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RESUMO

As algas marinhas sdo utilizadas ha muito tempo como uma fonte de alimentagéo
saudavel devido as suas valiosas propriedades nutricionais. Moléculas extraidas
desses organismos se destacam também por suas diversas atividades biologicas.
Em estudos anteriores, o polissacarideo sulfatado de Solieria filiformis (PS-Sf)
demonstrou uma importante atividade protetora ha mucosa gastrica, além de possuir
efeitos promissores no sistema cardiovascular, no controle da dor e contra
microrganismos patogénicos. Entretanto, dados que comprovem a auséncia de
efeitos toxicos ligados a utilizacdo do PS-Sf ainda sdo escassos. Assim, 0 presente
estudo buscou avaliar a ocorréncia de toxicidade aguda pré-clinica do PS-Sf.
Camundongos BALB/c machos foram tratados com o PS-Sf (2000 mg/kg), em dose
oral Unica, enquanto o grupo controle recebeu apenas solucdo salina. Os animais
foram monitorados para avaliagdo do peso corporal e dos aspectos clinicos e, no 14°
dia, o sangue foi coletado para avaliacdes bioquimicas e os 6rgdos foram
fotografados, pesados e coletados para analise histopatolégica. Os resultados
mostraram que o PS-Sf ndo afetou o ganho de peso nem o comportamento geral
dos camundongos, ndo havendo ocorréncia de letalidade. O peso relativo do
coracao, baco, rins, figado e pulmbes, bem como seus parametros morfolégicos,
ndo foram alterados pela administracdo do PS-Sf. Além disso, a dosagem de
biomarcadores e a analise microscépica dos 6rgaos nado revelaram perda de funcao
ou lesBes celulares, tanto no grupo controle quanto nos animais tratados com o PS-
Sf. Assim, o presente estudo demonstrou que o tratamento com o polissacarideo
sulfatado de S. filiformis n&o promove efeitos de toxicidade aguda em animais

experimentais, contribuindo para validar a seguranca dos seus efeitos benéficos.

Palavras-chave: Produtos naturais. Algas marinhas. Polissacarideo sulfatado.

Solieria filiformis. Toxicidade aguda.
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ABSTRACT

Marine algae have long been used as a source of healthy food due to its valuable
nutritional properties. Molecules extracted from these organisms also stand out for
their diverse biological activities. In previous studies, the sulfated polysaccharide
from Solieria filiformis (PS-Sf) demonstrated an important protective activity in the
gastric mucosa, in addition to having promising effects on the cardiovascular system,
pain control and against pathogenic microorganisms. However, data proving the
absence of toxic effects linked to the use of PS-Sf are still limited. Thus, the present
study sought to evaluate the occurrence of preclinical acute toxicity of PS-Sf. Male
BALB/c mice were treated with PS-Sf (2000 mg/kg), in a single oral dose, while the
control group received only saline solution. The animals were monitored to assess
body weight and clinical aspects and, on the 14th day, blood was collected for
biochemical evaluations and the organs were photographed, weighed and collected
for histopathological analysis. The results showed that the PS-Sf did not affect the
weight gain or the general behavior of the mice, with no occurrence of lethality. The
relative weight of the heart, spleen, kidneys, liver and lungs, as well as their
morphological parameters, were not altered by PS-Sf administration. Furthermore,
the dosage of biomarkers and the microscopic analysis of the organs did not reveal
loss of function or cellular lesions, both in the control group and in the animals
treated with PS-Sf. Thus, the present study demonstrated that treatment with sulfated
polysaccharide from S. filiformis does not promote acute toxicity effects in

experimental animals, contributing to validate the safety of its beneficial effects.

Key words: Natural products. Marine algae. Sulfated polysaccharide. Solieria

filiformis. Acute toxicity.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 Espécies representativas dos trés grupos de algas marinhas................... 17
Figura 2 Modelo de estrutura da parede celular das algas marinhas ...................... 18
Figura 3 Técnicas de extracao de polissacarideos de algas marinhas.................... 19
Figura 4 Unidade estrutural das principais carrageninas de algas vermelhas......... 22
Figura 5 Principais dissacarideos encontrados nos ulvanos de algas verdes ......... 24

Figura 6 Arranjo em cadeia dos monossacarideos de fucanos de algas marrons... 25

Figura 7 Principais efeitos provocados por substancias téxicas ao organismo ....... 37
Figura 8 Etapas de desenvolvimento de novos compostos bioativos...................... 40
Figura 9 Representacao do protocolo experimental de toxicidade do PS-Sf........... 44
Figura 10 Variacdo do peso corporal dos animais tratados com o PS-Sf................ 47

Figura 11 Aspectos morfolégicos dos 6rgaos dos animais tratados com o PS-Sf... 50
Figura 12 Peso relativo dos 6rgaos dos animais tratados com o PS-Sf.................. 51
Figura 13 Fotomicrografias dos 6rgaos dos animais tratados com o PS-Sf ............ 54

Figura 14 Resumo ilustrativo do potencial do PS-Sf para a promocao da saude.... 57



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Efeitos dos polissacarideos de algas marinhas em modelos de desordens
(0 T0TS2S] (Y7 PSP 27

Tabela 2 Atuacdo dos polissacarideos de algas marinhas sobre a homeostasia
(o710 {0 )V7= ST ol U ] = SRSt 29

Tabela 3 Atividades antimicrobianas de polissacarideos de algas marinhas........... 32
Tabela 4 Acéo antinociceptiva de polissacarideos extraidos de algas marinhas..... 35
Tabela 5 Screening hipocratico dos animais tratados com 2000 mg/kg do PS-Sf ... 48

Tabela 6 Marcadores bioquimicos de funcéo renal e hepatica dos animais tratados
COM O P S-S 52



AINES
ALT
AST
AT-IlI
Ca2+
CAT
CEUA
COBEA
DENV
Dl
EAE
EGFR
EPM
EROs
ETEC
FTIR
GSH
HC-II
HIV
HO-1
HPSEC
HSV
H&E
IL-1B
IL-8
K*
MAE
MDA
Na*
NF-kB
NO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

acido acetilsalicilico

anti-inflamatdrios ndo esteroides

alanina aminotransferase

aspartato aminotransferase

antitrombina 11l

calcio

catalase

Comité de Etica no Uso de Animais

Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
virus da dengue

doenca inflamatoria intestinal

extracdo assistida por enzimas

receptor do fator de crescimento epidérmico
erro padrdo da média

espécies reativas de oxigénio

Escherichia coli enterotoxigénica
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
glutationa

cofator Il da heparina

virus da imunodeficiéncia humana

heme oxigenase-1

cromatografia por exclusdo de tamanho de alta eficiéncia
herpes-virus simples

hematoxilina e eosina

interleucina 1 beta

interleucina 8

potassio

extragao assistida por micro-ondas
malondialdeido

sadio

fator nuclear kappa B

6xido nitrico



Nrf2 fator nuclear eritroide 2

OCDE Organizacéao para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico
PAI-1 inibidor do ativador de plasminogénio 1

PGs prostaglandinas

PKC proteina quinase C

PS-Sf polissacarideo sulfatado de S. filiformis

RMN ressonancia magnética nuclear

RT transcriptase reversa

SARS-CoV coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave

SNC sistema nervoso central

SOD superoxido dismutase

TGF-p1 fator de transformacéo do crescimento beta 1
TGl trato gastrointestinal

TNBS acido trinitrobenzenossulfénico

TNF-a fator de necrose tumoral alfa

TRPs receptores de potencial transitorio

TT tempo de trombina

TTPa tempo de tromboplastina parcial ativada
UAE extracdo assistida por ultrassom

UFC Universidade Federal do Ceara

UFPE Universidade Federal de Pernambuco



SUMARIO

(LR 20051007 IR 14
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt 16
2.1 ALGAS MARINHAS cOMO FONTE DE NOVOS COMPOSTOS BIOATIVOS .......uvevvvennnnn. 16
2.2 EXTRACAO DE POLISSACARIDEOS DE ALGAS MARINHAS.......cccuiieiiiieeiiiieeeiineeeinees 19
2.3 PROPRIEDADES FiSICAS E ESTRUTURAIS DOS POLISSACARIDEOS .......cccvuuieeeeeinnnnn. 21
2.3.1 Carrageninas de Algas Vermelhas ..............ccccoviiiiiiiii i, 21
2.3.2 Polissacarideos de Outros Tipos de Algas ..........ooccvvveeeereeeeeiiiiiiiiiieeeennn 23

2.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS .....uuviiieirineeeeennnnnns 26
2.4.1 Protecao do Trato Gastrointestinal ...............eceiiiiiiiiiiiiiii e, 26
2.4.2 Regulacéo do Sistema Cardiovascular e da Hemostasia............cccc.uuueee. 28
2.4.3 Combate a D0engas INTECCIOSAS ........cuvvviriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 31
2.4.4 Alivio da Dor Neuropética e Inflamatoria............ooccvvvieeeeiiiiiiiiiiiiieeeee, 34

2.5 AVALIACAO DA TOXICIDADE DE NOVOS COMPOSTOS ..cvuiiviiiniiniiieenieinsieeneeneenenns 36
2.5.1 Substancias Toxicas e seus Efeitos no Organismo...........cccoeeeeeevvvvvvnnnnnn. 36
2.5.2 Toxicidade do Polissacarideo Sulfatado de S. filiformis ..............ccccceee... 39

S OBUIETIVOS ..o e e e e e e 42
3.1 OBJIETIVO GERAL....ccttiieieiite e ettt ettt e ettt e e et e e e e et e e e e e e e naa e e e e e enan s 42
3.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS ...ttiiiiiiiiii ettt e e e e e e e 42

A METODOLOGIA ...ttt e e e e e e e e s e e e e e e e e e e snaaeees 43
4.1 EXTRACAO DO POLISSACARIDEO SULFATADO DE SOLIERIA FILIFORMIS ........cc.uu...... 43
A N1 Y Y PP 43
4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL. ..ccttuuittittuueeeeeti e eeest e e eeesti s e eeeesi s e eeeenn s eeeesnnnaaeeees 43
4.4 AVALIACAO COMPORTAMENTAL — SCREENING HIPOCRATICO.....cvviiviiiiiiieiieieen, 44
4.5 ANALISE MACROSCOPICA DOS ORGAOS .....cvviveeeieitiiieieeeeeiesaesetesteeeesesaeseesneas 44
4.6 ANALISE DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS ....ccvniiiiiiiieeiieeieeee et e e e et e e e eans 45
4.7 ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS ORGAOS .......veveeeieiieiieieeiieeteiteeeeseeseeseesaeseeenens 45
4.8 ANALISES ESTATISTICAS ..euuieiiiiii e eeet ettt ettt et e e et e e e e e e e e e eaa e aeeees 45

5 RESULTADOS E DISCUSSAO ..ot 46
B CONCLUSAD ...ttt ettt 57
REFERENCIAS ..ottt ettt n e ene e 58
ANEXOS L.t e e e e e e et r e e e e e e e e 69

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica no Uso de Animais da UFPE.................... 69



14

1 INTRODUGCAO

Os produtos naturais sempre desempenharam um papel significativo na vida
humana, desde seu consumo como forma de alimento até sua aplicagdo como
matérias-primas medicinais (ANDRYUKOQV et al., 2020). Assim, pesquisas utilizando
organismos marinhos tém seguido a tendéncia contemporanea de aplicacdo desses
produtos na medicina e para a promocéao da saude, que incluem moléculas extraidas
de macro e microalgas, além de cianobactérias (REPOSO; MORAIS; MORAIS,
2015). As algas, por sua vez, representam uma parte consideravel da biomassa
oceanica e ha muitos anos sao utilizadas como alimento e racdo devido a sua
elevada composi¢cdo nutricional (MENAA et al., 2020). Atualmente, um grande
namero de compostos isolados de algas marinhas, como terpenoides, esterdis,
fendis, peptideos, polissacarideos e alcanos, tem demonstrado atividades biologicas
promissoras (ARRIECHE et al., 2022).

Polissacarideos sulfatados compreendem um grupo de moléculas formadas
por sequéncias repetidas de monossacarideos ligados a sulfatos em posicoes
especificas (JIAO et al., 2011). Essas moléculas fazem parte da matriz extracelular
das algas marinhas e atuam, principalmente, no controle hidroeletrolitico destes
organismos, contribuindo para sua sobrevivéncia no oceano (LEE; HO, 2022). Sua
importancia comercial estd centrada na industria alimenticia, uma vez que o0s
polissacarideos de algas vermelhas possuem consideravel capacidade de formar
géis antioxidantes. No entanto, seu potencial farmacoterapéutico € o ponto principal
para a grande relevancia destas moléculas para as ciéncias biomédicas. Isso é
evidenciado pelos inumeros efeitos relatados em estudos utilizando polissacarideos
de diferentes espécies de algas, incluindo atividades antiviral (WANG et al., 2017),
antitrombdtica (CHAGAS et al.,, 2020), anti-inflamatéria (BRITO et al., 2016),
antinociceptiva (OLIVEIRA et al., 2020) e antidiarreica (BEZERRA et al., 2018).

