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RESUMO

As algas marinhas sao organismos essenciais para a sustentabilidade e a
biodiversidade do ecossistema marinho. Além disso, despertam interesse no campo
das ciéncias biomédicas por produzirem moléculas bioativas, como os polissacarideos
sulfatados (PSs). Nesse contexto, os PSs extraidos do género Gracilaria séo
investigados em modelos experimentais e possuem diversas propriedades
terapéuticas descritas. Porém, estudos pré-clinicos acerca da toxicidade do
polissacarideo sulfatado extraido da alga vermelha Gracilaria cuneata (PS-Gc) ainda
sao escassos na literatura. Assim, este estudo avaliou a toxicidade aguda do PS-Gc
em camundongos Balb/c fémeas. Os animais foram tratados com o PS-Gc (2000
mg/kg), em dose oral Unica, enquanto 0s animais controle receberam apenas solucao
salina. Os camundongos foram submetidos a um periodo de observacéo de 14 dias,
no qual foi registrado o peso corporal (g) e foi avaliado o comportamento geral. No
final do protocolo, o sangue foi coletado para avalicdo dos principais marcadores
bioquimicos de funcdo renal e hepética. Para analise anatdbmica dos 6rgdos, o
coracdao, baco, rins, figado e pulmdes, foram fotografados, pesados e preparados para
analise histoldgica. Os resultados demostraram que o PS-Gc nédo alterou o ganho de
peso nem o comportamento geral dos camundongos, ndo sendo visualizada
mortalidade no protocolo experimental. O PS-Gc nado alterou o peso relativo dos
orgaos, assim como seus parametros morfolégicos. Por fim, o PS-Gc ndo demonstrou
perda de funcdo ou lesdes teciduais na dosagem de biomarcadores e na analise
microscopica dos 0rgaos, respectivamente. Logo, o presente estudo demonstrou que
o tratamento com o polissacarideo sulfatado de G. cuneata ndo apresentou toxicidade
aguda nos camundongos, contribuindo para implementacdo do PS-Gc em modelos

murinos experimentais com a finalidade de explorar seus efeitos terapéuticos.

Palavras-chave: Algas Marinhas. Agaranas. Polissacarideos Sulfatados. Gracilaria

cuneata. Toxicidade Oral Aguda.
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ABSTRACT

Marine algae are essential organisms for the sustainability and biodiversity of the
marine ecosystem. Furthermore, they arouse interest in the field of biomedical
sciences because they produce bioactive molecules, such as sulfated polysaccharides
(PSs). In this context, PSs extracted from the genus Gracilaria are investigated in
experimental models and have several described therapeutic properties. However,
preclinical studies on the toxicity of sulfated polysaccharides extracted from the red
seaweed Gracilaria cuneata (PS-Gc) are still scarce in the literature. Thus, this study
evaluated the acute toxicity of PS-Gc in female Balb/c mice. The animals were treated
with PS-Gc (2000 mg/kg), in a single oral dose, while the control animals received only
saline solution. The mice were subjected to a 14-day observation period, during which
their body weight (g) was recorded and their general behavior was evaluated. At the
end of the protocol, blood was collected to assess the main biochemical markers of
renal and hepatic function. For anatomical analysis of the organs, the heart, spleen,
kidneys, liver, and lungs were photographed, weighed, and prepared for histological
analysis. The results demonstrated that PS-Gc did not alter the mice's weight gain or
general behavior, and no mortality was observed in the experimental protocol. PS-Gc
did not alter the relative weight of the organs, as well as their morphological
parameters. Finally, PS-Gc did not declare loss of function or tissue lesions in the
dosage of biomarkers and the microscopic analysis of the organs, respectively.
Therefore, the present study demonstrated that treatment with the sulfated
polysaccharide of G. cuneata did not present acute toxicity in mice, contributing to the
improvement of PS-Gc in experimental murine models to explore its therapeutic

effects.

Keywords: Marine algae. Agars. Sulfated Polysaccharides. Gracilaria cuneata. Acute

Toxicity.
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1 INTRODUCAO

As algas marinhas desempenham um papel essencial na sustentabilidade e
biodiversidade do ecossistema marinho, representando uma parte significativa da
biomassa oceanica e sendo fundamentais para a manutencdo de um ambiente
pelagico saudavel (SILVA et al., 2022). Por meio da fotossintese, elas produzem uma
quantidade substancial de oxigénio, que ndo apenas sustenta a vida marinha, mas
também exerce um impacto positivo na vida terrestre (MENAA et al., 2020).

Dessa forma, com base em sua composi¢cao quimica e pigmentacéo, as algas
sao definidas em trés principais filos: Phaeophyta (algas marrons), Chlorophyta (algas
verdes) e Rhodophyta (algas vermelhas), cada um com aplicagbes industriais
especificas (MENAA et al., 2021). Além disso, sdo extremamente conhecidas como
uma rica fonte de biomoléculas ativas, como compostos fendlicos, ésteres, agares e
polissacarideos sulfatados, que foram descritos por seus potenciais beneficios a
saude (RENGASAMY et al., 2020). Nesse contexto, o estudo dos polissacarideos
sulfatados se destaca, especialmente por suas propriedades terapéuticas promissoras
em diversas areas da saude.

Os polissacarideos sulfatados (PSs) sao componentes estruturais
fundamentais da parede celular ou da matriz extracelular das algas marinhas. Eles
desempenham um papel essencial no equilibrio ibnico, na protecao e na resisténcia
mecénica das algas frente & acdo das ondas marinhas (PERCIVAL, 1979).
Constituidos por biopolimeros compostos por monossacarideos unidos por ligacées
glicosidicas (Cuellar-bermudez et al., 2015), a atividade biolégica dos PSs esta
estreitamente relacionada a sua conformagcdo estrutural, composicdao de
monossacarideos, teor de sulfatacdo, posicdo dos grupos éster de sulfato e peso
molecular (SOUSA et al., 2016). Deste modo, a partir de condi¢cées otimizadas de
cultivo e de extracdo, a integridade estrutural dos PSs e suas propriedades biologicas
sao facilmente preservadas, o que desperta interesse na producao industrial em larga
escala (IBANEZ; CIFUENTES, 2013).

O género Gracilaria é composto por variadas espécies de algas vermelhas que
ocupam a costa atlantica brasileira, principalmente no litoral nordestino (BEZERRA et
al., 2018a). Essas algas sé@o conhecidas como matéria-prima para extracdo de agar,

uma familia de galactanos sulfatados, que possuem elevado grau alimenticio e
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propriedades gelificantes (LI; LIU, 2022). Ademais, PSs extraidos do género Gracilaria
apresentaram uma ampla gama de atividades em diversos modelos experimentais,
como atividade antioxidante (AZIZ et al., 2021), gastroprotetora (SILVA et al., 2011) e
hipoglicemiante (LI et al., 2024).

