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RESUMO

Doencas inflamatdrias intestinais, como a colite ulcerativa, induzem alteracdes na
microbiota intestinal e no sistema imunol6gico do hospedeiro e, portanto, estratégias
prebioticas utilizando polissacarideos vegetais tém sido propostas como aplicacdes
na terapia preventiva para a colite. A Cenostigma nordestinum é uma planta endémica
da Caatinga, pertencente a familia Fabaceae, reconhecida popularmente como
catingueira e por suas propriedades na medicina popular e no periodo de altas
temperaturas, C. nordestinum exsuda uma goma do caule. A metodologia envolveu a
extracdo do polissacarideo da goma de C. nordestinum (PGCn) por precipitacao
etandlica (70%,; 1:3 v/v), seguida pela quantificacdo de carboidratos totais, acidos
urbnicos, proteinas, compostos fendlicos e analise de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Além disso, foram realizadas
andlises experimentais in vivo (CEUA: 281/2020), onde camundongos BALB/c fémeas
foram divididos em grupos e submetidos a um modelo de colite aguda induzida por
dextrana sulfato de sédio (3%) e pré-tratamento com PGCn. Os resultados indicaram
um bom desempenho na extracdo de PGCn com rendimento de 38.4+4.67, alto teor
de carboidratos totais (93.61+0.63), acido urdnico, (11.50+0.37), baixa presenca de
proteinas (1.70+0.28) e compostos fendlicos (9.16+0.02 %/GAE). No modelo de colite
ulcerativa, houve uma significativa reducao da inflamacéo intestinal e preservacao da
mucosa nos animais que receberam o tratamento com PGCn na dose de 100 mg/kg,
evidenciado por prevencédo dos sinais clinicos da colite aguda e reducao na infiltracédo
de células inflamatérias no célon. Foi observado reducdo significativa nos niveis de
MPO e EPO dos tecidos colbnicos dos animais tratados com PGCn, (100 mg/kg),
sugerindo uma diminuicdo na infiltracdo de neutrdfilos e eosindfiles. A analise
histol6gica revelou menor destruicdo da mucosa e infiltrado inflamatério do preé-
tratamento de PGCn (100 mg/kg), quando comparado ao grupo controle negativo.
Além disso, foi observado potencial modulacdo da microbiota intestinal nos animais
tratados com PGCn (100 mg/kg), sugerindo um efeito benéfico na composicdo e
diversidade bacteriana por promover o crescimento de géneros como Lactobacillus,
Bifidobacterium, Acetobacter e aumento significativo nos niveis endégenos de Acidos
Graxos de Cadeia Curta, como acetato, propionato e butirato (72,34, 20,95 e 1,27
mM/mg de fezes, respectivamente), contribuindo para a saude intestinal e regulacéo
da resposta inflamatoria. Em sintese, esse estudo valida o potencial preventivo do
polissacarideo da goma de C. nordestinum no tratamento da colite ulcerativa,
fornecendo perspectivas sobre seus mecanismos e capacidade de modular a
microbiota intestinal. Esses resultados tém relevancia para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas em doencas infamatérias intestinais como a colite
aguda.

Palavras-chave: Cenostigma nordestinum; Polissacarideo; Colite ulcerativa,
Microbiota intestinal.



ABSTRACT

Inflammatory intestinal diseases, such as ulcerative colitis, induce changes in the
intestinal microbiota and the host's immune system and, therefore, prebiotic strategies
using plant polysaccharides have been proposed as applications in preventive therapy
for colitis. Cenostigma nordestinum is a plant endemic to the Caatinga, belonging to
the Fabaceae family, popularly recognized as catingueira and due to its properties in
folk medicine and during periods of high temperatures, C. nordestinum exudes a gum
from the stem. The methodology involved the extraction of polysaccharide from C.
nordestinum gum (PGCn) by ethanolic precipitation (70%; 1:3 v/v), followed by
quantification of total carbohydrates, uronic acids, proteins, phenolic compounds and
spectroscopy analysis of Fourier transform infrared (FTIR). Furthermore, in vivo
experimental analyzes were carried out (CEUA: 281/2020), where female BALB/c mice
were divided into groups and subjected to a model of acute colitis induced by dextran
sodium sulfate (3%) and pre-treatment with PGCn. The results indicated a good
performance in the extraction of PGCn with a yield of 38.4+4.67, high content of total
carbohydrates (93.61+0.63), uronic acid (11.50+0.37), low presence of proteins
(1.70£0.28) and phenolic compounds (9.16+£0.02%/GAE). In the ulcerative colitis
model, there was a significant reduction in intestinal inflammation and preservation of
the mucosa in animals that received treatment with PGCn at a dose of 100 mg/kg,
evidenced by the prevention of clinical signs of acute colitis and a reduction in the
infiltration of inflammatory cells in the colon. A significant reduction in the levels of MPO
and EPO in the colonic tissues of animals treated with PGCn (100 mg/kg) was
observed, suggesting a decrease in the infiltration of neutrophils and eosinophils.
Histological analysis revealed less mucosal destruction and inflammatory infiltrate from
PGCn pre-treatment (100 mg/kg), when compared to the negative control group.
Furthermore, potential modulation of the intestinal microbiota was observed in animals
treated with PGCn (100 mg/kg), suggesting a beneficial effect on bacterial composition
and diversity by promoting the growth of genera such as Lactobacillus,
Bifidobacterium, Acetobacter and a significant increase in endogenous levels of Short
Chain Fatty Acids, such as acetate, propionate and butyrate (72.34, 20.95 and 1.27
mM/mg of feces, respectively), contributing to intestinal health and regulation of the
inflammatory response. In summary, this study validates the preventive potential of C.
nordestinum gum polysaccharide in the treatment of ulcerative colitis, providing
insights into its mechanisms and ability to modulate the intestinal microbiota. These
results are relevant for the development of new therapeutic strategies in inflammatory
intestinal diseases such as acute colitis.

Keywords: Cenostigma nordestinum; Polysaccharide; Ulcerative colitis; Intestinal
microbiota.
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1 INTRODUCAO

As espécies vegetais predominantemente adaptadas ao dominio fitogeografico
da Caatinga, detém fontes promissoras de novas biomoléculas nas quais estédo
relacionadas a diversas aplicagcfes biotecnologicas (Magalhédes et al., 2019; Silva et
al., 2019; Marques et al., 2021). Dentre essas espécies, se destaca Cenostigma
nordestinum conhecida popularmente como catingueira e amplamente utilizada na
medicina popular para o tratamento de inflamagdes e problemas gastrointestinais
(Soares et al., 2022; Sousa et al., 2021). Suas partes vegetais como folhas, cascas e
raizes sdo frequentemente preparadas em formas como infusdes, decoctos ou
extratos para administracao oral (Soares et al., 2022). As folhas sdo usadas para tratar
condig¢fes inflamatorias, como artrite e reumatismo, enquanto as cascas e raizes sao
empregadas no controle da diabetes e como analgésicos naturais. Estudos cientificos
revelaram que Cenostigma nordestinum contém diversos compostos quimicos,
incluindo flavonoides, taninos, saponinas e alcaloides (Silva Medeiros et al., 2022;
Castro et al., 2024).

Essa diversidade de compostos destaca o potencial farmacoldgico da planta e
estimula investigacdes mais aprofundadas para compreender melhor as propriedades
e 0s possiveis beneficios terapéuticos de novos compostos, tais como as gomas
(Savvaidis; loannis, 2023). As gomas sdo substancias quimicas incolores, inodoras,
insipidas e ndo téxicas (Cunha et al., 2022). A sua complexidade possibilita uma ampla
gama de aplicacbes industriais e biolégicas, atuando como fibras dietéticas,
estabilizantes, espessantes, gelificantes, emulsificantes, além de possuirem
capacidade cicatrizante, anti-inflamat6ria, imunomoduladora e gastroprotetora (Ghlissi
et al., 2020; Liu et al.,, 2020; Sharma; Bhushette; Annapure, 2021). A elevada
concentracdo de polissacarideos nessas substancias ndo apenas impulsiona seu
valor econdmico, mas também destaca seu potencial terapéutico e funcional em
diversas aplicagbes (Sharma; Bhushette; Annapure, 2021).

Aléem disso, novos estudos associados as propriedades biologicas de
polissacarideos de gomas vegetais tém demonstrado potencial acdo na modulacéo
da microbiota intestinal (Wei et al., 2023; Wei et al.,, 2022). Dessa forma, os
polissacarideos tém sido amplamente explorados na avaliacdo dos efeitos prebidticos
que atua na prevencdo da colite ulcerativa (Liu et al., 2021a; Liu et al., 2021b;
Modrackova et al., 2019), uma vez que esses efeitos estéo relacionados a capacidade
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de hidrolise dos polissacarideos (parcial ou completa) no colon, a partir do processo
de fermentacdo pela microbiota intestinal com a producdo dos Acidos Graxos de
Cadeia Curta (AGCC) que atuam na regulacdo da microbiota e na resposta
inflamatéria como no modelo de colite ulcerativa (Ringseis; Gessner; Eder, 2020; Liu
et al., 2021a).

Por sua vez, a colite ulcerativa é caracterizada como um subtipo de Doenca
Inflamatéria Intestinal (DIl) que se inicia no reto e se estende aos segmentos proximais
de todo o célon. Sua patogénese € multifatorial, resultando de fatores genéticos ou
ambientais, incluindo principalmente o desequilibrio entre a microbiota intestinal e o
sistema imunolégico (Wu et al., 2021; Wu et al., 2019; Keum; Giovannucci, 2019).
Além disso, o tratamento clinico usual para a colite é a base de farmacos
aminossalicilatos, corticbéides e imunossupressores, entretanto, esta abordagem
terapéutica tem potenciais efeitos colaterais como febre e irritacdo gastrointestinal
(Celiberto et al., 2018).

Portanto, estudos de novos compostos naturais como 0s polissacarideos de
gomas vegetais tém sido explorados como estratégias preventivas da colite ulcerativa
(Wei et al., 2023), tendo em vista a acado potencial dos polissacarideos na manutencgao
da composicdo da microbiota intestinal e homeostase do hospedeiro, induzindo a
secrecdo de moléculas imunomoduladoras e protegendo a barreira intestinal do célon
(Ghosh et al., 2021; Silveira et al., 2015). Diante disso, o presente estudo teve como
objetivo extrair e caracterizar fisico-quimicamente o polissacarideo obtido da goma de
Cenostigma nordestinum (PGCn), avaliar seu potencial efeito preventivo no modelo
de colite ulcerativa aguda induzida por dextrana sulfato de sddio (DSS) e investigar

sua capacidade de modular a microbiota intestinal.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Espécie vegetal em estudo: Cenostigma nordestinum

A Caatinga, representando cerca de 11% do territério brasileiro, abrangendo
912,529 km? e predominantemente na regiéo Nordeste, destaca-se como um dominio
fitogeografico promissor para aplicacdes e tratamentos inovadores, devido a sua rica
biodiversidade e condi¢cdes adversas climaticas (Morais et al. 2020; Almeida; Santos,
2018). Enfrentando desafios como altas temperaturas e baixa umidade, esse dominio
propicia o surgimento de plantas com propriedades quimicas Unicas e um notavel
potencial terapéutico (Marques et al., 2021; Silva, 2019; Fernando et al., 2022;
Magalhées et al., 2019). Estudos ressaltam efeitos benéficos da flora da Caatinga no
tratamento de distdrbios gastrointestinais, respiratorios, propriedades anti-
inflamatorias, cicatrizantes e controle da pressédo arterial (Magalhdes et al., 2019;
Santos; Santos, 2020; Gomes Barroso et al., 2021). Espécies vegetais como a C.
nordestinum ganham destaque por seu potencial terapéutico, ampliando a
compreensao sobre biomoléculas terapéuticas e ressaltando a necessidade de
investigac6es mais aprofundadas nesse campo (Boutamine et al., 2018; Ribeiro et al.,
2018; Oliveira et al., 2019; Souza, 2021; Da Silva Almeida et al., 2022).