Nesta perspectiva, considera-se atualmente que polissacarideos extraidos de
algas marinhas sdo uma das principais fontes de compostos biologicamente ativos
para o desenvolvimento de substancias de acao terapéutica (HANS; MALIK; NAIK,
2021). As propriedades quimicas e atividades biolégicas dessas moléculas variam
de acordo com sua composi¢do, tamanho molecular e teor de sulfato, o que
promove um diversificado espectro de efeitos benéficos (ZHENG et al., 2022).

Assim, tais efeitos podem ser encontrados de maneiras distintas entre espécies dos
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trés tipos de algas (vermelhas, verdes e marrons), sendo indicada uma selecédo dos
polissacarideos com os melhores desempenhos para sua futura aplicacéo.

O género Solieria pertence a familia Solieriaceae (Gigartinales) e € composto
por variadas espécies de algas vermelhas que habitam regides costeiras do oceano
Atlantico, principalmente no litoral que compreende o Nordeste do Brasil (CHAVES
et al.,, 2018). Estas algas, e em especial S. filiformis, sdo conhecidas por sintetizar
grandes quantidades de carragenina, uma familia de galactanos sulfatados lineares
importantes por suas propriedades gelificantes (ANA et al.,, 2021). Ademais,
polissacarideos extraidos de S. filiformis apresentaram resultados promissores em
diferentes modelos de estudos pré-clinicos, como gastroprotecdo (SOUSA et al.,
2016a), vasodilatacdo (ASSREUY et al., 2010), atividades antimicrobianas (ANA et
al., 2021; PIRES et al., 2013) e analgesia (ARAUJO et al., 2017).

Embora haja crescentes estudos a respeito do potencial bioldgico de
polissacarideos isolados de algas marinhas, sdo poucos os trabalhos que investigam
0s possiveis efeitos toxicos destas moléculas. Esta analise é relevante visto que a
ocorréncia de toxicidade € considerada o principal obstaculo para o desenvolvimento
de novas drogas a partir de compostos bioativos (LIN et al., 2003). Portanto, torna-
se imprescindivel a realizacdo de testes que revelem deficiéncias funcionais em
orgaos ou alteracdes bioquimicas promovidas por essas substancias (CHINEDU,
AROME; AMEH, 2013). Desse modo, tendo em vista as recentes buscas por novas
ferramentas biomédicas para a promocédo da saude, a demonstracdo da seguranca
terapéutica do polissacarideo sulfatado de S. filiformis poderia contribuir para futuros

estudos clinicos e garantir a integridade dos seus efeitos benéficos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ALGAS MARINHAS coMO FONTE DE NOvOs COMPOSTOS BIOATIVOS

As algas marinhas sdo os membros mais antigos do reino vegetal, sendo
responsaveis por aproximadamente 50% da fotossintese que ocorre na Terra a cada
ano (QIN; LIN; JIANG, 2012). Estes organismos sdo amplamente distribuidos ao
longo das é&reas costeiras em todo o mundo, formando ricas florestas marinhas e
tendo sua importancia centrada na manutencao da biodiversidade, pois dao suporte
as teias alimentares, fornecem habitats e refugios reprodutivos e atuam como
bioindicadores de possiveis mudancas ambientais (TRIBOLLET; SCHILS; VROOM,
2010). Além disso, caracteristicas de crescimento rapido e sustentabilidade também
sdo marcantes nas algas marinhas, visto que ndo necessitam de terras araveis ou
fertilizantes para o seu desenvolvimento (XIE; CHEONG, 2022).

Nessa perspectiva, mais de 15.000 espécies de algas s&o conhecidas
globalmente, formando um diversificado grupo de organismos marinhos (KADAM;
TIWARI; O'DONNELL, 2013). A classificacdo atual das algas marinhas leva em
consideracdo sua composicdo quimica, especialmente a producdo de pigmentos,
culminando na formacao de trés grandes grupos: as algas verdes, as algas marrons
e as algas vermelhas (MENAA et al., 2020). A Figura 1 ilustra algumas espécies dos
trés grupos de algas. Pigmentos como xantofila e fucoxantina sdo encontrados em
algas verdes e marrons, respectivamente, enquanto que ficoeritrina e aloficocianina
atribuem caracteristicas singulares as algas vermelhas (ARYEE, AGYEI, AKANBI,
2018). Outros pigmentos, como a clorofila, s&o comuns aos trés grupos de algas
marinhas, diferindo apenas quanto aos seus subtipos.

Entre as algas vermelhas, o género Solieria se destaca por sintetizar grandes
guantidades de carragenina, uma familia de galactanos sulfatados (SOUSA et al.,
2016a). Pertencente a familia Solieriaceae (Gigartinales), este género é composto
por diferentes espécies de algas vermelhas encontradas em uma longa extensdo da
costa atlantica brasileira, principalmente no litoral do Nordeste do Brasil (CHAVES et
al., 2018). Em patrticular, S. filiformis (Kutzing) P.W. Gabrielson possui um potencial
valor econdmico para as industrias alimenticia e cosmética, devido principalmente as

suas propriedades gelificantes (ANA et al., 2021).
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Figura 1. Espécies representativas dos trés grupos de algas marinhas.

Y T
Sl %

“N

Algas Vermelhas Algas Verdes Algas Marrons

Fonte: Adaptado de BAYU & HANDAYANI (2018). Imagens ilustrativas de algas marinhas vermelhas,
verdes e marrons, com as espécies Galaxaura rugosa (A), Caulerpa racemosa (B), Padina australis

(C), Eucheuma cottonii (D), Ulva lactuca (E) e Turbinaria decurrens (F).

A utilizagao de algas marinhas em alimentos in natura e processados sempre
foi amplamente realizada devido a sua elevada composicdo nutricional,
principalmente por populacdes costeiras (MENAA et al.,, 2020). A presenca
abundante de minerais e fibras, e em menor propor¢do proteinas e lipideos,
desperta ha décadas o interesse da industria alimenticia sobre as algas marinhas
como potenciais fontes de alimentacdo saudavel (NORZIAH; CHING, 2000). Nesse
sentido, relatérios anteriores também mostraram que S. filiformis pode crescer
abundantemente sob condi¢des controladas, o que a torna adequada para o cultivo
e producdo de compostos valiosos para a area nutracéutica (ROBLEDO; GARCIA-
REINA, 1993).

Ademais, atualmente, substancias extraidas de algas marinhas tém ganhado
importancia também nas ciéncias biomédicas, uma vez que apresentam aplicactes

farmacoldgicas promissoras como agentes antioxidantes, anti-inflamatérios e
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antiproliferativos, além de propriedades de protecdo cardiovascular (CHEONG, et
al., 2018; RAMOS-ROMERO et al., 2021). Nesse contexto, um numero significativo
de metabodlitos secundarios bioativos, incluindo carotenoides, polifendis,
polissacarideos e esterdis, tem sido relatado a partir de algas marinhas (HANNAN et
al., 2020). A singularidade ligada a estes compostos € devido a sua grande
diversidade estrutural e funcional, cuja necessidade é atribuida ao ambiente de vida
extremo e hostil no qual estes organismos estao inseridos.

Dentre estes, os polissacarideos compreendem um grupo heterogéneo de
moléculas formadas por monossacarideos unidos por ligacdes glicosidicas, 0s quais
também podem estar ligados a sulfatos, grupos metoxila ou piruvato em posicdes
especificas (JIAO et al., 2011). Estas macromoléculas estdo presentes na parede
celular ou na matriz extracelular das algas marinhas, permitindo sua sobrevivéncia
no ambiente de alto teor de sal caracteristico da agua do mar (Figura 2). Para isso,
0s polissacarideos formam uma matriz tipo gel na qual outros componentes
importantes da parede celular s&o incorporados, como fibrilas de celulose, tornando
possivel sua interagcdo com a agua, céations metélicos e outras moléculas (LEE; HO,
2022). Além disso, os polissacarideos também atuam reduzindo o movimento de
sédio (Na*) nas células das algas e, assim, contribuem para o controle da diferenca
de salinidade entre os meios intra e extracelular (DENIAUD-BOUET et al., 2017).

Figura 2. Modelo de estrutura da parede celular das algas marinhas.
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Fonte: Adaptado de CHAROENSIDDHI et al. (2017). Os polissacarideos sulfatados estdo associados

as fibrilas de celulose e séo incorporados dentro em uma rede de alginato.
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2.2 EXTRACAO DE POLISSACARIDEOS DE ALGAS MARINHAS

O primeiro passo para a utilizacdo de polissacarideos de algas marinhas
envolve a extracdo adequada dessas moléculas. Diferentes métodos de extracédo
tém sido utilizados com esta finalidade (Figura 3), os quais podem variar desde
procedimentos convencionais, como a utilizacdo de agua quente, até técnicas mais
inovadoras, como a extragao assistida por ultrassom (UAE) (CARREIRA-CASAIS et
al., 2021). Em comum, as técnicas de extracdo visam a separacao do polissacarideo
da matriz e a eliminacdo de substancias interferentes, que incluem compostos de
baixo peso molecular, lipideos e outros tipos de materiais presentes na amostra
(ALVES et al., 2010). Além disso, tais procedimentos sdo comumente sucedidos por
técnicas de purificacdo, incluindo precipitagdo com etanol, separacdo por membrana
ou métodos cromatograficos de afinidade, permitindo a obtencdo de um produto
mais limpo e auténtico (XU; HUANG; CHEONG, 2017).

Figura 3. Técnicas de extracdo de polissacarideos de algas marinhas.
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Como relatado na literatura, uma das técnicas mais simples para extrair
polissacarideos consiste na aplicacdo de agua destilada a temperaturas superiores a
60°C (HAHN et al., 2012). Este método classico atua quebrando os componentes da
parede celular das algas e liberando-os no solvente (WASSIE et al., 2021). No
entanto, a exigéncia de altas temperaturas e periodos mais longos para sua
realizacdo, bem como sua menor eficiéncia de extracdo, sdo desvantagens
importantes evidenciadas neste método, tornando-o menos atrativo atualmente (XU;
HUANG; CHEONG, 2017). O uso de acidos também foi outro meio bastante utilizado
para isolar polissacarideos de algas marinhas, mas que, nos ultimos anos, ndo vem
sendo frequentemente empregado (ALE; MIKKELSEN; MEYER, 2011).

Nesta perspectiva, a fim de aumentar a eficiéncia da extragédo, novas técnicas
tém sido recentemente aplicadas para a obtencdo destes polissacarideos. A
extracdo assistida por micro-ondas (MAE), por exemplo, utiliza energia de micro-
ondas para aquecer solventes em contato com a amostra, o que leva a ruptura
efetiva da célula (YUAN et al., 2018). Desse modo, a MAE causa a quebra das
ligacbes de hidrogénio e a migracdo dos ions dissolvidos, contribuindo para a
penetracdo do solvente na matriz e facilitando a extragcdo do polissacarideo
(KADAM; TIWARI; O’'DONNELL, 2013). Contudo, embora seja economicamente
mais viavel que outras técnicas, a MAE nao deve ser empregada para extracdo de
bioativos sensiveis ao calor (WANG; WELLER, 2006).

Outro método de extracdo que emprega a energia de ondas é a UAE. Nesta
técnica, a propagacdo de ondas ultrassénicas por um liquido produz variacdes de
pressdo que culminam na formacao de bolhas de cavitacdo (CARREIRA-CASAIS et
al., 2021). O colapso implosivo dessas bolhas em campos de ultrassom fortes leva a
formacdo de macroturbuléncias no meio, gerando colisdes interparticulas,
descamacéao da superficie e erosdo da matriz, o que facilita a liberacdo de bioativos
(SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE, 2012). Este efeito provocado pela UAE
aumenta a eficiéncia da extracdo ao passo que reduz o tempo gasto para este
processo, nado havendo relatos de interferéncia na estrutura molecular dos
polissacarideos extraidos por este método (TANG et al., 2016).

Por outro lado, a extracdo assistida por enzimas (EAE) também tem se
mostrado uma opc¢ao viavel e eficiente para a obtencdo de polissacarideos. O
principio da EAE esta baseado na degradacdo enzimatica da estrutura da parede

celular das algas, liberando para o solvente as moléculas ali presentes
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(RODRIGUES et al., 2015). A utilizacdo de enzimas de qualidade alimentar comuns,
como celulase, a-amilase e pepsina, tornam este método relativamente barato e nédo
toxico (WIJESINGHE; JEON, 2012). Além disso, o alto rendimento da EAE ja foi
confirmado em estudos anteriores, sendo comparado a outras técnicas menos
compensativas (CHI et al., 2018). Nesse sentido, considera-se atualmente que a
EAE é um dos métodos mais promissores para a extracdo de polissacarideos de
algas marinhas devido a sua alta eficiéncia e melhores condi¢des de reacdo (XU;
HUANG; CHEONG, 2017).