Embora uma variedade de estudos tenha investigado o potencial biolégico dos
PSs isolados de algas marinhas, ha uma limitacéo significativa na disponibilidade de
dados referentes a toxicidade dessas moléculas. No contexto especifico do género
Gracilaria, as atividades bioldgicas dos PSs sdo amplamente documentadas; no
entanto, as investigacbes sobre a toxicidade e a seguranca terapéutica do
polissacarideo sulfatado extraido de Gracilaria cuneata (PS-Gc) permanecem
escassas. Assim, torna-se imperativo conduzir uma investigagéo sobre o PS-Gc para
avaliar potenciais efeitos toxicos associados ao seu uso terapéutico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ALGAS MARINHAS COMO FONTE DE COMPOSTOS BIOATIVOS

As algas marinhas sdo organismos eucaridticos autotréficos essenciais para
a biodiversidade marinha e representam uma parte consideravel da biomassa
oceanica (VEERAGURUNATHAN et al., 2023). Elas abrangem milhares de espécies
distribuidas ao longo das areas costeiras do mundo, crescem em variadas condi¢cdes
climaticas e seu cultivo desperta interesse por ter impacto minimo no meio ambiente
(MAHADEVAN, 2015). As algas sao consideradas produtoras primarias, pois
sustentam a base da teia alimentar no ecossistema marinho, produzindo matéria
organica para variados organismos (SALIDO; SOTO; SEOANE, 2024). Além disso,
sua importancia ecoldgica também provém da sua capacidade de servir como habitat
para varias espécies de animais marinhos (GHALIAOUI; HAZZIT; MOKRANE, 2024),
por auxiliar na estabilizacdo costeira frente a erosdao (SHARMA et al., 2024) e por
gerar uma quantidade substancial de oxigénio que sustenta a vida marinha e em
grande parte a vida terrestre (MENAA et al., 2020).

Atualmente, esses organismos sao categorizados em trés filos principais com
base em sua composicdo quimica e pigmentacdo: Phaeophyta (alga marrom),
Chlorophyta (alga verde) e Rhodophyta (alga vermelha) (MENAA et al., 2021). A figura
1 ilustra trés géneros representativos de cada filo. Dessa forma, foi demonstrado que
0Ss pigmentos ndo apenas fazem parte dos processos fisioldgicos das algas, facilitando
a fotossintese e garantindo a sobrevivéncia desses organismos, mas também
representam compostos com significativa relevancia biotecnolégica e farmacéutica,
que é atribuido por uma série de atividades biolégicas, como antioxidantes e anti-
inflamatoérias (Rashidi et al., 2019). Nesse contexto, as algas marrons sao
caracterizadas por maior concentracao de pigmentos como fucoxantina, clorofila a e
feofitina a, enquanto as algas verdes contém predominantemente clorofila a e b, B-
caroteno, violaxantina e sifonaxantina; as algas vermelhas, por outro lado, séo
compostas principalmente de ficoeritrina, um tipo de ficobiliproteina(Yalgin et al.,
2021).
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Fi

gura 1. Géneros de algas representantes dos 3 filos principais

Algas Vermelhas Algas Verdes Algas Marrons

Fonte: RICKARD ZERPE, 2019 (algas vermelhas e verdes); iStockphoto, 2023 (algas marrons).
Fotografias ilustrativas de algas vermelhas, verdes e marrons, com Gracilaria sp. (A), Ulva sp. (B) e
Sargassum sp. (C).

Além dos pigmentos, as algas marinhas despertam interesse devido ao seu rico
valor nutricional e aplicacdo na industria alimenticia global (MATOS; NOVELLI;
TRIBUZI, 2023). Historicamente, as algas participaram ativamente na alimentacao e
na economia de paises orientais, como no leste asiatico, onde contribuiram no
crescimento industrial de algas marinhas, impactando positivamente a economia por
meio do cultivo otimizado (HWANG et al., 2019). Ademais, é evidenciado que o
consumo cultural desses organismos marinhos estd associado a significativos
beneficios a saude, um menor risco de doencas cardiovasculares e um aumento da
longevidade (HAFTING et al., 2015)

As algas vermelhas, em especial Gracilaria sp., s&o amplamente conhecidas
por produzirem grandes quantidades de carrageninas e agaranas, familias de
galactanos sulfatados (NAKAMURA-GOUVEA et al., 2022). Esse grupo de algas
pertencem a ordem Gracilariales e ocupam a costa atlantica brasileira, principalmente
no litoral nordestino (BEZERRA et al., 2018). O género Gracilaria possui alto valor
econdmico, tendo em vista que é uma das principais fontes de extracao global do agar,
um hidrocoléide com multiplos usos na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética
(YOSHIMURA, 2006). Em paralelo, as algas representam uma rica fonte de moléculas
bioativas, tais como compostos fendlicos, ésteres, agares e polissacarideos
sulfatados (PSs), que tém sido explorados na biomedicina por seus potenciais
beneficios a saude (RENGASAMY et al., 2020).

Nesse contexto, os PSs sdo biopolimeros compostos por monossacarideos
unidos por ligacdes glicosidicas (CUELLAR-BERMUDEZ et al., 2015). Essas



19

macromoléculas sdo componentes estruturais fundamentais da parede celular ou da
matriz extracelular das algas marinhas, fornecendo suporte estrutural e protecao
contra estresses ambientais, como em &guas hipersalinas (SHAO; DUAN, 2022).
Além disso, desempenham um papel essencial no equilibrio ibnico, na protecdo e na

resisténcia mecanica das algas frente a acdo das ondas marinhas (PERCIVAL, 1979)

Figura 2. Esquema ilustrativo da parede celular de algas marinhas.
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Fonte: Adaptado de CASTILHO, (2008).
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2.2 POLISSACARIDEOS SULFATADOS DE ALGAS VERMELHAS

2.2.1 Estrutura e composi¢ao quimica

Os polissacarideos produzidos por algas vermelhas, em especial da ordem
Gracilariales, consistem em agaranas e carrageninas, tipos de galactanos sulfatados.
A classificacdo dos polissacarideos leva em considera¢cdo a composi¢ado monomerica
e a sua conformacédo tridimensional (BILAN et al., 2017). Dessa forma, sé&o
categorizados de acordo com suas propriedades estereoquimicas e, dependendo da
configuracdo enantiomérica das unidades alfa, as carragenanas sao designadas como
D-galactanas de alto peso molecular, enquanto as agaranas sao classificadas como
L-galactanas (JIAO et al.,, 2011). Além disso, esses galactanos sulfatados s&o
fundamentalmente compostos por unidades repetitivas de monossacarideos [B-D-
galactopiranose e 3,6-anidro-galactopiranose (GONCALVES et al.,, 2005), o que
confere propriedades reoldgicas Unicas as carrageninas e consolida sua utilizacao na
indastria alimenticia (CIANCIA; MATULEWICZ; TUVIKENE, 2020)

Dessa forma, as carrageninas séo agrupadas de acordo com sua composi¢cao
estrutural, grau de sulfatacdo, presenca de grupos funcionais e teor de acUcar,
resultando em 15 tipos conhecidos. Dentre esses, as variantes K, A e | se destacam
por sua maior relevancia industrial. (KOMISARSKA et al., 2024). A figura 2 demonstra

a estrutura quimica dos trés tipos relevantes de carrageninas de algas vermelhas.

