pelo 6leo de ricino.



O dleo de ricino produz seu efeito laxativo em associacdo com a liberacao de
prostaglandinas (Rachmilewitz et al., 1980; Autore et al., 1984; Capasso et al., 1986)
e fator ativador de plaquetas (PAF) (Pinto et al., 1989 e 1992), aumento da
permeabilidade da mucosa (Farack & Nell, 1984), injuria do epitélio (Saunders et al.,
1977 e 1978) e outros efeitos ndao especificos. O AMP ciclico (AMPc) também
parece estar envolvido na secrecao intestinal como resposta ao acido ricinoléico
(Racusen & Bindes apud Mascolo et al., 1994). Além do NO, prostaglandinas e PAF,
existem evidéncias da participagédo de taquicininas (NK1 e NKj3) na diarréia induzida
por 6leo de ricino (Croci et al., 1997). Os autores deste estudo, realizado em ratos,
propdem que a ativagao dos receptores de taquicininas pelo 6leo de ricino pode
liberar PAF e NO, ambos contribuindo para o prejuizo no balango de fluidos do
intestino e para danos na mucosa. Portanto, fica claro que a agao do 6leo de ricino

como laxativo envolve uma complexa interagao entre varios mediadores enddgenos.

O aumento da permeabilidade da mucosa intestinal (Gaginella et al., 1977) e
a liberagcao de prostaglandinas pelos enterdcitos, induzida pelo acido ricinoléico,

ocorre através de um mecanismo dependente de calcio (Capasso et al., 1985).

O PAF parece estar envolvido na atividade secretéria do 6leo de ricino, uma
vez que foi mostrado que o antagonista do PAF, SR27417, reduz a incidéncia de
diarréia induzida por 6leo de ricino em ratos (Croci et al., 1997). Tem sido mostrado
que o PAF exerce uma série de efeitos sobre o intestino, incluindo contragcéo da
musculatura gastrintestinal e inducédo de erosées hemorragicas da mucosa
gastrintestinal (Campbell & Halusshka apud Izzo et al., 1998) e ainda estimulagao da

secrecao de anions em modelos animais (Hinterleitner et al. apud 1zzo et al., 1998).



Outro mediador possivelmente envolvido no efeito laxativo do éleo de ricino é
o NO. Este estimula a secregao intestinal (MacNaughton et al., 1992 e 1993; Wilson
et al., 1993) e relaxa a musculatura lisa gastrintestinal (Stark et al., 1991; Ward et al.,
1992), este ultimo efeito parece aumentar o transito intestinal e contribuir para um
efeito laxativo (Gullikson & Bass apud 1zzo et al., 1994). O NO esta envolvido em
alteragdes da motilidade intestinal induzida pelo 6leo de ricino (acido ricinoléico)
tanto in vitro (1zzo et al., 1993) quanto in vivo (Mascolo et al., 1994). Tal influéncia do
NO sobre a motilidade intestinal foi observada no intestino delgado de ratos
(Calignano et al., 1992) e caes (Stark et al.,, 1993) e no intestino grosso de caes

(Stark et al., 1993) e humanos (Boechxstaens et al., 1993; Keef et al., 1993).

A NOS ¢é responsavel pela geragao de NO a partir da L-arginina (Moncada et
al., 1991). Esta enzima existe na forma constitutiva e indutiva em muitos tecidos
(Moncada et al., 1991; Langrehr et al., 1993). A musculatura intestinal de ratos e
caes é inervada por neurénios que contém NOS (Kostka et al., 1993; Nichols et al.,
1993), o que da mais um suporte ao possivel papel do NO na regulagdo da

motilidade e secrecéo intestinal.

Mascolo et al., em seus estudos sobre a influéncia do NO na motilidade
intestinal, mostraram que o inibidor reversivel da NOS, L-NAME (Rees et al., 1990),
inibe a secrecéao intestinal de agua e eletrélitos induzida por 6leo de ricino em ratos
(Mascolo et al., 1993 e 1994). Outro inibidor reversivel da NOS, L-NMMA (Rees et
al., 1990), previne ou reduz a diarréia induzida por 6leo de ricino (Mascolo et al.,
1993). Estes achados sugerem que o NO pode estar envolvido na atividade diarréica
do 6leo de ricino. Em modelos animais utilizando ratos tratados com 6leo de ricino, o

L-NAME exacerbou os danos causados no intestino sugerindo que o NO exerce uma



atividade protetora sobre o intestino (Capasso et al. apud 1zzo et al., 1998). Contudo,
o fato do L-NAME bloquear o efeito diarréico do 6leo de ricino ao mesmo tempo em
que agrava a injuria a mucosa intestinal sugere que estes dois eventos nao tém

correlacao de causa e efeito.

