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RESUMO

A diarreia ¢ uma desordem gastrointestinal caracterizada por levar o paciente a realizar trés ou
mais evacuagdes diarias, sendo um importante problema de satde publica devido a alta
morbidade e mortalidade. Essa patologia pode estar associada a diversas condigdes, incluindo
bactérias como Escherichia coli produtora de toxina Shiga (ECTS) no qual possui uma toxina
capaz de causar danos ao hospedeiro como a diarreia. Dessa forma, o seu tratamento ainda ¢
um desafio pois paciente precisa repor liquidos e eletrolitos perdidos durante esse processo
infeccioso, assim alternativas de tratamento vem sendo estudada, entre elas a goma do cajueiro
(GC) que possui efeitos farmacologicos que podem auxiliar no tratamento da diarreia, além
disso apresentam estruturas que podem sofrer modificacdes entre elas, a degradacao originando
um oligossacarideo que estudos promissores demostram efeitos benéficos que podem tratar a
diarreia e proteger contra patégenos. O objetivo desse trabalho ¢ avaliar a atividade biologica
da goma do cajueiro e de seu derivado, oligossacarideo de GC (GCD48H) em modelo de
infeccdo por E. coli produtora da toxina Shiga (O157:H7). Dessa forma apds a obtencdo da
goma cajueiro e seu oligossacarideo, na qual foi realizada a caracterizacdo por Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) e titulagdo. Para a realizagdo dos ensaios bioldgicos,
os animais foram pré-tratados por gavagem, com salina e com os compostos GC (1.200 mg/kg)
e GCD48H (0,8 mg/kg) por via oral durante 10 dias, em seguida foi inoculado por gavagem 5
x 10'% unidades formadoras de coldnia em 100 pL durante 3 dias consecutivos onde realizou-se
a coleta das fezes para verificar a presenca de sangue, muco e diarreia. No dia seguinte os
animais foram eutanasiados e amostras do ceco e outras por¢des do intestino grosso foram
removidos e armazenados em condi¢cdes adequadas para a realizagdo da analise histologica para
quantificagdo de mucinas neutras usando coloragdo de acido periodico de Schiff (PAS) e anélise
de superdxido dismutase (SOD). Diante dos resultados, verificou-se um possivel efeito protetor
do GCD48H contra patogenos, observado tanto em nivel macroscopico, evidenciado pelas
analises de fezes, como microscopico, demonstrado pela analise de PAS. Além disso, houve um
aumento significativo dos niveis de SOD em amostras intestinais de animais submetidos a
infec¢ao por ECTS. Deste modo, sugere-se que a GC48H possa atenuar parametros envolvidos
na fisiopatologia da infeccdo intestinal por ECTS, sendo uma abordagem terapéutica
promissora, necessitando de mais estudos para confirmar validar nossos achados.

Palavras — chave: Diarreia; Goma do Cajueiro; Oligossacarideos; Escherichia coli.



ABSTRACT

Diarrhea is a gastrointestinal disorder characterized by the occurrence of three or more bowel
movements per day, representing a significant public health problem due to its high morbidity
and mortality rates. This condition can be associated with various factors, including bacteria
such as Escherichia coli producing Shiga toxin (STEC), which produces a toxin capable of
causing damage to the host, such as diarrhea. As such, its treatment remains challenging, as
patients need to replenish fluids and electrolytes lost during the infectious process. Therefore,
alternative treatment strategies have been investigated, including the use of cashew gum (CG),
which possesses pharmacological effects that may aid in the treatment of diarrhea. Furthermore,
it contains structures that can undergo modifications, such as degradation, leading to the
formation of an oligosaccharide. Promising studies have demonstrated that this oligosaccharide
may have beneficial effects in treating diarrhea and protecting against pathogens. The objective
of this study was to evaluate the biological activity of cashew gum and its derivative, the cashew
gum oligosaccharide (GCD48H), in a E. coli O157:H7 Shiga toxin-producing infection model.
Following the extraction of cashew gum and its oligosaccharide, characterization was
performed using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and titration. For the
biological assays, animals were pretreated by gavage with saline, CG (1,200 mg/kg), and
GCD48H (0.8 mg/kg) orally for 10 days. Subsequently, the animals were inoculated by gavage
with 5 x 10710 colony-forming units in 100 pL for three consecutive days, during which fecal
samples were collected to assess the presence of blood, mucus, and diarrhea. The following day,
the animals were euthanized, and samples from the cecum and other portions of the colon were
removed and stored under appropriate conditions for histological analysis, including
quantification of neutral mucins using Periodic Acid-Schiff (PAS) staining and analysis of
superoxide dismutase (SOD) activity. The results revealed a potential protective effect of
GCD48H against pathogens, observed both macroscopically through fecal analysis and
microscopically through PAS staining. Additionally, a significant increase in SOD levels was
observed in intestinal samples from animals infected with STEC. These findings suggest that
GCD48H may attenuate parameters involved in the pathophysiology of STEC-induced
intestinal infection, representing a promising therapeutic approach. However, further studies are
necessary to confirm and validate these findings.

Keywords: Diarrhea; Cashew Gum; Oligosaccharides; Escherichia coli.
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1 INTRODUCAO

A diarreia ¢ uma desordem gastrointestinal de relevancia para a satde publica,
caracterizada pela ocorréncia de trés ou mais evacuagdes didrias. Essa condi¢do ¢ uma das
principais causas de morbidade e mortalidade, especialmente em criancas e idosos (Dawod;
Crawford, 2021; Li et al., 2021 Aratjo et al., 2020). Dados da Organizagao Mundial da Satude
(OMS) apontam que doengas diarreicas sao uma das principais causas de morte entre criangas
menores de cinco anos, com 443.832 6bitos registrados e 1,7 milhdo de casos notificados
diariamente (WHO, 2024). No Brasil, em 2024, ja foram registrados 6.247.869 casos de
diarreia, dos quais 882.168 ocorreram em criancas de 1 a 4 anos (Sivep, 2024).

Sua manifestacdo estd associada a danos nas barreiras fisicas e quimicas do Trato
Gastrointestinal (TGI), além de disfun¢des nas proteinas transportadoras de ions, resultando em
um desequilibrio no transporte de dgua e eletrolitos (Li et al., 2021). A classificagdo da diarreia
¢ um fator importante no diagnostico e no tratamento. Ela pode ser categorizada de acordo com
sua natureza (Ramamurthy, Kumari & Ghosh, 2022; Miillhaupt, 2002) ou com seu mecanismo
de acdo patologico (Stamm et al, 2022; Burgers, Lindenberg & Bevis, 2020). Entre os
microrganismos patogénicos responsaveis por quadros diarreicos, destaca-se a Escherichia coli
(E. coli), uma bactéria gram-negativa facultativa, dentre as quais algumas cepas podem causar
danos a parede intestinal, levando ao desenvolvimento da diarreia (Mueller & Tainter, 2023;
Martinez-Medina, 2021; Kim, Lee & Kim, 2020). Entre os seus patotipos, merece atencao a
produtora da toxina Shiga (ECTS), especialmente o subtipo O157:H7, associado a quadros
graves como colite hemorragica e sindrome hemolitico-urémica (SHU) (Mueller & Tainter,
2023; Bautista-Trujillo et al., 2022; Kim, Lee & Kim, 2020).

A infecgdo ocorre pela presenca do patdgeno em alimentos contaminados, resultando na
destrui¢ao das microvilosidades intestinais € no aumento da secre¢ao de fluidos, culminando
em episodios de diarreia (Bhandari, Rout & Sedhai, 2023; Rodwell et al., 2022; Yang et al.,
2017). Hé auséncia eficaz de terapia para diarreia, dessa forma o tratamento convencional inclui
aterapia de reidratacdo oral (TRO) e intravenosa (TRI), ambas eficazes na reposicao de liquidos
e eletrolitos, prevenindo desidratacdo severa e Obitos (WHO, 2024; Feng et al., 2022).
Adicionalmente, a suplementacdo com zinco e uma alimentacdo rica em nutrientes
complementam a TRO, contribuindo para minimizar os efeitos da desidratacdo (WHO, 2024,
WHO, 2017). Contudo, ha uma necessidade crescente por novas abordagens terapéuticas,

incluindo produtos naturais. Desde a antiguidade, esses produtos, de origem vegetal e animal,
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tém sido utilizados devido aos seus compostos bioativos, como polissacarideos, que vém
ganhando destaque na pesquisa para o tratamento de diarreias, especialmente as gomas naturais
(Chaves et al., 2024; Jesus-Oliveira et al., 2021; Araujo et al., 2020).

As gomas naturais sdo polissacarideos extraidos de sementes, algas e exsudatos de
arvores, conhecidos por suas propriedades biocompativeis, biodegradaveis e de baixo custo,
além de amplas aplicagdes terapéuticas (Bands & Harasym, 2021; Aratjo et al., 2020). Entre
elas, a goma do cajueiro (GC) tem recebido atencdo por suas propriedades farmacologicas.
Trata-se de um heteropolissacarideo de alto peso molecular, composto majoritariamente por 3-
galactose (59-72%), com ramifica¢des de glicose (6,4-13%), arabinose (4-5%), ramnose (3,2-
4%), acido glicuronico (4-10%), xilose (1%) e residuos de agticar (2%) (Nicolau et al., 2019;
Aratjo et al., 2021; De Paula et al., 1998). Apresentando baixa viscosidade, a GC ja demonstrou
beneficios como atividade antidiarreica (Aradjo et al., 2015), protetora esofagica (Nicolau et
al., 2019) e gastroprotetora (Carvalho et al., 2015).