A Cenostigma nordestinum (Figura 1), uma planta endémica da Caatinga
pertencente a familia Fabaceae e ao género Cenostigma, € comumente conhecida
pelos nomes populares de catingueira, pau-de-rato e catinga-de-porco. Inicialmente
classificada como Caesalpinia gardneriana Benth e posteriormente reconhecida como
sinbnimo de Poincianella gardneriana (Benth) L.P. Queiroz, essa espécie tem sua
distribuicdo geografica concentrada principalmente nos estados do Ceara, Rio Grande
do Norte, Piaui, Paraiba e Pernambuco, (Gaem, 2020; Soares et al., 2022; De Souza,
2021). Adicionalmente, a identificacdo botanica € notavel devido a observacao de
arbustos de fuste multiplo, cuja altura varia entre 1 e 6 metros, apresentando uma
copa densa, casca robusta com tonalidades que variam de cinza a marrom, e folhas
de dimensdes consideraveis e compostas (Gaem, 2020; Gagnon et al., 2016;
Rodrigues et al., 2020).

Dessa forma, Cenostigma nordestinum emerge como uma planta de notavel
relevancia no ambito da medicina popular, com suas cascas, flores e folhas sendo

empregadas no tratamento variado de condicdes como pielonefrite, hepatite,
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hipertensao, cdlica intestinal, indigestado e desconforto nos dentes infantis (De Souza,
2021; Soares et al., 2022).

Figura 1- Cenostigma nordestinum e suas partes vegetais: (a) Cenostigma nordestinum, (b) Flores,
(c) fruto, (d) folhas, (e) caule e (f) goma.

Fonte: O autor (2024).

InvestigacOes recentes realizadas por De Souza (2021), com a analise dos

extratos aquosos obtidos dos ramos, folhas e cascas de C. nordestinum, evidenciaram



18

a presenca significativa de taninos em sua composicdo quimica. Paralelamente, o
estudo conduzido por Soares et al. (2022) teve como objetivo a analise da atividade
antioxidante e do potencial antimicrobiano de extratos metandlicos provenientes das
folhas, casca e exsudato da casca de C. nordestinum, com a principal meta da
avaliacao do impacto desses extratos nas propriedades bioativas e biodegradaveis de
um filme de quitosana. Ao abordar diferentes facetas dos compostos presentes em C.
nordestinum, ambas as pesquisas proporcionam uma compreensao abrangente
acerca de suas possiveis aplicacbes, ndo apenas no ambito antioxidante e
antimicrobiano, mas também na consideracdo da abundancia de taninos (De Souza,
2021; Soares et al., 2022).

Neste contexto, as andlises fitoquimicas evidenciaram uma composi¢ao
notdvel de compostos, tais como fendlicos, alcaloides, flavonoides, flavanonas,
taninos e xantonas, distribuidos nas folhas, cascas, exsudato da casca e ramos de C.
nordestinum (Souza, 2021; Soares et al., 2022). Este perfil fitoquimico destaca o
potencial terapéutico da planta, estimulando pesquisas mais aprofundadas para
elucidar integralmente os beneficios ainda ndo completamente compreendidos (Mollik
et al., 2022).

Além disso, é pertinente ressaltar que, em situacdes de elevada temperatura
ou quando sujeita a danos mecanicos ou microbianos, ocorre a liberacdo da goma
espessa do caule de C. nordestinum. Essa goma € caracterizada por uma
concentragdo significativa de polissacarideos. Esse fenbmeno ndo apenas suscita
interesse no entendimento da composicdo quimica associada, mas também desperta
atencao para os potenciais efeitos biolégicos decorrentes dessa exsudacdo (Chaves
et al.,, 2015). Em suma, as gomas provenientes dessas condi¢cdes especificas
emergem como componentes cruciais, demandando uma andlise aprofundada em

estudos cientificos.

2.2 GOMAS DE PLANTAS

As gomas vegetais representam uma categoria significativa de biopolimeros
naturais, cujas propriedades distintas as tornam valiosas em diversas aplicacdes
industriais e econdémicas. A classificacdo dessas gomas em exsudadas e nao
exsudadas destaca suas origens e 0s processos de liberagcdo, evidenciando a

natureza defensiva dessas substancias em resposta a estresses ambientais ou danos
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a estrutura vegetal. Além disso, elas sdo caracterizadas por serem substancias
guimicas transldcidas, inodoras, insipidas, ndo téxicas, hidrofilicas e amorfas (Barak
et al., 2020; Munir et al., 2021; Eghbaljoo et al., 2022; Sharma; Bhushette; Annapure,
2021).

Nesse contexto, as gomas exsudadas, produzidas como resposta a injurias
fisicas ou ataques microbianos, sdo exemplificadas pela goma caraia, condagogu,
goma arabica, ghatti e tragacanto (Barak et al., 2020; Ahmed; Basu, 2016). Ja as
gomas nao exsudadas, presentes em sementes e mucilagens vegetais, destacam-se
como reservas de polissacarideos, especialmente em leguminosas. A ocorréncia
dessas gomas em plantas que prosperam em regides semiaridas ressalta sua
importancia como mecanismo adaptativo e de defesa (Kalia; Avérous, 2016; Kaith et
al. 2021; Diaz-Montes, 2022).

A composicdo quimica das gomas é predominantemente constituida por
polissacarideos, sendo enriquecida pela presenca de oligossacarideos livres
redutores, proteinas, compostos fenolicos e elementos inorganicos. Esses elementos
adicionais desempenham papéis cruciais no mecanismo de defesa das plantas,
destacando a complexidade bioquimica intrinseca das gomas (Sharma; Bhushette;
Annapure, 2021; Vasile et al., 2019).

Além disso, a estrutura quimica heterogénea das gomas é notavel pela
presenca de unidades de monossacarideos interligadas por meio de ligacbes
glicosidicas, resultando na formacédo de polimeros de longas cadeias com elevado
peso molecular (Badwaik et al., 2020). Dessa forma, a complexidade intrinseca
desses biopolimeros é acentuada pela influéncia da estrutura molecular, grau de
ramificacdo e presenca de grupos funcionais, os quais desempenham papéis
significativos nas propriedades das gomas, como enfatizado por estudos anteriores
(Hamdani et al., 2018).

Adicionalmente, as caracteristicas quimicas preponderantes identificadas em
grande parte das gomas compreendem grupos quimicos funcionais, incluindo,
hidroxila (OH-), éter (COC), acetila (CH3CO), carboxila (COO), alifaticos (CH),
carbonila (C=0), metila (CH3), amino (NH2) e polifendis, como reportado em
investigagdes cientificas anteriores (Isobe et al., 2022; Hamdani et al., 2019; Padil et
al., 2018; Shobana et al., 2022).

As propriedades coloidais das gomas derivam de sua capacidade de formar

géis e solugbes viscosas, conferindo-lhes diversas aplicacbes na industria. Essas
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aplicacoes englobam funcbes como espessamento, gelificacdo, emulsificacao,
estabilizacdo, aglutinacdo, fornecimento de fibras dietéticas, revestimento de
alimentos, producdo de filmes para cicatrizacdo de feridas e uso na industria
cosmética (Sharma; Bhushette; Annapure, 2021; Nehra et al., 2022). A interacdo das
gomas com a agua, mediada por grupos hidroxila, ndo apenas proporciona coesao
molecular, mas também resulta em uma conformacdo molecular composta e essa
interacdo € fundamental para entender as propriedades funcionais das gomas e sua
aplicabilidade em diversos setores industriais (Wickham et al., 2019; Barak et al.,
2020).

Dada a relevancia industrial das gomas vegetais, as pesquisas e
desenvolvimentos continuos se destacam como impulsionadores de inovacdes e
novas perspectivas em diferentes setores industriais (Eghbaljoo et al., 2022). A anélise
aprofundada das propriedades e aplicacdes das gomas vegetais ndo apenas confirma
a legitimidade de sua aplicacéo tradicional, mas também proporciona uma base para
investigacOes inovadoras e descobertas que podem potencializar ainda mais sua
utilidade em diversos setores industriais. Esse fendmeno ¢é atribuido as propriedades
complexas e a elevada concentracdo de polissacarideos presentes nas gomas
(Noreen et al., 2017; Nehra et al., 2022).

2.2.1 POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos sdo carboidratos, também conhecidos como glicanos, que
representam biopolimeros heterogéneos formados por unidades repetidas de
monossacarideos (> 20 subunidades), conectadas por ligacfes glicosidicas e essas
ligacdes variam em unidade, grau de ramificacao, tipo e comprimento de suas cadeias
(Maver et al., 2018). Quanto a composicdo quimica, podem ser classificados em
homopolissacarideos, formados por um Unico tipo de monossacarideo, e
heteropolissacarideos, representados por mais de um tipo (Heidarian et al., 2020; Luo
et al., 2021).

A elevada massa molecular e a presenca de grupos quimicos funcionais
conferem aos polissacarideos diversas atividades biolégicas (Liu et al., 2020; Nadar
et al., 2019). Essas macromoléculas podem ser extraidas de diversas partes de
plantas, incluindo sementes, folhas, flores, frutas, raizes e casca do caule (Saeidy et

al.,, 2021). As gomas, foco deste estudo, se destacam por apresentarem
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polissacarideos como componentes majoritarios, constituindo 90% do peso seco nas
gomas exsudadas (Chaudhari; Annapure, 2020; Bhushette; Annapure, 2018).

As caracteristicas estruturais dos polissacarideos (Figura 2), desempenham
um papel critico em suas propriedades fisico-quimicas. Essa diversidade estrutural
dos polissacarideos confere-lhes um elevado potencial industrial, permitindo uma
ampla gama de aplicacbes em diversos setores. (Yan et al., 2022). Dentre essas
aplicacdoes, sao destacados a acdo estabilizante, espessantes, gelificantes,
emulsificantes e agentes para cicatrizacdo de feridas, além de desempenharem
papéis essenciais em diversas aplicacdes cosméticas (Peng et al., 2023; Li et al.,
2020; Sharma; Bhushette; Annapure, 2021).