O NO também parece estar envolvido no efeito laxativo do bisacodil e da
fenolftaleina (Gaginella et al., 1994), do sulfato de magnésio (Izzo et al., 1994), e da

sene e cascara sagrada (lzzo et al., 1996).

As fontes para liberacdo de NO pelos laxativos incluem as células epiteliais
(Tepperman et al., 1993), neurénios mioentéricos e/ou da submucosa (Sanders &
Ward, 1992; Kostka et al., 1993; Nichols et al., 1993), células do musculo liso (Grider

et al., 1992) e células endoteliais da microvasculatura (Palmer et al., 1988).

O NO estimula a guanilato ciclase intestinal (Ward et al., 1992). A elevagao de
GMP ciclico (GMPc) intracelular esta associada com o relaxamento do musculo liso
(Katsuki et al., 1977) e com a secrecgao intestinal (Brasitus et al., 1976). Apesar de
varios estudos terem sido publicados sobre a atividade secretéria do NO, o papel do
mesmo sobre o intestino parece ser controverso: foi revelado um efeito pro-absortivo
do NO em estudos realizados em camara de Ussing utilizando ileo de camundongo
(Rao et al.,, 1994), ileo de rato (Mailman, 1994), jejuno de rato (Schirgi-Deden &
Beubler, 1995 e 1996), dentre outros. Além destes estudos, Beubler & Schirgi-Deden
(1997) mostraram que a administracdo endovenosa de L-arginina ou doadores de
NO bloqueia a secrecgao intestinal, em ratos, induzida por 5-HT ou pela toxina da
colera, além de aumentar o efeito anti-secretério da solugcao de reidratagao oral, no
modelo de alga de jejuno ligada in vivo. Recentemente Turvill et al. (1999)

esclareceram, em parte, esta controversa quando concluiram em seus estudos que



o NO apresenta uma dualidade de papéis na secrecgao intestinal induzida pela toxina

da cdlera, agindo tanto aumentando a absorg¢ao quanto a secrec¢éao intestinal.

Apesar do fato de inUmeros mecanismos terem sido propostos para o efeito
laxativo do d6leo de ricino, ainda nao foi possivel definir com clareza seu mecanismo
de acao, contudo, ele tem sido uma boa ferramenta no estudo dos sintomas
associados a diarréia (redug¢ao da consisténcia das fezes, aumento da freqiéncia de

defecacéo e eliminagao excessiva de fezes).

No modelo de diarréia induzida por 6leo de ricino em camundongos o registro
das alteragdes na quantidade de fezes eliminadas e na perda de peso é utilizado
como indicador do ritmo de propulsao intestinal, baseado na suposi¢ao de que uma
reducdo na passagem de fezes e uma concomitante menor perda de peso
representa redugao na propulsdo do conteudo intestinal ou constipagao (Shook et

al., 1989).

A administragéo oral do LCU (400, 600 e 800 mg/kg) produziu significativa
atividade antidiarréica. Na tentativa de esclarecer se a atividade antidiarréica
observada estava associada a uma possivel inibicdo da sintese do NO ou a um
efeito sobre os receptores opidides presentes no trato gastrintestinal, levando a uma
reducao do transito e das secregdes intestinais, utilizamos L-arginina, substrato para
sintese do NO, e naloxona, antagonista ndo seletivo dos receptores opidides.
Contudo, os resultados mostram que a L-arginina e a naloxona falharam em reverter
o efeito do LCU. Estas observagdes nos permitem sugerir que a atividade

antidiarréica do LCU nao depende de mecanismo nitriérgico ou opidide.



Orlandi-Mattos et al. (2000) mostraram que o LCU apresenta potente
de mediadores da inflamagéo, como bradicinina, prostaglandina E;, e substancia P,
bem como a inibicdo da migragao celular para o foco inflamatério. Talvez a atividade
que é sabido que as prostaglandinas estdo envolvidas na indugcédo da diarréia pelo

Oleo de ricino (Rachmilewitz et al., 1980; Autore et al., 1984; Capasso et al., 1986).