Alguns derivados da GC vém sendo estudados, como os oligossacarideos (OLGs),
probidticos naturais presentes em plantas, algas, microrganismos ou obtidos de hidrélise de
polissacarideos. Os OLGs possuem cadeias de 2 a 10 monossacarideos com baixo grau de
polimerizacao (Chen et al., 2023; Cheong et al., 2022; Li et al, 2021). Eles atuam como
moduladores da microbiota intestinal, estimulando a producao de 4cidos graxos de cadeia curta,
fortalecendo o sistema imunologico e combatendo patogenos. Estudos sugerem que esses
sacarideos compartilham as propriedades bioativas da GC, ampliando suas possibilidades
terapéuticas no tratamento de diarreias (Gao ef al., 2023; Li et al., 2021; Davani-Davari ef al.,
2019).

Diante desse contexto e da base cientifica existente, o presente estudo objetiva avaliar a
atividade biologica da goma do cajueiro e de seu derivado em modelo de infec¢ao por E. coli

produtora da toxina Shiga (O157:H7).
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2 REFRENCIAL TEORICO

2.1 DIARREIA

A diarreia ¢ uma condigdo patologica comum em grande parte da populagdo mundial,
caracterizada pela ocorréncia de trés ou mais evacuagdes didrias. Trata-se de um grave problema
de saude publica devido a sua alta taxa de morbidade e mortalidade, especialmente entre
criancas e idosos (Dawod; Crawford, 2021; Li et al., 2021 Araujo et al., 2020). Essa disfuncao
intestinal pode ser um sintoma associado a diversas condig¢des, incluindo infecg¢des bacterianas,
virais ou parasitarias, ma absor¢do de carboidratos, doencas cronicas e efeitos colaterais de
medicamentos (Li et al., 2021; Senderovich; Vierhout, 2021). Sua manifestacdo clinica decorre
de danos as barreiras fisicas e quimicas do intestino, além de alteracdes nas proteinas
transportadoras de ions, resultando em um desequilibrio no transporte de dgua e eletrolitos no
TGI (Li et al., 2021).

Os principais sintomas incluem evacuagdes frequentes, fezes moles, desconforto
abdominal e, em muitos casos, desidratagao devido a perda acelerada de liquidos e nutrientes.
A condicao pode ser desencadeada pelo consumo de alimentos contaminados com bactérias,
fungos, parasita, virus ou pelo uso de certos medicamentos, os quais alteram a microbiota
intestinal (Senderovich & Vierhout, 2021; Da Costa et al., 2020). Pacientes acometidos com
essa desordem frequentemente apresentam perda rapida de peso e desidratacdo, causada por
danos & mucosa intestinal. Assim, a reposi¢do de liquidos e eletrélitos € essencial no manejo
dessa condi¢do (Feng et al., 2022; Da Costa ef al., 2020).

Dentre os microrganismos associados a diarreia, alguns se destacam como patdégenos
importantes, capazes de causar diferentes tipos de diarreia: ndo inflamatoria, inflamatoria e
invasiva. Esses patdgenos podem lesar o tecido intestinal, interferindo nos processos de
absor¢ao e secre¢do, o que contribui para o surgimento da diarreia (Chavda et al., 2024). Entre
os agentes causadores mais relevantes estdo Escherichia coli (e seus subtipos), Rotavirus, Vibrio
cholerae, Shigella spp., Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Clostridium difficile,
Salmonella, Campylobacter e outros produtores de citotoxinas (Chavda et al., 2024; Akhondi
& Simonsen, 2023; Ramamurthy, Kumari & Ghosh, 2022)
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2.2 CLASSIFICACAO DA DIARREIA

A classificagao clinica da diarreia € essencial para orientar de forma eficaz o diagndstico
e o tratamento da doenga, permitindo intervengdes mais adequadas. Clinicamente, a diarreia
pode ser dividida em quatro tipos principais: diarreia aquosa aguda (DAA), que apresenta
duracdo de algumas horas a poucos dias; disenteria, caracterizada pela presenca de sangue nas
fezes; diarreia persistente, que dura entre 7 e 14 dias ou mais e diarreia cronica, que se prolonga
por um periodo superior a 30 dias (Akhondi & Simonsen, 2023; Ramamurthy, Kumari & Ghosh,
2022; Miillhaupt, 2002).

Além disso, a diarreia pode ser classificada conforme seu mecanismo patogenico de
acdo, abrangendo diferentes causas e manifestacdes. Entre essas categorias estdo a disfuncdo de
motilidade intestinal, que altera o transito normal do intestino; a iatrogénica, associada ao uso
de medicamentos; a osmotica, decorrente do acumulo de substincias osmoticamente ativas no
limen intestinal; a inflamatdria, causada por processos inflamatorios na mucosa intestinal e a
secretdria, caracterizada pelo aumento da secre¢do de agua e eletrélitos pelo intestino. De
acordo com essas classificagdes, a diarreia pode ser descrita como aquosa, sanguinolenta ou
gordurosa, dependendo de suas caracteristicas clinicas (Stamm et al, 2022; Burgers,

Lindenberg & Bevis, 2020).

2.2.1 Diarreia secretora

A diarreia secretora (DS) ¢ caracterizada por ser aquosa, indolor e acompanhada de uma
grande perda de liquidos. Sua ocorréncia € atribuida a diversos fatores, como a ma absor¢do de
acidos biliares, colite, distarbios endocrinos e algumas infec¢des acarretadas por
microrganismos (Nguyen et al., 2024; Burgers; Lindberg; Bevis
, 2020; Bhandari; Burakoff, 1995). Em casos graves, especialmente em populacdes vulneraveis,
como criangas e idosos, a DS pode levar a complicagdes como desnutri¢do, infec¢ao intestinal
e até mesmo a Obito, sendo a segunda principal causa de morte entre essas faixas etarias no
mundo (Qu ef al., 2023; Rudan et al., 2013; Hu et al., 2018).

O mecanismo patogénico dessa condi¢do esta relacionado ao aumento da secre¢do de
fluidos no intestino delgado, que possui grande capacidade de processamento de volumes de
liquidos. Esse processo resulta na superativagcdo da secregado transepitelial de cloreto (CI7). No
entanto, tal capacidade se torna uma desvantagem quando h4d um estimulo prosecretor potente,

sobrecarregando a estrutura anatomica responsavel pela absor¢ao de liquidos (Keely & Barrett,
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2022; Akrimajirachoote et al., 2020). O transporte excessivo de ions Cl” ocorre por meio do
cotransportador Na"/K'/2Cl" (NKCC1) nas células epiteliais, com o auxilio do gradiente de
sédio (Na") gerado pela Na'/K'-ATPase e pelos canais de potassio (K") localizados na
membrana basolateral. Esse processo culmina na secrecao de cloreto e dgua para o limen
intestinal, agravando a perda de liquidos caracteristica da DS (Tang et al., 2024; Qu et al., 2023;
Akrimajirachoote et al., 2020).

Os principais canais de Cl” que permitem a passagem de fluidos pela membrana apical
sao os canais de cloreto ativados por calcio (CaCCs) e o regulador de condutancia
transmembrana da fibrose cistica (CTFC). Esses canais desempenham um papel central na
regulagdo da secregdo de cloreto no intestino. Enterotoxinas bacterianas, produzidas por alguns
patdgenos, sdo frequentemente responsaveis por casos de DS, induzindo a secre¢ao ativa de CI°
e resultando em diarreias aquosas (Qu ef al., 2023; Keely & Barrett, 2022). Entre os patdgenos
produtores de toxinas que desencadeiam esse tipo de diarreia, destacam-se Vibrio cholerae,
Klebsiella spp., Shigella spp., Salmonella spp. e Escherichia coli, sendo esta Gltima a mais
comum em todo o mundo. Dentre os subtipos de E. coli, a enterotoxigénica (ECET), a
verotoxigénica (ECVT) e a produtora de toxina Shiga (ECTS), apresentam relevancia, uma vez
que estdo relacionadas ao aumento significativo de casos de DS globalmente (Chavda et al.,

2024; Akhondi & Simonsen, 2023; Afum et al., 2022).