Figura 3. As principais estruturas quimicas de carrageninas.
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Fonte: Adaptado de JIAO et al., (2011). Organizacdo conformacional dos dissacarideos [B-D-
Galactopiranose e de 3,6-anidro-galactopiranose presentes nas carrageninas mais relevantes, as quais
se diferem a partir da quantidade e da posi¢éo dos grupos sulfato.

As agaranas também sao classificadas com base em sua conformagéo

estrutural, grau de sulfatacdo e presenca de grupos funcionais. Todavia, diferente das
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carrageninas, o peso molecular demonstra-se crucial na classificacdo das agaranas,
devido a alta variacdo nesse parametro, o que influencia suas propriedades biologicas
(CHUMSOOK; PRAIBOON; FU, 2023). A composicao geral das agaranas inclui uma
combinacdo das unidades de D-galactose, 3,6-anidro-L-galactose, 3,6-anidro-I-
galactose sulfatada e outros agucares como glicose e B-D-xilose (DARKO et al., 2024).
O porfirano (figura 3), uma das agaranas mais conhecidos, € composto principalmente
por unidades de 3-D-galactose e 3,6-anidro-L-galactose, unidas por meio de ligagbes
glicosidicas, formando cadeias polissacaridicas lineares e presenca de grupos sulfato

em alguns dos residuos de galactose e ésteres de metila (BAPTISTA et al., 2022).

Figura 4. Estrutura quimica do porfirano.
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Fonte: Adaptado de BAPTISTA et al. (2020). Estrutura idealizada do porfirano (A), agarano sulfatado
composto principalmente por unidades repetitivas de L-galactose-sulfato e D-galactose. Residuos
presentes: Eter metilico (B) e L-galactose anidra (C).

Desse modo, tanto a variabilidade da composicdo monomérica quanto a
conformacao tridimensional dos polissacarideos sulfatados contribuem para suas
propriedades Unicas e demonstram-se cruciais para interagdes com biomoléculas

especificas, suas fungdes bioldgicas e aplicagdes industriais (MUSCHIN et al., 2012)
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2.2.2 Métodos de extracao

A ampla gama de atividades biologicas que os polissacarideos sulfatados
possuem esta estreitamente relacionada a sua conformacao estrutural, composi¢éao
de monossacarideos, teor de sulfatacédo, diversidade de grupos funcionais e ao seu
peso molecular (SOUSA et al.,, 2016). Assim, com a finalidade de aumentar a
eficiéncia e rendimento, as seis principais técnicas de extracdo estdo cada vez mais
focadas em metodologias otimizadas (Figura 4), para manter a integridade estrutural
dos polissacarideos e suas propriedades biologicas (HAO et al., 2024).

Nessa perspectiva, a extracdo convencional (HWE) € baseada em uma
metodologia mais simples, que envolve a utilizacdo de &gua destilada em
temperaturas especificas, normalmente utilizada entre 60°C a 100°C, e maior tempo
de extracdo (FAROOQ et al., 2022). Desse modo, foi evidenciado que PSs extraidos
por este método geralmente tém um peso molecular mais alto, o que pode ser benéfico
para a precipitacdo de glicanos &cidos (LU, 2023). Porém, temperaturas elevadas por
tempos prolongados podem danificar a cadeia molecular e causar alteracoes
estruturais nos PSs e consequentemente diminuir sua bioatividade (BHOKARIKAR et
al., 2024). A extracao por precipitacao de etanol é outro método simples e econémico,
que utiliza diferentes concentracdes de etanol para precipitar os polissacarideos com
base em suas caracteristicas de solubilidade, permitindo a separacdo de
polissacarideos com diferentes pesos moleculares e propriedades (LONG et al.,
2020). Contudo, a técnica requer um controle minucioso das concentracdes e
temperaturas do etanol para alcancar a pureza e o rendimento desejados dos PSs,
condicdes excessivamente agressivas podem causar desnaturacdo de biomoléculas
sensiveis (DENG et al., 2023).

Por sua vez, a extracao assistida por ultrassom (UAE) é uma técnica inovadora,
ecologicamente correta e economicamente viavel, na qual utiliza ondas ultrassénicas
para melhorar a extracdo de compostos, além de ser ideal para obtencdo de
polissacarideos sensiveis ao calor, preservando sua bioatividade (GOSWAMI;
DUTTA; KAKATI, 2024). J4 na extracdo assistida por micro-ondas (MAE), a
capacidade da radiacdo de micro-ondas de penetrar e se misturar com o substrato
permite um aquecimento preciso e rapido, porém o calor excessivo do MAE pode

causar a degradacédo de polissacarideos suscetiveis se nao for controlado(B, 2024).
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Outra metodologia bastante empregada é a extracdo enzimatica (EAE). Esse
meétodo proporciona extracao seletiva, alto rendimento e trabalha em condicfes mais
amenas em comparacdo com outros métodos, reduzindo o risco de degradacéo
térmica e preservando a integridade dos polissacarideos (CHIANG; LAI, 2019).
Todavia, a eficacia da EAE varia significativamente com base no tipo de enzima,
concentracdo e condicbes de extracdo, levando a rendimentos e propriedades
biolégicas inconsistentes do extrato (JING et al., 2023). Por dltimo, a extracdo
subcritica de 4gua (SWE) € uma das mais recentes e baseia-se no uso da dgua em
temperaturas entre 100° C e 374° C, o que permite a extracao de alto rendimento de
polissacarideos sem a utilizacao de solventes organicos, sendo uma alternativa mais
ecolégica aos métodos tradicionais. Entretanto, compostos sensiveis ao calor podem
ser degradados, além de demandar equipamentos especializados (WU et al., 2024).

Figura 5. Métodos de extracdo de polissacarideos sulfatados.
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Fonte: Adaptado de XU et al.,, (2023). Método de extracdo de polissacarideos: (A) Extracdo de
polissacarideos por agua quente; (B) Extracdo de polissacarideos por enzima; (C) Extracdo de
polissacarideos por agua subcritica; (D) Extracdo de polissacarideos por ultrassom; (E) Extracao de
polissacarideos por micro-ondas.
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2.3 EFEITOS BIOLOGICOS DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS

2.3.1 Protegao contra desordens digestivas

Os polissacarideos de algas vermelhas, particularmente de Gracilariales,
mostram-se promissores no pré-tratamento e/ou tratamento de desordens digestivas
por apresentarem efeitos benéficos no trato gastrointestinal (TGI), incluindo
propriedades gastroprotetoras e anti-inflamatodrias (QIU et al., 2022). A tabela 1
resume as principais atividades biolégicas dos PSs no TGI. Nessa perspectiva, o
polissacarideo extraido de Gracilaria Lemaneiformis demonstrou efeito protetor em
modelo de colite por sulfato de sodio dextrano (DSS) em camundongos BALBI/c,
inibindo o encurtamento do colén e a formacédo de edemas (HAN et al., 2020). Essa
atividade pode estar relacionada com a preservacédo da barreira intestinal, regulacéo
negativa da expressdo do fator de necrose tumoral (TNF- a) e interleucina 6 (IL-6),
ativacdo dos receptores de &cidos graxos de cadeia curta (SCFA) e regulacdo
da microbiota intestinal (HAN et al., 2021). Por sua vez, o PS de Gracilaria caudata
também atenuou a inflamacdo no colon em modelo murino de colite ulcerativa por
acido acético, ao reduzir os escores macroscopicos e microscopicos. Além disso,
reduziu a atividade da mieloperoxidase (MPO), o consumo de glutationa (GSH), a
concentracdo de malondialdeido (MDA), assim como o0s niveis das citocinas
interleucina 1 beta (IL-183) e TNF-a (DUTRA et al., 2021). Ainda, foi demonstrado que
o PSs de Gracilaria birdiae reverteu o0s danos causados pelo acido
trinitrobenzenossulfénico (TNBS) em modelo de colite por TNBS em ratos, através de
mecanismos que envolvem a inibicdo da infiltragdo celular, traducdo de citocinas e
peroxidacao lipidica (BRITO et al., 2014).

Outro composto promissor frente a disturbios digestivos foi o polissacarideo de
Gracilaria cervicornis, promovendo efeito antidiarreico ao induzir redugdo do
acumulo/secrecéo de liquido, aumento de atividade de Na*/K*- ATPase no intestino
delgado e inibir agcdo da toxina da colera (CTX) ou por interagir com receptores de
gangliosideos (GM1) em modelo de diarreia por 6leo de ricino ou por CTX (BEZERRA
et al., 2018b). Seguindo nesse contexto, também foi demonstrado que o

polissacarideo extraido de Gracilaria intermedia causou efeitos antidiarreicos, com
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mecanismos semelhantes ao do polissacarideo de G. cervicornis, além de nao

apresentar sinais de toxicidade aguda nos animais (LEODIDO et al., 2017) Ademais,

0 PSs de Gracilaria caudata evitou les6es hemorragicas ha mucosa gastrica e reduziu

0 estresse oxidativo local na gastropatia por etanol em roedores (SILVA et al., 2011).

Tabela 1. Atividades biolégicas de polissacarideos sulfatados no TGI.

Polissacarideo

Sulfatado Principais Atividades Metodologia Referéncia
Algas Vermelhas
I | migracao de neutrofilos
GraC|Iar!a , | niveis de citocina Colite por DSS HAN et al.,
Lemaneiformis - o 2021
1 da atividade antioxidante
L . Colite por Acido DUTRA et
Gracilaria caudata | estresse oxidativo ACGHiCO al.. 2021
I o Gastropatia por SILVA et al.,
Gracilaria caudata | estresse oxidativo Etanol 2011
| migracao de neutréfilos BRITO et
Gracilaria birdiae | niveis de citocina Colite por TNBS al. 2014
| da peroxidacgao lipidica "
| secrecédo de liquido Diarreia por 6leo
Gracilaria | de atividade de Na*/K* de ricinop ou por BEZERRA
cervicornis ATPase CTX POT ot al., 2018
| acdo da CTX
o | secrecéo de liquido Diarreia por Oleo -
_Gra(:|lar|§1 | de atividade de Na*/K* - de ricino ou por LEODIDO
intermedia et al., 2017

ATPase

CTX

Legenda: 1 Aumentado; | Diminuido.

Fonte: Autor (2024).
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2.3.2 Hepatoprotetor

Estudos prévios demonstraram que PSs de Gracilaria sp. exibem potenciais
atividades hepatoprotetoras, a partir de mecanismos antioxidantes, regulagédo do
metabolismo lipidico e por mitigar danos ao figado, tornando-os promissores para o
tratamento de doencas hepaticas (LONG et al., 2022; THAKURI et al., 2024). Desse
modo, em um modelo de lesdo hepatica por nimesulida em camundongos, foi
visualizado que o polissacarideo sulfatado de Gracilaria caudata modulou a resposta
inflamatoria no dano hepatico (Tabela 2), reduzindo significativamente os niveis de
citocinas proé-inflamatérias, TNF-a, e de marcadores de infiltracao tecidual, como a
MPO, além de restabelecer as fun¢bes homeostaticas hepaticas (JUNIOR et al.,
2020). Ja, a administracdo oral dos polissacarideos de Alsidium corallinum foi capaz
de mitigar marcadores lipidicos séricos, como o colesterol total, triglicerideos,
lipoproteina de baixa (LDL) e alta densidade (HDL) em ratos com dano hepatico por
tebuconazol (TBZ), um fungicida causador de danos hepaticos, a partir da
peroxidacao lipidica, diminuicdo de atividades das enzimas antioxidantes e liberacao
de radicais livres. Além de melhorar os niveis de Alanina aminotransferase (ALT) e
apartato aminotransferase (AST), o galactano foi capaz de reparar parcialmente
lesBes histologicas por TBZ exibindo efeito protetor frente a danos no figado (BEN
SAAD et al., 2023). Ademais, camundongos C57BL/6 tratados com o fucoidano de
Fucus serratus, apresentaram aumento das enzimas antioxidantes hepaticas, como
catalase e glutationa peroxidase (GPx), menores niveis séricos de ALT, AST, TNF-q,
IL-183, IL-6 e proteina C reativa (PCR), demonstrando mecanismos anti-inflamatorios
e antioxidantes frente a lesdo hepatica por tioacetamida (TAA), um composto organo-
sulfuroso que, quando metabolizado no figado, & convertido em metabdlitos reativos

gue induzem estresse oxidativo local (TSAI et al., 2021).

Tabela 2. Efeito hepatoprotetor de polissacarideos sulfatados.

Polissacarideo

Sulfatado Principais Atividades Metodologia Referéncia

Algas Vermelhas

| migracao de neutrdfilos
Gracilaria caudata | niveis de citocina
| estresse oxidativo

Lesdo hepatica por JUNIOR et al.,
nimesulida 2020
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| marcadores lipidicos

Alsidium Lesé@o hepatica por SAAD et al.,
corallinum | marcadores de funggo tebuconazol 2023
hepatica
Algas Marrons
1 de enzimas

Fucus serratus

antioxidantes

| niveis de citocina e Lesado hepatica por TSAlI et al.,
PCR tioacetamida 2021

| marcadores de funcao

hepatica

Legenda: 1 Aumentado; | Diminuido.

Fonte: Autor (2024).
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2.3.3 Antioxidante

O estresse oxidativo ocorre a partir do acimulo e propagacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), como o peroxido de hidrogénio (H202), &nion superoxido
e hidroxila (OH), e esta relacionado ao desenvolvimento de diversas doengas, como
alzheimer, cancer e diabetes (MURUGAN et al., 2023). Nesse ponto de vista, a busca
de compostos com propriedades antioxidantes cresceu significativamente, e os PSs
de algas vermelhas ganham destaque nesse campo por seu potencial
farmacoterapéutico, alimenticio e cosmecéuticos (CHEN et al., 2023).