Figura 2: Estrutura Genérica de Polissacarideos

OH

OH o ¢}
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Fonte: O autor (2024).

Dessa forma, a versatilidade dos polissacarideos se reflete na sua capacidade
de formar solucdes viscosas, conferindo-lhes um valor significativo em aplicacées
alimenticias, farmacéuticas e cosméticas (Nehra et al., 2023). Na indUstria alimenticia,
os polissacarideos desempenham papeéis fundamentais na textura, estabilidade e
viscosidade de diversos produtos. Sua aplicacdo na formulacdo de capsulas e
comprimidos na industria farmacéutica destaca-se, aproveitando propriedades como
biocompatibilidade, biodegradabilidade e facilidade de processamento em diferentes
formas, como capsulas, fibras e filmes (Wasupalli; Verma, 2018).

Além disso, os polissacarideos de gomas sdo complexos e ramificados,
compostos por unidades de arabinose, galactose, glicose, xilose, ramnose, manose e

residuos de &cidos urdnicos (galacturénicos e glicurdnicos) (Ding et al., 2019; Mudgil;
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Barak, 2020). Tais polissacarideos sao alvos de estudo devido a sua facil obtencéo,
alto rendimento e inumeras aplicacbes na area da saude e por apresentarem
propriedades biologicas, atuando na modulagdo do sistema imunoldgico com agéo
anti-inflamatoria, anticoagulantes, antioxidantes, antitromboticas, anticancerigenas,
antimetastaticas, antimicrobianas, antitumoral, imunomoduladora, antidiabética,
cicatrizante, hemaglutinante, acaricida e atividade gastroprotetora (Liu et al., 2020;
Sarje et al., 2020; Ferraz et al., 2021; Li et al., 2019; Tian et al., 2019; Ghlissi et al.,
2020; Torres et al., 2019; Taha et al., 2020; Xiao et al., 2020; Moreira et al., 2019).

2.3 COLITE ULCERATIVA

2.3.1 Aspecto gerais

A colite ulcerativa é uma doenca multifatorial e idiopatica de DIl que afeta o
coélon (Figura 3), apresentando um curso recidivante e remitente. A fisiopatologia da
colite envolve uma série de complexos mecanismos que comprometem a homeostase
imunolégica do trato gastrointestinal, resultando em inflamag&o cronica da mucosa e

submucosa do célon (Gajendran et al., 2019; Kucharzik et al., 2020).
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Figura 3: Comparacao entre célon normal e c6lon com colite ulcerativa.

Fonte: O autor (2024).

A condicdo dessa patologia autoimune afeta predominantemente o célon e o
reto, e a severidade dos sintomas pode variar consideravelmente entre os individuos
ao longo do tempo, apresentando periodos de exacerbamento e remissédo (Chengxiao
et al., 2021). O diagndstico € comumente estabelecido por meio de colonoscopia e
biopsia da mucosa intestinal e o seu tratamento visa controlar a inflamacéao, aliviar os
sintomas e prevenir complicacbes, mediante uma combinacdo de agentes
farmacoldgicos, terapia biologica e, eventualmente, intervencdes cirdrgicas para a
remocao de segmentos comprometidos do colon (Cunha; Ledo, 2019; Ferretti et al.,
2022). Além disso, o gerenciamento da colite ulcerativa requer uma abordagem
multidisciplinar, englobando gastroenterologistas, nutricionistas e outros profissionais
de saude, com o intuito de aprimorar a qualidade de vida e diminuir o risco de

complicacdes de longo prazo (Wu et al., 2023; Josenhans et al., 2020).
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2.3.2 Caracteristicas epidemioldgicas e clinicas

A colite ulcerativa é conhecida como um desafio significativo para a saude
publica em escala global, com sua dindmica epidemioldgica caracterizada por uma
constante mutabilidade (Brito et al., 2023). No ano de 2023, sua prevaléncia alcancou
aproximadamente 5 milhdes de casos em todo 0 mundo e analises recentes revelaram
um aumento alarmante na incidéncia de casos na regiao Nordeste do Brasil, indicando
uma tendéncia preocupante e esse aumento tem sido correlacionado a fatores como
0 avanco da industrializacéo e a adocéo de um estilo de vida ocidentalizado, incluindo
mudancas nos padrfes alimentares e o aumento do tabagismo (Parente et al., 2018).
Um estudo recente conduzido por Paiva et al. (2023) compilou dados reveladores
sobre as internacdes relacionadas a colite ulcerativa no Brasil. No periodo de janeiro
a julho de 2023, um total de 3.701 internacdes foram registradas e este numero
substancial de internacdes ressalta a magnitude do impacto dessa condicéo na saude
publica nacional.

A classificacao da colite, de acordo com a extensao da doenca, inclui proctite,
colite do lado esquerdo e pancolite. Os sintomas, como aumento do peristaltismo,
diarreia sanguinolenta, emergéncia evacuatdria, anemia, dor abdominal, nausea,
vomitos e emagrecimento, variam entre os pacientes, e periodos de remissao podem
ser intercalados com episddios de reincidéncia (Miehlke et al., 2019; Gajendran et al.,
2019; Segal; Leblanc; Hart, 2021). A colite também apresenta manifestaces
extraintestinais, como problemas articulares, oftalmicos, dermatoldgicos, urolégicos,
hepaticos e pulmonares, ampliando a complexidade da doenca (Cunha; Leao, 2019;
Wu et al., 2019).

Dessa forma, a etiologia exata da colite ulcerativa ainda ndo esta
completamente esclarecida, mas evidéncias sugerem que a resposta imunoldgica da
microbiota intestinal pode desempenhar um papel fundamental, levando a alteragoes
na barreira da mucosa. Além disso, fatores genéticos, socioambientais e
microbiolégicos sdo considerados como potenciais contribuintes para 0
desenvolvimento e tratamento da doencga (Piovani et al., 2019; Keshteli; Madsen;
Dieleman, 2019; Wu et al., 2023).
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2.3.3 Fisiopatologia

A fisiopatologia da colite, envolve em parte, os colondcitos, células epiteliais do
célon, que apresentam diminuicdo da expressdo de receptores reguladores da
inflamacé&o, como o receptor gama ativado por proliferador de peroxissomo (PPAR-y).
Estudos indicam uma disfungdo na barreira imunoldgica, com pacientes em atividade
da colite aguda apresentando células colénicas decaidas e uma barreira da mucosa
permedavel ao muco. A producado excessiva de interleucinas, especialmente do tipo 17
(IL-17), é evidenciada na patogenia da colite. As células secretoras de IL-17, como as
células T helper ou Th17, tornam-se alvo de pesquisa para a diminuicdo da inflamacao
na colite aguda. Além disso, células linfoides inatas (ILCs) 31 também desempenham
um papel na patogénese (Cunha; Ledo, 2019; Du; Ha, 2020; Josenhans et al., 2020).

Contudo, a mucosa do trato gastrointestinal, composta pelo epitélio e pela
camada de mucina, desempenha uma funcéo crucial na defesa imunoldgica. Na colite
aguda, a sintese e secrecdo de mucina sdo prejudicadas, levando ao aumento da
permeabilidade da mucosa e a maior captacdo de antigenos, estimulando o sistema
imunologico intestinal. Células dendriticas maduras, com expressdo aumentada de
receptores Toll-like (TLR), desempenham um papel na ativagdo da resposta imune
inata. A cascata inflamatéria envolve citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a e IL-
12/23, sendo alvos para tratamentos atuais da colite ulcerativa e a desregulacdo do
sistema imunolégico adaptativo, com um desequilibrio entre células T reguladoras e
células T efetoras, contribui para a inflamacao crénica na colite (Du; Ha, 2020; Cunha,;
Ledo, 2019).

Além disso, a diminuicdo da barreira do muco resulta em alteracbes na
microbiota, conhecidas como disbiose, levando a um aumento de bactérias
patogénicas ou diminuicdo de bactérias benéficas, resultando em uma resposta
inflamatoria no epitélio intestinal (Kucharzik et al., 2020). Bactérias como Clostridium
difficile, Escherichia coli patogénica e algumas espécies de Bacteroides estédo
associadas ao desenvolvimento de colite e que podem produzir toxinas contribuindo
para a lesdo do epitélio intestinal (Keshteli; Madsen; Dieleman, 2019). Dessa forma,
alteracdo na microbiota pode afetar o pH do célon, criando um ambiente favoravel
para o crescimento de bactérias patogénicas e comprometendo a integridade da

barreira epitelial (Josenhans et al., 2020; Miehlke et al., 2019).



26

Nesse contexto, a compreensao da fisiopatologia da colite aguda é fundamental
para o desenvolvimento de estratégias de tratamento mais eficazes, destacando a
importancia de abordagens que visem modular a resposta imunolégica desregulada e
restaurar a integridade da barreira mucosa e a sua abordagem terapéutica atual inclui
o direcionamento de citocinas especificas e a regulacdo do sistema imunoldgico
adaptativo. No entanto, é importante considerar a heterogeneidade da doenca e os
fatores individuais dos pacientes ao buscar op¢des de tratamento mais eficazes (Du;
Ha, 2020; Segal; LeBlanc; Hart, 2021).

2.3.4 Farmacoterapia

O tratamento da colite ulcerativa compreende uma variedade de abordagens
terapéuticas, que vao desde intervencdes farmacolégicas convencionais até
modalidades mais inovadoras, como a terapia bioldgica e o transplante de microbiota
fecal (TMF) (Ferretti et al., 2022; Du; Ha, 2020).

A base do tratamento farmacoldgico para a colite leve a moderada é
frequentemente composta por acido 5-aminossalicilico (5-ASA), que atua na
atenuacdo do processo inflamatdrio. A mesalamina, uma forma de 5-ASA, é
comumente utilizada, podendo ser administrada oralmente, por reto na forma de
supositorio, espuma ou enema (Cunha; Ledo, 2019; Kucharzik; Torsten et al., 2020).
Em casos de proctite, os supositérios de 5-ASA séo considerados a terapia de primeira
linha, atingindo diretamente o local da inflamacao (Gajendran; Mahesh et al., 2019).

Em situacdes mais graves, como colite moderada a grave, os corticosteroides
sao frequentemente introduzidos para induzir a remissao. Prednisona é um exemplo
comum, sendo utilizada para a inducdo da remissdo, muitas vezes combinada com
outras classes terapéuticas, como as tiopurinas. No entanto, € crucial considerar os
efeitos adversos associados ao uso prolongado de corticosteroides, como
osteoporose e sindrome metabdlica (Cunha; Ledo, 2019; Segal; Leblanc; Hart, 2021,
Dorrington et al., 2022).

Os imunomoduladores, presentes em cerca de 20% dos tratamentos de colite,
incluem reconhecidos agentes como 6-mercaptopurina, azatioprina e metotrexato. A
6-mercaptopurina e azatioprina, que sao similares a tiopurina, funcionam ao usar o
nucleotideo 6-tioguanina. Isso leva a interrupcdo da producdo de DNA e RNA, além

de induzir a morte programada das células T. Por outro lado, o metotrexato atua
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blogueando as vias enzimaticas que dependem do folato, como a diidrofolato
redutase, impedindo a producédo das bases de purina e pirimidina necessarias para o
rapido crescimento das células T (Brummer et al., 2021; Fousekis et al., 2022).