2.2.2 Diarreia por E.coli produtora da toxina Shiga O157:H7

A E.coli (Figura 1) ¢ uma bactéria em formato de bastonete (bacilo), gram-negativa,
anaerdbica facultativa, pertencente a familia Enterobacteriaceae. Ela faz parte da microbiota
intestinal normal e desempenha um papel mutualistico com o hospedeiro desde o nascimento,
sendo considerada um microrganismo comensal inofensivo na maioria dos casos (Pokharel;
Dhakal; Dozois, 2023; Martinez-Medina, 2021; Fatima; Azis, 2019). No entanto, em individuos
saudaveis que apresentam danos nas barreiras fisicas, anatdmicas ou fisioldgicas, ou em
pacientes imunossuprimidos, E. coli pode se tornar um patdogeno oportunista. Suas cepas
patogénicas podem causar infec¢des sistémicas graves, incluindo diarreia (Mueller; Tainter,

2023; Martinez-Medina, 2021; Kim; Lee; Kim,2020).
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Figura 1 Um aglomerado de bactérias E. coli no intestino humano, conforme revelado por um

microscopio eletronico de varredura

Fonte: Callaway, 2012

As cepas patogénicas intestinais de E. coli sdo descritas com base em seus patotipos,
levando em consideragdo manifestagdes clinicas, mecanismos de infec¢do, tropismo tecidual,
interagdes com células hospedeiras e fatores de viruléncia. Esses patétipos incluem seis grupos,
dentre os quais enterotoxigénica, enteropatogénica (ECEP), enteroagregativa (ECEA),
enteroinvasiva (ECEI), difusamente aderente (ECDA) e produtora de toxina Shiga, também
denominada verocitotoxigénica ou entero-hemorragica (ECEH) (Mueller & Tainter, 2023;
Pokharel, Dhakal & Dozois, 2023; Kim, Lee & Kim, 2020). Dentre essas, destaca-se a ECTS,
que inclui mais de 200 sorotipos capazes de produzir a toxina Shiga (TxS). O sorotipo O157:H7
¢ particularmente relevante, pois carrega um plasmideo (pO157) associado a producdo de uma
potente toxina formadora de poros. Essa cepa tem sido associada a colite hemorragica, SHU e
diarreia sanguinolenta, sendo apontada como um grande problema de satide publica global
(Kim, Lee & Kim, 2020; Bautista-Trujillo et al., 2022; Getaneh et al., 2021).

A Toxina a shiga (TxS) ¢ um importante fator de viruléncia da ECTS, contribuindo para

o desenvolvimento de patologias graves que podem levar o paciente a 6bito (Rodwel et al.,
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2022; Getaneh et al., 2021; Fatima; Azis, 2019). Trata-se de uma toxina do tipo AB5 (Figura
2), composta por duas subunidades funcionais, a subunidade A, que ¢ responsavel pela atividade
citotoxica, e a subunidade B, que se liga a receptores celulares do hospedeiro, como o
glicoesfingolipideo globotriaosilceramida (Gb3), encontrado em varias células humanas
(Biernbaum; Kudva, 2022; Lee; Jeong; Lee, 2021; Joseph et al., 2020). A TxS possui duas
formas antigénicas principais e seus respectivos subtipos: TxS1 (TxSla, TxSlc e TxS1d) e
TxS2 (TxS™2a a TxS2g). Esses tipos estdo diretamente associados a gravidade das doengas
causadas pela toxina. A TxS2, por exemplo, esta relacionada a casos mais graves, enquanto os
subtipos de TxS1 apresentam toxicidades variaveis que influenciam os sintomas nos pacientes

acometidos (Rodwel et al., 2022; Yang et al., 2022; Hwang et al., 2021).

Figura 2 - A fisiopatologia do trafego da toxina Shiga e da acdo intracelular
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Fonte: Adaptado de Joseph et al., 2020

As ECTS frequentemente estdo presentes em alimentos (Figura 3) contaminados e
aderem a mucosa intestinal, provocando o desaparecimento das microvilosidades, um processo
conhecido como locus de apagamento de enterocitos (LAE). Esse fendmeno € promovido pela
secrecao de metaloproteases da ECTS, que causam danos a barreira intestinal ao se multiplicar

no local (Travert et al., 2021; Xi et al., 2020; Lemaignen et al., 2013). A bactéria libera TxS,
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que entram em contato com o hospedeiro por meio da interagdo com os receptores Gb3. Essas
toxinas sdo internalizadas por endocitose e atravessam as células epiteliais do 6rgdo alvo
(Figura 2). A subunidade A exerce efeitos citotoxicos, enquanto a subunidade B se liga ao
receptor Gb3, danificando células vasculares, renais e intestinais. Isso pode levar a doencas
gastrointestinais e renais, como a SHU, além de diarreias secretorias (Matuzzsk et al., 2023;

Mueller & Tainter, 2023; Travert et al., 2021).

Figura 3 - Representagdao esquematica de diferentes fontes de contaminagdo e transmissao da
infec¢do por Escherichia coli produtora de toxina Shiga com base em varios fatores ambientais.
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Fonte: Adaptado de Hwang et al, 2021.

A DS provocada pela ECTS ocorre devido a adesao do patdgeno a mucosa intestinal,
estimulando uma intensa secrecdo de fluidos no intestino delgado. Esse processo pode gerar
quadros que variam de diarreia leve a grave, com ou sem a presenga de sangue. Outros sintomas
comuns incluem febre, colicas abdominais, vomitos e desidratagcdo, tornando a condigdo
especialmente perigosa em grupos vulneraveis (Bhandari, Rout & Sedhai, 2023; Rodwel et al.,

2022; Yang et al., 2017).

2.3 EPIDEMIOLOGIA DE DOENCAS DIARREICAS

As doengas diarreicas estdo entre as principais causas de infeccdo intestinal e constituem

uma das maiores causas de mortalidade no mundo, especialmente entre criangas menores de
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cinco anos. Esse grupo etario representa cerca de 63% da carga global da doenga, ficando atras
apenas das doengas respiratdrias, o que torna as doencgas diarreicas um grande desafio para a
saude publica (WHO, 2024; Rawashdeh et al., 2022; Da Costa et al., 2020). Entre os principais
agentes causadores dessa patologia destacam-se Clostridium botulinum (botulismo),
Campylobacter jejuni (gastroenterite por Campylobacter), Vibrio cholerae (colera),
Escherichia coli (particularmente a cepa O157 produtora de toxina Shiga), Salmonella spp.
(Salmonelose), Shigella spp. (Shigelose) e Staphylococcus aureus (intoxicagdo alimentar
estafilococica) (Chavda et al., 2024; Ramamurthy, Kumari & Ghosh, 2022; Ugboko et al,
2020).

Anualmente, as doencas diarreicas causam a morte de aproximadamente 443.832
criangas, sendo a segunda principal causa de obitos em menores de cinco anos. Além disso,
mais de 1,7 milhdes de casos de diarreia infantil sdo reportados diariamente, de acordo com a
Organizag¢do Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2024). No Brasil, em 2024, foram registrados
6.247.869 casos de diarreia, dos quais 882.168 ocorreram em criangas de 1 a 4 anos (Sivep,
2024).

As principais causas dessa condi¢do incluem desnutricdo, consumo de 4gua
contaminada por fezes humanas, falta de higiene adequada e infecgdes por microrganismos,

como E. coli (WHO, 2017).

2.4  ALTERNATIVAS E INOVACOES NO TRATAMENTE DE DOENCAS DIARREICAS

Individuos acometidos por essa desordem necessitam de reposi¢do de agua e eletrolitos
devido a significativa perda de liquidos causada pelos danos provocados por microrganismos
(WHO, 2017). Nesse contexto, as principais alternativas de tratamento incluem a TRO e a TRI,
que auxiliam na recuperacdo do paciente e evitam o desfecho fatal (WHO, 2024; Feng et al.,
2022; Rawashdeh et al., 2022). Além disso, terapias adjuvantes podem ser incorporadas a TRO,
como a suplementacao de zinco e a manutencao de uma dieta rica em nutrientes. Essas medidas
contribuem para mitigar os efeitos da desidratagdo e aceleram o processo de recuperagao (WHO,
2024; WHO, 2017).

A OMS recomenda medidas acessiveis e eficazes para o tratamento da diarreia, como o
uso do soro caseiro, uma mistura de agua potavel, sal e acucar. Esse método de baixo custo
auxilia na reposicdo de agua e eletrolitos perdidos durante a diarreia. Além disso, a
suplementagao com zinco pode reduzir os episodios de diarreia em até 25% e diminuir o volume

das fezes em cerca de 30%. A manuten¢do de uma alimentacdo rica em nutrientes também ¢
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fundamental, especialmente o leite materno, que fortalece o organismo infantil. Contudo,
destaca-se a necessidade de desenvolver abordagens terapéuticas inovadoras e promissoras,
incluindo o uso de produtos naturais para ser uma possivel alternativa do tratamento para
diarreia (Muhlen; Dersch, 2020; WHO, 2017; Aratjo et al., 2015).

Os produtos naturais tém sido utilizados desde a antiguidade no tratamento de diversas
patologias, incluindo a diarreia (Da Costa et al., 2020). Esses produtos demonstram multiplos
beneficios, como menores efeitos colaterais quando comparados aos medicamentos
convencionais, o que tem incentivado a comunidade cientifica a explorar seu potencial
terapéutico (Anjum et al., 2023; Patel, 2023; Negi et al., 2021). Provenientes de fontes vegetais
e animais, os produtos naturais contém constituintes bioativos, como alcaloides, flavonoides,
terpenoides e polissacarideos. Estes ultimos, derivados de microrganismos, plantas e animais,
tém atraido aten¢do como alternativas terapéuticas para o tratamento de diarreias (Yang et al.,
2022; De Jesus Oliveira et al., 2021; Xi et al., 2021).

Entre os polissacarideos, as gomas naturais chamam a atencao devido suas propriedades
incluirem a regulagdo da microbiota intestinal e a prote¢do da mucosa contra danos. Estudos
recentes reforcam o potencial desses bioprodutos como uma nova alternativa para o manejo de
diarreias, abrindo caminhos para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e seguros

(Chaves et al., 2024; De Oliveira et al., 2023; Aratjo et al., 2020).