2.3 PROPRIEDADES FiSICAS E ESTRUTURAIS DOS POLISSACARIDEOS

2.3.1 Carrageninas de Algas Vermelhas

Os polissacarideos conhecidos geralmente como galactanos sdo o principal
componente estrutural das algas vermelhas (Rhodophyta), sendo determinantes
para o agrupamento das espécies e suas condi¢cdes de habitat, além de serem
responsaveis por uma ampla gama de atividades biolégicas (BESEDNOVA et al.,
2020). A presenca de grupos reativos abundantes, bem como a versatilidade no
peso molecular e na composicdo quimica, confere diversidade as propriedades
estruturais e funcionais desses biopolimeros (LIU et al., 2008). Desse modo, eles
sao classificados principalmente como agaranos e carragenanos com base em sua
estereoquimica (KNUTSEN et al., 1994).

As carrageninas sao uma familia de hidrocoloides sulfatados cuja cadeia
polimérica é construida a partir de residuos de galactose e seus derivados, com
ligacbes a e [ alternadas (BESEDNOVA et al.,, 2020). Mais de 15 estruturas
diferentes de carrageninas ja foram relatadas até os dias atuais, sendo a kappa-, a
lambda- e a iota-carragenina as mais relevantes (VELIZ et al., 2017). A Figura 4
mostra a composi¢ao dos trés principais tipos de carragenina. As porc¢des de sulfato
presentes em locais especificos de sua estrutura determinam predominantemente a
reatividade quimica das carrageninas (QURESHI et al., 2019). Além disso, o grau de
sulfatacdo destes polissacarideos também desempenha um papel primordial nos
efeitos esperados com sua utilizacdo, o que tem concentrado esforcos recentes na
pesquisa e introducdo de caracteristicas de sulfato até mesmo em outros tipos de

moléculas, como no acido hialurénico (SILVA et al., 2012a).
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Devido a suas propriedades reoldgicas, carrageninas extraidas de algas
marinhas sdo de grande importancia para o setor comercial, uma vez que Sao
amplamente utilizadas na induUstria alimenticia como agentes gelificantes e
espessantes (JIAO et al.,, 2011). Na presenca de sais de metais alcalinos
monovalentes ou alcalino-terrosos divalentes, como o potassio (K*) e o célcio (Ca?*),
kappa- e iota-carragenina possuem a capacidade de formar géis (MICHEL,;
MESTDAGH; AXELOS, 1997). Por outro lado, lambda-carragenina ndo compartilha
da mesma propriedade fisica, mesmo na presenca de cations metalicos (KIM;
KANG, 2020). Apesar das diferencas, suas caracteristicas estruturais contribuem
para a demonstracdo das varias atividades biolégicas desempenhadas por essas
moléculas (KHOTIMCHENKO et al., 2020).

Figura 4. Unidade estrutural das principais carrageninas de algas vermelhas.

Lambda-carragenina

Fonte: Adaptado de HANS; MALIK & NAIK (2021). Organizagéo conformacional da 3-D-
galactopiranose e da 3,6-a-galactopiranose que compdem as carrageninas mais relevantes, diferindo

entre si quanto ao numero e posigdo dos grupos ésteres de sulfato.

Um estudo desenvolvido por Sousa et al. (2016), utilizando espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN), revelou que o polissacarideo de S. filiformis é constituido
por uma rica estrutura de iota-carragenina, com a presenca de uma cadeia principal

linear de B-D-galactopiranose-4-sulfato e 3,6-anidro-a-D-galactopiranose-2-sulfato
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(SOUSA et al., 2016a). O emprego de técnicas biofisicas continua sendo primordial
para a andlise do perfil estrutural de polissacarideos complexos (XU; HUANG;
CHEONG, 2017). A FTIR, por exemplo, contribui principalmente para a andlise do
teor de sulfato nas fracdes de polissacarideos (JE et al., 2021; HAO et al., 2019). Ja
a RMN fornece informacdes quanto a sequéncia de unidades dos monossacarideos,
as caracteristicas de ligacdo e a presenca de agucares do tipo a ou B (LI et al.,
2015). Desse modo, os resultados obtidos por Sousa et al. (2016) evidenciaram a
presenca de acUcar total em 66% da estrutura do polissacarideo de S. filiformis,
apresentando porcentagens em peso de carbono e enxofre de 27,2% e 6,5%,
respectivamente, e apenas alguns tracos de proteina (SOUSA et al., 2016a).
Ademais, utilizando a técnica de cromatografia por exclusdo de tamanho de
alta eficiéncia (HPSEC), Sousa et al. (2016) também descreveu que o polissacarideo
sulfatado de S. filiformis possuia uma alta massa molar polidispersiva, com uma
estimativa de pico em 210,4 kDa (SOUSA et al., 2016a). Segundo a literatura, a
HPSEC é geralmente um dos métodos mais indicados para a determinagédo do peso
molecular de polissacarideos, uma vez que a técnica se baseia propriamente no
tamanho molecular como principio basico (XU; HUANG; CHEONG, 2017). Assim, a
evidéncia de valores elevados de peso molecular é comum e ja foi relatado em
polissacarideos de outras algas marinhas (POMIN, 2010; BARROS et al., 2013).
Tendo em vista a crescente demanda por polissacarideos de algas marinhas, cabe

ressaltar que a busca por métodos mais convenientes sera permanente.

2.3.2 Polissacarideos de Outros Tipos de Algas

Nos ultimos anos, as algas verdes (Chlorophyta) também tém sido
amplamente usadas como materiais naturais para extracdo de sustancias bioativas
(WANG et al., 2014). Dessa forma, os ulvanos séo o principal polissacarideo soluvel
encontrado neste tipo de algas (JIAO et al., 2011). Sua estrutura quimica foi pré-
estabelecida ainda nos anos 1950, em um trabalho pioneiro de Brading et al. (1954),
demonstrando que sulfato, ramnose, xilose e acido glicurdnico sao o0s principais
constituintes dos ulvanos (BRADING; GEORG-PLANT; HARDY, 1954) (Figura 5).
Mais tarde, também foi demonstrada a capacidade destas moléculas de formarem
géis, assim como nas algas vermelhas, desde que em condi¢des 6timas de pH e na
presenca de cations bivalentes (LAHAYE; ROBIC, 2007).



24

Além disso, as propriedades fisico-quimicas dos ulvanos, como estabilidade
térmica e versatilidade, tornam-nos polimeros promissores para utilizacdo em
diversas areas, desde a salde até aplicacdes industriais (ALVES et al., 2010). No
entanto, apesar da abundancia e disponibilidade de algas verdes, diferencas
significativas quanto ao seu arranjo molecular podem dificultar o estudo de suas
bioatividades (TABARSA et al., 2012). Essa variabilidade é evidenciada no tipo de
carga e composi¢cdo de acucares de sua estrutura, influenciando diretamente nos
diferentes pesos moleculares e viscosidade intrinseca dos ulvanos (REVIERS;
LEPROUX, 1993). Por sua vez, algumas algas verdes, particularmente do género
Codium, também podem ser fontes importantes de galactanos sulfatados, embora a

sua fonte mais comum sejam as algas vermelhas (MATSUBARA et al., 2003).

Figura 5. Principais dissacarideos encontrados nos ulvanos de algas verdes.

(0 ()/
CO5H
|

\ \
H;C. | Hi(
=~ ~—~——0" —7 T //—() \ T—0""" 7
Lo Y \ o N —0 - - /
HO._ \ \ N HO_ \ A N

|  OH 03 50 OH OH 0, SO
HO( OH

Acido ulvanobiurdnico tipo A (Ass)

n

Acido ulvanobiurénico tipo B (Bss)

n

0 0
HiC ) FlC )
\,\O/\/() O \O 0 O

OH 05 S0 OH 0803 03 SO OH

Ulvanobiose tipo A (Uss) Ulvanobiose tipo B (Uys 3s)

Fonte: Adaptado de HANS; MALIK & NAIK (2021). Estrutura geral do &cido ulvanobiurdnico tipo A
(composto por ramnose + acido glicurdnico) e tipo B (ramnose + acido idur6nico), e das ulvanobioses

(xilose + ramnose), diferindo entre si quanto ao niimero e posi¢do dos grupos ésteres de sulfato.

A semelhanca dos ulvanos para as algas verdes, os fucanos sdo os
polissacarideos sulfatados mais encontrados nas algas marrons (Phaeophyta),
incluindo o fucoidan (JIAO et al.,, 2011). Estes compostos se caracterizam por ser
moléculas regulares formadas por unidades repetidas de dissacarideos com uma
linear de residuos de a-fucose

cadeia principal ligados a grupos sulfatos
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(MENSHOVA et al., 2016), como apresentado na Figura 6. Devido ao grande
namero de espécies e biomassa, os fucanos sulfatados de algas marrons estao
entre os polissacarideos marinhos mais abundantes na natureza, promovendo uma
ampla e rica fonte de bioativos (POMIN; MOURAO, 2008).

A aplicacdo potencial dos fucanos na tecnologia farmacéutica também se
deve a sua natureza ionica (BESEDNOVA et al., 2020). A carga negativa destas
moléculas resulta da presenca de residuos de sulfato em posi¢cdes estratégicas,
permitindo a formacdo de complexos com outras moléculas de carga oposta
(CITKOWSKA; SZEKALSKA; WINNICKA, 2019). Dessa forma, o fucoidan tem sido
objeto de muitos estudos recentemente, a fim de se avaliar seus potenciais efeitos
biologicos, tanto in vivo quanto in vitro (ALE; MIKKELSEN; MEYER, 2011). Em
contrapartida, a heterogeneidade de sua estrutura pode ser um fator limitante para a
utilizacao destes polissacarideos, uma vez que diferentes condi¢des de extracdo sao
capazes de dar origem a formas distintas de fucanos, até mesmo dentro da mesma
espécie (JIAO et al., 2011).

Figura 6. Arranjo em cadeia dos monossacarideos de fucanos de algas marrons.
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2.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS

2.4.1 Protegao do Trato Gastrointestinal

Os trabalhos que abordam a utilizacdo de polissacarideos sulfatados para a
prevencdo e tratamento de desordens digestivas sdo inumeros (Tabela 1). Assim,
algas marinhas das mais variadas espécies jA demonstraram importantes efeitos
gastroprotetores em diferentes modelos pré-clinicos, como na lesdo gastrica por
etanol. Pereira Junior et al. (2021), em um estudo utilizando Acanthophora spicifera,
revelaram que o polissacarideo extraido dessa alga vermelha era capaz de proteger
a mucosa do estbmago a partir da prevencédo de alteragbes na microvasculatura
local e na barreira de muco (PEREIRA JUNIOR et al., 2021). Efeitos como estes tém
sido relacionados a atuacdo de mediadores produzidos endogenamente, como
prostaglandinas (PGs) e oxido nitrico (NO), cuja acdo possui papel central na
atividade gastroprotetora de polissacarideos obtidos de Caulerpa mexicana
(CARNEIRO et al., 2018) e Hypnea musciformis (DAMASCENO et al., 2013).

Em comum, estes autores ainda concluiram que um dos mecanismos de
gastroprotecdo mais promissores dos polissacarideos sulfatados é a reducédo do
estresse oxidativo. De fato, a peroxidacao lipidica € um dos fatores primordiais para
o desenvolvimento de lesdo gastrica a partir do consumo de etanol devido a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (BHATTACHARYYA et al., 2014).
Nesse sentido, S. filiformis se destaca por possuir uma marcante acdo antioxidante
contra a formacdo de EROs, apresentando alta habilidade de quelacdo e sequestro
desses radicais (SOUSA et al., 2016a). Ademais, o0 polissacarideo desta alga
marinha preveniu o consumo de glutationa (GSH) e o aumento dos niveis de
malondialdeido (MDA) na mucosa gastrica lesionada, o que reforca seu efeito
protetor contra a lipoperoxidacéo.

Além da leséo por etanol, polissacarideos sulfatados também ja apresentaram
efeitos promissores em outros modelos de lesdo gastrica. Anti-inflamatorios néo
esteroides (AINES) também sao utilizados devido a sua capacidade de causar
danos ao trato gastrointestinal (TGI), como erosao, ulceracdo e hemorragia (FRIES
et al., 1991). Desse modo, utilizando acido acetilsalicilico (AAS), Hu et al. (2020)
mostraram que um fucoidan extraido de Kjellmaniella crassifolia foi capaz de

suprimir a ativacdo da via NF-kB e a liberagdo de citocinas, protegendo, assim, a
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mucosa gastrica contra seus efeitos lesivos (HU et al., 2020). De maneira similar, um

polissacarideo de Gracilaria birdie demonstrou um importante efeito sobre a

migracao de neutréfilos para a mucosa géstrica, atenuando a inflamacao local e a

formacao de EROs num modelo de leséo por naproxeno (SILVA et al., 2012b).