Para casos mais refratarios ou casos de resisténcia ao tratamento
convencional, a terapia biolégica se torna uma opc¢ado importante. Agentes como
infliximabe, adalimumabe, golimumabe, vedolizumabe e tofacitinibe tém sido
utilizados com sucesso na inducao e manutencéo da remissdo. Estes medicamentos
atuam bloqueando o fator de necrose tumoral (TNF), modulando a resposta
imunologica (Gajendran; Mahesh et al., 2019; Cunha; Leao, 2019).

Além das opcbes convencionais (Figura 4) e biologicas, novas estratégias
estdo sendo exploradas, como o Transplante de Microbiota Fecal (TMF). Pacientes
com colite aguda muitas vezes apresentam desequilibrios no microbioma intestinal, e
o TMF visa restaurar a diversidade bacteriana, podendo beneficiar ndo apenas a
colite, mas também outras condi¢cdes gastrointestinais (Cunha; Ledo, 2019; Wang et
al., 2019).

Figura 4: Estruturas quimicas de farmacos utilizado no tratamento de colite ulcerativa: A)
Aminossalicilato, (B) Corticosteroide, (C) Imunossupresor.
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Fonte: O autor (2024).

A cirurgia € uma opc¢ao considerada em casos extremos, como megacoélon
toxico refratario, perfuracdo do célon ou sangramento grave. A colectomia pode ser
necessaria em situacdes de colite ulcerativa medicamente refrataria. (Gajendran et
al., 2019; Cunha; Leéo, 2019).

No entanto, € importante destacar que o tratamento da colite ulcerativa ndo se
limita apenas a abordagens farmacolégicas convencionais. Estratégias inovadoras,
como o0 uso de probidticos e prebidticos, estdo sendo investigadas. A modulacdo da

microbiota intestinal pode desempenhar um papel crucial na manutencdo da
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homeostase intestinal e na reducdo da inflamacdo (Cosme; Inés; Vilela, 2022;
Chengxiao et al., 2021; Ferretti et al., 2022).

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando ingeridos em
quantidades apropriadas, conferem beneficios a salde, particularmente na promoc¢éo
do equilibrio da microbiota intestinal e esses microrganismos presentes em alimentos
fermentados e suplementos, estabelecem uma relacdo simbiotica com as bactérias
enddgenas do intestino, contribuindo para a manutencdo de um ambiente intestinal
saudavel e resistente a agentes patogénicos (Cosme; Inés; Vilela, 2022). Através da
colonizacdo e competicAo com bactérias nocivas, os probioticos reforcam a
integridade da barreira intestinal, favorecendo a saude gastrointestinal e facilitando
processos como a digestdo, a absorcdo de nutrientes e a regulacdo do sistema
imunoldgico (Soemarie; Milanda; Barliana, 2021).

Os prebidticos sao substancias ndo digeriveis que promovem o crescimento e
a atividade de bactérias benéficas no intestino, auxiliando na manutencdo de uma
microbiota saudavel e funcionam como alimento para essas bactérias probidticas,
estimulando seu crescimento e atividade metabdlica (Gibson et al., 2017). Ao serem
fermentados pelas bactérias intestinais, os prebioticos produzem Acidos Graxos de
Cadeia Curta (AGCCs), que contribuem para a saude intestinal, fortalecendo a
barreira intestinal, reduzindo a inflamac&o e aumentando a absorcédo de nutrientes.
Além disso, os prebidticos podem ajudar a regular o transito intestinal e fortalecer o
sistema imunolégico, proporcionando uma série de beneficios para a saude
gastrointestinal e geral do organismo (Mailing et al., 2019).

Portanto, a abordagem terapéutica da colite ulcerativa envolve uma cuidadosa
consideracdo da gravidade da doenca, resposta ao tratamento convencional e a
incorporacdo de opgbes mais avangadas, como terapia bioldégica e tratamentos
inovadores, incluindo a modulagédo da microbiota intestinal (Enam; Mansell, 2019; Liu
et al., 2021, Ferretti et al., 2022).

2.4 MICROBIOTA INTESTINAL E SUA IMPORTANCIA NA FERMENTACAO DE
CARBOIDRATOS

A microbiota intestinal € composta por uma ampla variedade de
microrganismos, incluindo bactérias, fungos, virus, protozoarios e arqueias. Os filos

mais predominantes sdo Firmicutes, Bacteroidetes e Actinobacteria (Adak; Khan,
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2019). Além disso, a microbiota intestinal € complexa, dinAmica e composta
principalmente por bactérias anaerobias, incluindo Bacteroides spp., Bifidobacterium
spp., Clostridium spp., Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Eubacterium spp.,
Fusobacterium spp., Peptostreptococcus spp., Ruminococcus, entre outros (Santos;
Varavallo, 2011; Wang et al., 2023; Di Vincenzo et al., 2023). Essa comunidade
desempenha funcbes cruciais na digestdo, na producdo de vitaminas, na regulacao
do sistema imunolégico e até mesmo na comunicacdo com o cérebro, através do
chamado "eixo intestino-cérebro” (Li et al., 2022; Jin et al., 2017).

Nesse contexto, a colonizacdo inicial da microbiota intestinal comeca no parto,
sendo influenciada por fatores como tipo de parto, idade gestacional, alimentacdo
inicial e exposicao a antibidticos. Bebés nascidos por parto vaginal apresentam uma
microbiota inicial da vagina materna, enquanto os nascidos por cesarea mostram
perfis préprios da pele ou do ambiente. Bebés prematuros tém niveis reduzidos de
bactérias anaerdbias e maior presenca de enterobactérias de potencial patogénico e
antibiéticos, mesmo administrados profilaticamente a mée, alteram a aquisicdo da
microbiota intestinal (Bander et al., 2020; Alvarez et al., 2021; Maia; Cerqueira; Silva,
2018).

Em geral, o sistema gastrointestinal, onde a microbiota reside, é crucial para a
absorcdo de nutrientes e a defesa contra microrganismos presentes nos alimentos.
Além disso, a microbiota exerce fun¢des de mutualismo, comensalismo e oportunismo
e alteracdes na composicdo bacteriana podem levar a distlrbios e multiplicacdo de
microrganismos patogénicos. A importancia da microbiota intestinal vai além do trato
gastrointestinal, sendo implicada na etiologia de diversas doencas, desde as
intestinais até as neurolégicas (Dabke et al., 2019; Nascimento et al., 2020; Hu et al.,
2022).

Nesse contexto, a disbiose intestinal, caracterizada por alteracbes na
composicdo e funcdo da microbiota, esta associada a véarias condicbes patoldgicas,
incluindo obesidade, sindrome metabdlica, doencas autoimunes e cancer (Shen et al.,
2018; Qiu et al., 2022; Zhao; Jiang, 2021). A ruptura da barreira mucosa intestinal
durante a disbiose pode levar a inflamacao, estresse oxidativo e resisténcia a insulina
(Yoo et al., 2020; Harata et al., 2018; Bander et al., 2020).

A microbiota intestinal exerce papel fundamental no processo digestivo e na
regulacdo metabolica do hospedeiro, sendo evidenciado na degradacdo de

carboidratos mais complexos presentes na dieta, como fibras alimentares e amidos
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nao digeriveis, que sao metabolizados por uma variedade de microrganismos
residentes no intestino grosso (Alvarez et al., 2021). Esses microrganismos,
principalmente bactérias anaerdbias, quebram os polissacarideos em componentes
menores por meio da fermentacdo, resultando na producdo de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), como acetato, propionato e butirato, além de gases, como
hidrogénio (H2), dioxido de carbono (COz) e metano (CHas) (Wei et al., 2022). Esses
acidos graxos tém papel importante na nutricdo das células intestinais, na regulacéo
do pH intestinal, na modulag&o do sistema imunoldgico e na manutencao da saude do
célon (Figura 5). Além disso, a fermentacdo dos polissacarideos contribui para a
producdo de energia, tanto para 0S microrganismos intestinais quanto para o
hospedeiro humano, desempenha um papel crucial na manutencao do equilibrio da
microbiota intestinal e tem efeitos benéficos em 6rgdos distais (llliano; Brambilla;
Parolini, 2020; Khan et al., 2019).

Figura 5: Representacao da fermentagdo de polissacarideos pela microbiota intestinal.
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Fonte: O autor (2024).

Portanto, a modulacdo da microbiota intestinal por meio de intervencdes
dietéticas, emerge como uma estratégia terapéutica promissora para diversas
condi¢cbes de saude e a compreensao aprofundada da interacdo entre a microbiota
intestinal e a saude humana, proporcionando novas oportunidades para o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas e preventivas inovadoras. O estudo

continuo do complexo ecossistema microbiano contribui para avancgos significativos
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no campo da medicina e da promocao da saude (Cammarota et al., 2019; Ni et al.,

2017; Sankarasubramanian et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Extrair e avaliar o efeito preventivo do polissacarideo obtido da goma de C.
nordestinum no modelo de colite aguda induzida por dextrana sulfato de sédio através

da modulac&o da microbiota intestinal.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair o polissacarideo da goma de C. nordestinum (PGCn);

e Realizar a caracterizacéo fisico-quimica de PGCn;

e Avaliar o efeito preventivo de PGCn através do modelo de colite ulcerativa
aguda induzida por DSS;

e Avaliar os sinais clinicos da colite aguda;

e Avaliar a infiltracéo de neutrofilos e eosinofilos no célon dos animais através da
atividade de Mieloperoxidase (MPO) e Peroxidase Eosinofilica (EPO);

¢ Realizar a andlise histolégica do célon dos animais;

e Avaliar a composi¢cao da microbiota intestinal de camundongos com colite
ulcerativa através da andlise microbiologica pelo método dependente de
cultivo;

e Determinar a concentracdo de acidos graxos de cadeia Curta nas fezes dos

animais com colite.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL VEGETAL

A goma exsudada de C. nordestinum foi coletada no municipio de Patos,
Paraiba, Brasil (7° 03'33,3"S37°16'30 0" W). Posteriormente, foi realizada a
identificacdo botanica e as exsicatas foram depositadas no Herbario Rita Baltazar de
Lima da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), sob o registro 7458. O
registro de acesso no Sistema Nacional de Patriménio Genético e Conhecimento
Tradicional Associado A Gestao (SisGen) do Ministério do Meio Ambiente (Brasil)

possui 0 numero de registro ABF5334.

4.2 ANIMAIS

Camundongos BALB/c fémeas (6-8 semanas de idade; 18+22 @), foram obtidos
no Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e mantidos no
Biotério do Departamento de Bioquimica e Imunologia da UFMG.

Os animais foram mantidos em gaiolas, com livre acesso a ra¢do e agua ad
libitum autoclavados, a temperatura média de 22+2°C, seguindo ciclos de claro/escuro
de 12 horas. Todos os protocolos experimentais com animais foram conduzidos de
acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA,
Brasil) e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Pernambuco - UFPE (n°: 0065/2020) e de acordo com o Comité de Etica
da UFMG, sob protocolo n°:281/2020.