2.5 GOMAS NATURAIS

As gomas naturais sdo polissacarideos extraidos de sementes, algas ou exsudatos de
arvores, amplamente reconhecidos por suas diversas propriedades farmacoldgicas. Esses
polimeros sdo biocompativeis, biodegradaveis, possuem capacidade para sofrer modificagdes
quimicas, apresentam baixo custo e ndo oferecem riscos significativos, o que os torna versateis
em aplicagdes terapéuticas e farmacéuticas (Bands; Harasym, 2021; Aratjo et al., 2020; Ahmad
et al., 2019). Esses compostos apresentam cadeias hidrofilicas, ramificadas ou lineares, de
carboidratos com altos pesos moleculares e sdo altamente soltiveis em agua, mas possuem baixa
solubilidade em 6leos e solventes organicos devido as suas propriedades fisico-quimicas (Nehra
et al., 2022; Sari; Ferreira; Cruz, 2022; Jamila et al., 2020).

Esse biopolimero tem ganhado destaque crescente em estudos cientificos por suas
propriedades fisico-quimicas. Durante a hidrolise, produz acticares como arabinose, galactose,
glicose, manose, ramnose, acido glucurdnico e acido galacturonico (Nehra ef al., 2022; Badwaik

et al., 2020; Jamila et al., 2020). Suas aplicagdes abrangem o tratamento de condi¢cdes como
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diarreia, cicatrizagdo de feridas, febre, resfriado, tosse e distirbios gastrointestinais, incluindo
ulcera géstrica. Além disso, as gomas naturais possuem propriedades antioxidantes, citotoxicas,
antimicrobianas e antiagregantes plaquetarias, ampliando seu potencial terapéutico (Jamila et
al., 2020; Araujo et al., 2020; Ahmad et al., 2019).

As gomas podem ser classificadas em diferentes categorias, incluindo polissacarideos
extraidos de bacterias, como goma gelana, dextrana e xantana; vegetais, como goma guar, goma
de alfarroba e pectina; gomas de arvores, incluindo ardbica, cajueiro, angico-vermelho, karaya,
tragacanto, ghatti e kondagogu; e gomas extraidas de algas marinhas, como alginato,
carragenina ¢ agar (Ahmad et al., 2019; Aratjo et al., 2015; Chaves et al., 2024). Algumas,
como goma guar, arabica, tragacanto e xantana, sdo amplamente utilizadas comercialmente
(Nehra et al., 2022; Bandas; Harasym, 2021; Ahmad ef al., 2019).

Recentemente, pesquisadores tém destacado o potencial de novas gomas, como a GC,
devido as suas propriedades farmacoldgicas promissoras. Esse interesse reforca o papel das
gomas naturais como fontes valiosas para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas

inovadoras (Chaves et al., 2024).

2.5.1 Goma do Cajueiro

A Anacardium occidentale L. (Figura 5), popularmente conhecida como cajueiro, ¢ a
espécie mais reconhecida do género Anacardium e pertence a familia Anacardiaceae, sendo
amplamente encontrada nas regides Norte e Nordeste do Brasil (Silva et al., 2024; Silva et al.,
2022; Sancho et al,, 2007). Estudos tém demonstrado que o cajueiro possui propriedades
antimicrobianas, antioxidantes (Trevisan et al., 2006), anti-inflamatorias (Carvalho et al., 2011)
e gastroprotetoras (Carvalho et al., 2015). Além de sua relevancia medicinal, o cajueiro
desempenha um papel importante na economia brasileira, contribuindo para a geracdo de
empregos e arrecadagdo de impostos por meio da producdo industrializada de seus frutos e
pseudofrutos (Silva et al., 2023; Salehi et al., 2019; Sancho et al., 2007)

A GC ¢é um exsudato obtido da arvore Anacardium occidentale L., considerado um
heteropolissacarideo complexo de alto peso molecular. Sua estrutura ¢ ramificada, com uma
cadeia principal composta majoritariamente por -galactose (61%) e ramificacdes contendo
glicose (11-14%), arabinose (4-6%), ramnose (3,2—4%), 4cido glicurdnico (4,7-6,3%), xilose
(1%) e residuos de agtcar (2%) (Figura 4) (Araujo et al., 2012; De Paula et al., 1998). Esse
composto apresenta baixa viscosidade e, desde a antiguidade, o exsudato tem sido amplamente

utilizado por comunidades locais para tratar diversas doengas, especialmente as
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gastrointestinais, como a diarreia (Moraes et al., 2020; De Miranda et al., 2019; Araujo et al.,

2015).

Figura 4 - Representacdo de um fragmento estrutural goma do cajueiro
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Fonte: Chaves, 2020.

Figura 5 - Fotografia mostrando a arvore do cajueiro (4dnacardium occidentale L)
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Fonte: Autoria propria, 2024

O caju ¢ um pseudofruto originado do cajueiro, enquanto o fruto verdadeiro dessa planta
¢ a castanha. Apesar de seus subprodutos, incluindo GC, serem frequentemente subutilizados,
esses materiais tém se tornado foco de crescente interesse cientifico (Dheeraj et al., 2023; Silva
et al., 2021; Sousa et al., 2021). O pseudofruto destaca-se por seu elevado valor nutricional,
alto teor de fibras e potencial terapéutico no tratamento de condi¢cdes como obesidade e ulceras
gastricas (Dheeraj et al., 2023). Além disso, estudos t€ém demonstrado sua atividade antitumoral,
que ainda estd sendo amplamente investigada (Ribeiro et al., 2021). Diversos derivados do
pseudofruto e do fruto verdadeiro sdo comercializados, como refrigerantes, sucos, améndoas,
doces, polpas e o liquido da castanha (Silva et al., 2021).

A GC (Figura 6) tem se mostrado uma alternativa terapéutica promissora devido as
suas atividades antimicrobianas (Torquato ef al., 2004, Campos et al., 2012), anti-inflamatorias
(Schirato et al., 2006), antiulcerogénicas (Carvalho et al., 2015) e por possuir propriedades
adesivas aos tecidos se tornando uma alternativa terap€uticas para diversas patologias. Com isso
a GC possui caracteristicas reoldgicas, na qual ha semelhangas com varios polimeros sintéticos
tornando-se aplicavel na industria, devido suas propriedades mecanicas e de biodegradabilidade
(Nicolau et al., 2019; Araugjo et al., 2015; Aratjo et al., 2012). Além disso, suas propriedades

adesivas aos tecidos refor¢am seu potencial para aplicagdo no tratamento de diversas patologias.

Figura 6 - Polissacarideo obtido da goma do cajueiro isolado e purificado
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Fonte: Chaves, 2024

Ha outras gomas que compartilham semelhangas com a GC, como as gomas guar,
arabica, gelana, tamarindo e xantana. Essas gomas apresentam efeitos semelhantes contra varias
manifestagdes clinicas. Dessa forma, a GC tem demostrando 6timos resultados, especialmente
no TGI. Estudos indicam que a GC forma uma camada adesiva sobre a mucosa tecidual,
oferecendo beneficios como atividade antidiarreica (Aratjo et al., 2015), protecdo esofagica
(Nicolau et al., 2019) e efeitos gastroprotetores (Carvalho et al., 2015). Assim, a GC tem sido
amplamente estudada, especialmente seus derivados e suas aplica¢des bioativas, como os OLGs

(Silva et al., 2021; Sousa et al., 2021).

2.6 ATIVIDADE DOS OLIGOSSACARIDEOS COMO ALTERNATIVA DE
TRATAMENTO DE DIARREIA POR E.Coli TOXINA SHIGA 0157:H7

Os OLGs sdo parabidticos presentes na natureza e desempenham um papel importante
nas células humanas. Eles pertencem a classe dos sacarideos oligoméricos, compostos por 2 a
10 monossacarideos, ligados em cadeias retas ou ramificadas e possuem um baixo grau de
polimerizacao (Chen et al., 2023; Li et al., 2021). Esses OLGs podem ser encontrados em
plantas, algas marinhas e microrganismos, especialmente em bactérias filamentosas da ordem
Actinomicetales, além de serem obtidos por meio da hidroélise de polissacarideos (Cheong et
al., 2022; Xu et al., 2021).

Determinados OLGs, quando presentes em quantidade adequada, sdo fundamentais para
a regulacdo da microbiota intestinal. Dessa forma, os hidrolisados derivados de polissacarideos
tém se tornado uma escolha promissora como probidticos devido as suas propriedades benéficas
(Gao et al., 2023; Wu et al., 2020). Dentre os probiodticos benéficos a saude, destacam-se os
frutooligossacarideos (FOS), galactooligossacarideos (GOS) e transgalactooligossacarideos
(TOS), além dos microrganismos dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus. Um estudo
publicado pela European Society for Pediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition
(ESPGHAN) demonstrou que o uso de probiodticos, como Saccharomyces boulardii e
Lacticaseibacillus rhamnosus GG ATCC53103, no tratamento de diarreias agudas em criangas,
assim como as fibras alimentares, tém se mostrado moduladores eficazes da microbiota
intestinal. Tais fibras, quando fermentadas pela microbiota, produzem acidos graxos de cadeia
curta que estimulam o sistema imune inato contra microrganismos patogénicos (Li et al., 2021,

Davani-Davari et al., 2019).
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Esses compostos podem ser originados de polissacarideos, ja que apresentam agucares
em suas estruturas (Davani-Davari ef al.,, 2019). Estudos de Precup e colaboradores (2022) e
Song e colaboradores (2023) mostram que os OLGs contém agucares como glicose, xilose e
arabinose, componentes também presentes na GC. Além disso, esses OLGs tém demonstrado
beneficios a satde, incluindo prote¢do contra doengas cardiovasculares, diabetes, obesidade,
além de possuirem atividades imunomoduladoras (Cheon, Li, Zhong, 2022), antioxidantes
(Wang et al., 2022) e antimicrobianas, inibindo patégenos de origem alimentar e impedindo sua
adesdo a mucosa intestinal (Liu et al., 2023; Li et al., 2021).