Dessa forma, o galactano sulfatado de Gracilaria chouae, demonstrou
promissora atividade antioxidante devido a sua alta capacidade de transferéncia de
elétrons e sequestro de radicais (Tabela 3). O PS de G. chouae sequestrou os radicais
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), OH- e acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico - ABTS) de maneira dose-dependente (Khan et al., 2019). Em outro trabalho
de Khan e colaboradores (2021), foi evidenciado que o PSs de Gracilaria blodgettii
possui potentes atividades antioxidantes através dos mecanismos anteriormente
citados de G. chouae (KHAN et al.,, 2021). O polissacarideo de Gracilaria fisheri
mostrou sua capacidade oxidante através do sequestro de radicais do DPPH
(IMJONGJAIRAK et al., 2016), assim como, agaranas extraidas da alga vermelha
Gelidium amansii também foram capazes de neutralizar radicais DPPH (YU et al.,
2021).

O DPPH é um gerador de radical livre estavel, utilizado para medir a
capacidade antioxidante de produtos naturais através do sequestro ou transferéncia
de elétrons (OLIVEIRA, 2015). Por sua vez, o radical ABTS € utilizado para avaliar a
atividade antioxidante de compostos com natureza hidrofilica ou lipofilica (RE et al.,
1999). Portanto, a combinacdo de ambas as metodologias é uma rica avaliacdo da
capacidade antioxidante de um composto natural e indica a ampla capacidade de
neutralizar diferentes tipos de radicais livres que ele possui. Ademais, PSs de
Gelidium crinale promoveram efeitos antioxidantes no estresse oxidativo induzido pelo
lipopolissacarideos (LPS) em modelo celular. Esse galactano demonstrou alto
potencial em eliminar radicais ABTS, DPPH, OH-, quelar hidréxido ferroso (Fe?*) e
inibir a expressao da oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), ciclooxigenase-2 (COX-2)

e producéo de citocinas pro-inflamatoérias (PEI et al., 2021).
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Evidencia-se, portanto, que os PSs podem prevenir a peroxidacao lipidica,
podendo assumir um papel promissor na prevencao e tratamento de doencas

secundarias a essa condicao.

Tabela 3. Efeito antioxidante de polissacarideos sulfatados.

Polissacarideo Principais
Sulfatado Atividades

Metodologia Referéncia

Algas Vermelhas

Atividade de
Gracilaria chouae | de radicais DPPH, eliminacao de radica?s KHAN et al,
ABTS e OH- DPPH, OH e ABTS in 2019
vitro
Gracilaria | de radicais DPPH, Atividade ~de KHAN et al,
blodgetti ABTS e OH- eliminacdo de radicais 2021
DPPH, OH e ABTS in
vitro
Atividade de
Gracilaria fisheri | de radicais DPPH eliminagéo de radicais IMJONGJAIRAK
AN et al., 2016
DPPH in vitro
Atividade de
Gelidium amansii | de radicais DPPH eliminacdo de radicais YU et al., 2021
DPPH in vitro

| de radicais DPPH, o
ABTS e OH- Estresse oxidativo por

Fa2+ LPS e atividade de
lFe eliminacao de radicais PEIl et al., 2021

| expressdo de iINOS pppH ABTS e OH- in
e COX-2 Vitro

| de citocinas

Legenda: 1 Aumentado; | Diminuido.
Fonte: Autor (2024).

Gelidium crinale
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2.4 AVALIAGAO DA TOXICIDADE AGUDA DE NOVOS COMPOSTOS

A medida que o composto apresenta potenciais atividades bioldgicas, diversas
experimentacdes devem ser realizadas com a finalidade de identificar sua seguranca
terapéutica (GONG et al., 2023; SAMBYAL; SRAVANTHI; SAMPATH, 2022). Desse
modo, a avaliacdo da toxicidade de novos compostos € considerada como etapa pré-
clinica crucial ao inicio do desenvolvimento de medicamentos para afirmar a
seguranca do composto, reduzir custos e monitorar possiveis efeitos adversos
(LEKSHMI; RAUF; MURALEEDHARA, 2019). Esse perfil toxico esta relacionado
principalmente a estrutura quimica do composto (LIU et al., 2023).

Nesse contexto, o0 método de classe toxica aguda delineada no guia 423 da
Organizacdo para Cooperagdo e Desenvolvimento Econdémico (OCDE/OCDE) foi
projetada para avaliar sistematicamente a toxicidade aguda de substancias quimicas
via administracdo oral em modelos animais, preferencialmente roedores como
camundongos ou ratos, produzindo resultados empiricos reproduziveis e
consistentes. Além disso, essa metodologia é sustentada por consideracdes éticas
relativas ao bem-estar animal, o que exige uma reducdo no numero de animais
experimentais utilizados por grupo (n = 3) e o refinamento de protocolos experimentais
para aliviar possiveis dores e sofrimentos em roedores. Ainda, os animais devem ser
alojados em um ambiente com condi¢Oes ideais de temperatura e iluminagdo, com
livre acesso a racao e agua.

A substancia de teste € administrada por gavagem, empregando uma canula
adequada, em animais experimentais em jejum, de mesmo sexo e com idade entre 8
e 12 semanas, utilizando uma das quatro doses pré-definidas estabelecidas pelo guia,
as quais sao 5, 50, 300 e 2.000 mg/kg de peso corporal. A este respeito, a selecao da
dose inicial da substancia teste deve ser aquela com maior probabilidade de induzir
mortalidade no grupo experimental. No presente estudo, a dose escolhida para a
analise toxica aguda do PS-Gc foi de 2.000 mg/kg, embasada por informacdes
existentes na literatura as quais indicam que a mortalidade é improvavel apos a
administracéo oral de PSs neste nivel maximo de dose inicial (HONG et al., 2017,
ISMAIL; ALOTAIBI; EL-SHEEKH, 2020; LEODIDO et al., 2017). Posteriormente, os
animais devem ser monitorados por um periodo de 14 dias para avaliar o surgimento

de sinais toxicoldgicos ou casos de mortalidade. Dessa forma, os dados obtidos sobre
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a toxicidade aguda da substéancia em estudo sdo considerados suficientemente
robustos para permitir sua classificagdo como composto seguro ou potencialmente

toxico.
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2.5 POLISSACARIDEO SULFATADO DE GRACILARIA CUNEATA

Os estudos acerca da alga vermelha Gracilaria cuneata, distribuida ao longo
da costa brasileira, em geral, abordam a sua taxonomia, distribuicdo geogréfica e
importancia ecoldgica. Nesse contexto, em um estudo feito por Lyra e colaboradores
(2011), a G. cuneata foi a 2° espécie de Gracilaria sp. mais frequente entre 284
espécimes coletados. A pesquisa analisou a distribuicdo espacial, temporal e a
abundancia de cada espécie do género Gracilaria na praia de Stella Maris, Salvador,
Bahia, em trés micro habitats de diferente hidrodinamismo e em diferentes periodos
de coleta. Foi visualizado que a alta frequéncia de G. cuneata ndo teve variacées ao
longo do protocolo e ndo apresentou diferenca significativa quanto a distribuicdo nos
micro habitats. Além disso, foi demonstrado que o padréo reprodutivo de G. cuneata
diverge das demais espécies do estudo, ao apresentar maior abundancia de
gametofitos férteis no periodo frio, revelando uma tendéncia adaptativa desta espécie
(LYRA et al., 2011).