4.3 EXTRACAO DO POLISSACARIDEO DA GOMA DE C. nordestinum

O polissacarideo da goma de C. nordestinum foi extraido segundo a
metodologia de Souza et al. (2010), com pequenas modifica¢cdes. A goma foi triturada
e dissolvida em agua destilada (20% p/v) sob agitacdo magnética (200 rpm/min)
durante 2h em temperatura ambiente (25°C). A solucao foi filtrada (cheese clot)
utilizando tecido tipo “Vual”, seguida de nova filtracdo em tela de serigrafia (90 fios).

O filtrado foi precipitado em etanol 70% (1:3 v/v) por 18h. Posteriormente, o precipitado
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obtido foi centrifugado (5000 rpm; 15 min), liofilizado e pulverizado com o auxilio de

um moinho de facas para a obtencdo de PGCn.

4.3.1 Quantificacdo quimica

A quantificagdo quimica foi realizada através da determinacdo quantitativa do
conteulido de carboidratos totais (Dubois et al., 1956), &cidos urénicos (Dische, 1947),
proteinas totais (Bradford, 1976) e compostos fendlicos (Singleton; Rossi, 1965) de
PGCn. Foram avaliados por espectroscopia, através de curvas padroes de D-
galactose (A490 Nm), a-glucurolactona (Aszs nm), Albumina Sérica Bovina (Ases nm) e

acido galico (A7es nm), respectivamente.

4.3.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro FTIR de PGCn (5 mg) foi obtido em uma janela ATR (Reflex&o Total
Atenuada) e analisado na faixa de comprimento de onda de 500 a 4000 cm™ com
resolucdo de 4 cm™? e medi¢do média de 120 varreduras (Espectrofotdmetro Perkin
Elmer) (De Araujo et al., 2021).

4.4 COLITE ULCERATIVA AGUDA INDUZIDA POR DEXTRANO SULFATO DE
sODIO

O modelo experimental de colite aguda induzido por DSS foi realizado conforme
adaptacdes na metodologia de Liu et al. (2021b), Fu et al. (2022) e Silveira et al.
(2015). Camundongos BALB/c fémeas foram divididos aleatoriamente em 7 grupos
(n= 6 animais/grupo), e depois tratados diariamente durante 15 dias por gavagem
gastrica: Grupos controle sem colite: (1) controle negativo - CN (solucéo salina 0,9%;
10 mL/KQ), (2) pectina- PEC (100 mg/Kg ), (3) PGCn (100 mg/Kg) e grupos com colite:
(4) colite- DSS, (5) pectina- DSS+PEC (100 mg/Kg), (6) DSS+PGCn (dose baixa; 10
mg/Kg) e (7) DSS+PGCn (dose alta; 100 mg/Kg). Apos o pré-tratamento diario por 15
dias, todos os grupos de animais com colite receberam 3% de DSS dissolvido em
agua (m/v) por 6 dias, onde a solugéo de DSS foi preparada e colocada no bebedouro
dos animais para ingestdo “ad libitum” a cada dois dias. Além disso, a ingestdo de

agua, consumo de racao, a massa corporal dos animais e 0s sinais clinicos de colite
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dos animais foram monitorados diariamente desde o inicio da inducdo da colite,
enquanto o indice glicémico dos animais foi avaliado apds o pré-tratamento com
polissacarideo e apds a inducao da colite. Posteriormente, as fezes dos animais foram
coletadas para andlise da microbiota intestinal (dias: -1; -15 e 6) e quantificacdo de
Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCCs). Ao final da intervencéo, os camundongos
foram anestesiados com cetamina (90 mg/kg; i.p.) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg;
i.p.) e eutanasiados. Posteriormente, o colon foi removido, medido o seu comprimento

e armazenado a -80 °C para posterior analise.

4.4.1 Determinacao dos sinais clinicos da colite

Para avaliar os sinais clinicos, os camundongos foram monitorados desde o
inicio da inducdo da colite. A perda de massa corporal dos animais, 0 encurtamento
do célon e o indice de Atividade da Doenca (DAI) foram avaliados através de sintomas
indicativos de diarreia e hematoquezia fecal. Os animais foram colocados
individualmente em gaiolas por cerca de 10 minutos para observacao da consisténcia
e presenca de sangue e/ou muco nas fezes dos camundongos. Para analise da
presenca de sangue oculto, monitorado a cada dois dias ap6s o inicio da inducdo da
colite, as fezes foram coletadas e maceradas em caixas de papeldao (INLAB -
Diagnostica Sao Paulo). A quantificacdo numérica do DAI foi avaliada individualmente
(cada animal com sua identificacdo) com as seguintes pontuacdes: (0) fezes normais
e sem sangue, (1) fezes normais e exame de sangue oculto positivo, (2) fezes com
consisténcia cremosa e vestigios de sangue, (3) fezes com consisténcia pastosa e
exame de sangue fecal positivo, (4) fezes liquidas e exame de sangue fecal positivo,
(5) diarreia e vestigios de sangue anal, (6) diarreia e sangramento retal grave, (7))
diarréia e hemorragia e (8) diarréia, hemorragia e sinais gerais de morbidade,
incluindo postura curvada e piloerecéo (Vieira et al., 2009).

O indice glicémico foi medido de acordo com as adaptagfes das diretrizes
padrédo do Comité Institucional de Cuidado e Uso de Animais (IACUC) para monitorar
a glicose no sangue em camundongos. Antes do procedimento 0s animais
permaneceram em jejum por 2 horas. Posteriormente, utilizando uma tesoura cirdrgica
devidamente esterilizada e submersa em alcool etilico (70%), foi feito um corte (menos
de 1 mm) na ponta da cauda dos animais para obtencdo de sangue da veia caudal. O
sangue foi inserido em uma tira medidora de glicose (Accu-Chek® Active) (Ford et al.,
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2023). Esse procedimento foi realizado apos o pré-tratamento com polissacarideos e

ao final da inducéo da colite aguda.

4.4.2 Quantificacdo de indices bioquimicos

4.4.2.1 Quantificacdo de Mieloperoxidase (MPO)

A quantificacdo do acumulo de neutrdfilos no célon dos animais foi mensurada
pelos ensaios de atividade de MPO (Souza et al., 2002). Os fragmentos do cdlon dos
animais submetidos a colite experimental e dos grupos controles foram preparados
com PBS contendo inibidores de protease (100 mg/mL), homogeneizados,
centrifugados (3000g x 10 min a 4°C) e lisados. As amostras foram novamente
centrifugadas e ressuspensas em tampdo contendo brometo de
hexadeciltrimetilamoénio (HTAB, 0,5% p/v) e homogeneizados antes de serem
transferidos para tubos de microcentrifuga de 1,5mL e submetidos a 3 ciclos de
congelamento-descongelamento por meio da imerséo dos tubos em nitrogénio liquido.
Posteriormente, as amostras foram novamente centrifugadas e o sobrenadante
recolhido para a realizacao do ensaio. A atividade de MPO foi calculada pela medicao
da alteracdo da densidade 6ptica a 450 nm usando tetrametilbenzidina (TMB) em um

leitor de microplacas (Multiskan FC Thermo Scientific, EUA) em espectrofotdmetro.

4.4.2.2 Quantificacdo de Peroxidase Eosinofilica (EPO)

A guantificacéo da atividade da EPO foi utilizada como forma indireta de estimar
a presenca de eosinofilos intestinais. O tecido do célon dos animais foi preparado com
PBS 5X (100 mg/mL) (pH 7,2) e depois homogeneizado em ultra-turrax, centrifugado
e 0 sobrenadante descartado. Os sedimentos foram submetidos a lise hipotdnica e
depois centrifugados novamente. Os sobrenadantes foram descartados e o pellet
ressuspenso em 1 mL de PBS (pH 7,4) contendo HTAB e submetido a 3 fases de
congelamento e descongelamento com nitrogénio liquido. As amostras foram
recentrifugadas e o sobrenadante usado para medir a atividade da EPO em um

comprimento de onda de 492 nm (Vieira et al., 2009).
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4.4.3 Analises histopatoldgicas

Para as analises histopatolégicas, o célon dos animais foi fixado em formalina
a 10% e processados para inclusdo em parafina e microtomia. Secg¢des de tecido
embebidas em parafina foram cortadas com 4 ym de espessura e coradas com
Hematoxilina e Eosina (H&E) para histologia geral. As alteracdes e infiltracdo de
células inflamatdrias foram observadas em microscopio 6ptico (Axio Zeiss) com
aumento de 100x. A histologia foi analisada de acordo com 0s seguintes parametros:
destruicdo da mucosa, perda de microvilosidades, infiltrado inflamatorio e presenca
de edema, com escore de (0) ausente; (1) leve; (2) moderado e (3) intenso. O escore
histoldgico total representa a soma dos parametros avaliados, adaptado de Wei et al.
2023 (Souza et al., 2016; Wei et al., 2023).

4.5 ANALISE DA MICROBIOTA INTESTINAL DE CAMUNDONGOS PELO
METODO DEPENDENTE DE CULTIVO

Amostras fecais frescas de camundongos foram coletadas assepticamente em
fluxo laminar antes (dia -1) e apés (dia -15) pré-tratamento com os polissacarideos e
apos inducdo de colite (dia 6). As amostras fecais foram pesadas, diluidas
seriadamente 1:10 (100 mg por 1 mL de solucéo salina 0,9% estéril), homogeneizadas
e cultivadas em placas de Petri pela técnica de microgoticulas (10 pL). Foram
utilizados meios enriquecidos, seletivos ou diferenciais da seguinte forma: Agar
sangue em condicfes aerdbias (AS-AE) que proporciona o crescimento de varios
microrganismos, incluindo Streptococcus spp. e Staphylococcus ssp., e agar sangue
suplementado (0,1% de hemina, 0,1% de menadiona e 5% de extrato de levedura) em
condi¢cdes anaerdbias (ASS-ANE) que proporciona o0 crescimento de Prevotella,
Fusobacterium, Clostridium e Bacteroides. O meio seletivo Man, Rogosa e Sharpe
também foi utilizado em condi¢des aerdbias (MRS-AE) para o cultivo de Lactobacillus
e em condi¢cdes anaerObias (MRS-ANE) para o crescimento de Lactobacillus e
Bifidobacterium. O meio contendo glicose, levedura e extrato peptonado (GYP) foi
utilizado para isolar bactérias do género Acetobacter e o meio agar MacConkey (MAC)
para isolar Enterobacteriaceae. As placas foram incubadas em condi¢cbes aerébicas

(2 dias) e anaerdbicas (3 dias) a 37°C. As unidades formadoras de colonia (UFC)
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foram contadas e os resultados expressos como média = desvio padrdao de UFC/mg

de fezes (Rungue et al., 2020).