A literatura também relata que os OLGs competem com os alvos naturais desses
patogenos, impedindo infecgdes bacterianas devido as suas propriedades anti-adesivas,
especialmente contra bactérias enteropatogénicas no trato intestinal (Verkhnyatskaya et al.,
2021; Douéllou et al, 2017). Assim, as propriedades da GC, que apresentam efeitos

semelhantes, podem torna-la uma alternativa terapéutica eficaz para o tratamento da diarreia.
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3 OBJETIVOS

3.1

OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade bioldgica da goma do cajueiro natural e seu oligossacarideo da goma

em modelo de infeccdo intestinal por E. coli produtora da toxina da Shiga.

3.2

A\

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtencao, isolamento e purificagao da GC;

Produgao do oligassarideo a partir da GC, através da técnica de degradacao;

Realizar a caracterizacdo fisico-quimica do Oligossacarideo (GCD48H) por FTI-R e
Titulagdo polimérica;

Analisar a atividade farmacologica da GC e GCD48H induzida pela bactéria ECTS
O157:H7,

Avaliar os parametros diarreicos;

Quantificar a propor¢do de mucinas aderidas a mucosa intestinal em animais com
infec¢do ocasionada pela ECTS através da técnica histoquimica de acido periddico de
Schiff (PAS);

Avaliar atividade antioxidante de GC e GCD48H, através da dosagem de superdxido

dismutase (SOD).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DA GOMA DO CAJUEIRO

As amostras brutas dos polissacarideos foram obtidas pelo Nucleo de Pesquisa em
Biodiversidade e Biotecnologia (BIOTEC) da Universidade Federal do Delta do Parnaiba,
Parnaiba-PI. O exsudato da goma foi adquirido a partir do tronco da arvore do cajueiro
(Anacardium occidentale L.) proveniente do municipio de Ilha Grande do Piaui localizado na

Planicie Litoranea Piauiense.

4.2 ISOLAMENTO DE OLIGOSSACARIDEO DA GOMA DO CAJUEIRO

4.2.1 Degradacio de Smith da Goma do Cajueiro

A goma (10 g) foi dissolvida em uma solugdo de NalO4 (500 mL) a 0,25M mantidos
por 48h (GCD48) a 4 °C no escuro. Transcorrido esse tempo, foi adicionado 15 mL de
etilenoglicol, seguido de diélise por 24h e foi adicionado borohidreto de sodio (3,5 g), mantida
a temperatura ambiente por 24 horas. Em seguida foi adicionado acido acético, seguido de
dilise por mais 24h. Por fim, foi adicionado H2SO4 0,5M por 24h em temperatura ambiente.
As solucdes foram neutralizadas com NaOH, dialisadas, precipitadas em etanol e secas sob

fluxo de ar quente.

43  ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER

Para observar os grupos funcionais presentes na GC e OLGs (GDC48), foi realizada a
andlise por meio da espectroscopia no infravermelho com transformada d Fourier (FTI-R)
(SHIMADZU IRAffinity-1S) (modelo 8300) entre 400 e 6000 cm™, usando a técnica de
reflexdo total atenuada (ATR).

4.4 QUANTIFICACAO DO TEOR DE ACIDOS URONICOS PRESENTE NO
OLIGOSSACARIDEO DA GC POR MEIO DA TECNICA DE TITULACAO

A principio a GC foi protonada a resina catidénica em HCl 0,98M (processo realizado em média

5 vezes para garantir a passagem do acido pela resina). Em seguida, o pH foi ajustado para 6,0
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por meio de lavagem com &gua ultrapura. Foi utilizado 100 mg de cada oligossacarideo
dissolvido em 20 mL de dgua ultrapura e colocada em agitacdo por 2 horas em média para
melhor dilui¢do. O procedimento foi realizado em triplicata, para garantir a estatistica correta,
sendo o pH inicial dos compostos mensurados antes de iniciar o processo. Utilizou-se NaOH
0,05M para titulacdo da solucdo com adi¢@o de 25 pL até chegar ao ponto de viragem da curva
e posterior estabilidade dos valores, por volta de pH 10. Em seguida, o volume de NaOH

utilizado durante o processo foi calculado no programa OriginPro 8.5.

4.5 INDUCAO DA INFECCAO POR E.coli PRODUTORA DA TOXINA DA SHIGA
0157;H7 EM CAMUNDONGOS BALB/c.

4.5.1 Design Experimental

Animais BALB/c (fémeas e/ou machos) com seis semanas de idade foram utilizados. Os
camundongos receberam ragdo e agua ad libitum e alojados a uma determinada temperatura (25
©C) com um ciclo de luz escura de 12 horas em 12 horas. Os camundongos foram divididos em
4 grupos (4-6 animais): GRUPO 1 (Agua destilada — controle negativo), GRUPO 2 (GCD48H
" E. coli 5 x 10" UFC), GRUPO 3 (GC * E. coli 5 x 10! UFC) e GRUPO 4 (ECTS 5 x 10'°
UFC). Nesse sentido, realizou-se um pré-tratamento durante 10 dias com os compostos e
posteriormente os grupos experimentais foram submetidos a infec¢do. O projeto foi aprovado

comité de ética

4.5.2 Inducao da Diarreia

O experimento seguiu o modelo Mohawk e colaboradores (2010) e Zou e colaboradores
(2020) com modificacdes. Os camundongos receberam ragdo e agua ad libitum, exceto antes da
infeccdo por E. coli O157:H7. A ragdo foi retirada das gaiolas dos animais no dia anterior (18
horas de jejum). A agua foi retirada das gaiolas 2 horas antes da infec¢do dos camundongos.
Ap0s a infecgdo, o acesso a alimentos e dgua foram restaurados. Desse modo foi inoculado por
gavagem 5 x 10'" unidades formadoras de colonia (UFC) em 100 pL durante 3 dias
consecutivos. As fezes de todos os camundongos serdo coletadas pressionando suavemente o
abdomen para os parametros de diarreia. No dia seguinte os animais serdo eutanasiados com
ketamina (300 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg) e sera retirado os 6rgdos para fazer as analises

posteriores (Figura 7).
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Figura 7 - Design Experimental da Infec¢ao por ECTS
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Fonte: Adaptado de Mohawk et al., 2010; Zou et al., 2020

4.5.3 Critérios Utilizados na Analise do Score de Diarreia

Os parametros para avaliar a gravidade da infeccdo pela ECTS e seus scores foram
apresentados no presente estudo seguindo a metodologia de Yim e colaboradores (2021)
seguindo os seguintes parametros como modificacdes como mortalidade, temperatura,
consisténcia das fezes conforme seus scores (0 = Fezes normais ou falta de diarreia; 1= Fezes
semi-solidas ou sélidas; 2 = Fezes pastosas/Fezes em quantidade pequena/moderada; 3 = Fezes
aquosas/Fezes em grande quantidade), presenca de sangue ou muco (0 = Sem sangue/muco; 0,5
= Vestigio de sangue/muco nas fezes; 1 = Presenca de sangue/muco nas fezes), consisténcia das
fezes (Método de 1 grau = Normais sem marca de 4gua no papel filtro; 2 graus = Umidas com
fezes de formato normal com marca d"agua no papel filtro/mancha no pela induzida por diarreia;
3 graus = Aquosas com fezes disformes com marca de agua, além da borda das fezes no papel

toalha ou diarreia aquosa com escassos componentes formados).

4.5.4 Processamento Histologico

As andlises histoquimicas para observar a presenca de mucinas neutras das amostras

foram realizadas ap0s a fixacdo por 24 horas em formol a 10% e conservag@o em alcool a 70%.
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As amostras de ceco e outras porgdes do intestino grosso (IG) dos camundongos foram
desidratadas, diafanizadas e embebidas em parafina. Posteriormente, submetidas a
processamentos para a realizagao de cortes histoldgicos, de modo a obter as laminas a serem
coradas com Acido Periodico de Schiff (PAS) para detectar mucinas neutras (Trevizan et al.,

2016).