Corroborando com esse estudo, foi documentado que G. cuneata reside em
manguezal hipersalino da costa norte do estado do Rio Grande do Norte, Nordeste do
Brasil. Queiroz & colaboradores (2014) coletaram espécimes de G. cuneata em
diferentes épocas do ano e visualizaram que G. cuneata prevalece nas estacdes
guentes e secas, mais uma vez apresentando perfil adaptativo frente a condigbes
diversas. Ademais, a macroalga funciona como micro-habitat para refagio,
alimentacéo e reproducdo de mais de mil espécies de moluscos de pequeno porte
durante as variac@es climaticas, demonstrando sua importancia ecologica (QUEIROZ;
DIAS, 2014). Contudo, mesmo que G. cuneata apresente esse potente perfil
adaptativo frente a diversas condicbes ambientais, assim como uma rica Composi¢cao
estrutural, ela continua invisibilizada, possuindo informagdes limitantes acerca de suas
propriedades bioldgicas.

Na atual conjuntura, as macroalgas de Gracilaria sp. e seus PSs possuem
grande renome no campo das ciéncias biomédicas e da farmacologia (LOMARTIRE;
GONCALVES, 2023). Entretanto, apesar das evidéncias sobre os efeitos positivos e
do baixo indicio de toxicidade relacionadas aos PSs do género Gracilaria, estudos
acerca da toxicidade pré-clinica do polissacarideo sulfatado extraido da alga G.

cuneata (PS-Gc), assim como suas atividades terapéuticas ainda sdo escassos na
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literatura. Logo, é evidente a importancia da avaliacdo da toxicidade aguda do PS-Gc
para dar continuidade nos estudos que visem explorar as propriedades biolégicas
inerentes ao género Gracilaria e contribuir positivamente no campo das ciéncias

biomédicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a toxicidade aguda do polissacarideo sulfatado extraido da alga marinha
Gracilaria cuneata (PS-Gc) em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o peso corporal (g) e o comportamento geral dos animais — screening
hipocratico nos animais tratados com o PS-Gg;

e Analisar macroscopicamente os 6rgdos de animais submetidos ao tratamento
agudo com o PS-Gc;

e Determinar os niveis de marcadores bioquimicos de fungdo renal e hepatica
dos animais submetidos ao tratamento agudo com o PS-Gg;

e Investigar as alteracBes histologicas dos 6rgdos de animais submetidos ao
tratamento agudo com o PS-Gc.
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4 METODOLOGIA

4.1 EXTRACAO DO POLISSACARIDEO DE GRACILARIA CUNEATA

Espécimes da alga vermelha G. cuneata foram coletados na Praia da Flexeiras
(3°13’11.0’S 39°16’21.5”W), Trairi-Ceara, costa atlantica do nordeste do Brasil. Apos
a coleta, as algas foram limpas, lavadas com agua destilada e armazenadas a -20°C.
Para a extracdo dos polissacarideos, 5 g de tecido seco de G. cuneata foram moidos
até formar um po fino e agitados por 2 horas em agua destilada (1,5% p/v) a 100°C.
Apos filtracdo e concentracao da solugéo, os polissacarideos foram precipitados com
etanol (1:3 v/v) e o precipitado foi lavado com acetona e seco sob ar quente. A fracéo
polissacaridica foi redissolvida em agua destilada (1,5% p/v) e o processo de
precipitacdo, lavagem e secagem foi repetido, conforme descrito anteriormente
(CHAVES et al., 2013).

4.2 ANIMAIS

Camundongos Balb/c fémeas (25-30 g; 8 semanas de idade) foram obtidos do
Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFPE, campus Recife-PE.
Os camundongos foram mantidos em sala apropriada com temperatura controlada
(22°C + 2°C), em ciclo de claro/escuro de 12 horas, com livre acesso a racédo e agua.
O protocolo experimental foi realizado através das normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e com aprovacao prévia do Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da UFPE (Protocolo No. 38/2021).

4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos de forma randomizada em 2 grupos (n=3), seguindo
as diretrizes presentes no guia da Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econémico (OCDE) (OECD/OCDE, 2001). No grupo tratado, foi
administrado o polissacarideo sulfatado extraido da alga G. cuneata (2000 mg/kg,
v.0.), enquanto o grupo controle recebeu apenas solucéo salina. A administracao das

substéancias foi realizada uma Unica vez (dia 1), e os animais foram monitorados por
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14 dias, para registro do peso corporal e avaliacdo do comportamento geral (screening
hipocratico). Apoés a eutanasia, o sangue foi coletado para realizacdo de analises
bioguimicas e os 6rgados coragdo, baco, rins, figado e pulmdes foram retirados,

fotografados, pesados e coletados para andlise histolégica (Figura 5).

Figura 6. Protocolo experimental de toxicidade aguda do PS-Gc.
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Fonte: Autor (2024). Os animais receberam PS-Gc (2000 mg/kg, v.0.) e, ap6s 14 dias, o sangue foi
coletado para analises bioquimicas, os 6rgaos foram removidos, fotografados e pesados. Além disso,
amostras foram coletadas para andlise histoldgica. Created in BioRender.com.

4.4 AVALIACAO COMPORTAMENTAL GERAL — SCREENING HIPOCRATICO

Na avaliagdo comportamental geral, foi utilizado o modelo de screening
hipocratico acima citado (MALONE; ROBICHAUD, 1962). A partir disso, o peso
corporal dos animais (g), bem como a avaliacdo do comportamento geral, foi
registrado no 1° e 14° dia do protocolo. Nesse periodo, os parametros avaliados foram
a atividade motora, irritabilidade, resposta ao toque, contor¢cdo, endireitamento,
cianose, tbnus corporal, forca de agarrar, ataxia, reflexo corneal, tremores,
convulsdes, cauda de Straub, hipnose, anestesia, lacrimagdo, ptose, micgao,

defecacdo, piloerecao, respiracao, frémito vocal e nimero de mortalidade.

4.5 ANALISE MACROSCOPICA E PESO RELATIVO DOS ORGAOS

Apés a eutanésia, coragdo, baco, rins, figado e pulmdes de cada animal foram

removidos, fotografados, pesados e avaliados macroscopicamente por dois
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avaliadores sem conhecimento dos grupos. A obtencdo do peso relativo de cada

orgao foi determinada pela seguinte formula:

peso real do 6rgao (g)

Peso relativo (g) = ( ) X 25

peso corporal do animal (g)

Os resultados foram expressos em gramas por 25 gramas de peso corporal
(9/259).