4.6 DETERMINACAO DOS ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA (AGCC)

A concentracdo de AGCCs foi medida nas fezes dos animais ap6s a inducéo
da colite. As amostras fecais foram extraidas com acido fosférico a 1% na proporc¢ao
de 1:6 (m/v), ressuspensas em acido 2-etilbutirico a 1% (1:60), agitadas em vortex e
centrifugadas (20.000xg, 30 min). Os sobrenadantes foram entéo filtrados atraves de
uma membrana de acetato de celulose (0,22 um) e 10 ul foram injetados diretamente
em um sistema HPLC (Shimadzu Corp.) com uma coluna de resina de troca idnica de
300 x 7,8 mm (Sigma, Alemanha) a 30°C com um Cartucho catiénico Micro-Guard H+
(Sigma, Alemanha) e detector ajustado em 210 nm. A vazéo foi de 0,5 mL/min por 35
min, alterada para 0,7 mL/min até o final da corrida cromatogréafica de 55 min. Curvas
de calibragdo foram adotadas para quantificar acetato, butirato e propionato em
amostras fecais usando AGCCs de grau analitico (Sigma-Aldrich) como padrbes. As
concentracfes de AGCC foram expressas como mM/mg de fezes umidas (Gallotti et
al., 2021).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados experimentais foram expressos como média + desvio padrao
(DP). As médias foram comparadas por andlise de variancia unidirecional (ANOVA)
usando o software GraphPad Prism versédo 8.0 (Inc., Califérnia, EUA). Os dados
estatisticos foram considerados significativos quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 EXTRACAO DE PGCn

O procedimento de extracdo etandlico desempenha a funcao de desnaturar as
proteinas contaminantes e precipitar o polissacarideo, facilitando, assim, o processo
de purificacdo (Samrot et al., 2020; Sharma et al., 2020). No contexto dessa
abordagem, o PGCn demonstrou um rendimento de extragdo de 38,4+4,67% quando
comparado a massa seca inicial da goma (Tabela 1).

Tabela 1: Rendimento e andlise quimica do polissacarideo extraido da goma de Cenostigma
nordestinum (PGCn)

Concentragéo (%) @

Rendimento 38.4+4.67
Caracterizagdo quimica (w/v%) P
Carboidratos totais 93.61+0.63
Acidos urénicos 11.50+0.37
Proteinas 1.70+0.28
Compostos fendlicos °© 9.16+0.02

a 0 relativa ao peso da amostra seca; ® % p/v em relagdo ao peso seco da amostra por volume de
solvente; ¢ %/EAG- equivalente de acido gélico %.

Resultados semelhantes foram observados em relacdo aos polissacarideos
derivados de diversas gomas. Por exemplo, Prangos Ferulacea L. apresentou um
rendimento de 22,70 +* 0,41% (Kheradkhord; Shekarchizadeh, 2022), Linum
usitatissimum atingiu 7,83 = 0,45% (Safdar et al., 2020) e Anacardium occidentale L.
(goma do cajueiro) variou de aproximadamente 19% a 76% (De Azevedo; Heinrichs;
Moraes, 2022). Piptadeniastrum africana demonstrou um rendimento de 33,19+02%
(Oppong et al., 2021), enquanto Pithecellobium Dulce exibiu variacbes em seu
rendimento, variando de 4,24% a 75,84% (Chaudhari; Annapure, 2020).

As disparidades nos rendimentos de extracdo de polissacarideos de goma
vegetal resultam de uma interacdo de multiplos fatores. Além das variabilidades
naturais na exsudacgao entre diferentes espécies vegetais, a selecdo de métodos de
extracdo e o rigoroso controle dos parametros temporais e térmicos, somados a
propria heterogeneidade no processo de exsudacdo, desempenham um papel
determinante nas discrepancias observadas (Ekrami et al., 2023; Badwaik et al.,
2020). Adicionalmente, discrepancias nos procedimentos metodoldgicos, como

variacdes no tempo, temperatura, pH, quantidade de solvente e periodo de contato
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com o material vegetal, exercem uma influéncia significativa nesses resultados
(Sharma et al., 2021; Kheradkhord; Shekarchizadeh, 2022).

5.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE PGCn
5.2.1 Quantificacdo quimica

Na andlise da composicdo quimica de PGCn, foi observado que a concentracao
de carboidratos totais ao final do processo de extracao foi de 93,61 + 0,63% (Tabela
1). Esses resultados corroboram com descobertas semelhantes em gomas exsudadas
de Acacia senegal e Acacia seyal, as quais apresentaram concentracdes de
carboidratos de 88,9% e 89,3%, respectivamente (Lopez-Torrez et al., 2015).
Similarmente, a analise da goma proveniente de Amygdalus scoparia Spach revelou
um teor de carboidratos totais de 87,3%, enquanto Prangos Ferulacea L. registrou
72,01% (Kheradkhord; Shekarchizadeh, 2022). A goma de Prunus domestica também
se destaca, exibindo uma concentracdo de 83,58% de carboidratos totais,
evidenciando sua elevada pureza (Sharma; Bhushette; Annapure, 2020).

A correlacéo entre a proporcao mais elevada de concentracao de carboidratos
totais e a maior pureza das gomas € evidente nos resultados obtidos. O teor
significativamente alto de carboidratos totais ndo apenas indica a pureza da goma,
mas também ressalta a eficiéncia do método de purificacdo aplicado (Hamdani; Wani;
Bhat, 2019; Chaudhari; Annapure, 2021).

O teor de acido urbnico presente em PGCn foi de 11,5+0,37% (Tabela 1).
Resultados congruentes foram previamente documentados em estudos similares
abordando a extracdo e purificacdo de polissacarideos provenientes de gomas
vegetais. Em particular, a goma extraida de Descurainia sophia apresentou um teor
de acido urbnico de 14,12% (Sherahi et al., 2017), enquanto a goma derivada de
Prunus armeniaca revelou um conteudo de 7,31% de &cido urdnico (Fathi; Mohebbi;
Koocheki, 2016). Outros estudos incluem a Acacia catechu, com aproximadamente
10,07% de acido urbnico (Sharma; Bhushette; Annapure, 2021), e Astragalus
sarcocolla, com um teor de 12,34% (Hasheminya; Dehghannya, 2023).

O conteudo do acido urbnico desempenha um papel crucial na conferéncia de

carater polieletrolito a goma. Essa caracteristica é essencial para entender as
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propriedades fisico-quimicas e as interacbes da goma em diversos contextos
industriais e biomédicos (Sherahi et al., 2017; Sharma; Bhushette; Annapure, 2020).

A respeito da quantificacdo de proteinas totais, PGCn revelou uma
concentragdo de 1,70+0,28%. Resultados analogos foram obtidos para o
polissacarideo proveniente de Acacia Senegal e Sterculia urens, registrando,
respectivamente, 1,66% e 1,63% (Hamdani et al., 2017). A proteina presente na goma
de Amygdalus scoparia Spach foi determinada em 1,05% (Seyfi; Kasaai; Chaichi,
2019), enquanto Astragalus sarcocolla apresentou uma concentracdo de 1,18%
(Hasheminya; Dehghannya, 2023). Para a goma proveniente de Soymida febrifuga,
foi observado um teor proteico de 2,187% (Bhushette; Annapure, 2018), e a goma
derivada de Prunus doméstica apresentou 1,09%. A relevancia do teor de proteina na
goma é primordial para suas funcdes de emulsificacdo, estabilizacdo, formacédo de
espuma e filme, além de servir como indicativo das diferentes espécies de gomas
(Bhushette; Annapure, 2018; Sherahi et al., 2017; Sharma; Bhushette; Annapure,
2020).

A presenca de compostos fendlicos também foi identificada em PGCn,
evidenciando uma concentracéo de 9,16+0,02 mg/EAG (equivalente de acido galico).
Em consonéancia, estudos anteriores revelaram que gomas provenientes de Prosopis
alba apresentaram teor de compostos fendlicos de 9,55+0,06% (Vasile et al., 2019),
enquanto Pithecellobium dulce (Roxb.) registrou uma concentracéo de 15,04+1,21%
(Chaudhari; Annapure, 2020), e Limonia acidissima L. apresentou 4,18+0,59%
(Chaudhari; Annapure, 2021). E relevante destacar que as interacdes néo covalentes
entre polissacarideos e compostos fenélicos desempenham um papel significativo na
modificacao das propriedades fisicas das solu¢des polissacaridicas. Essas interacdes
podem resultar em uma extensa agregacdo de biomoléculas, influenciando
diretamente nas caracteristicas das solu¢bes e podendo atuar como agentes de

textura ou espessantes (Dridi; Bordenave, 2021; Vasile et al., 2019).

5.2.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) revela-se fundamental na anéalise de amostras poliméricas, possibilitando a
identificacdo e caracterizacéo eficaz de grupos quimicos. Ao direcionar uma fonte de

luz no espectro infravermelho a amostra, célculos em torno do espectro de



42

absorbancia proporcionam a identificacdo de grupos funcionais, evidenciando a
natureza do material (De Godoi et al., 2019; Ferro et al., 2019). Além de sua aplicacao
nesse contexto, a analise de FTIR é destacada como uma ferramenta amplamente
utilizada para identificar, quantificar, caracterizar diversos compostos moleculares e
discernir a identidade e a disposicao das ligacdes quimicas, proporcionando uma
visdo abrangente das caracteristicas moleculares dos grupamentos quimicos
presentes na amostra analisada (Wei et al., 2018; Thombare et al., 2023).

Dessa forma, o espectro de FTIR de PGCn (Figura 6) revelou a presenca de
picos de absorcao distintos em varias regides espectrais. A absor¢do em 3282 cm™ é
identificada como resultante das vibracdes de estiramento da ligacdo OH de grupos
hidroxilas (Sharma; Bhushette; Annapure, 2020; Shobana et al., 2022). Notavelmente,
pode-se identificar um pequeno pico em 2925 cm™, indicando vibracdes de
alongamento e flexdo simétrico ou assimétrico de CH e CH2 (Gupta et al., 2020;
Thombare et al., 2023), enquanto em 1602 cm™ o pico representa o estiramento de
ligagbes COO" de grupos carboxilato, indicando a presenca de residuos de &cido
urénico em PGCn, conforme relatado por Karatas, Aydogmus, Arslanoglu (2022).

Picos de absor¢do adicionais foram identificados na faixa entre 1415 cm™ e
1370 cm™, correspondentes as vibracdes complementares a CH, CH2 e OH (Silva et
al., 2023; Sharma; Bhushette; Annapure, 2020; Bhushette; Annapure, 2018). A area
de comprimento de onda entre os picos em 1200 cm™ e 800 cm™ é reconhecida como
a regido da impressao digital dos carboidratos, sendo um indicador til para avaliar as
diferencas estruturais em polissacarideos, conforme destacado por Safdar et al.
(2019). Nesse contexto, o pico em 1294 cm™ é identificado como caracteristico do
estiramento da ligacdo C-O-C do grupo éter no anel piranosideo dos &cidos
carboxilicos. As bandas de absorcdo em 1018 cm™ representam a existéncia de
ligacdo glicosidica de C-H, observada na faixa entre 800 cm™ e 1150 cm™. Os picos
em torno de 773 cm™ sdo atribuidos ao estiramento CC de anémeros e ligacGes
glicosidicas (Lopez-Torrez et al.,, 2015; Singh et al., 2022; Sharma; Bhushette;
Annapure, 2020).
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Figura 6: Espectro de FTIR do Polissacarideo da Goma de Cenostigma nordestinum
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5.3 DETERMINACAO DOS SINAIS CLINICOS E EFEITOS DO PRE-TRATAMENTO
COM PGCn

O modelo de colite induzida por DSS, que emprega um polimero sintético de
alta massa molecular, ao ser administrado em animais ocasiona danos a integridade
da barreira epitelial intestinal, desencadeando inflamacé&o aguda e lesbes mucosas
similares as manifestacdes caracteristicas da colite ulcerativa humana (KANWAL et
al., 2020; Zhang et al., 2022).