Com base na analise fitoquimica da planta, outra hipétese pode ser elaborada
na tentativa de esclarecer o mecanismo da atividade antidiarréica do LCU, pois o
estudo fitoquimico do latex revelou a presenga de taninos. Plantas que contém
taninos em sua composicdo podem apresentar um efeito antidiarréico, uma vez que
estas substancias precipitam as proteinas dos enterdcitos, reduzindo os movimentos
peristalticos e a secrecao intestinal (Almeida et al., 1995). A camada formada pelo
precipitado de proteinas na superficie da mucosa dos enterdcitos também inibe o
desenvolvimento de microorganismos, explicando portanto a agao anti-séptica dos
taninos, que contribui para o tratamento da diarréia (Costa apud Almeida et al.,
1995). Os taninos, portanto, sdo anti-secretérios e também séo conhecidos por
inibirem os efeitos estimulantes de ligantes enddgenos sobre a musculatura lisa do
intestino (Menezes et al., 1994). A analise fitoquimica também revelou a presenga de
antocianidinas e catequinas, substancias que podem reduzir a motilidade e a

secrecao intestinal (Okuda et al., 1989).

Outro constituinte ativo do latex que poderia explicar sua atividade

antidiarréica é o composto SP-303, isolado primeiramente do Croton lechleri Muell.

z

Arg., uma proantocianidina com comprovada acgao antiviral (Ubillas et al., 1994). E



sabido que outras espécies, como o C. urucurana, também produzem o SP-303
(Ubillas et al., 1994). O composto SP-303 tem se mostrado bastante promissor no
tratamento da diarréia. Os resultados do ensaio clinico de 22 fase utilizando o
produto SB-300 (Shaman Pharmaceuticals, Inc.), cujo principal constituinte € o
composto SP-303, foram apresentados na “Xll World AIDS Conference Geneva”, em
junho de 1998, por Holodniy. Em seus estudos utilizando individuos soropositivos
(HIV+), apresentando diarréia, Holodniy mostrou que o SP-303 reduziu n&o apenas
a quantidade de fezes eliminadas pelos pacientes como também a frequéncia de

defecacao.

O composto SP-303 apresenta em sua composi¢cdo (+)-catequina, (+)-
galocatequina, (-)-epicatequina e (-)-galoepicatequina, com predominio da (+)-
galocatequina e da (-)-galoepicatequina (Ubillas et al., 1994). Este composto
também mostrou-se eficaz contra a secrec¢ao intestinal induzida pela toxina da célera
in vivo, em camundongos, e a secreg¢ao de CI" mediada por AMPc in vitro (Gabriel et

al., 1999).

Para estabelecer os efeitos do LCU na motilidade intestinal, foram realizados
experimentos para verificar sua influéncia no transito gastrintestinal de camundongos

in vivo e em segmentos de intestino delgado de rato in vitro.

O marcador a base de carvao ativado utilizado no modelo de transito
gastrintestinal tem sido usado por mais de 60 anos como uma ferramenta simples
para avaliacdo do efeito de laxativos (Macht & Barba-Gose apud Gaginella et al.,
1994). Este método é apenas um indicador da distdncia maxima percorrida pelo
marcador, ou seja, o método ndo fornece informagdes sobre a quantidade de

marcador encontrada em cada ponto ao longo do intestino e também nao faz



distingao entre um efeito de esvaziamento no estdmago ou um efeito proveniente de

alteracao no transito intestinal.

Nossos achados mostram que o marcador percorreu mais rapidamente nos
animais tratados com fisostigmina (Controle fisostigmina) do que nos animais do
grupo controle normal. Além disso, o LCU mostrou reduzir significativamente o
trajeto percorrido pelo marcador, quando comparado ao grupo controle, o que indica
uma reducao do transito gastrintestinal. Este efeito pode auxiliar na redugdo no
numero de evacuagdes, além de favorecer a absor¢gdo de agua em virtude da
lentiddo da passagem do conteudo intestinal, aumentando a viscosidade do bolo
fecal, e sendo, portanto, importante no controle da diarréia. E importante lembrar que

isto pode ter ocorrido por um efeito no estémago e/ou no intestino.