4.5.3.1 Coloracdo de Acido Periédico de Schiff (PAS).

Laminas histologicas contendo amostra de tecido intestinal, ja desparafinizadas, foram
hidratadas em solugdes consecutivas de alcool (90 e 70%) e em agua destilada. Em seguida, os
cortes foram mergulhados em solu¢do de 4cido periddico 0,5% por aproximadamente 10 min.
Apos isso, os cortes foram lavados em dgua corrente, com subsequente imersdao no reativo de
Schiff por 40min, ao abrigo da luz. Para remover o excesso de Schiff e evitar falsos positivos,
os cortes foram lavados no banho sulfuroso por 4min. Para contra-coloracdo, utilizou-se a
Hematoxilina de Meyer. Por fim, os cortes foram desidratados e as laminas foram montadas
com Permount. Para tanto, foram analisadas imagens da mucosa intestinal separadas por grupo
distintos, capturadas com camera de alta resolugdao (Olympus® SC30, 3.0 MP), com objetiva
de 400X, conectada ao microscopio de luz (Olympus® BX43F, Minato-Ku, Japdo). Pixels
positivos de glicoproteinas neutras semelhantes a mucina foram coradas com PAS e
quantificados usando o software ImageJ® versdo 1.53 k. Os resultados foram expressos em
porcentagem da 4rea de mucinas coradas (Schneider; Rasband; Eliceiri, 2012; Lopes et al.,

2023).

46 AVALIACAO DO TRATAMENTO COM GC E SEU DERIVADO NOS NiIVEIS DE
SOD NA INFECCAO OCASIONADA PELA ECTS

A atividade de SOD foi avaliada seguindo o proposto por Sun, Oberley e Li (1988). A
partir das amostras foi realizado um homogenato a 10%, que em seguida foi centrifugado a 3000
rpm, por 15 minutos com temperatura de 4 °C. Logo ap0s, foi retirado 100 pLL do sobrenadante
e colocado em outro tubo, e adicionado 1110 pL de tampao fosfato, descontando o que ja foi
adicionado desse tampao no homogenato, 40 pL. de Triton X-100 (1% v/v), 75 pL de L-
metionina (20mM), 100 uL de EDTA (50 uM) e 75 pL de cloreto de hidroxilamina (10 mM).
Apos adicionados todos os reagentes, os tubos foram colocados em banho-maria na temperatura

de 37 °C durante 5 minutos. Depois de um periodo necessario, com pouca luz, foi adicionado
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80 uL de riboflavina (50 uM) e todos os tubos foram colocados em uma caixa adequada com
luz branca no tempo de 10 minutos. Logo apds, ainda sob pouca luz, 100 uL da solucao
preparada foi adicionada a pogos da placa para Ensaio de Imunoabsorbancia ligado a enzima
(ELISA), com adi¢ao de 100 puL do reagente de Griess. Apos 10 minutos, em temperatura
ambiente, foi realizada a leitura em leitor de ELISA (550 nm). No que diz respeito a dosagem
de proteinas totais foi usado um kit do LABTEST. Com o valor da dosagem de proteinas totais

foi calculado o valor de Unidade de SOD (U SOD)/mg de proteinas totais.

47  ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos com média = EPM de 4 a 6 animais por grupo e foram
realizados através do software GraphPad Prism 8 (La Jolla, CA), utilizando-se a andlise de
variancia (ANOVA), em seguida pelo pds-teste Tukey. As diferengas consideradas significativas
quando p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas a partir do programa GraphPad Prism,

software versdo 7.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS OLGs OBTIDOS DA GC

Na figura 8 sdo apontados espectros do FTI-R do OLG e GC, em que € possivel observar
mudangas na funcionalizagdo quimica desse composto. Os resultados apresentados em nosso
estudo demonstram picos caracteristicos de polissacarideos que foram expressos na faixa 4000-
600 cm™!. Dessa forma, as caracteristicas espectrais atribuiveis a GC podem ser claramente
observadas, no qual o pico 3305 cm™! relacionado com a vibragio de estiramento do OH, 2924
cm’! (faixa é atribuida ao estiramento CH do CH2), 1774 cm’! (correspondendo ao estiramento
CO = do grupo éster carbdnica), 1627 cm™ (alongamento assimétrico das vibragdes COO — e
OH das moléculas de 4gua), 1368 cm™ (correspondendo ao estiramento simétrico COO —), 1151
cm’! (caracteristicas das vibragdes de estiramento C-O-C das ligagdes glicosidicas e OH dos
4lcoois), 1016 cm™ (C-O-C grupos éter glicosidicos) e 936 cm™ (vibragdes de estiramento CO)
(Oliveira et al., 2023; Biswas et al., 2020; Leite et al., 2017). O OLG apresentou picos de bandas
tipicas de polissacarideo em torno 3296, 2046, 1633, 1374, 1014, 957 cm™', demostrando que

ainda ha residuos da GC.

Figura 8 - Espectro de infravermelho da Goma do Cajueiro (GC) e seu derivado (GCD48H)
pelo processo de Degradacao Smith
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Os experimentos de titulagdo potenciométrica foram propostos neste trabalho para
determinar os valores em porcentagem do teor de acido urdnico presente no OLG derivado da
GC. Dessa forma, a analise possibilitou a verificagdo do ponto de equivaléncia e a obtengao do
teor de acidez da amostra, sendo observado um resultado satisfatério de acidos no grupo OLG

obtidos pela degradacdo. O valor esta presente na Tabela 1.

Tabela 1 - Quantificagdo em porcentagem (%) de acido urdnicos presente no GCD48H
derivados da GC

Amostra Acido presente na goma
em porcentagem (%)
GCD48H 57%
GC 6,0%

Fonte: Autoria propria, 2024

5.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS E SCORE DA DIARREIA

Nas andlises realizadas durante os 3 dias de infecgdes foram observados pardmetros
ocasionados pela infeccao pela ECTS e se houve diferenca com os animais tratados com os
compostos GC e GCD48H. Dessa forma, foi possivel avaliar se houve mortalidade, mancha no
pelo, temperatura retal, sangue, muco e consisténcia das fezes. Com isso o0s grupos
experimentais conseguiram sobreviver até a finalizacdo da andlise (mortalidade), sem acimulo
de fezes e sem nenhuma mancha no pelo ocasionada pela infecao. Houve diferenca significativa
entre os grupos INF, GC e GCD48, onde foi possivel observar sangue nas fezes do grupo INF
(Figura 10B), muco no grupo GC (Figura 10C) e INF. Além disso, a consisténcia das fezes
apresentou normalidade em todos os grupos. O grupo pré-tratado com GCD48H (Figura 10D)
ndo apresentou nem sangue € muco, assim com o grupo controle (Figura 10A) durante as

analises apresentadas na Tabela 2

Tabela 2 - Gravidade da infeccdo pela ECTS e seus scores

DIAS
PARAMETROS GRUPOS o1 02 03
CON 0 0 0
Mortalidade INF 0 0 0
GC 0 0 0
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GCD48H 0 0 0

CON 0 0 0

Score de fezes INF 0 0 0

GC 0 0 0

GCD48H 0 0 0

CON 0 0 0

INF 0 1 1

Score de sangue GC 0 0 0

GCD48H 0 0 0

CON 0 0 0

INF 0 1 1

Score de muco GC 0 1 1

GCD48H 0 0 0

CON 1 1

Formato e INF 1 1 1

parametro GC 1 1 1
consisténcia das

fezes GCD48H 1 1 1

CON 0 0 0

Manchas no pelo INF 0 0 0

induzidas por
diarreia GC 0 0 0
GCD48H 0 0 0

Fonte: Autoria propria, 2024

Outro parametro avaliado foi a temperatura retal dos camundongos, onde foi possivel
observar o aumento dessa temperatura retal durante o periodo de contaminacdo demostrado em

grau Celsius (°C) no grafico mostrado na Figura 9.

Figura 9 - Gravidade da infeccdo pela ECTS e seus scores (Temperatura)
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Figura 10 — Efeitos da gravidade da infec¢ao pela ECTS em parametros da diarreia.

Legenda: (A-D) Amostras de fezes, evidenciando a quantidade de muco ou sangue. (A) Grupo CON (controle

negativo); (B) grupo INF; (C) grupo que recebeu pré-tratamento com GC, seguido da infeccdo ECTS; (D) grupo
pré-tratados com GCD48H e submetidos a posterior a infec¢do por ECTS.

Fonte: Autoria propria, 2024
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5.3 EFEITOS DA GC E SEU DERIVADO NOS NiVEIS DE MUCINA NO TECIDO
INTESTINAL

Os tecidos do ceco e outras por¢des do IG corados com PAS demostrou em nossos
resultados que os animais do grupo INF teve um aumento significativo do contetido de muco
do ceco em comparagao com grupo CON e da mesma forma ocorreu no IG como mostrado nas
Figura 11 e 12 Os animais do grupo INF apresentaram aumento significativo (13% mucinas
coradas com PAS, p < 0,05) do contetido de muco em comparacdo com grupo CON (2,6%
mucinas coradas com PAS). J& o pré-tratado com GCD48 (2,9% mucinas coradas com PAS)
demostrou redugdo significativa de muco em comparag¢do com INF, demonstrando manutencao
na quantidade de muco no ceco. No entanto, ndo houve uma reducao na perda de muco no grupo
pré-tratado com a GC em relagdo ao grupo INF.