Nesse contexto, a analise dos experimentos revela a auséncia de diferencas
estatisticamente significativas na ingestdo de agua (Figura 7a) e no consumo
alimentar (Figura 7b) entre os grupos em comparacédo com o grupo Controle Negativo
(CN). Isso sugere que ndo houve alteracdes significativas nos habitos de consumo
durante a inducdo da colite aguda. No entanto, em relacdo & massa corporal dos
animais (Figura 7c, 7d), foi observado uma tendéncia distinta. A partir do 4° dia da
inducdo da colite aguda, a massa corporal dos animais do grupo DSS diminuiu
significativamente em comparacdo com o grupo CN. Por outro lado, o grupo

DSS+PGCn100 (100 mg/kg) apresentou diferencas estatisticas, com uma reducédo
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significativa da massa corporal nos primeiros dois dias da inducao de colite em relacao
ao grupo CN, seguida por uma recuperacao a partir do 3° dia. Assim, essa perda de
peso inicial no grupo sugere uma resposta inflamatoria aguda induzida pela colite e a
recuperacdo subsequente indica adaptacdo do organismo a inflamacdo, refletindo
variacfes na gravidade da colite, alteracbes no apetite e na eficacia do tratamento
com PGCnl100 em modular a resposta inflamatoria. Além disso, 0 grupo
DSS+PGCn10 (10 mg/kg) mostrou uma redugéo significativa na massa corporal dos
animais a partir do 6° dia de colite. Notavelmente, o pré-tratamento com PGCn (100
mg/kg) e PEC (100 mg/kg) foi eficaz em evitar a perda de massa corporal nos animais
guando comparado ao grupo DSS.

Estudos anteriores, como o de Wang et al. (2019) e Gu et al. (2021), também
demonstraram resultados semelhantes com diferencas estatisticamente significantes
na massa corporal dos grupos apoés a inducao da colite aguda, indicando que o DSS
impactou a massa corporal dos camundongos no experimento.

Além disso, a investigacao da extensdo do célon entre 0s grupos experimentais
durante a inducdo da colite € de suma importancia, considerando que 0s pacientes
com colite ulcerativa comumente apresentam erosdes e Ulceras graves na mucosa do
colon. Esses fenbmenos desempenham um papel significativo na reducdo do
comprimento total do célon devido a inflamacao subjacente (LI et al., 2023; KANWAL
et al., 2020). A partir dos resultados, foi observada uma reducéo significativa no
comprimento do c6lon nos animais pertencentes ao grupo DSS em comparagdo com
o grupo CN e todos os outros grupos avaliados. Por outro lado, os grupos tratados
com DSS+PEC (100 mg/kg), DSS+PGCn100 (100 mg/kg) e DSS+PGCn10 (10 mg/kg)
demonstram uma capacidade de inibir esse encurtamento do cdélon durante a colite
induzida por DSS em camundongos, quando comparados ao grupo DSS (figura 7e).
Os resultados sdo consistentes com estudos anteriores que demonstraram a
restauragcdo do comprimento do célon em modelos semelhantes de inflamagéo
intestinal, como os estudos que investigaram os efeitos da goma de alfarroba (Jiang
et al., 2022) e da goma guar (Zhang et al., 2024).
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Figura 7: Efeito do pré-tratamento de PGCn nos parametros avaliados para sinais clinicos de colite
aguda: (A) ingestdo de agua, (B) consumo alimentar, (C) ganho e (D) perda corporal massa dos
animais, (E) comprimento do c6lon e (F) pontuacdo do indice de atividade da doenca. Valores
expressos em média + desvio padréo: *p < 0,05; ***p < 0,001; ****p < 0,0001 vs. Controle Negativo
(CN) e #p < 0,05; ##p < 0,01; ###p < 0,001; ####p < 0,0001 vs. colite (DSS).
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O indice de atividade da doenca (DAI), baseado na avaliagdo da consisténcia
e presenca de sangramento nas fezes, é uma ferramenta crucial para analisar os
sinais clinicos da colite aguda (Burki et al., 2020). No estudo, os grupos CN e DSS
foram comparados ao longo do periodo de colite aguda. O grupo CN manteve uma
pontuacao zero no DAI durante todo o periodo, indicando auséncia de sintomas. Por
outro lado, o grupo DSS apresentou um aumento significativo na pontuacao do DAI a
partir do 4° dia da inducdo da colite (Figura 7f), sugerindo uma modelagem bem-

sucedida da doenga com inflamag&o mucosa (Wang et al., 2021).
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Notavelmente, os grupos tratados com PGCn100 (100 mg/kg) e PEC (100
mg/kg) mostraram uma diminuicdo significativa nas pontuacdes do DAl em
comparacao com o grupo DSS, indicando uma interrupgdo na progressao da colite.
No entanto, o grupo tratado com PGCn10 (10 mg/kg) apresentou uma pontuacédo de
DAI mais elevada em relacdo aos grupos tratados com PEC (100 mg/kg) e PGCn100
(100 mg/kg), sugerindo uma possivel ineficacia do tratamento em uma dose mais
baixa.

Avaliagdo do indice glicémico, surge como uma ferramenta essencial para
compreender os efeitos da colite aguda no metabolismo e na absor¢cédo de nutrientes,
especialmente da glicose (Zhou et al., 2022; Anusha et al., 2018). Entretanto, apesar
das expectativas, a andlise pré e pés-inducdo da colite aguda pelo DSS nao revela
diferencas estatisticamente significativas nos niveis de glicose entre os grupos de
animais testados em comparacao ao grupo CN. Antes da inducéo da colite, a média
dos niveis de glicose nos grupos de animais € de 108,75 + 5,28 mg/dL, enquanto apés
a inducéo da colite, apresentou uma média de 113,36 + 4,96 mg/dL (Figura 8).

Esses resultados indicam uma estabilidade relativa nos niveis glicémicos,
desafiando as expectativas de alteracfes significativas induzidas pela colite aguda.
Estudos como o de Pinto-Lopes et al. (2020) e Zatorski et al. (2021) demonstram que
a reducédo dos niveis de glicose durante a colite ocorre devido a inibicdo da atividade
da enzima DPP 1V, em virtude do papel desempenhado pela DPP IV na degradacgao
do GLP-1 (peptideo semelhante ao glucagon-1), um hormdnio que estimula a

secrecdo de insulina e inibe a liberacao de glucagon.

Figura 8: indice glicémico antes e ap6s a indugéo de colite aguda induzida por DSS. Valores
expressos em media * desvio padrao: Ndo houve diferencas significativas (p > 0,05) entre os grupos
experimentais.
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5.4 QUANTIFICACAO DE INDICES BIOQUIMICOS

A mieloperoxidase (MPO) e a eosinofilica peroxidase (EPO) sdo enzimas
encontradas em neutréfilos e eosinofilos, respectivamente, desempenhando fungées
essenciais na resposta imune. A MPO, localizada nos granulos azurdfilos dos
neutrofilos, desempenha um papel vital na defesa imunolégica ao catalisar a
conversdo de ions cloreto (Cl-) em &acido hipocloroso (HOCI), um composto
microbicida. Similarmente, a EPO, presente nos eosinofilos, catalisa a oxidagdo de
ions brometo (Br-) em &acido hipobromoso (HOBr). Para investigar a resposta
inflamatoria durante a colite aguda, a infiltracdo de neutrofilos e eosindfilos no tecido
colénico dos animais é avaliada por meio de ensaios enziméticos para MPO e EPO,
respectivamente (Hu et al., 2022; Zhang et al., 2018; Allen et al., 2019).

Conforme observado, o grupo DSS apresentou uma diferenca estatisticamente
significativa no numero de neutréfilos e eosindfilos em comparacdo com o grupo CN.
Esta disparidade também foi notada no grupo DSS+PGCn10 (10 mg/kg), indicando
que o pré-tratamento ndo conseguiu mitigar a infiltracdo dessas células inflamatorias
durante a inducdo da colite aguda. Entretanto, o pré-tratamento com PGCn (100
mg/kg) e PEC (100 mg/kg) demonstrou eficacia em prevenir o influxo de células
inflamatorias, resultando em uma diferenca estatisticamente significativa nos grupos
DSS+PGCn100 (100 mg/kg) e DSS+PEC (100 mg/kg) em comparacdo com 0 grupo
DSS (Figura 9a, b).

Esses resultados sugerem que o pré-tratamento com PGCn (100 mg/kg) e PEC
contribui para a restauracdo da integridade intestinal e da funcdo de barreira,
diminuindo significativamente o recrutamento de neutréfilos e os niveis de eosindfilos
no intestino. Adicionalmente, o pré-tratamento com PGCn (100 mg/kg) e PEC
protegem contra a lesdo intestinal apds a inducdo da colite e o efeito benéfico pode
ser atribuido a capacidade desse pré-tratamento reduzir a inflamagdo mediada pelo
oxido nitrico (NO) supérfluo e pelos radicais livres de oxigénio, os quais desencadeiam
danos oxidativos. Esses danos podem ocasionar a infiltracdo abundante de células
inflamatorias nos tecidos, resultando em ruptura e ulceracdo da mucosa (Pfanzagl et
al., 2023; Allen et al., 2019). Estudos similares documentaram resultados promissores

com o uso de Prunus persica Batsch (Wei et al., 2023), o que reforca a relevancia
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desses compostos ha modulacédo da resposta inflamatdria e na promocéo da saude

intestinal.

Figura 9: Andlise quantitativa de (A) atividade de mieloperoxidase e (B) atividade de peroxidase de
eosindfilos. Valores expressos em média + desvio padrdo: ****p < 0,0001 vs. Controle negativo (CN) e
##HH#p < 0,0001 vs. colite (DSS).
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5.5 ANALISES HISTOPATOLOGICAS

A avaliacdo histopatologica do tecido colénico de camundongos revela a
presenca de lesdes na parede intestinal (Wu et al., 2022). A andlise revela que os
animais do grupo DSS apresentam colite caracterizada por extensa destruicdo da
mucosa, perda de criptas e intensa infiltracdo de células inflamatérias, em
comparacao com o grupo CN. Por outro lado, os grupos DSS+PGCn100 (100 mg/kg)
e PEC (100 mg/kg) demonstram protecdo significativa contra os danos teciduais,
evidenciada pela reducdo da gravidade da inflamagcdo com edema moderado,
diminuicao do infiltrado inflamatério e preservacgao das criptas (Figura 10a).