Para tentar esclarecer o mecanismo envolvido neste efeito inibitoério do latex
sobre o transito gastrintestinal, alguns agentes farmacolégicos foram utilizados. A
droga utilizada como padrao foi a morfina. Os efeitos gastrintestinais da morfina séo
primariamente mediados por receptores opidides p e & no intestino. A morfina
diminui a motilidade gastrica, aumentando sensivelmente o tempo de esvaziamento
gastrico, inibe a transferéncia de liquidos e eletrdlitos para a luz intestinal, através de
acdes sensiveis a naloxona na mucosa intestinal e no sistema nervoso central, e
reduz ou suprime as ondas peristalticas propulsivas do célon, além de aumentar o
tono do mesmo até o nivel de espasmo. O tono do esfincter anal também é
aumentado. Além de morfina e naloxona, também foram utilizados L-arginina,
clonidina e ioimbina. A L-arginina € um substrato para a sintese de NO. O NO relaxa
a musculatura lisa gastrintestinal (Stark et al., 1991; Ward et al., 1992) e este efeito

parece aumentar o transito intestinal e contribuir para um efeito laxativo (Gullikson &



Bass apud Izzo et al., 1994). O NO age estimulando a guanilato ciclase intestinal
(Ward et al., 1992). A elevacdo de GMP ciclico (GMPc) intracelular estd associada
com esse relaxamento do musculo liso (Katsuki et al., 1977) e também com a
secrecdo intestinal (Brasitus et al., 1976). Os agonistas ay-adrenérgicos, como a
clonidina, tém uso limitado no tratamento da diarréia, estas drogas podem modificar

o transporte na mucosa intestinal, além de reduzir o transito (Schiller, 1995).

Naloxona, antagonista opiodide nao seletivo, L-arginina, substrato para a
sintese de NO, e ioimbina, droga predominantemente antagonista dos receptores a.-
adrenérgicos (Starke et al. apud Tadano et al., 1992), falharam em reverter, de forma
significativa, o efeito inibitério do LCU sobre o transito gastrintestinal. Contudo,
pudemos observar uma tendéncia por parte da naloxona em reverter o efeito do
LCU. No modelo de transito gastrintestinal estimulado por fisostigmina, o LCU nao
foi capaz de reverter o aumento do transito gastrintestinal induzido pela fisostigmina.
Nossos resultados mostram que o LCU apresenta atividade inibitoria sobre o transito
gastrintestinal, entretanto este efeito ndo depende de mecanismo opidide, nitriérgico,

a-adrenérgico ou colinérgico.

Ao tentarmos avaliar uma possivel atividade ap-adrenérgica do LCU, o grupo
tratado com o latex foi comparado ao tratado com clonidina, um agonista op-
adrenérgico, droga considerada antidiarréica (Rabbani et al., 1982). A maioria das
evidéncias sugerem que o efeito antidiarréico da clonidina resulta de ativagdo dos
receptores ap-adrenérgicos localizados em nervos mioentéricos (Vizi apud Tadano et
al., 1992) e/ou células do musculo liso intestinal (Doherty & Hancock apud Tadano et
al.,, 1992). Nao foram demonstradas acg¢des antidiarréicas centrais da clonidina

(Doherty & Hancock apud Tadano et al., 1992).



O efeito inibitério do LCU sobre o transito gastrintestinal talvez seja devido a
presenca de flavondides em sua composi¢cdo. Os flavondides encontram-se
amplamente distribuidos na natureza. Varios deles tém mostrado inibir o transito e a
secrecao intestinal (Di Carlo et al.,, 1993). Foi mostrado que a quercetina, o
flavondide mais ativo, inibe as contracbes do ileo de cobaio estimuladas por
agonista ou por anafilaxia (Fanning et al., 1983). Outros flavondides também
mostraram atividade semelhante (Middleton & Drzewiecki, 1984; Capasso et al.,
1988 e 1991). Além dos flanondides, os taninos também podem estar contribuindo
para a atividade do LCU sobre o transito gastrintestinal. Plantas que contém taninos
em sua composi¢cao podem inibir o transito, uma vez que estas substancias reduzem
os movimentos peristalticos, além de reduzir a secregao intestinal (Almeida et al.,

1995).