Além disso, o grupo INF apresentou um aumento de muco (18,7% mucinas coradas com
PAS) no IG em comparagdo com grupo CON (14,6% mucinas coradas com PAS) ¢ o que
realizou o pré-tratamento com GCD48 (8% mucinas coradas com PAS) apresentou uma reducao
significativa de muco no IG em comparag@o com grupo lesado (INF). Semelhante ao encontrado
no ceco, o grupo GC (18,1% mucinas coradas com PAS) nédo apresentou diferenca significativa
em comparagdo com grupo INF, demonstrando que tanto no ceco quanto na porcao proximal
do IG, mesmo recebendo pré-tratamento com a GC, as células caliciformes ainda estavam

produzindo muco no processo infeccioso.
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Figura 11 Anadlise microscopica dos efeitos da GC e seu derivado no ceco na infec¢do pela
ECTS.
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Legenda: (A-D) Fotomicrografias no aumento de 20x das amostras de ceco coradas com PAS, evidenciando a
quantidade de mucina presente na mucosa. (A) Grupo CON (controle negativo); (B) grupo INF; (C) grupo que
recebeu pré-tratamento com GC, seguido da infecgdo ECTS; (D) grupo pré-tratados com GCD48H e submetidos
a posterior por infecgdo por ECTS. (E) Analise grafica dos niveis de mucina avaliados pela coloracdo com PAS.
Os resultados estdo expressos pela média + erro padrdo da média de pelo menos 6 animais por grupo. (****) p<0.05

quando comparado ao grupo GCD48H; (#) p<0.05, quando comparado ao grupo INF. Os dados foram analisados
por ANOVA unidirecional seguido de teste de Tukey.
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Figura 12 Analise microscopica dos efeitos da GC e seu derivado em outras por¢des do 1G na
infeccdo pela ECTS.
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Legenda: (A-D) Fotomicrografias no aumento de 20x das amostras de ceco coradas com PAS, evidenciando a
quantidade de mucina presente na mucosa. (A) Grupo CON (controle negativo); (B) grupo INF; (C) grupo que
recebeu pré-tratamento com GC, seguido da infec¢do ECTS; (D) grupo pré-tratados com GCD48H e submetidos
a posterior por infeccdo por ECTS. (E) Anélise grafica dos niveis de mucina avaliados pela coloracdo com PAS.
Os resultados estdo expressos pela média + erro padrdo da média de pelo menos 6 animais por grupo. (****) p<0.05

quando comparado ao grupo GCD48H; (#) p<0.05, quando comparado ao grupo INF. Os dados foram analisados
por ANOVA unidirecional seguido de teste de Tukey.
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5.4 AVALIACAO DO TRATAMENTO COM GC E SEUS DERIVADOS NOS NiVEIS DE
SOD NA INFECCAO OCASIONADA PELA ECTS

A analise da atividade da SOD foi quantificada, avaliada e expressa em U SOD/mg de
proteina, no valor de p < 0,05. A utilizacao dos tratamentos com a GC (11,64 + 0,91 U SOD /
mg de proteina) e GCD48 (19,52 + 2,34 U SOD / mg de proteina) resultou em um aumento
significativo (p<0,05) dos niveis de SOD no ceco, quando comparado com o grupo INF (7,09
+ 0,80 U SOD / mg de proteina). Por outro lado, o grupo infectado apresentou uma redugao
significativa desses niveis quando comparado ao grupo controle (15,41 + 2,01 U SOD/m de

proteina), como ilustrado na Figura 13.

Figura 13 Efeito da GC e seu derivado nos niveis Superdxido Dismutase (SOD) no ceco em
camundongos infectados com ETCS
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Legenda: Os resultados estdo expressos pela média + erro padrdo da média de pelo menos 6
animais por grupo. (**) p<0,05 quando comparado ao grupo INF; (#) p<0,05 quando comparado
ao grupo CON (controle negativo). Os resultados foram analisados por One-way ANOVA
seguido pelo teste de Tukey.

Da mesma forma, foi possivel observar que mesma reagdo no IG, onde os tratamentos
com os compostos GC (14,74 + 1,38 U SOD / mg de proteina) e GCD48H (20,24 + 2,55 U SOD
/ mg de proteina) obteve um aumento significativo (p<0,05) dos niveis de SOD no IG quando

comparado com o grupo INF (6,58 = 1,03 U SOD / mg de proteina). Contudo, o grupo infectado
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apresentou uma diminuigao significativa desses niveis quando comparado ao grupo CON (16,05

+ 0,66 U SOD / mg de proteina), como demonstrado na Figura 14.

Figura 14 Efeito da GC e seu derivado nos niveis Superdéxido Dismutase (SOD) em outras
por¢des do IG em camundongos infectados com ETCS
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Legenda: Os resultados estdo expressos pela média + erro padrdo da média de pelo menos 6
animais por grupo. (**) p<0,05 quando comparado ao grupo INF; (#) p<0,05 quando comparado
ao grupo CON (controle negativo). Os resultados foram analisados por One-way ANOVA

seguido pelo teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

Durante o processo de degradagao de Smith, € possivel observar varios monossacarideos
devido ao procedimento de fragmentacdo em moléculas completas, dessa forma, pode haver a
despolimerizagdo de um polissacarideo para outro ou originar em OLG. No presente estudo foi
realizado a andlise por meio do espectro FTI-R, um procedimento rapido e ndo destrutivo, em
que pode reconhecer diferentes grupos funcionais que ocorrem nas estruturas das moléculas
(Yang et al., 2020). Em nosso estudo foi possivel observar bandas caracteristicos da GC
presentes no GCDA48, confirmando com os estudos de Oliveira e colaboradores (2021) que
demonstram a presen¢a de pequenas mudangas entre os espectros da GC e seus derivados,
porém permanecendo similaridade entre eles.

O acido glucurdnico estd presente na constru¢do de polissacarideos e OLGs, dessa
forma, a analise de titulacdo ¢ um dos métodos importantes na caracterizagao fisico-quimica de
compostos extraidos de produtos naturais (Meka et al., 2017), estando relacionada com a
quantidade (%) de acidos presente nos OLGs e adjunto com outras analises que determinara a
viscosidade intrinseca das moléculas, assim, descrevendo a diminuicdo da densidade de carga,
favorecendo uma expansao das cadeias, além de confirmar que esses polissacarideos possuem
carater polieletrolitico (Da Silva ef al., 2022, Rodrigues; Paula; Costa, 2013; Paula; Paula;
Feitosa, 2018). Dessa forma, estudos de De Paula e Rodrigues (1995) demonstram que OLGs
produzidos a partir do método de degradagdo apresentaram dados semelhantes com GC, que a
percentagem de acidos na GC varia entre 4-6 % (De Paula; Rodrigues, 1995, Paula; Paula;
Feitosa, 2018).

A partir da obtencdo do OLG derivado da degradacao da GC, realizou-se protocolo de
infec¢do por ECTS em camundongos para avaliar os pardmetros da infec¢do apds tratamento
prévio com OLGs e GC. Para isso, a gravidade da infec¢do foi avaliada por meio das
caracteristicas presentes nos camundongos usando uma variedade de pontuagdes que incluem
mortalidade, sangue, muco, consisténcia nas fezes, mancha no pelo e temperatura retal, no qual
foi adaptado do estudo de Yin, Kim e Lee (2021), possibilitando que seja observado qualquer
alteracdo durante esse periodo. Durantes os 3 dias de infec¢des, alguns desses parametros nao
apresentaram mudang¢as em nenhum dos grupos como mortalidade, mancha no pelo dos animais
e na consisténcia das fezes. Corroborando com os nossos resultados, os estudos de Hauser e
colaboradores (2020) e Russo e colaboradores (2014) demonstraram que camundongos

intoxicados ap6s administragdo oral da TxS ndo morreram durante os dez primeiros dias, porém
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apresentaram morbidade caracteristico desse patdogeno como presenca de sangue nas fezes e
aumento de temperatura.

Com relag@o a outros parametros como a presenca de sangue e muco nas fezes, em
nossos resultados, foi possivel observar a presenca de sangue nas fezes no grupo infecgao, sendo
caracteristico de lesdo ocasionado pela bactéria, nossos resultados corroboram com os estudos
de Mallick e colaboradores (2012) e Mohawk e colaboradores (2011) que também foi observado
sangue nas fezes de camundongos infectados com ECTS. Ademais, foi possivel observar a
presenca de muco no grupo INF, que se acredita ser resultado do aumento da producao intestinal
de muco como mecanismo de defesa (Li ef al., 2015). A temperatura retal foi outro parametro
analisado demonstrando se houve ou ndo um processo infeccioso, sendo um dos mecanismos
de defesa do organismo de combater a infec¢do, tendo em vista um estudo de Liu e
colaboradores (2023), no qual foi possivel observar aumento na temperatura retal de suinos
infectados com ECTS.

A coloragdo de PAS foi um procedimento histologico utilizado para observar a expressao
de mucinas neutras na mucosa intestinal, onde essas mucinas podem estar presentes em algumas
células caliciformes, criptas e vilosidades (Brown et al., 1988). Dessa forma, em nosso estudo,
o grupo lesado (INF) apresentou um aumento significativo de mucinas na por¢ao proximal do
IG e no ceco em comparacao com nosso grupo controle (CON). Dessa forma, o IG ¢ composto
por duas camadas de muco produzidas pelas células caliciformes, no qual ¢ composto
principalmente de mucinas, que atuam como mecanismo de defesa, lubrifica¢do e transporte
entre o conteudo luminal e revestimento epitelial (Li et al., 2015; Johansson et al., 2011;
Deplancke; Gaskins, 2001).