A pontuagdo histopatologica também indica um aumento significativo na
inflamacgé@o no tecido colénico do grupo DSS em comparagdo com o grupo CN,
enquanto os grupos DSS+PGCn100 (100 mg/kg) e DSS+PEC (100 mg/kg) mostram
uma diferenga significativa em relacdo ao grupo DSS (Figura 10b).
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Figura 10: Analise histopatol6gica do célon de camundongos com colite aguda: (A) corte
microscopico (H&E: 100x) e (B) escores histopatoldgicos de anormalidades no coélon.
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Portanto, o pré-tratamento com PGCn (100 mg/kg) e PEC (100 mg/kg) inibe a
infiltracdo de células inflamatérias, o dano epitelial e as lesdes colbnicas induzidas por
DSS. Além disso, aumenta o numero de células caliciformes que secretam proteinas
mucosas no intestino para resistir a invasao de patégenos, mantendo a estabilidade
do microambiente intestinal e a fungdo normal do intestino (Yang et al., 2021; Zhang
et al., 2022).

5.6 MICROBIOTA INTESTINAL PELO METODO DEPENDENTE DE CULTIVO

Quando ocorre inflamagé&o no intestino, ha uma notavel reducéo na diversidade

e na estrutura da microbiota intestinal, o que resulta no predominio de cepas
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bacterianas patogénicas e diminuicao de bactérias probidticas, exacerbando o quadro
inflamatorio. Portanto, a inducdo da colite por DSS provoca modificacbes na
composicdo e quantidade de microrganismos no intestino, impactando, desse modo,
0 processo de desenvolvimento da inflamacgéao intestinal (Zou et al., 2020; Tao Jinhua
et al., 2019).

Nesse contexto, foi realizada a analise da microbiota fecal de camundongos
apos a administracado de PGCn na dose de 100 mg/kg. Antes do tratamento prévio, a
composi¢cdo da microbiota intestinal dos animais consistia em 73,37% de bactérias
anaerobicas. Apds o tratamento com PGCn (100 mg/kg) e PEC (100 mg/kg), houve
um aumento significativo para 86,00% no namero de bactérias anaerdbicas. Apds a
inducéo de colite por DSS, foi observada uma redugéo no crescimento de bactérias
anaerobicas na microbiota intestinal, caindo para 79,62%, mas ainda superior ao
namero de bactérias aerobicas, que foi de 20,38%, e também superior ao nimero
inicial observado antes do tratamento prévio (Figura 11a). Esse aumento nas bactérias
anaerobicas sugere que o tratamento prévio com PGCn (100 mg/kg) e PEC (100
mg/kg) contribuiu para a modulacéo dessas bactérias na microbiota intestinal.
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Figura 11: Perfil qualitativo e quantitativo da microbiota intestinal cultivavel de animais antes e apés
pré-tratamento com polissacarideo e ap6s indugédo de colite aguda: (A) Perfil qualitativo total da
abundancia relativa de bactérias cultivaveis sob condigdes aerébicas e anaerébicas observadas antes
(dia -1) e apos (dia -15) pré-tratamento com polissacarideo e apés inducgdo de colite aguda (dia 6). (B)
Perfil qualitativo da abundancia relativa de géneros bacterianos apos pré-tratamento com
polissacarideo (dia -15) observado entre os grupos experimentais. (C) Perfil qualitativo da abundancia

relativa de géneros bacterianos apos inducéo de colite aguda (dia 6) observada entre os grupos de
animais. Bactérias cultivaveis em: Agar sangue em condicio aerdbia (AS-AE); Agar sangue
suplementado em condic&o anaerébica (ASS-ANE); Man, Rogosa e Sharpe em condicéo aerébica
(MRS-AE); Man, Rogosa e Sharpe em condicdo anaerdbica (MRS-ANE) e extrato de glicose,
levedura e peptona (GYP). (D) Perfil quantitativo de bactérias cultivaveis em meio MRS em condi¢cbes

anaeroébias (Lactobacillus e Bifidobacterium) entre os grupos experimentais apds inducéo de colite.
(E) Perfil quantitativo de bactérias cultivaveis em meio agar MacConkey em condi¢des aerdbias
(Enterobacteriaceae) entre os grupos experimentais apds indugdo de colite. Resultados expressos
em UFC/mg de fezes de grupos de bactérias por grupo de animais experimentais (n=6/animal).
Valores expressos em media + desvio padrdo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001 vs.
controle negativo (CN) e #p < 0,05; ##p < 0,01 vs. colite (DSS).
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Em relacéo ao perfil qualitativo da microbiota intestinal dos animais, dos grupos
tratados previamente com PGCn (100 mg/kg) e PEC (100 mg/kg), foi observado uma
grande diversidade de bactérias entre 0os grupos experimentais, com crescimento de
bactérias  anaer6bicas gram-positivas e  gram-negativas, Lactobacillus,
Bifidobacterium e Acetobacter (Figura 11b). Além disso, apds a inducéo da colite, os
grupos DSS+PGCn (100 mg/kg) e DSS+PEC (100 mg/kg) mantiveram 0s niveis
aumentados de Lactobacillus e Bifidobacterium, bem como um aumento de bactérias
do género Acetobacter e uma diminuicdo na prevaléncia de bactérias aerdbicas gram-
negativas e bactérias gram-positivas. Comparativamente, o grupo DSS apresentou
maior prevaléncia de bactérias gram-positivas e gram-negativas cultivaveis em
condicdes aerdbias, o que pode estar associado ao predominio de bactérias
patogénicas (Figura 11c).

O perfil quantitativo de bactérias na microbiota intestinal também destacou o
aumento de Lactobacillus e Bifidobacterium nos grupos DSS+PGCn (100 mg/kg) e
DSS+PEC (100 mg/kg) em relagéo ao grupo controle negativo, enquanto houve uma
diminuicdo significativa desses géneros bacterianos no grupo DSS (Figura 11d).
Lactobacillus e Bifidobacterium sdo conhecidos por seus efeitos benéficos na saude
intestinal e humana, incluindo a modulacao do sistema imunoldgico e a melhoria da
integridade intestinal (Guo et al., 2021; Feng et al., 2024).

O pré-tratamento com DSS+PGCn (100 mg/kg) e DSS+PEC (100 mg/kg)
apresentaram uma diminuicdo no crescimento de Enterobacteriaceae, enquanto o
grupo DSS apresentou um aumento, caracteristico de disbiose, que agrava a
inflamacédo (Figura 11e) (Lu et al., 2023). Portanto, os resultados sugerem que o
tratamento prévio com PGCn (100 mg/kg) e PEC (100 mg/kg) favorece a modulagéo
da microbiota intestinal, influenciando positivamente na colite ulcerativa e esses
achados sdo consistentes com estudos anteriores que demonstraram o papel dos
polissacarideos dietéticos na modulagdo da microbiota intestinal, um fator crucial no

desenvolvimento da colite (Sun et al., 2020; Cui et al., 2023).

5.7 DETERMINACAO DOS AGCC

A investigacao da determinacdo dos AGCCs € essencial para compreender o
impacto desses metabdlitos bacterianos na fisiologia humana, sendo primariamente

originados da fermentacdo desempenhando uma funcéo crucial na manutencgéo da
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saude intestinal e na regulacdo do metabolismo energético (Xie et al., 2019; Han et
al., 2021; Sun et al., 2020). Dessa forma, os AGCCs analisados das fezes dos animais
dos grupos pré-tratados com PGCn e PEC, ambos administrados na dose de 100
mg/kg, resultaram em aumento dos niveis de acido acético, acido propidnico e acido
butirico. Notavelmente, o grupo DSS+PGCn (100 mg/kg) apresentou uma
concentracdo significativa desses acidos, sendo 72,34 mM de acido acético (figura
12a), 20,95 mM de &cido propidnico (figura 12b) e 1,27 mM de &cido butirico (figura
12c) por mg de fezes de camundongos. Esse resultado sugere que o pré-tratamento
com PGCn (100 mg/kg) € capaz de favorecer a producédo de AGCCs durante a colite
ulcerativa, o que foi significativamente diferente do grupo DSS, que apresentou uma

reducdo nos niveis desses metabdlitos.

Figura 12: Quantificacdo de Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC): (A) acido acético; (B) acido
propidnico e (C) &cido butirico nas fezes de camundongos com colite aguda. Valores expressos em
média + desvio padréo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001 vs. controle negativo (CN) e
#p < 0,05; ###p < 0,001; ####p < 0,0001 vs. colite (DSS).
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Os AGCCs, incluindo acidos propiénico, butirico e acético, sdo produzidos pela
microbiota intestinal e desempenham um papel crucial na manutencédo da saude do
colon humano. Esses acidos tém sido associados a beneficios para o intestino,
incluindo a reducao da inflamacéo e a prevencdo do cancer, através de mecanismos
complexos de regulacdo, como a modulacdo de citocinas envolvidas em vias
inflamatorias (Wei et al., 2023; Zhang et al., 2024). Além disso, os AGCCs contribuem
para melhorar a barreira intestinal, modular a imunidade e promover o metabolismo
celular, destacando sua importancia gastrointestinal (Han et al., 2021; Sun et al.,
2020). Adicionalmente, o aumento observado nas popula¢des de Lactobacillus e
Bifidobacterium apds o tratamento com PGCn (100 mg/kg) e PEC (100 mg/kg) pode
justificar a producédo aumentada de AGCCs (Qu et al., 2022; Zhou et al., 2023).

Em suma, os resultados indicam que o pré-tratamento com PGCn (100 mg/kg)
favorece a producdo de AGCCs, especialmente na predominancia do acido acético,
durante a colite aguda. Isso pode contribuir para a melhoria da saude intestinal e
potencialmente beneficiar o tratamento experimental e clinico da colite ulcerativa
(Yang et al., 2023; Ho Do; Seo; Park, 2021).
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, o polissacarideo da goma de C. nordestinum
(PGCn) demonstrou eficiéncia no processo de extracdo, evidenciando uma
quantidade significativa de carboidratos totais e a presenca de acido urbnico na
amostra. Adicionalmente, foram identificados diversos grupos quimicos funcionais
caracteristicos de polissacarideos extraidos de gomas vegetais.

Além disso, observou-se que a administracdo do PGCn na dose de 100 mg/kg
apresentou um efeito preventivo significativo na colite aguda induzida por DSS. Este
efeito foi evidenciado pela reducdo da perda de massa corporal, preservagcdo do
comprimento do célon, diminuicdo do Indice de Atividade da Doenca (DAI) e
estabilizacao dos niveis glicémicos. Bioguimicamente, 0 PGCn reduziu a infiltracdo de
neutrofilos e eosindfilos e protegeu contra danos teciduais.

Por fim, modulou a microbiota intestinal com o aumento dos Lactobacillus e
Bifidobacterium e aumentou a producéo de acidos graxos de cadeia curta (AGCCs),

especialmente acido acético, sugerindo um mecanismo protetor.
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