O SP-303, outro constituinte ativo do “Sangre de Grado”, também pode ter
sua participagdo nesta atividade. Os resultados do ensaio clinico de 22 fase
utiizando o produto SB-300 (Shaman Pharmaceuticals, Inc.), cujo principal
constituinte € o composto SP-303, foram apresentados na “XII World AIDS
Conference Geneva”, em junho de 1998, por Holodniy. Como ja comentado
anteriormente, em seus estudos utilizando individuos soropositivos (HIV+),
apresentando diarréia, Holodniy mostrou que o SP-303 reduziu ndo apenas a
quantidade de fezes eliminadas pelos pacientes como também a freqiéncia de
defecacdo. Tal redugdo na frequéncia de defecacdo pode ter ocorrido por uma

lentificagao do transito gastrintestinal pelo composto SP-303.

Realizamos em nosso laboratério um estudo preliminar utilizando o modelo de

edema de pata induzido por 5-HT, nesse estudo, cujo resultado foi avaliado por



observacao visual, o LCU aparentemente nao inibiu a formagao do edema de pata
induzido pela 5-HT, porém, no modelo de contragdes induzidas por agonistas em
jejuno isolado de rato in vitro, o LCU inibiu as contragbes induzidas por 5-HT,
enquanto falhou em inibir as contragdes induzidas pelos outros dois agonistas,
cloreto de bario e acetilcolina. Talvez o LCU esteja exercendo um bloqueio sobre os
receptores da 5-HT impedindo a agcdo da mesma, porém, estudos mais detalhados
utilizando modelos experimentais in vivo e alguns antagonistas seletivos para os
receptores de 5-HT, como 5-HT,, 5-HT3; e 5-HT,4, devem ser ainda realizados para
esclarecer melhor um possivel envolvimento dos receptores 5-HT no mecanismo de

acao do LCU sobre a motilidade intestinal.

Nos ultimos dez anos, foi revelada a existéncia de quinze subtipos de
receptores 5-HT, que podem ser divididos em sete subfamilias (5-HT4, 5-HT,, 5-HTs3,
5-HT4, 5-HTs, 5-HTs € 5-HT7) (Gerhardt & Heerikhuizen, 1997). O trato gastrintestinal
€ um dos maiores depésitos de 5-HT nos mamiferos (Thompson apud Banner et al.,
1996). Dentre as muitas atividades propostas para este estoque de 5-HT esta o
envolvimento nos mecanismos de pelo menos alguns tipos de diarréia aquosa e
disturbios de defecacdo. Estes efeitos sdo devido a um aumento na atividade
propulsiva do intestino e/ou um aumento no volume de fluido acumulado na luz do
intestino. Contudo, sabe-se muito pouco sobre a natureza dos receptores de 5-HT
envolvidos nesta atividade, consequentemente, o verdadeiro papel da 5-HT na

fisiopatologia da diarréia ainda ndo € bem conhecido (Banner et al., 1996).

Banner et al. (1996) mostraram que os antagonistas dos receptores 5-HTy,
DAU6285, SDZ205-57 e SB204070, administrados subcutaneamente, ndo alteraram

a defecacdo nem a fluidez das fezes em camundongos normais, porém inibiram de



forma dose-dependente o aumento da defecacgao e da fluidez das fezes induzido por
5-hidroxitriptofano, precursor da 5-HT. Estes resultados sugerem que o receptor 5-
HT4 nao esta envolvido no mecanismo normal de defecagdo, contudo parece ser
recrutado apenas em condi¢des patoldgicas. Resultados semelhantes foram obtidos
por Sanger et al. (2000) usando o antagonista do receptor 5-HT4, SB207266. Bourin
et al. (1996) mostraram que o uso de antagonistas dos receptores 5-HT;
(ondansetron, granisetron, tropisetron) e, em menor intensidade, dos receptores 5-
HT, (ritanserin), inibiu a diarréia induzida por 5-hidroxitriptofano em camundongos,

confirmando a participagcao também destes receptores na diarréia induzida por 5-HT.

Utilizamos a toxina da cdlera para estabelecer uma possivel atividade anti-
secretéria intestinal do LCU. Apesar de usualmente acharmos que o intestino
delgado tem apenas a fungéo absortiva, ele também tem a capacidade de secretar
agua e eletrdlitos. Esta capacidade secretéria é demonstrada de forma
impressionante pela diarréia produzida pela toxina da coélera, que é quase que
completamente originada no intestino delgado (Carpenter et al. apud Field, 1971). A
secrecao intestinal desempenha importante papel ndo apenas na célera, mas

também em outras desordens associadas a diarréia.