Tabela 1. Efeitos dos polissacarideos de algas marinhas em modelos de desordens digestivas.

Espécie '[\)AOdEIO de Principais Achados Referéncia
oencga
Algas Vermelhas
Acanthophora Lesao Gastrica | Peroxidagao Lipidica PEREIRA
spicifera por Etanol | Ruptura da Camada de Muco JUNIOR et al.
(2021)
Gracilaria Colite por | Migragao de Neutroéfilos BRITO et al.
birdie TNBS | Liberacao de Citocinas (2014)
| Peroxidagao Lipidica

Lesdo Gastrica | Migragao de Neutrofilos SILVA et al.

por Naproxeno | Peroxidacao Lipidica (2012b)
Gracilaria Diarreia por | Motilidade Intestinal COSTA et al.
caudata Oleo de Ricino (2016)
Gracilaria Diarreia por 1 Atividade da Na*/K*-ATPase BEZERRA et
cervicornis Oleo de Ricino al. (2018)
Hypnea Colite por | Migragao de Neutrofilos BRITO et al.
musciformis TNBS | Liberacao de Citocinas (2016)

| Peroxidagao Lipidica

Diarreia por 1 Atividade da Na*/K*-ATPase SOUSA et al.

Oleo de Ricino | Motilidade Intestinal (2016b)

Lesdo Gastrica | Peroxidagéo Lipidica DAMASCENO

por Etanol 1 Atividade da via NO/Katp et al. (2013)

Solieria

Lesao Gastrica

| Peroxidagao Lipidica

SOUSA et al.

filiformis

por Etanol

1 Atividade Antioxidante in vitro
Algas Verdes

(2016a)

Caulerpa Lesdo Gastrica 1 Defesa da Mucosa CARNEIRO et

mexicana por Etanol | Peroxidagao Lipidica al. (2018)
Algas Marrons

Kjellmaniella  Les&o Gastrica | Atividade da via NF-kB HU et al.

crassifolia por AAS | Liberacao de Citocinas (2020)

| Peroxidagao Lipidica

Legenda: Aumento, 1; Diminuicéo, |.
Fonte: Autor (2023).
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O género Gracilaria também se destaca por seus efeitos antidiarreicos.
Bezerra et al. (2018) mostraram que G. cervicornis atuava eficientemente contra a
diarreia provocada por 6leo de Ricino em camundongos (BEZERRA et al., 2018).
Para isso, eles descobriram que o0 seu polissacarideo restaurou a atividade da
Na'/K*-ATPase e reestabeleceu o gradiente idnico ideal para o transporte de agua
no intestino, evitando assim o acumulo de fluido luminal. Utilizando o mesmo modelo
pré-clinico, Costa et al. (2016) constataram que um polissacarideo de G. caudata
possuia um efeito anticolinérgico sobre a musculatura lisa do intestino, reduzindo o
transito intestinal e a progressao da diarreia (COSTA et al., 2016). Curiosamente,
um polissacarideo de H. musciformis foi capaz de apresentar ambos os efeitos
relatados, o que o torna promissor para o desenvolvimento de novos agentes de
valor medicinal para doencas diarreicas (SOUSA et al., 2016b).

Por outro lado, a doenca inflamatéria intestinal (DII) também é de grande
preocupacdo mundial. Na DII, ha um aumento no nimero de células inflamatorias
em éareas do intestino, principalmente no célon, tornando-se um problema de saude
cronico (FIOCCHI, 1998). Nesta perspectiva, um efeito anti-inflamatorio significativo
foi evidenciado em carrageninas extraidas de G. birdie (BRITO et al., 2014) e H.
musciformis (BRITO et al., 2016), utilizando um modelo de colite induzida por acido
trinitrobenzenossulfénico (TNBS). Os resultados destes estudos mostraram que o
infiltrado polimorfonuclear foi consideravelmente reduzido pela administragdo dos
polissacarideos, interferindo, direta ou indiretamente, na producdo e liberacdo de

citocinas e na peroxidacao lipidica da mucosa colbnica.

2.4.2 Regulacéo do Sistema Cardiovascular e da Hemostasia

Assim como o TGI, o sistema cardiovascular também vem sendo bastante
beneficiado pelos polissacarideos sulfatados (Tabela 2). Grande parte dos estudos
envolvendo vasos sanguineos séo relacionados as atividades anticoagulantes e
antitromboticas dessas macromoléculas. Nessa perspectiva, resultados obtidos a
partir de algas verdes do género Codium mostraram que 0 uso de galactanos
sulfatados extraidos de C. bernabei (FIGUEROA et al., 2022) e C. divaricatum (LI et
al., 2015) era capaz de aumentar o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa)
e, assim, interferir no processo de coagulagéo. Isso sugere uma potencial influéncia

desses compostos sobre componentes da via intrinseca, que incluem os fatores VIII,
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IX, XI e XII (ZHOU et al., 2009). Além disso, o polissacarideo desta ultima espécie

também alterou o tempo de trombina (TT), indicando atuacdo sobre a etapa final de

converséo do fibrinogénio em fibrina.

Tabela 2. Atuacao dos polissacarideos de algas marinhas sobre a homeostasia cardiovascular.

Atividade

Espécie Demonstrada Principais Achados Referéncia
Algas Vermelhas
Gelidiella Anticoagulante 1 TTPa CHAGAS et
acerosa Antitrombotica | Formagao de Trombos al. (2020)
Anticoagulante 1 TTPa QUEIROZ et
Antitrombdtica 1 Atividade Inibitoria de AT-III al. (2014)

Solieria Vasodilatadora

filiformis

| Formacao de Trombos

1 Relaxamento do Musculo Liso

ASSREUY

Anticoagulante

1T TTPa

Algas Verdes

et al. (2010)

Codium Anticoagulante 1 TTPa FIGUEROA
bernabei et al. (2022)
Codium Anticoagulante 1 TTPaeTT Ll et al.
divaricatum (2015)
Monostroma Anticoagulante 1 TTPaeTT CAOQ et al.
nitidum Antitrombdtica 1 Atividade de AT-IIl e HC-II (2019)
Fibrinolitica | Formacéo de Trombos
1 Degradacao de Coagulos
| Atividade Inibitoria de PAI-1
Algas Marrons

Laminaria Antioxidante | Apoptose de Cardiomidcitos YU et al.
japonica Cardioprotetora | Peroxidacao Lipidica (2014)

| Superexpressao de PKC
Padina Antioxidante 1 Atividade Antioxidante in vitro LEKSHMI;
tetrastromatica Cardioprotetora | Peroxidacao Lipidica RAUF;

1 Atividade da via PI3K/Akt/Nrf2 ~ KURUP

(2019)

Legenda: Aumento, 1; Diminuig&o, |.
Fonte: Autor (2023).

A fim de investigar o possivel mecanismo subjacente a estes efeitos, Cao et

al. (2019) utilizaram dois inibidores naturais da coagulagéo, a antitrombina 111 (AT-III)

e o cofator Il da heparina (HC-Il) (CAO et al., 2019). Eles descobriram que o

polissacarideo de Monostroma nitidum estimulava a atividade dessas moléculas,
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visto que seu efeito anticoagulante foi potencializado quando combinado com AT-IlI
e HC-Il a medida que foi significativamente reprimido na sua auséncia. Resultados
semelhantes foram evidenciados com um polissacarideo sulfatado da alga vermelha
Gelidiella acerosa, que também parece atuar por meio da ac¢do inibitoria da AT-IlI
para promover parte de seus efeitos benéficos (QUEIROZ et al., 2014; CHAGAS et
al., 2020). De maneira complementar, M. nitidum ainda demonstrou uma importante
atividade fibrinolitica, uma vez que foi capaz de reduzir a atuacdo do inibidor do
ativador de plasminogénio 1 (PAI-1) e, dessa forma, permitir a degradacéo de
coagulos de fibrina por meio da acao da plasmina (CAO et al., 2019).

Embora também apresente um promissor efeito anticoagulante, a atividade do
polissacarideo de S. filiformis sobre o musculo liso vascular € o verdadeiro ponto
chave para sua relevancia. Assreuy et al. (2010) demonstraram que este galactano
promoveu um relaxamento significativo da aorta de ratos, sendo um efeito
dependente de fatores produzidos pelas células endoteliais adjacentes (ASSREUY
et al., 2010). Essa dependéncia sobre o endotélio para eventos vasculares também
ja foi relatada em lectinas extraidas de algas marinhas e reflete a grande influéncia
destas células para a manutencdo da homeostase (LIMA et al., 2004). No entanto,
cabe salientar que o polissacarideo de S. filiformis ndo alterou o ténus vascular
basal nem a resposta reflexa do muasculo liso a agentes contrateis, que sao
caracteristicas importantes para compostos com propriedades anti-hipertensivas.

Ademais, efeitos cardioprotetores também foram encontrados em estudos
com polissacarideos sulfatados extraidos de algas marrons. Padina tetrastromatica
apresentou uma atividade antioxidante relevante, in vitro e in vivo, num modelo de
lesdo cardiaca induzida por isoproterenol (LEKSHMI; RAUF; KURUP, 2019). Neste
estudo, o polissacarideo foi capaz de aumentar a translocagéo nuclear do Nrf2, um
fator de transcricdo chave para a regulacdo dos mecanismos de defesa antioxidante
(TEBAY et al., 2015). Dessa forma, a agdo de enzimas, incluindo GSH, superoxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT), foi fortemente estimulada, prevenindo as células
cardiacas dos efeitos da peroxidacdo lipidica. Resultados semelhantes foram
evidenciados utilizando um fucoidan de Laminaria japonica, o qual possui um efeito
inerente a proteina quinase C (PKC) para inibir o estresse oxidativo e a apoptose em

animais com cardiomiopatia diabética (YU et al., 2014).
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2.4.3 Combate a Doencas Infecciosas

E imensa a variedade dos efeitos produzidos por polissacarideos sulfatados
contra patégenos de grande importancia médica (Tabela 3). Ha décadas, os dois
principais sorotipos do herpes-virus simples (HSV-1 e HSV-2) tém sido alvos de
estudos cientificos promissores, como o realizado por Ohta et al. (2009), cujos
resultados mostraram que o polissacarideo de C. fragile possuia uma interessante
atividade virucida contra o HSV-2 (OHTA et al., 2009). Além disso, também foi
demonstrado que esse galactano sulfatado inibia a adsorcéo e a penetracdo do virus
na célula hospedeira, tornando seu efeito antiviral ainda mais relevante. De maneira
similar, Talarico et al. (2004), utilizando um polissacarideo de Cryptonemia crenulata,
também descobriu um potente efeito contra a etapa de adsor¢cdo do virus, sendo
eficazmente protetor para HSV-1 e HSV-2 (TALARICO et al., 2004).

Alteracbes do metabolismo celular induzidas por virus, como o HSV, podem
causar uma superproducdo intracitoplasmatica de EROs e provocar danos a
diferentes biomoléculas (BRIEGER et al., 2012). Assim, um polissacarideo extraido
de S. filiformis foi capaz de reduzir a atividade viral in vitro do HSV-1 ao mesmo
tempo que mostrou um importante efeito antioxidante, tornando-se resultados ainda
mais promissores se tomados em conjunto (ANA et al., 2021). Por outro lado,
Hayashi et al. (2008) demonstraram um interessante papel imunoldgico do fucoidan
de Undaria pinnatifida contra a infeccao por HSV-1 (HAYASHI et al., 2008). Eles
relataram um aumento significativo das funcdes antimicrobianas de macréfagos e
linfécitos T e B, bem como estimulou a producdo de anticorpos neutralizantes,
contribuindo para a supressao da progressao das lesfes herpéticas.

Ademais, polissacarideos de outras algas marrons mostraram ser eficazes
contra a infec¢cdo por outros tipos de virus, como o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) e o virus da dengue (DENV). Sargassum swartzii teve um efeito
restritivo sobre a producdo de p24, um antigeno da zona central do HIV,
simbolizando uma menor atividade viral (DINESH et al.,, 2016). Também foi
evidenciada uma redugdo na atividade da transcriptase reversa (RT), enzima
responsavel por produzir a molécula de DNA para a replicagdo de virus com genoma
de RNA. Por sua vez, Hidari et al. (2008) constataram que o fucoidan de
Cladosiphon okamuranus conseguia interagir molecularmente com o DENV-2 e,

dessa forma, impedir sua ligacdo a célula hospedeira (HIDARI et al., 2008). Estes
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achados servem de estimulo para a busca por novas alternativas para o tratamento

de doencas virais ainda preocupantes para a saude publica no Brasil.

Tabela 3. Atividades antimicrobianas de polissacarideos de algas marinhas.