4.6 ANALISES BIOQUIMICAS

No final do protocolo, os animais foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg)
+ xilazina (8 mg/kg) por via intraperitoneal e o sangue foi coletado por puncéo cardiaca
e adicionados em tubos contendo EDTA para a avaliacdo bioquimica. O sangue
centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos foi utilizado para avaliagdo dos niveis de
glicose, wureia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST) ou alanina
aminotransferase (ALT), albumina e proteinas totais. Essas analises foram realizadas
de forma manual conforme o protocolo estabelecido pelo fabricante dos testes

(Labtest, Sdo Paulo, Brasil).
4.7 ANALISE HISTOLOGICA

Apos a remocéo, os 6rgdos foram fixados em formaldeido a 10% por 24h e
posteriormente seréo transferidos para o alcool a 70%. O material foi submetido a um
processador automatico de tecidos e incluido na parafina. Os blocos de parafina foram
seccionados em 4 ym de espessura e colocados em laminas histoldégicas para
coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E) para andlise qualitativa dos fragmentos.
As laminas foram analisadas por um avaliador sem conhecimento prévio dos grupos

experimentais por microscopia optica (aumento 400X).

4.8 ANALISES ESTATISTICAS
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Os dados foram apresentados como a média * erro padrdo da média (EPM).
Os testes estatisticos foram realizados no software Graphpad Prism (verséo 5.0). A
significancia estatistica das diferencas entre os grupos foi determinada através do
teste t de Student. As diferencas estatisticas sdo apenas consideradas significativas

quando p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A presente avaliagao de toxicidade aguda demonstrou seguranca terapéutica
do polissacarideo sulfatado de Gracilaria cuneata (PS-Gc) na dose oral de 2000
mg/kg em camundongos. Os resultados demonstraram que o PS-Gc nédo apresentou
diferenca estatistica no ganho de peso dos animais tratados quando comparados ao
grupo controle. Além disso, o comportamento geral dos animais, bem como seus
parametros fisioldgicos vitais, fora preservado (Tabela 4). Ademais, a auséncia de
lesbes na arquitetura macroscéopica dos principais 0rgaos envolvidos no
metabolismo de compostos indica a seguranca terapéutica do PS-Gc, assim como a
auséncia de alteracbes microscépicas na avaliacdo histopatolégica destes 6rgaos
reforcam essa hipotese. Por conseguinte, o resultado das andlises bioquimicas
corrobora com esses achados ao visualizar a preservacao dos principais marcadores
de funcéo, os quais foram dosados no ultimo dia do protocolo experimental,
sugerindo que a administracdo oral do PS-Gc € livre de efeitos toxicoldgicos iniciais.

A avaliacéo da toxicidade aguda de um novo composto € o0 primeiro passo para
garantir a seguranca e eficacia de substancias com potencial farmacolégico e
terapéutico, tendo em vista que as analises de toxicidade pré-clinica visam antecipar
0s riscos e reduzir a probabilidade de um novo farmaco interferir no metabolismo
celular e ocasionar maleficios a saude (SILVA et al., 2021). Assim, a metodologia
abordada no guia 423 da OECD/OCDE tem como objetivo avaliar a toxicidade oral
aguda da substancia, sendo utilizado para determinar a dose letal mediana (LD50) e
classifica-la de acordo com a auséncia ou presenca de toxicidade. Além disso, foi
desenvolvida para alinhar-se com os principios éticos de bem-estar animal,
reduzindo o numero de animais (n=3) quando comparado aos métodos tradicionais.
No geral, o método baseia em administrar uma dose fixa e pré-definida do composto
teste em roedores do mesmo sexo. A dose inicial precisa ser aquela mais provavel
de causar mortalidade nos animais testados, sendo aqui utilizada a dose de 2000
mg/kg do PS-Gc. A partir disso, os animais sao monitorados por 14 dias para
avaliagcdo dos principais critérios toxicologicos, 0s quais sdo comportamento
anormal, perda de peso e mortalidade, permitindo uma avaliacdo rapida, eficaz e
reprodutivel da toxicidade (DENNY, 2024).

Dessa forma, o presente estudo demonstrou que o PS-Gc nao interferiu no
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ganho de peso/massa corporal dos animais. Apos os 14 dias experimentais, 0 grupo
tratado com PS-Gc apresentou um ganho de massa corporal médio de 9,1%,
enquanto o ganho médio do grupo controle foi de 9,3%, ndo apresentando diferenca
significativa entre os grupos (Figura 6). A preservacdo deste parametro é de suma
importancia, considerando que a diminuicdo no consumo de alimentos e diminuicéo
do peso corporal sdo observados em roedores ap0s administracéo experimental de

polissacarideos com potencial toxico (YIRMIYA, 1996).

Figura 7. Variag@o do peso corporal de animais tratados com PS-Gc.
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Fonte: Autor (2024). O peso dos animais foi avaliado nos dias 1 e 14 do protocolo experimental. Os
resultados estdo expressos como a média + EPM.

Além disso, foi demonstrado que mudancas significativas no peso causam
padrées de comportamentos alterados em camundongos, resultando, por exemplo,
em letargia e diminui¢cdo dos niveis de atividade social e memoria (BRAGA et al., 2021,
MORT et al., 2023). Dessa forma, a preservacao desse parametro, indica que o PS-
Gc néo interfere no desenvolvimento normal dos animais, permitindo assim que eles
permanecam ativos e engajados em seu ambiente.

Nesse contexto, a avaliacdo do comportamento geral demonstrou resultados
promissores e complementares, tendo em vista que o PS-Gc n&o alterou a atividade
motora, frequéncia respiratoria e ndo causou mortalidade nos camundongos tratados

com a dose oral de 2000 mg/kg. Os parametros comportamentais avaliados a partir
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do modelo de Screening Hipocratico, assim como seus resultados, estdo resumidos

na Tabela 4.
Tabela 4. Screening hipocratico de animais tratados com PS-Gc.
Parametros Controle PS-Gc

Atividade motora

Irritabilidade E E
Resposta ao toque N N
Aperto de cauda N N
Contorcao N. E N. E
Endireitamento N N
Cianose N.E N.E
Toénus corporal N N
Forca de agarrar N N
Ataxia N.E N.E
Reflexo corneal N N
Tremores N.E N.E
Convulsdes N.E N.E
Cauda de Straub N.E N.E
Hipnose N.E N.E
Anestesia N.E N.E
Lacrimacao N.E N.E
Ptose N.E N.E
Micgéo N N
Defecacéao N N
Piloerecao E E
Respiracao N N
N° de mortes 0 0

Legenda: Normal, N; Encontrado, E; Ndo Encontrado, NE.

Fonte: Autor (2024).

O grupo tratado com PS-Gc ndo demonstrou sinais e sintomas de toxicidade

durante os 14 dias do protocolo experimental, apresentando comportamento
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semelhante aos animais do grupo controle. O PS-Gc nédo afetou a atividade geral e
estado de consciéncia dos animais, assim como nédo alterou a coordenacdo motora e
reflexos, preservando a resposta ao toque, reflexo corneal, endireitamento, forca de
agarrar, assim como também néo afetou funcdes fisioldgicas vitais, como a frequéncia
respiratoria. Assim, a preservacado desses parametros somado a auséncia de
mortalidade no periodo experimental sugere que a dose administrada do PS-Gc € livre
de efeitos toxicologicos agudos (KANJANAPOTHI, 2004).