A 5-HT é um importante mediador da secrecéo intestinal induzida pela toxina
da colera (Beubler & Horina, 1990). Além da 5-HT, também estdo envolvidos na

patogénese da célera o AMPc, prostaglandinas e a fung¢ao de estruturas neuronais.

Segundo estudos realizados por Beubler & Horina (1990), utilizando jejuno de
rato in vivo, parece que a toxina da colera pode desencadear a liberagdo de 5-HT
pelas células enterocromafins. Os autores supdem que a 5-HT pode entdo causar a

formagdo de prostaglandina E;, via receptores 5-HT, e a ativagdo de estruturas



neuronais via receptores 5-HT3. Estes dois efeitos podem finalmente levar a uma
abundante secrecao de fluido que pode ser totalmente bloqueada pela combinagao
de bloqueadores dos receptores 5-HT, e dos receptores 5-HT;. A participacao
destes dois subtipos de receptores na hipersecrecao induzida pela toxina da célera

também foi confirmada por Hansen & Skadhauge (1994).

Peterson et al. (1993) também estudaram os mediadores envolvidos no
aumento da secrecgao intestinal induzido pela toxina da coélera e concluiram que a
toxina da colera estimula a sintese e a liberagdo tanto de AMPc, quanto de
prostaglandina E», e ainda que o AMPc parece causar a liberagao de 5-HT pelas

células cromafins.

Estudos recentes realizados por Peregrin et al. (1999 e 1997) concluiram que
a secregao intestinal induzida pela toxina da cdlera € atenuada ou abolida por
bloqueadores dos canais de calcio do tipo L ou N e que a atividade anti-secretoria
intestinal dos bloqueadores dos canais de calcio do tipo L &, em parte, explicada
pela inibicdo da liberagao de 5-HT induzida pela toxina da cdlera. Ou seja, mais uma
vez foi mostrado o envolvimento da 5-HT na secrecgao intestinal induzida pela toxina

da colera.

O NO também parece estar envolvido na secrecdo intestinal induzida pela
toxina da célera. Janoff et al. (1997) concluiram em seus estudos que a infecgéo
sintomatica de humanos pelo V. cholerae induz a produgao de NO e que, em modelo
de alga ileal de coelho, a toxina da cdlera estimula significativamente a producgao de
NO em associacdo com o aumento na atividade local de NOS Ca®*-dependente. A
toxina da cdélera também estimula a secrec¢ao intestinal por outros mecanismos como

a estimulagéo da citocina pro-inflamatdria IL-6 (McGee et al., 1993), VIP (Nilson et



al.,, 1983; Jiang et al.,, 1993) e pela promocdo da permeabilidade intestinal

(Triadafilopoulos et al., 1989).

O SP-303, um constituinte ativo do “Sangre de Grado” citado anteriormente,
também pode ter sua participacdo nesta atividade, uma vez que este se mostrou
eficaz contra a secrecao intestinal induzida pela toxina da célera in vivo, em

camundongos, e a secreg¢ao de Cl" mediada por AMPc in vitro (Gabriel et al., 1999).

Nossos resultados mostram que a inibicdo da secrecdo intestinal induzida
pelo LCU foi maior que aquela mostrada pela clorpromazina, uma droga conhecida
por seu efeito anti-secretério intestinal em pacientes com célera (Rabbani et
al.,1982). Além disso, o LCU parece néo interferir no mecanismo normal de secregéao
do intestino. A inibicdo da secrecao intestinal em resposta ao LCU pode ser devida a
inibicdo das respostas da prostaglandina E,, uma vez que o LCU mostrou inibir o
edema de pata induzido pela prostaglandina E; em camundongos (Orlandi-Mattos et
al., 2000) e a mesma esta envolvida no aumento da secrecgao intestinal induzido pela
toxina da codlera (Beubler & Horina, 1990; Peterson et al., 1993). Outra explicagao
para a atividade anti-secretdoria do LCU, além de uma possivel participacdo do
composto SP-303, ja comentado anteriormente, seria um papel dos flavondides
presentes em sua composi¢ao, pois estes tém mostrado inibir a secrecdo intestinal
(Di Carlo et al., 1993), ou ainda a participagédo dos taninos, substancias que também
reduzem a secrecao intestinal (Almeida et al., 1995). Além de todas essas
possibilidades, os resultados obtidos no modelo de contragbes induzidas por
agonistas em jejuno isolado de rato, onde a incubagdo com o LCU levou a uma
inibicdo da contracao induzida pela 5-HT, nos leva a gerar a hipétese de que o LCU

poderia estar agindo como antagonista dos receptores de 5-HT inibindo a secrec¢ao



intestinal induzida pela toxina da codlera, ja que a participagdo da 5-HT neste

mecanismo foi estabelecida (Beubler & Horina, 1990).