Espécie Patogeno Principais Achados Referéncia
Algas Vermelhas
Cryptonemia HSV-1/HSV-2 | Adsorgao do Virus a Célula TALARICO
crenulata et al. (2004)
Gracilaria ETEC e Destruicdo da Membrana LIU et al.
verrucosa | Adesé&o da Bactéria a Célula (2019)
Solieria HSV-1 | Atividade Viral ANA et al.
filiformis 1 Defesas Antioxidantes (2021)
Leishmania e Alta Atividade Parasiticida PIRES et al.
amazonensis | Taxa de Crescimento (2013)
Algas Verdes
Caulerpa SARS-CoV-2 e Neutralizagdo do Virus YOU et al.
lentillifera | Infectividade (2022)
Helicobacter | Adesao da Bactéria a Célula LE et al.
pylori | Transcricdo de NF-«kB e IL-8 (2022)
Codium HSV-2 e Atividade Virucida OHTA et al.
fragile | Adsorgao e Penetracéo do Virus (2009)
Monostroma  Virus da | Adsorcédo e Penetracdo do Virus TERASAWA
nitidum Influenza A « Inibicdo da Replicagéo Viral et al. (2020)
Algas Marrons
Cladosiphon  DENV-2 e Interagdo com o DENV-2 HIDARI et
okamuranus « Inibicdo da Ligacdo do DENV-2  al. (2008)
Fucus Staphylococcus | Adesao da Bactéria a Célula PARK et al.
versiculosus  aureus (2021)
Kjellmaniella  Virus da | Atividade da Neuraminidase WANG et al.
crassifolia Influenza A | Ativagédo do EGFR (2017)
Sargassum HIV-1 | Produgao do Antigeno p24 DINESH et
swartzii | Atividade da RT al. (2016)
Undaria Plasmodium | Parasitemia CHEN et al.
pinnatifida falciparum | Adeséao do Parasita a Célula (2009)
HSV-1 1 Atividade dos Macréfagos HAYASHI et

1 Formacéo de Linfocitos T e B al. (2008)

Legenda: Aumento, 1; Diminuic&o, |.
Fonte: Autor (2023).
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Alguns virus respiratorios também séo alvos dos polissacarideos, como é o
caso do virus da influenza A. Sua infectividade ja foi fortemente suprimida por M.
nitidum, impedindo sua adsorgdo e penetracdo na célula (TERASAWA et al., 2020).
Além disso, Wang et al. (2017) demonstraram que o polissacarideo de K. crassifolia
impedia a acdo normal da neuraminidase e, assim, bloqueava a saida do virus da
célula apos sua replicacdo (WANG et al., 2017). Outro resultado obtido no estudo
revelou também que o fucoidan desta alga marinha era capaz de interferir na ligacéo
do virus da influenza A com o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR),
promovendo uma reducdo da internalizacdo do virus na célula. Cabe ressaltar,
ademais, a importante atividade neutralizante do polissacarideo de C. lentillifera
sobre 0 SARS-CoV-2, virus causador da COVID-19, visto que atualmente este € um
assunto de interesse global ap6s a expansédo mundial da doenga (YOU et al., 2022).

De maneira complementar, o polissacarideo desta alga verde também
apresentou um relevante efeito antibacteriano contra Helicobacter pylori (LE et al.,
2022). Os autores descreveram que, ao suprimir a transcricdo de genes ligados a
expressdo de NF-kB e IL-8, C. lentillifera impedia o crescimento das colonias e a
adesao da H. pylori as células da mucosa gastrica. Resultados semelhantes foram
obtidos por Park et al. (2021) e Liu et al. (2019), que demonstraram propriedades
antiadesivas de polissacarideos de Fucus versiculosus (PARK et al., 2021) e G.
verrucosa (LIU et al., 2019) sobre a infeccao dérmica por Staphylococcus aureus e a
diarreia provocada por Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), respectivamente.

AcOes antiparasitarias também merecem destaque quando o0 assunto sao as
atividades biolégicas dos polissacarideos de algas marinhas, com énfase para o
galactano sulfatado de S. filiformis. Sua relevancia foi constatada em um estudo de
Pires et al. (2013), no qual demonstraram que o polissacarideo desta alga vermelha,
dentre outras espécies, € o mais eficaz para combater a infeccdo por Leishmania
amazonensis (PIRES et al.,, 2013). Os achados relatados por eles reafirmam o
potencial farmacoterapéutico exercido por estas macromoléculas e contribuem para
o descobrimento de novas alternativas para o tratamento da leishmaniose. Ademais,
o fucoidan extraido de U. pinnatifida conseguiu atenuar a presenc¢a de Plasmodium
falciparum na corrente sanguinea e sua adesao aos eritrocitos, sendo um resultado

importante para agentes antimalaricos promissores (CHEN et al., 2009).
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2.4.4 Alivio da Dor Neuropatica e Inflamatoria

Em adic&o as inumeras atividades biologicas relatadas até agora, a literatura
descreve importantes efeitos antinociceptivos desempenhados por macromoléculas
extraidas de algas marinhas (Tabela 4). Nesse sentido, um estudo de Araujo et al.
(2017) chama atencdo por seu valor terapéutico e seu pioneirismo, visto que foi
demonstrado o envolvimento do sistema nervoso central (SNC) nos resultados
obtidos com o polissacarideo sulfatado de S. filiformis (ARAUJO et al., 2017). As
evidéncias sugerem gue a atuacao desta carragenina é mediada pela ativacdo de
diferentes receptores opioides presentes no SNC, promovendo um alivio eficaz da
dor semelhante ao da morfina em ratos. De fato, os receptores opioides sdo de
longe os alvos da maioria dos medicamentos aprovados e comercializados para o
controle da dor devido a sua capacidade de impactar seletivamente os estimulos
nociceptivos sem prejudicar outras sensacfes (SHANG; FILIZOLA, 2015).

Assim, os opioides agem por meio da ativacdo de um sistema modulador da
dor que compreende peptideos enddgenos, como encefalinas, dinorfinas e [-
endorfina, e seus receptores (PASTERNAK, 2014). Sabe-se atualmente que o
fenbmeno da dor é acompanhado por uma capacidade reduzida de recrutamento
dessas moléculas endogenas, o que dificulta o seu controle e eliminacdo (TASHIRO;
OKAMOTO; BEREITER, 2008). Curiosamente, o polissacarideo de S. filiformis
também promoveu o aumento dos niveis enddégenos de B-endorfina, demonstrando
um papel valioso na modulacdo da dor (ARAUJO et al., 2017). Além disso, n&o
foram visualizados efeitos colaterais comumente observados no uso de opioides,
como vomitos, constipacdo ou depressao respiratoria, o que reforca a importancia
dessa molécula na busca por novas substancias com acao analgésica.

Diversos outros estudos abordam atividades de polissacarideos sulfatados
sobre a inervacao localizada nos tecidos periféricos, principalmente relacionadas a
um efeito anti-inflamatorio local. A dor inflamatoria é considerada a segunda fase da
dor em diferentes doencas cronicas e é desencadeada por uma combinagcdo de
estimulos, incluindo a infiltracdo celular e a liberagcdo de mediadores inflamatérios,
que sensibilizam as terminagdes nervosas adjacentes (CHEN; DONNELLY; Jl,
2020). Desse modo, polissacarideos extraidos de Agardhiella ramosissima
(BATISTA et al.,, 2014) e G. caudata (OLIVEIRA et al. 2020) foram eficazes no

controle da dor inflamatéria por reduzir a formacdo de edema e a migracdo de
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neutrofilos para a regido afetada. Resultados semelhantes foram observados pelo
galactano da alga vermelha G. intermedia, que também suprimiu a liberacéo de IL-

1B e a estimulag&o dos nervos periféricos (COSTA et al., 2020).

Tabela 4. Acdo antinociceptiva de polissacarideos extraidos de algas marinhas.
Local de

Espécie ~ Principais Achados Referéncia
Acao
Algas Vermelhas
Acanthophora Nervos | Dor Inflamatéria QUINDERE
muscoides Periféricos | Liberagcado de Histamina et al. (2013)
Agardhiella Nervos | Dor Inflamatéria BATISTA et
ramosissima Periféricos | Migragédo de Neutrdéfilos al. (2014)
Gelidium crinale Nervos | Dor Inflamatéria SOUSA et
Periféricos | Liberacado de Histamina al. (2013)
Gracilaria caudata  Nervos | Dor Inflamatéria OLIVEIRA
Periféricos | Migracado de Neutrdfilos et al. (2020)
Gracilaria Nervos | Dor Inflamatéria COSTA et
intermedia Periféricos | Migragéao de Neutrdfilos al. (2020)
| Liberagao de IL-1P3
Hypnea Nervos | Dor Inflamatéria SOUZA et
pseudomusciformis Periféricos e Inibicdo dos TRPs al. (2019)
| Liberacdo de Glutamato

Solieria filiformis | Dor (via Sistema Opioide) ARAUJO et

e Ativacdo de Receptores Centrais al. (2017)
1 Niveis de B-Endorfina

Algas Verdes

Caulerpa mexicana Nervos | Dor Inflamatéria CARNEIRO
Periféricos | Migracado de Neutrdfilos et al. (2014)
| Liberacao de Histamina
Caulerpa Nervos | Dor inflamatéria RIBEIRO et
racemosa Periféricos | Liberacdo de TNF-a e IL-1p3 al. (2020)
1 Atividade da HO-1
Ulva lactuca Nervos | Dor Inflamatéria ARAUJO et
Periféricos | Liberagdo de TNF-a e IL-13 al. (2016)

1 Atividade da HO-1

Legenda: Aumento, 1; Diminuicéo, |.
Fonte: Autor (2023).

Esta acdo desempenhada por citocinas pré-inflamatorias € crucial para o
desenvolvimento de hipernocicepcdo (KRUSTEV; RIOUX; MCDOUGALL, 2015).
Como evidenciado por Ribeiro et al. (2020) e Araujo et al. (2016), polissacarideos
das algas verdes C. racemosa e Ulva lactuca atenuaram a acdo de TNF-a e IL-13
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sobre 0s nervos sensitivos dos animais, além de promoverem um relevante aumento
da atividade enddégena da heme oxigenase-1 (HO-1), uma enzima induzivel
envolvida na regulacgéo fisiolégica em condi¢cdes de estresse, como na inflamacéo
(RIBEIRO et al., 2020; ARAUJO et al., 2016). Por outro lado, C. mexicana parece
atuar de maneira inibitdria sobre a liberacdo de histamina para promover seus
efeitos antinociceptivos (CARNEIRO et al.,, 2014), achados que também séo
compartilhados por estudos anteriores com polissacarideos de outras espécies
(QUINDERE et al., 2013; SOUSA et al., 2013).

Apesar de agir sobre os nervos periféricos, H. pseudomusciformis demonstrou
um potente efeito inibitério do sistema glutamatérgico (SOUZA et al., 2019). Para
isso, foi revelado que o polissacarideo dessa alga vermelha bloqueava canais do
tipo receptores de potencial transitério (TRPS) e, dessa forma, conseguia modular a
liberacdo de glutamato. A relacdo entre TRPs e a via glutamatérgica ja vem sendo
estudada e sugere-se que a liberacdo de peptideos neuroativos mediada por TRPs é
crucial para o processamento da dor (MEDVEDEVA; KIM; USACHEYV, 2008). Assim,
considerando que o glutamato possui uma alta capacidade excitatéria nos neurdnios
terminais e que esta diretamente envolvido na transmissdo dolorosa, mecanismos
gue envolvam sua regulacdo, como o demonstrado por SOUZA et al. (2019) podem

ser promissores para futuros estudos utilizando algas marinhas.

2.5 AVALIACAO DA ToxICIDADE DE Novos COMPOSTOS

2.5.1 Substancias Téxicas e seus Efeitos no Organismo

A acdo téxica de uma droga ou de qualquer outro produto quimico com
propriedades venenosas deve ser descrita em termos bioquimicos para explicar 0s
disturbios fisiol6gicos que sdo observados no organismo (BARNES; PAGET, 1965).
Esse conceito definido ha muito tempo por Barnes & Paget (1965) torna evidente a
necessidade de investigar o intimo dos 6rgaos em busca de respostas para elucidar
os diversos mecanismos toxicolégicos inerentes a agdo de xenobioticos em geral e,
por isso, é importante que abordagens com esta finalidade sejam o foco de cada vez
mais estudos cientificos na atualidade. A Figura 7 ilustra alguns efeitos causados por

compostos toxicos aos principais sistemas do organismo.
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Nessa perspectiva, toxicidade aguda € caracterizada por um ou mais efeitos
indesejados que ocorrem imediatamente ou em um curto intervalo de tempo apos a
administracdo Unica ou mdultipla de uma substancia (CHINEDU; AROME; AMEH,
2013). Esses efeitos geralmente sdo produtos de deficiéncias funcionais em 6érgaos
ou alteracBes bioquimicas que podem interferir no funcionamento do organismo em
geral. Desse modo, reacfes adversas a medicamentos e outros xenobiéticos toxicos
podem ser classificadas como reagbes “no alvo” ou “fora do alvo” (ANTOINE et al.,
2009). As reagdes “no alvo” podem ser previstas a partir da farmacologia primaria
conhecida da droga e muitas vezes sdo evitadas pela reducdo da dose, sendo
raramente fatais. Por outro lado, as reagdes “fora do alvo” ndo sdao comumente

previstas, podendo ser graves e levar a morte.