Consistente com nosso achado que mostra que ECTS entra principalmente pela via oral
para chegar ao intestino, depois passa pela camada de muco e atinge as células epiteliais.
Contudo, o aumento de mucina nos tecidos infectados pode estar relacionado com mecanismo
de defesa que as células caliciformes intestinais produzem contra a invasdo de patégenos como
¢ mostrado nos estudos de Kawasaki e Ambrosini (2024) e Xue e colaboradores (2014) quando
ocorre um processo infecioso por ECTS ha um aumento de secre¢do dessas células como uma
resposta a presenca microbiana, onde h4 o reforco das barreiras fisicas contra patdogenos e
macromoléculas durante a infec¢ao intestinal.

Dessa forma, houve uma reducgdo significativa de mucinas em nosso grupo de pré-
tratamento com composto GCD48H em relagdo ao grupo INF, essa diminui¢do esta relacionada
ao efeito que os OLGs tem de proteger a mucosa intestina contra patdgenos como mostra 0s

estudos de Altamini e colaboradores (2016) e Douéllou e colaboradores (2017), em que
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componentes alimentares como os OLGs possuem uma capacidade antiadesiva, tornando-se
inibidores eficientes da adesdo de patdogenos a mucosa intestinal, confirmando assim nossos
achados, acredita-se que uma fracao presente na cadeia da GC pode estar relacionada com essa
redugdo, pois estudos demostram que a GC possui efeitos farmacologicos como atividade
antidiarreica (Araujo et al, 2015), protecdo esofagica (Nicolau et al, 2019) e efeitos
gastroprotetores (Carvalho et al., 2015) por mucoadesdo, assim, surgindo como uma estratégia
eficaz para prevenir infeccdes como a causada pela ECTS. O pré-tratamento com GC
demonstrou uma aumentou na quantidade de muco na parede da mucosa intestinal em ambos
tecidos, podendo ser fator benéfico, pois ha estudo na literatura como Carvalho e colaboradores
(2015) que mostram que esse polimero aumentou secre¢do de muco no tecido gastrico tornando
um fator importante tanto na prevenc¢do de danos ao epitélio gastrico quanto na facilitacdo de
seu reparo.

A SOD ¢ uma enzima que faz parte do sistema de defesa antioxidante que ajuda catalisar
a desmutacao do superdxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio e dentro das células tem
poder de atuar como primeira linha de defesa contra espécies reativas de oxigénio (Wang; Ki,
2023; Dobashi et al., 2011). Dessa forma, foi possivel observar em nossos resultados que houve
aumento de SOD nos grupos que receberam pré-tratamento com os compostos GC e GCD48H
e também uma reducdo significativa dessa enzima no grupo INF. Estudos de Villegas e
colaboradores (2013) e Gomes e colaboradores (2013) que demostram que houve redugdao em
enzimas antioxidantes com SOD em infeccdes ocasionadas pela ECTS, onde esse a TXS
presente nesse patogeno cause um desequilibrio oxidativo ocasionado pelo EROS por ser baixos
em células, podendo acarretar no reducao nos niveis de SOD em condi¢des favoraveis, porque
os niveis de EROS liberado produzido pelos neutrofilos pode estar relacionada a fontes de
estresse oxidativo durante a intoxicagdo por TxS, assim apresentando um papel importante na
patogénese de infec¢des ocasionadas por patotipos de E. coli que produzem esta toxina
corroborando com nossos achados.

Com relagdo ao aumento de SOD nos compostos usados no pré-tratamento houve uma
melhora nas fungdes antioxidantes ocasionando a elimina¢do de excesso de radicais livres
ocasionado pela infec¢do. Estudos na literatura mostra que o uso de gomas naturais apresenta
um efeito benéfico diante das lesdes sejam elas fisicas, quimicas ou bioldgicas, como a goma
do angico vermelho (Chaves et al.2024) que apresentou uma melhora na lesdo por etanol e a
goma arabica que demostrou beneficios na atividade antiulcerogénica (Taha; El-Sherbiny;

Osman, 2020) e a goma xantana onde foi possivel observar que o gel omitido desse composto
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aumentou significativamente os pardmetros antioxidantes com SOD, assim corroborando com

nossos achados (Elsayed et al., 2023).

7 CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos em nosso estudo, foi possivel observar que o modelo
de infec¢ao por ECTS foi reproduzido de forma sastifatoria, demostrando danos na mucosa
intestinal como descrito na literatura como surgimento de muco e macroscopicamente presenca
de sangue nas fezes dos animais e assim, os nosso compostos GC ¢ GCD48H que forma
utilizados como pré-tratamento, onde o grupo GCD48H apresentou uma reducao significativa
de muco nos tecidos analisados confirmado pela coloragdo de PAS e também
macroscopicamente. Em relagdo analises de SOD houve um aumento significativo do parametro
do sistema antioxidante no ceco e na po¢ao proxima do IG apds a infec¢ao por esse patogeno.
Nessa perspectiva, torna-se importante realizar mais investiga¢do em outras abordagens

experimentais que possam elucidar nossos achados.
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ANEXO A — CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE
FEDERAL DO DELTA
DO PARNAIBA

ComissAo DE ETICA NO
Uso DE ANIMAIS

Universidade Federal do Delta do Parnaiba - UFDPar
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA
Av. Sdo Sebastido, 2819, Parnaiba, Piaui, Brasil; CEP: 64202-020.
E-mail: ceua.ufdpar@gmail.com

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacdo do Potencial Terapéutico de
Oligossacarideos Presentes na Goma do Cajueiro (Anacardium occidentale) no Tratamento
de Desordens Gastricas,Doencas Diarreicas Infecciosas e Inflamatdrias”, registrada sob
protocolo N2 001/22, de a responsabilidade do Prof. Dr. Jand Venes Rolim Medeiros do Curso
de Biologia da Universidade Federal do Delta do Parnaiba/UFDPar, que envolve a producdo,
manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de Pesquisa Cientifica e/ou Ensino, encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Delta do Parnaiba (CEUA/UFDPar), em Reunido na presente data 11/02/2022.

Finalidade | ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da Autorizagdo | margo/ 2022 a margo/ 2026

Espécie/Linhagem/raga: | Camundongos (Mus musculus), linhagem Balb/c.
N2 de Animais: | 307
Peso/ Idade: | 25g-30g, 4 semanas
Sexo: | Fémeas-152 / Machos-155
Origem: | Biotério da Universidade Federal do Delta do Parnaiba - UFDPar

Parnaiba, 11 de fevereiro de 2022.

)?H"‘b’\ Jclm C{F qu(«fb

w
Prof. Dr. Jefferson Soares de Oliveira
Coordenador da CEUA/UFDPar

Para verificar a autenticidade deste documento acesse o site https://ufpi.br/comite-de-etica-no-uso-de-animais-ceua-parnaiba-ufdpar e
procure os dados do projeto no arquivo disponivel em “Acesse aqui a lista de Projetos Aprovados pela CEUA/UFDPar” ou entre em contato
com a CEUA-UFDPar.
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ANEXO B - COMPROVANTE DE ACESSSO - SISGEN DA GOMA DO CAJUEIRO

Ministério do Meio Ambiente )
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO
SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 A34FE16

A atividade de acesso ao Patriménio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n°® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: A34FE16

Usuario: Universidade Federal do Piaui

CPF/CNPJ: 06.517.387/0001-34

Objeto do Acesso: Patrimonio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa e Desenvolvimento Tecnolégico
Espécie

Anacardium occidentale

Titulo da Atividade: Acdo da goma do cajueiro, um heteropolissacarideo complexo extraido do
exsudato de Anacardium occidentale L., no trato gastrintestinal: efeitos
sobre as disfungdes motoras e secretoras, agao protetora de mucosa,
antinflamatéria e antioxidante

Equipe

Jand Venes Rolim Medeiros Universidade Federal do Piaui
Durcilene Alves da Silva Universidade Federal do Piaui
Marcellus Henrique Loiola Ponte de Souza Universidade Federal do Ceara
Nathalia Santos Carvalho Universidade Federal do Piaui
Thiago de Souza Lopes Aratjo Universidade Federal do Piaui
Lucas Antonio Duarte Nicolau Universidade Federal do Ceara

José Roberto de Souza de Almeida Leite Universidade de Brasilia



ANEXO C - REGISTRO NA PROPOPI

UNIVERSIDADE
FEDERAL DO DELTA
, DO PARNAIBA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO DELTA DO PARNAIBA - UFDPar
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA
Nucleo de Pesquisa em Pés-graduacédo

Av. Séo Sebastido, 2819, Bairro Nossa Senhora de Fatima

CEP: 64202-020, Parnaiba, Pl — Brasil

Registo na PROPOPI

Avaliacdo do Potencial Terapéutico de Oligossacarideos

UFDPar - Agost?/2022 Janso\lli;nes Presentes na Goma do Cajueiro (Anacardium occidentale) no

0062-2022 . . Tratamento de Desordens Gastricas, Doencas Diarreicas
Janeiro/2026 Medeiros

Infecciosas e Inflamatdrias.

Projeto cadastrado na PROPOPI disponivel para consulta no site:

https://docs.google.com/document/d/1Be8dOFsXUCpoYvumISOpUBMLZ5AItTQ-/edit
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Assinatura

SIAPE: 1680593
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