Em resumo, os resultados obtidos em nosso estudo sugerem que o latex do
Croton urucurana Baill. apresenta atividade antidiarréica, confirmando seu uso
popular, e este pode ser explorado como uma alternativa para o tratamento da

diarréia, sozinho ou em combinacdo com a solugao de reidratacao oral.



Conclusoes



CONCLUSOES

A analise fitoquimica do LCU demonstrou a presenca de compostos como
taninos, catequinas e antocianidinas que apresentam propriedade
antidiarréica ja esclarecida na literatura. E provavel que o LCU demonstre
melhor desempenho se for testado em uma fragdo contendo estes

constituintes.

O LCU inibiu a diarréia induzida por 6leo de ricino, o transito gastrintestinal, a
secrecgao intestinal induzida pela toxina da cdlera e a contratilidade intestinal
provocada pelo agonista 5-HT, demonstrando assim, uma atividade

antidiarréica.

No modelo de diarréia induzida por 6leo de ricino em ratos, os resultados
mostram que a atividade antidiarréica do LCU nao depende de mecanismo

nitriérgico ou opidide.

Os dados apresentados nos modelos de transito gastrintestinal indicam que a
atividade inibitéria do LCU sobre o mesmo nado depende de mecanismo

opidide, nitriérgico, ay-adrenérgico ou colinérgico.



Summary



SUMMARY

The red sap (Dragon’s Blood ou Sangre de Grado) extracted from some Croton
species is used in folk medicine for the treatment of cancer, rheumatism, wounds,
ulcers, diarrhoea and to combat infections. The aim of this study is to evaluate a
possible antidiarrhoeic activity of the sap extracted from Croton urucurana Baill.
(SCU) and to elucidate the possible mechanism involved on this activity, explaining
and justifying the popular use of this plant for the treatment of diarrhoea. The
experimental models used were, castor oil-induced diarrhoea in rats and mice,
gastrointestinal transit and cholera toxin-induced intestinal secretion in mice, and
contractile responses evoked by agonists (acetylcholine, barium chloride and 5-HT)
in isolated rat jejunum. SCU (400, 600 and 800 mg/kg, p.o.) produced a significant
antidiarrhoeic activity. However, in the castor oil-induced diarrhoea model, in rats,
neither L-arginine (600 mg/kg, i.p.) nor naloxone (2 mg/kg, s.c.) reverted the SCU
(800 mg/kg, p.o.) antidiarrhoeic activity. On the gastrointestinal transit SCU produced
a significant (p<0,01) inhibitory effect at all the test doses employed. However,
naloxone (2 mg/kg, s.c.), L-arginine (600 mg/kg, i.p.) and ioimbine (1 mg/kg, i.p.)
failed to mitigate in a significant manner, this inhibitory effect of SCU. When tested on
physostigmine-induced gastrointestinal transit, SCU (600 mg/kg, p.o.) showed no
significant inhibition indicating absence of anticholinergic action. The cholera toxin-
induced intestinal secretion was inhibited by SCU (600 mg/kg, p.o.) and this inhibition
was greater than that observed with chlorpromazine (25 mg/kg, p.o.), an established
antisecretory drug. In isolated rat jejunum, SCU markedly inhibited the contractile
responses evoked by 5-HT, but failed to modify the contractile responses of other two
agonists, barium chloride and acetylcholine. SCU showed low toxicity, the LDs (letal
dose for 50% of the animals) registered was 5,20 + 0,13 g/Kg, per oral route. In
conclusion, the results of this study suggest that the sap extracted from Croton
urucurana presents antidiarrhoeic activity, confirming its popular use, and can be
explored as an alternative treatment for diarrhoea, alone or in combination with the
oral rehydration solution. Though, its mechanism of action is unclear, but its effect is
independent of opioid, cholinergic, az-adrenergic or nitriergic mechanism.
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