Figura 7. Principais efeitos provocados por substancias toxicas ao organismo.

Sistema Nervoso
Disfungdes motoras
Deficiéncias cognitivas

/A ,\\ Mudancas comportamentais

>y B
] Pulmées IJ \

Dificuldades respiratérias
Fibrose intersticial
Dilatacao dos alveolos

/ Sistema Cardiovascular

Diminuicdo da forga contratil
Reduc&o da pressao arterial
Disfunc&o das células endoteliais

Figado Rins
Disfuncéo da sintese hepatica Lesdes as células tubulares
Alteracdes no metabolismo Fibrose intersticial
PeroxidacZo lipidica Alteracds vasculares

Medula Ossea e Bago
Actumulo de células imunoldgicas
Inflamagao sistémica
Respostas autoimunes

Fonte: Autor (2023). A acdo toxica de xenobidticos pode promover variados efeitos desfavoraveis ao

bom funcionamento dos 6rgaos e sistemas do corpo humano.
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Como oOrgdo metabdlico priméario, o figado € o mais suscetivel a efeitos
toxicos apos exposicdo do corpo a compostos externos (TEKA et al., 2021). De
acordo com a literatura, alteragdes na fungédo mitocondrial, consumo exacerbado de
agentes do sistema antioxidante e alteracfes no metabolismo de &cidos graxos
estdo entre o0s principais mecanismos associados ao desenvolvimento de
hepatotoxicidade por ingestdo de substancias (ZHUANG et al., 2020). Isso pode ser
explicado pela formagdo de metabdlitos quimicos reativos a partir da
biotransformagcdo hepatica de drogas, que podem se ligar a &cidos nucleicos,
proteinas celulares e lipidios, levando a danos no DNA, perda da funcédo da proteina
e peroxidacéo lipidica (SHEHU; MA; VENKATARAMANAN, 2017).

Além do figado, numerosas substancias também podem causar danos graves
aos rins. As duas principais vias que medeiam a depuracdo de drogas - filtracéo
glomerular e secrecdo tubular — promovem uma elevada exposicdo das células
tubulares a compostos potencialmente nefrotoxicos por meio do contato apical ou
transporte basolateral (PARAZELLA, 2019). Como consequéncia disso, lesdes
renais agudas tendem a estimular a fibrogénese tecidual, o que aumenta
consideravelmente o risco para o desenvolvimento e progressdo de doenca renal
cronica (BUDU et al., 2021). Ademais, compostos com capacidade de interferir sobre
0 sistema imunolégico podem causar alteracBes importantes na funcdo dos rins,
visto que promovem vasoconstricdo dos capilares renais, diminuem a producao de
NO e aumentam a expressdo de TGF-B1, uma importante citocina associada a
nefrotoxicidade por fibrose intersticial (OLYAEI, MATTOS; BENNETT, 2001).

Os sistemas cardiovascular e respiratério também podem ser alvos de
compostos toxicos, principalmente aqueles inalados ou administrados na forma de
sprays (PATOWARY et al., 2020). No entanto, devido a importante funcéo
transportadora dos vasos sanguineos e da intrinseca troca de substancias entre os
tecidos periféricos e 0 sangue, compostos aplicados por qualquer via de
administracdo sdo capazes de atingir o coracdo e os pulmdes. Tais substancias
podem causar, por exemplo, diminuicdo da forga contratil do miocardio, reducéo da
pressao arterial e disfun¢des das células endoteliais (CARLISLE et al., 2016). Por
sua vez, o estresse oxidativo € o responsavel pela maior parte dos efeitos causados
por compostos toxicos as células pulmonares (ZUO et al., 2018).

Ademais, a estrutura e fungdo normais do sistema nervoso também podem

ser alteradas como resultado da exposicdo a alguns xenobiéticos. A ideia de que
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uma substancia quimica pode afetar o cérebro e de que a primeira expressao de
toxicidade pode ser encontrada no comportamento, pensamento ou humor alterados
ndo € recente (NEEDLEMAN, 1995). Nesse sentido, um amplo espectro de
mudancas comportamentais esta relacionado com os efeitos toxicos de compostos
exdgenos, que podem incluir diminuicdo da capacidade de perceber estimulos
sensoriais e de produzir respostas motoras, além de prejuizos a funcéo cognitiva e
psicossocial dos individuos (CORY-SLECHTA et al., 2001).

2.5.2 Toxicidade do Polissacarideo Sulfatado de S. filiformis

A partir da elucidacdo das diversas atividades biolégicas apresentadas pelos
polissacarideos extraidos de algas marinhas, a avaliagdo de possiveis efeitos de
toxicidade se torna importante para garantir sua seguranca terapéutica. Segundo a
literatura, a toxicidade induzida por drogas € considerada a principal probleméatica
relacionada a descoberta e desenvolvimento de novos compostos bioativos (LIN et
al., 2003). Por esse motivo, um dos aspectos mais relevantes para estas moléculas
deve ser o equilibrio entre seus efeitos terapéuticos e toxicoloégicos, garantindo,
assim, a validacao dos seus beneficios para a saude (CRUZ et al., 2020).

Nessa perspectiva, a realizacdo de estudos de toxicidade em animais € vital
para determinar a seguranca de novos compostos medicinais, permitindo definir
doses adequadas para testes a longo prazo e, principalmente, indicar os 6rgaos
possivelmente afetados ao final do tratamento (AL-AFIFI et al., 2018). Além disso, é
requisito cientifico, ético e regulatério que a seguranca de qualquer potencial novo
medicamento seja investigada em animais antes de ser administrado em seres
humanos. Para isso, 0 guia 423 da OCDE descreve as etapas e normas para o
estudo pré-clinico de toxicidade de novas substancias e sugere a utilizacdo de uma
alta dose do composto testado, cuja probabilidade de produzir toxicidade seja
elevada, num periodo de 14 dias a partir da sua administragdo (OECD/OCDE,
2001). Assim, o estudo toxicologico pode fornecer informagdes iniciais sobre seu
modo de acdo téxica, além de atuar como base para sua classificacao.

Diferentes analises podem ser realizadas para determinar se um novo
composto induz efeitos toxicos em animais experimentais (Figura 8). Compreender a
relacédo entre o peso corporal e o peso absoluto dos 6rgaos, por exemplo, permite ao

patologista desvendar alteracdes muitas vezes desapercebidas na avaliagao
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macroscopica preliminar (PIAO; LIU; XIE, 2013). Além disso, marcadores
bioquimicos no sangue também sdo usados para elucidar eventos renais e
hepéticos adversos, contribuindo para a investigacdo de danos causados as células
de drgaos vitais (ABDALLA et al., 2018). A avaliacdo de sinais clinicos e mudancas
comportamentais, bem como o emprego de técnicas histopatoldgicas, também séo
imprescindiveis para a analise de toxicidade de substancias exdégenas ao organismo
(MALONE; ROBICHAUD, 1962; TRAN; TRAN, 2021).

Figura 8. Etapas de desenvolvimento de novos compostos bioativos.
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Fonte: Autor (2023). A avaliacdo dos efeitos tOxicos de novos compostos é uma das etapas

essenciais para a producdo de drogas eficazes e seguras.

Apesar disso, poucos trabalhos abordam a tematica da toxicidade pré-clinica
de compostos naturais, principalmente tratando-se dos polissacarideos sulfatados.
Dentre eles, um estudo realizado por Quinderé et al. (2013), utilizando o
polissacarideo sulfatado de Acanthophora muscoides, demonstrou que nédo houve
alteracdes significativas induzidas pela molécula nos 6rgdos dos animais testados,
sendo evidenciado pela auséncia de les6es histoldgicas e pelos valores normais dos
parametros bioquimicos (QUINDERE et al., 2013). Por outro lado, Coura et al.
(2012) relatou que a administracdo do polissacarideo sulfatado de Gracilaria cornea
gerou um ligeiro aumento no tamanho do baco, além de apresentar discreta

dilatacéo tubular e vascular nos rins e rara degeneracdo microvesicular nas fibras
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cardiacas, o que, embora sejam consideradas alteracdes reversiveis, despertam a
atencao para a necessidade de estudos com essa finalidade (COURA et al., 2012).

No que diz respeito a S. filiformis, pesquisas vém sendo realizadas utilizando
outras moléculas com grande potencial biol6gico, como as lectinas. A semelhanca
dos polissacarideos, lectinas extraidas desta alga marinha também tém
demonstrado atividades biolégicas promissoras, incluindo efeitos antitumorais e
antibacterianos (CHAVES et al., 2018; HOLANDA et al., 2005). Nessa perspectiva,
em um estudo realizado por Abreu et al. (2016), foi evidenciada a auséncia de
efeitos toxicos relevantes de uma lectina extraida de S. filiformis em camundongos,
apresentando, ao exame microscopico, uma leve vacuolizacdo citoplasmatica
reversivel nas células do figado (ABREU et al., 2016).

Entretanto, trabalhos que indiquem a seguranca terapéutica do polissacarideo
sulfatado de S. filiformis permanecem escassos. A problematica se torna ainda mais
relevante haja vista que esta molécula tem se apresentado como uma das mais
promissoras para o estudo e desenvolvimento de formas terapéuticas eficazes para
diferentes condi¢Bes clinicas, conforme relatado anteriormente (SOUSA et al.,
2016a; ASSREUY et al., 2010; ARAUJO et al., 2017). Seu amplo espectro de
atividades bioldgicas ja demonstrou ser uma valiosa fonte de possibilidades de
aplicacdes nas ciéncias biomédicas e, por isso, uma andlise toxicolégica do
polissacarideo sulfatado de S. filiformis deve ser tratado como prioridade para o
seguimento dos estudos sobre seus efeitos para a promocéo da saude.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a seguranca terapéutica de um polissacarideo sulfatado extraido a

partir da alga marinha Solieria filiformis em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o peso corporal e o comportamento geral (screening hipocratico)
em animais submetidos a administracdo do polissacarideo sulfatado.

b) Analisar macroscopicamente o0s 0rgdos de animais submetidos a
administracdo do polissacarideo sulfatado.

c) Determinar os niveis de marcadores bioquimicos de funcédo renal e
hepética dos animais submetidos a administracéo do polissacarideo sulfatado.

d) Investigar as alteracdes histolégicas dos 6rgaos de animais submetidos a

administracdo do polissacarideo sulfatado.
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4 METODOLOGIA

4.1 EXTRACAO DO POLISSACARIDEO SULFATADO DE SOLIERIA FILIFORMIS

A alga marinha S. filiformis foi coletada na praia de Flexeiras (3°13’11.0’S
39°16'21.5”W), na costa atlantica do nordeste brasileiro, Trairi-CE, sendo depositada
posteriormente no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Cearéd
(UFC), Fortaleza-CE. A extracdo do polissacarideo sulfatado de S. filiformis (referido
aqui como PS-Sf) foi realizada por digestdo enzimatica com papaina, conforme
descrito anteriormente (SOUSA et al., 2016a).

4.2 ANIMAIS

Camundongos BALB/c machos (25-30 g; 7-8 semanas) foram obtidos do
Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), Recife-PE. Os animais foram alojados em sala com
temperatura controlada (22 + 2°C), num ciclo claro/escuro de 12 horas e com livre
acesso a racao e agua. Antes do inicio do protocolo, os animais foram submetidos a
um jejum de 16-18 horas, mas com livre acesso a agua. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados seguindo as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) apds aprovacdo do Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFPE (Protocolo No. 38/2021).

4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em dois grupos (n=3) de forma randomizada,
seguindo o Guia 423 da Organizagdo para a Cooperacdao e Desenvolvimento
Econémico (OCDE) (OECD/OCDE, 2001). O grupo tratado recebeu PS-Sf (2000
mg/kg, v.0.), enquanto o grupo controle recebeu apenas solugdo salina. Os
camundongos foram monitorados por 14 dias para avaliagcdo do peso corporal e
mudangcas comportamentais (screening hipocréatico). No 14° dia, o sangue foi
coletado para analises bioquimicas e, ap0s eutanasia, os 6rgdos (coracdo, baco,
rins, figado e pulmdes) foram identificados, removidos, fotografados, pesados e

amostras foram coletadas para analise histopatolégica (Figura 9).
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Figura 9. Representacdo do protocolo experimental de toxicidade do PS-Sf.
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Fonte: Autor (2023). Os animais receberam PS-Sf (2000 mg/kg, v.0.) e, apos 14 dias, o sangue foi
coletado para analises bioquimicas, os 6rgédos foram retirados, fotografados e pesados, e amostras

foram coletadas para analise histopatolégica.

4.4 AVALIACAO COMPORTAMENTAL — SCREENING HIPOCRATICO

A analise dos aspectos clinicos dos animais foi realizada nos dias 0 e 14 do
protocolo experimental, como descrito previamente (MALONE; ROBICHAUD, 1962).
Os parametros analisados incluem peso corporal, atividade motora, irritabilidade,
resposta ao toque, aperto da cauda, contor¢do, endireitamento, cianose, tonus
corporal, forca de agarrar, ataxia, reflexo corneal, tremores, convulsées, cauda de
Straub, hipnose, anestesia, lacrimagcdo, ptose, miccdo, defecacdo, piloerecao,

respiracdo e morte.

4.5 ANALISE DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

No ultimo dia experimental, os animais foram anestesiados com cetamina (80
mg/kg) + xilazina (8 mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.) e o sangue foi coletado por
puncéo no plexo venoso retro-orbital e colocado em tubo contendo anticoagulante
para avaliacdo bioquimica. Posteriormente, o sangue foi centrifugado a 3500 rpm
por 10 min e os niveis de albumina, glicose, colesterol total, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina, ureia e
creatinina foram analisados conforme protocolo estabelecido pelo fabricante
(Labtest®, Sao Paulo, Brasil).
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4.6 ANALISE MACROSCOPICA DOS ORGAOS

Apébs eutanasia, os principais 6rgaos dos animais (coracao, baco, rins, figado
e pulmdes) foram localizados e removidos para avaliagdo macroscopica, como
caracteristicas de cor, forma, tamanho e aspecto. O peso relativo dos o6rgaos foi

determinado utilizando a seguinte equacao (Eqg. 1):

, Peso absoluto
Peso relativo = x 25 Eq. 1
Peso corporal

Os resultados foram expressos em gramas por 25 gramas de peso corporal (g/25g).

4.7 ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS ORGAOS

Amostras dos 6rgdos foram fixadas em formaldeido a 10% por 24 horas,
seguido de transferéncia para &lcool a 70% até a realizagdo das andlises.
Posteriormente, o material foi processado e em seguida incluido em parafina.
Seccdes de 4 ym de espessura foram colocadas em laminas histolégicas e coradas
com hematoxilina e eosina (H&E) para avaliagdo qualitativa dos fragmentos. As
laminas foram examinadas por um histopatologista sem o conhecimento dos grupos

experimentais utilizando-se um microscépio 6ptico (aumento de 400x).

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram apresentados como a média * erro padrao da média (EPM).
Os testes estatisticos foram realizados no software Graphpad Prism (versdo 5.0). A
significancia estatistica das diferencas entre os grupos foi determinada por teste t de

Student, sendo consideradas significativas quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta avaliacdo toxicolégica mostrou que o polissacarideo sulfatado extraido
de S. filiformis (PS-Sf) é terapeuticamente seguro para sua administracdo em
animais experimentais. Os resultados gerados com o ganho de peso corporal e com
a avaliacdo dos parametros comportamentais revelaram que o PS-Sf ndo possui
efeitos de toxicidade aguda aos camundongos testados com a dose oral de 2000
mg/kg. Ademais, o estudo macroscopico e histopatoldégico dos principais 6rgaos
também serviu para reforcar esta hipotese, uma vez que ndo foram evidenciadas
alteracdes morfolégicas ou lesdes teciduais comumente provocadas por compostos
toxicos. Estes achados também foram corroborados pela auséncia de alteragbes nos
valores de parametros bioquimicos, dosados a partir da coleta de amostras
sanguineas dos animais apds o 14° dia do protocolo experimental, indicando que a
administracdo do PS-Sf € livre de efeitos de toxicidade aguda.

A literatura mostra que o polissacarideo sulfatado da alga marinha S. filiformis
tem se tornado um dos candidatos mais promissores para estudos envolvendo
compostos naturais e sua aplicacdo na biomedicina. Como descrito anteriormente,
carrageninas de S. filiformis preveniram o dano géstrico induzido pelo etanol por
regular a formacdo de EROs e a peroxidacao lipidica (SOUSA et al., 2016a), bem
como atenuaram significativamente a atividade viral do HSV-1 (ANA et al., 2021),
apresentando um potente efeito antioxidante in vitro. Aliado a isso, estudos também
indicaram sua eficdcia como um promissor agente anti-hipertensivo e analgésico, o
que contribui para demonstrar a gama de possiveis alvos terapéuticos para
aplicacéo desta molécula (ASSREUY et al., 2010; ARAUJO et al., 2017).

Entretanto, é importante que sejam investigados efeitos adversos inerentes a
utilizacdo do polissacarideo de S. filiformis para os 6rgaos e sistemas de animais
experimentais, configurando uma etapa crucial na avaliagdo da seguranca de novos
agentes fitoterapicos. A OCDE, em seu guia 423, descreve 0s requisitos e métodos
indicados para esta avaliacdo (OECD/OCDE, 2001). De modo geral, a substancia
testada deve ser administrada em dose Unica, por via oral, em um menor numero
possivel de animais. Comumente, trés animais sdo utilizados para esta finalidade e a
dose escolhida deve ser aquela com maior probabilidade de produzir mortalidade em
alguns dos animais tratados. Assim, o presente estudo propds avaliar a ocorréncia

de efeitos de toxicidade aguda a partir da administracdo oral de um polissacarideo
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sulfatado extraido de S. filiformis em camundongos.

Os resultados obtidos mostraram que o PS-Sf nao interferiu no ganho de peso
corporal dos animais tratados com a dose oral de 2000 mg/kg, quando comparados
ao grupo controle (Figura 10). De acordo com a literatura, alteracbes no peso
corporal sdo frequentemente o primeiro sinal de toxicidade de uma substancia em
teste, sendo um parametro importante para a avaliacdo objetiva dos seus efeitos em
animais (SIREERATAWONG et al., 2008; ABDALLA et al., 2018). Assim, apos os 14
dias correspondentes ao protocolo experimental, os camundongos submetidos a
administracdo do PS-Sf apresentaram um ganho médio de peso de 10,8%, enquanto
o aumento foi de 8,0% nos animais que receberam apenas solucdo salina, néo

havendo diferenca estatistica entre os grupos.

Figura 10. Variacdo do peso corporal dos animais tratados com o PS-Sf.
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Fonte: Autor (2023). O peso dos animais foi avaliado nos dias 0 e 14 do protocolo experimental. Os

resultados sdo expressos como a média £ EPM (n=3).

De modo contrario, Jothy et al. (2010), em seu estudo com sementes
extraidas de Cassia fistula, relataram que alteracbes ponderais podem se tornar
preocupantes se a perda de peso corporal for superior a 10% do peso inicial (JOTHY
et al., 2011). Estes dados vao de encontro aos resultados mostrados no presente
estudo, visto que os animais que receberam o PS-Sf apresentaram crescimento e
aguisicdo de massa corporea aceitaveis para o periodo de tempo avaliado. Além

disso, observacdes como estas sdo importantes porque a ocorréncia de disturbios
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do metabolismo de carboidratos, proteinas e gorduras ou emagrecimento pode
afetar o crescimento dos animais, e tais mudancas estdo comumente relacionadas a
ingestdo de compostos de agdo toxica ao organismo (GHELANI; CHAPALA; JADAV,
2016). Portanto, a auséncia dessas alteragbes sugere que o PS-Sf ndo apresenta

efeito toxico agudo sobre o crescimento normal dos camundongos.

Tabela 5. Screening hipocratico dos animais tratados com 2000 mg/kg do PS-Sf.

. Dia 0 Dia 14
Parametro : :
Salina PS-Sf Salina PS-Sf

Atividade motora N N N N
Irritabilidade NE NE E E
Resposta ao toque N N N N
Aperto da cauda N N N N
Contorcéo NE NE NE NE
Endireitamento N N N N
Cianose NE NE NE NE
Toénus corporal N N N N
Forca de agarrar N N N N
Ataxia NE NE NE NE
Reflexo corneal N N N N
Tremores NE NE NE NE
Convulstes NE NE NE NE
Cauda de Straub NE NE NE NE
Hipnose NE NE NE NE
Anestesia NE NE NE NE
Lacrimacao NE NE NE NE
Ptose NE NE NE NE
Miccao N N N N
Defecacéao N N N N
Piloerecao NE NE E E
Respiracao N N N N
N° de mortes 0 0 0 0

Legenda: Normal, N; Encontrado, E; Ndo Encontrado, NE.
Fonte: Autor (2023).

Outro parametro relevante para o estudo de toxicidade aguda é a analise do
comportamento geral dos animais. A triagem hipocratica € frequentemente usada
para fornecer uma estimativa geral da natureza de um determinado composto,

permitindo uma exploracdo qualitativa preliminar de suas propriedades toxicas
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(MAHON et al., 2014). Dessa forma, a Tabela 5 mostra que, comparativamente ao
grupo controle, os aspectos e funcbes fisiolégicas, como miccdo, defecacdo e
respiragao, ndo foram alterados a partir da administragédo do PS-Sf, mantendo-se
preservados também pardmetros que incluem forca de agarrar, tdbnus corporal e
atividade motora dos animais. A auséncia de letalidade ou sinais de intoxicacao
também contribui para demonstrar a seguranca terapéutica da dose oral do PS-Sf
em camundongos (MOREIRA et al., 2021).

Ademais, durante os 14 dias de avaliagdo, ndo houve sinais claros de
sofrimento ou estresse nos animais tratados com o PS-Sf. O curto periodo de
irritabilidade evidenciado em ambos 0s grupos esta relacionado ao manuseio dos
camundongos para a realizacdo da administracdo das substancias e das andlises
posteriores, sendo sinais comuns em animais experimentais (AL-AFIFI et al., 2018).
A aparéncia fisica, como pele, pelos, olhos, mucosas e salivacdo foram
considerados normais. Além disso, a auséncia de alteracdes quanto a resposta ao
toque, aperto da cauda e reflexos corneais podem sugerir que o PS-Sf ndo causou
efeitos depressivos indesejados ao sistema nervoso dos animais (MOREIRA et al.,
2021). Também nao foram observados sinais de tremores, convulsdes ou hipnose
nos animais testados com o PS-Sf, corroborando com os achados previamente
relatados. Juntos, esses resultados reforcam a hipotese de que o PS-Sf ndo possui
efeitos téxicos agudos sobre o comportamento dos camundongos.

Por meio da observacdo macroscépica, também foram avaliados os possiveis
efeitos toxicos do PS-Sf sobre 6rgaos vitais dos animais, incluindo coracao, baco,
rins, figado e pulmdes. Assim, seguindo os parametros morfolégicos descritos por
Tran & Tran (2021), os resultados do presente estudo mostraram que a aparéncia
dos 6rgdos dos animais foi notavelmente semelhante entre o grupo tratado com o
PS-Sf e o grupo controle (Figura 11), ndo havendo alteracfes relevantes quanto a
sua localizagéo, forma, tamanho, cor ou textura (TRAN; TRAN, 2021). O coracao
apresentava-se como uma piramide vermelha soélida de trés lados e os pulmdes
eram rosados, macios e levemente esponjosos. Por sua vez, o figado possuia uma
forma triangular com uma cupula lisa sobre a superficie diafragmatica, enquanto que
0s rins e 0 bago eram marrom-avermelhados, ambos envoltos em um saco fibroso.
Portanto, esses achados sugerem que o PS-Sf a 2000 mg/kg ndo apresenta efeito

toxico agudo sobre os principais 6rgaos dos camundongos.
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Figura 11. Aspectos morfoldgicos dos 6rgdos dos animais tratados com o PS-Sf.
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Fonte: Autor (2023). A avaliacdo macroscopica dos érgaos foi realizada no grupo salina (A1-E1) e no
grupo tratado com o PS-Sf (A2-E2).

Aliado a avaliacdo do peso corporal, alterac6es no peso dos 6rgdos também
sdo uma boa indicacdo de danos causados pela ingestdo de uma substancia toxica,
sendo, talvez, o teste mais sensivel para a avaliacdo de toxicidade aguda (PIAO;
LIU; XIE, 2013). A explicacdo para que isso ocorra se baseia nas interacdes
desfavoraveis entre certos compostos e 6rgaos vitais, podendo levar a destruicéo e
inflamacéo celular que se reflete na mudanca da relacdo érgdo/corpo, ou seja, ho
peso relativo dos 6rgaos (SCHMIDT et al., 2007). Por exemplo, mudangas no peso
do figado podem indicar alteragcdes no metabolismo hepético devido a destruicédo
dos hepatécitos (UEMITSU; NISHIMURA; NAKAYOSHI, 1986), ao passo que uma
variagdo importante no peso dos rins € um sinal caracteristico de desnutricdo ou
atrofia induzida pela reducdo do consumo de agua (FARIA et al., 2020). Assim,
corroborando com os resultados morfolégicos aqui apresentados, ndao foram
observadas diferencas significativas no peso relativo dos 6rgdos dos animais
administrados com o PS-Sf em comparacgéo ao grupo controle (Figura 12).

A fim de avaliar se o PS-Sf possuia efeitos de toxicidade aguda sobre a
funcdo dos principais 6rgaos, alguns marcadores bioquimicos foram analisados ap6s
o término do periodo experimental. A importancia dos biomarcadores para o
progresso da pesquisa biomédica tem sido cada vez mais reconhecida
universalmente, uma vez que ajudam no rastreio de reacdes adversas de novos
compostos, aceleram o ritmo e reduzem os entraves no desenvolvimento de

medicamentos (ANTOINE et al., 2009). Dessa forma, marcadores de lesdo hepéatica
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e renal, bem como indicadores de disturbios do metabolismo, sdo recomendados
pela literatura para esta anadlise (TRAN & TRAN, 2021). A Tabela 6 traz os
resultados obtidos a partir da dosagem sanguinea desses biomarcadores nos
animais submetidos a administracdo do PS-Sf.

Figura 12. Peso relativo dos érgaos dos animais tratados com o PS-Sf.
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Fonte: Autor (2023). O peso relativo dos 6rgaos foi calculado em gramas por 25 gramas de peso

corporal. Os resultados sédo expressos como a média + EPM (n=3).

Nesta perspectiva, 0 presente estudo mostrou que ndo houve alteractes
significativas nos niveis séricos de albumina apés a administracdo do PS-Sf, quando
comparado ao grupo controle. Partindo-se do pressuposto de que a albumina é a
proteina de ligacdo mais abundante na corrente sanguinea, e de que é responsavel
pelo transporte de varios compostos, como bilirrubina, hormdnios e drogas exdgenas
(FARIA et al., 2020), a auséncia de alteracbes quanto aos seus niveis sugere um
ponto favoravel para a validacdo da seguranca do PS-Sf. Esse achado tambéem
permite concluir indiretamente que o PS-Sf n&o promoveu condigbes adversas
graves, como desnutricdo, sindrome nefrotica, insuficiéncia cardiaca ou respostas
inflamatorias agudas, cujo nivel de albumina no sangue poderia apresentar-se
consideravelmente reduzido (GATTA; VERARDO; BOLOGNESI, 2012). Ademais, a
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auséncia de declinio da albumina sérica nos animais que receberam o PS-Sf
demonstra, ainda, que a molécula n&o interferiu na sintese hepatica desta proteina
(KAWAGUCHI et al., 2021).

Tabela 6. Marcadores bioquimicos de funcéo renal e hepatica dos animais tratados com o PS-Sf.

Parametro Salina PS-Sf (2000 mg/kg)
Albumina (g/dL) 2,15+0,18 2,23+ 0,08
Glicose (mg/dL) 111,02 + 3,23 117,40 + 8,87
Colesterol total (mg/dL) 123,50 £ 8,05 120,70 £ 5,71
ALT (U/L) 45,56 + 4,04 44,09 + 2,45
AST (U/L) 85,53 + 3,45 86,26 * 4,37
Fosfatase alcalina (U/L) 57,46 £ 5,79 59,58 + 3,59
Ureia (mg/dL) 53,37 £ 6,24 50,03 £ 3,20
Creatinina (mg/dL) 0,29 £ 0,03 0,30 £ 0,03

Legenda: Valores expressos como média = EPM.
Fonte: Autor (2023).

Os parametros bioquimicos também auxiliam na avaliacdo do metabolismo
geral do organismo. Dentre estes, a dosagem de glicose sérica € um dos testes que
mais refletem metabolicamente o estado fisiolégico dos animais submetidos ao
estudo de toxicidade, visto que pode ser alterada por diferentes fatores, como
mudanc¢as na dieta ou na absorcao intestinal (FONSECA et al., 2018). Nesse
sentido, os niveis séricos de glicose dos camundongos testados com o PS-Sf foram
estatisticamente semelhantes aqueles observados no grupo controle, indicando que
o PS-Sf ndo interfere na regulacéo da glicemia. Corroborando com esses resultados,
a administracdo oral do PS-Sf pareceu néo interferir no metabolismo lipidico, uma
vez que nao houve diferengas significativas nos valores de colesterol total entre o
grupo tratado e os animais que receberam apenas solucdo salina. Isso se torna
relevante porque o colesterol é considerado potencialmente perigoso quando
presente em niveis elevados na correte sanguinea, sendo um dos principais fatores
de risco cardiovascular (SHENG et al., 2006).

Adicionalmente, a integridade do figado também foi avaliada para evidenciar
possiveis lesdes das células hepaticas induzidas pelo PS-Sf. O figado desempenha
uma importante papel na digestdo, metabolismo e armazenamento de nutrientes,
além de atuar na detoxificacdo de xenobidticos (MAHON et al., 2014). Nesse

sentido, € de conhecimento universal que enzimas produzidas no figado, como ALT
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e AST, sdo importantes marcadores de hepatotoxicidade (ANTOINE et al., 2009;
RAMAIAH, 2007). Segundo Abdalla et al. (2018), as transaminases hepaticas,
principalmente a ALT, podem apresentar-se elevadas no sangue em mais de trés
vezes 0 nivel basal em condi¢des toxicas (ABDALLA et al., 2018). Aliado a isso,
embora também seja produzida por outros Orgaos, os hiveis séricos de fosfatase
alcalina também auxiliam no diagndstico de disturbios do figado e dos ductos biliares
(TANG et al., 2020). Assim, os resultados mostraram que os valores de ALT, AST e
fosfatase alcalina n&o foram alterados pela administragdo oral do PS-Sf quando
comparados ao grupo controle, demonstrando a auséncia de efeitos hepatotéxicos.

Por sua vez, os niveis sanguineos de ureia e creatinina sdo importantes
biomarcadores de disfuncédo renal, permitindo avaliar possiveis efeitos toxicos de
xenobibticos as células tubulares (BUDU et al., 2021; EZEJA; ANAGA; ASUZU,
2014). Elevacao nos valores destas moléculas pode estar relacionada, por exemplo,
a um aumento do catabolismo proteico ou, mais gravemente, a uma reducao na taxa
de filtrag@o glomerular e do clearance renal, interferindo diretamente na homeostasia
(TAYEB et al.,, 2012). Em contrapartida, o presente estudo revelou que o0s
camundongos submetidos a administracdo do PS-Sf apresentaram niveis séricos
normais de ureia e creatinina, ndo havendo diferenca significativa em comparacgao
aos animais que receberam apenas solucdo salina. Assim, tomadas em conjunto, as
avaliacfes bioquimicas serviram para sustentar a hipétese de que o PS-Sf nédo
possui efeitos de toxicidade aguda aos 6rgdos dos camundongos.

De maneira complementar, a busca por alteracdes histologicas é considerada
um teste essencial para a avaliacdo da seguranca de novos compostos bioativos
(OECD/OCDE, 2001). E importante que todos os animais em teste, incluindo
agueles que morrerem durante a avaliagcdo, sejam submetidos ao exame
histopatoldgico dos érgdos para revelar leses ocultas macroscopicamente. Além
disso, segundo alguns autores, a analise microscépica dos 6rgdos pode ser
classificada como padrao-ouro para a avaliagdo de possiveis efeitos de toxicidade
em animais experimentais (AL-AFIFI et al., 2018; JOTHY et al.,, 2011). Assim, o
presente estudo avaliou a arquitetura tecidual dos principais 6rgdos dos
camundongos, destacando sua organizacao estrutural e integridade de suas células.
A Figura 13 mostra fotomicrografias de cortes histoldgicos do coragéo, baco, rins,

figado e pulmdes dos animais testados com o PS-Sf ou solugédo salina.
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Figura 13. Fotomicrografias dos 6rgédos dos animais tratados com o PS-Sf.

Salina PS-Sf (2000 mg/kg)

Figado Rins Bago Coracao

Pulmoes

Fonte: Autor (2023). A avaliacdo histopatol6gica dos érgaos foi realizada no grupo salina (A1-E1) e no
grupo tratado com o PS-Sf (A2-E2).
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Dentre os 6rgaos, o figado se torna, facilmente, o primeiro alvo de toxicidade
aguda de substancias exdgenas, especialmente quando ingeridas por via enteral
(RHIOUANI et al., 2008) e, portanto, uma analise detalhada de sua estrutura foi de
fundamental importancia para este estudo. Efeitos diretos as células do figado
costumam ser o principal mecanismo de toxicidade hepética induzida por drogas
(TEKA et al., 2021). No entanto, ndo foram observadas lesées como vacuolizacéao
de hepatdcitos ou presencga de ndcleos picnoticos nas células dos animais testados
com o PS-Sf, além de nédo existir sinais de necrose, congestdo ou acumulo de
acidos graxos. Alteracdes no numero de células de Kupffer ou regides hemorragicas
também nado foram encontradas na analise histopatolégica do figado. Esses
resultados reforcam os achados bioquimicos e mostram que o PS-Sf ndo apresenta
efeito toxico agudo contra as células hepaticas dos camundongos.

Ademais, numa avaliagdo microscopica do cortex renal, os animais que
receberam a dose oral do PS-Sf ndo demonstraram evidéncias de degeneracédo do
corpusculo renal e dos glomérulos renais. Também nédo foram relatados deterioracdo
dos tubulos proximais e distais, congestdo vascular ou edema intersticial nos
camundongos testados, sendo comparativamente semelhantes ao grupo controle. A
literatura descreve a ocorréncia de consequéncias graves a fisiologia renal devido a
danos provocados por drogas e outras substancias (PERAZELLA, 2019). Dentre
elas, a sindrome nefrética se destaca por ser uma das manifestac6es patolégicas
mais importantes clinicamente, sendo caracterizada por uma redugdo na pressao
osmotica plasmatica que leva a formacédo de edema, derrame pleural, hipoperfuséo
renal e/ou hiperaldosteronismo secundario (RADI, 2019). Assim, os resultados do
presente estudo sugerem que a administracao do PS-Sf ndo provoca nefrotoxicidade
aguda aos camundongos.

Por fim, efeitos toxicos tipicos também costumam afetar a arquitetura tecidual
e funcdes dos sistemas respiratério e cardiovascular. A ocorréncia de sindrome
coronariana aguda, cardiomegalia ou apneia por fibrose pulmonar estdo geralmente
associada a administracdo de compostos de acao toxica ao organismo (PATOWARY
et al., 2020; CARLISLE et al., 2016). Nessa perspectiva, o estudo histopatoldgico do
coracdo e dos pulmdes revelou fibras musculares cardiacas normais e estruturas
alveolares bem preservadas, respectivamente, tanto no grupo controle quanto nos
animais submetidos a administragcdo do PS-Sf. Como evidenciado anteriormente,

também n&o foram observados sinais de congestdo, edema, inflamacdo ou
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hemorragia. De maneira similar, as células do baco também se mantiveram
preservadas mesmo apos a administracdo do PS-Sf, sendo comparaveis aquelas
encontradas no grupo controle. Portanto, os resultados obtidos contribuem para
demonstrar a seguranca terapéutica do PS-Sf para os o6rgdos e sistemas dos
camundongos.

Uma vez que foi demonstrado que o polissacarideo sulfatado de S. filiformis
ndo apresenta efeitos de toxicidade aguda em camundongos, outras avaliagdes pré-
clinicas também séo pertinentes para a adequada concretizacdo do conhecimento a
respeito da tematica. Estudos de toxicidade subcrénica e cronica, por exemplo, sdo
considerados importantes para a confirmacao dos achados aqui demonstrados. Para
isso, 0s guias 408 e 452 da OCDE sugerem maiores periodos de avaliacdo — 90 dias
e 12 meses, respectivamente — permitindo uma andlise mais aprofundada da
seguranca toxicologica de novos compostos a longo prazo (OECD/OCDE, 2018a;
OECD/OCDE, 2018b). Desse modo, os resultados obtidos no presente estudo
servem de suporte e incentivo para 0s proximas pesquisas envolvendo

polissacarideos de algas marinhas, especialmente aquele extraido de S. filiformis.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o polissacarideo sulfatado extraido da alga
marinha S. filiformis ndo apresenta efeitos de toxicidade aguda em camundongos
testados com a dose oral de 2000 mg/kg (Figura 14). Os dados obtidos a partir da
variacdo do peso corporal dos animais, bem como dos parametros comportamentais
mais relevantes, indicam que o PS-Sf ndo interfere no crescimento, na locomocao
ou nos reflexos normais dos camundongos. Além disso, os achados macroscopicos
revelaram que o PS-Sf ndo altera as principais caracteristicas dos 6érgdos dos
animais, sendo assegurados pela avaliacdo positiva dos seus pesos relativos. Por
ultimo, as andlises bioquimicas e histopatolégicas confirmaram a auséncia de lesbes
teciduais e, assim, sugerem que ndo houve evento téxico agudo relacionado a
administracdo do PS-Sf. Portanto, este estudo serviu para demonstrar a seguranca
pré-clinica do polissacarideo sulfatado de S. filiformis e contribuir para a pesquisa e

o desenvolvimento de novas ferramentas biomédicas para a promocao da saude.

Figura 14. Resumo ilustrativo do potencial do PS-Sf para a promocgéo da salde.
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