Além disso, ndo foram visualizados sinais de sofrimento nos camundongos, 0s
guais demonstraram engajamento e interacdo com seu ambiente. De acordo com a
literatura, a auséncia desses sinais em ambos o0s grupos fora influenciada pelo curto
tempo de duracdo do protocolo e por utilizacdo de técnicas de manejo que visam 0
bem-estar animal, o qual € essencial para criar um ambiente de avaliacdo préximo ao
ideal, otimizando a anélise comportamental (MAHO et al., 1992; SQUAIR et al., 2023).
Nesse sentido, a triagem a partir do modelo de screening hipocrético € fundamental
para detectar atividades farmacoldgicas e toxicologicas de novos compostos, tendo
em vista que se baseia em monitorar o estado consciente, coordenac¢ao do sistema
locomotor, parametros do sistema nervoso central (SNC) e do sistema nervoso
autbnomo (SNA) dos animais (LUCIO et al., 2000) Dessa forma, a auséncia de sinais
e sintomas previstos apds administracdes de compostos potencialmente toxicos,
sugere seguranca terapéutica na administracao oral do PS-Gc (CARVALHO et al.,
2015).

Outro parametro toxicolégico avaliado foi o efeito do PS-Gc na arquitetura
macroscopica dos érgdos. O grupo tratado, quando comparado ao grupo controle, ndo
apresentou diferencas quanto a coloracdo e forma anatémica dos principais 6rgaos,
assim como ndo foram visualizadas lesbes em ambos os grupos (Figura 7). Isso
sugere que o PS-Gc nao induz efeitos nocivos em 6rgaos vitais, alinhando-se com
estudos anteriores sobre os perfis de seguranca de polissacarideos sulfatados
(KRISHNA et al., 2022), tendo em vista que alteracbes no tamanho e coloracdo em
orgaos estao relacionadas a intoxicacao grave (ABDELHEDI et al., 2024; ABAL et al.,
2019).

Corroborando com esses achados, foi observado que o grupo tratado com o
PS-Gc na dose de 2000 mg/kg n&o apresentou diferenca significativa no peso relativo

dos 6rgéos avaliados, comparado ao grupo controle (Figura 8). As variacdes no peso
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individual dos 6rgédos resultam a partir de injarias teciduais, o qual ocasiona 0 aumento
do tamanho do 6rgéo, por congestéo e edema, ou culmina na reducéo do tamanho do
orgao, por necrose e atrofia (ZHANG et al., 2020). Dessa forma, esses efeitos nocivos
séo explicados por diversos mecanismos de acdo subjacentes de compostos toxicos,
como alteracdes no metabolismo celular, respostas inflamatoérias e estresse oxidativo,
0S quais estao interconectados e podem impactar significativamente a funcéo e a
recuperacdo dos o6rgaos (CHAUDRY; BLAND, 2009; SIMON; SOUZA-SMITH,;
MOLINA, 2022).

Figura 8. Macroscopia dos érgéos de animais tratados com PS-Gc.
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Fonte: Autor (2024). A avaliagdo macroscoépica dos 6rgéos foi realizada no grupo controle (1A-5A) e no
grupo tratado com o PS-Gc (1B-5B).

A andlise do peso relativo serve como um indicador sensivel de danos
causados nos 0rgaos, sendo critério essencial a investigagdo de um novo composto
(LIQUORI et al., 2007; TAMURA, 2018). Dessa forma, a partir de medi¢des precisas,
essa equacao fornece informacdes valiosas sobre a seguranca e eficacia dos PSs
(SCHAFER, 2007; SELLERS et al., 2007). Além disso, a preservacédo do peso relativo
dos 6rgédos sugere que a integridade estrutural e funcional desses oOrgaos fora
invulnerada, pois implica que os PSs néo interferem nos processos fisiologicos
normais no organismo. Sendo assim, esse achado se alinha a padrbes de seguranca
de polissacarideos sulfatados e sugere que o PS-Gc nao induz estresse ou danos
teciduais nos orgaos analisados (WANG et al., 2020; XU et al., 2022).

Figura 9. Peso relativo dos 6rgéos de animais tratados com PS-Gc.
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Fonte: Autor (2024). O peso relativo dos 6rgaos foi calculado em gramas por 25 gramas de peso
corporal (g/25g). Os resultados sao expressos como a média £ EPM (n=3).

Ademais, foram dosados marcadores bioquimicos com a finalidade de
investigar se o PS-Gc possui efeitos prejudiciais no perfil glicémico e no figado e nos
rins, os principais 6rgdos envolvidos na metabolizacdo e excrecdo de compostos
(CHOTHE et al., 2023; OBACH; ISOHERRANEN, 2022). Essa investigacao fornece
informacBes mais assertivas e precisas sobre a complexa interacdo entre a
farmacocinética e potencial toxicidade do composto testado (SODRE; COSTA; LIMA,
2007; TAMBER et al.,, 2023). Nesse sentido, foi visualizado que o PS-Gc néo
apresentou diferenca significativa na dosagem de glicose sérica assim como dos
biomarcadores de funcdo renal e hepatica, quando comparados ao grupo controle,
permanecendo em niveis fisiologicos (Tabela 5).

A glicose é um marcador importante na avaliacdo do estado metabolico e
toxicidade aguda no organismo dos camundongos, pois niveis anormais de glicose
podem indicar efeito toxico em 6rgdos essenciais para regulagdo da glicemia, como
figado e péncreas (ESHETU, 2016; LEVINE et al., 1980). Nesse sentido, os niveis
séricos de glicose dos camundongos tratados com PS-Gc nao apresentaram diferenca
significativa, quando comparados ao grupo controle, sugerindo que o PS-Gc nao

afetou a glicemia.
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Por sua vez, os biomarcadores de funcao renal, dosados na urina e/ou soro,
sao cada vez mais utilizados com a finalidade de estimar a gravidade e a natureza da
lesdo renal (HUIDOBRO; TAGLE; GUZMAN, 2018). Nesse contexto, injurias renais
comumente sdo induzidos por mecanismos lesivos de agentes tdxicos e resultam em
leséo renal aguda (LRA), uma sindrome caracterizada pela perda da funcéo excretora
do rim, no qual geralmente resulta em elevacdes nos niveis séricos de ureia e
creatinina acima do limite esperado desses biomarcadores (TABOSA et al.,
2020;KRSTIC et al., 2016). Assim, o presente estudo demonstrou que a administracao
em dose oral do PS-Gc ndo apresentou diferenca significativa nos niveis séricos de
creatinina e ureia, quando comparados aos niveis dos marcadores no grupo controle.
A ureia e a creatinina sdo biomarcadores de escolha para avaliar a funcao renal e
seus niveis séricos refletem de forma precisa a taxa de filtracdo glomerular (TFG),
auxiliando na deteccdo de injurias renais, especialmente na lesdo renal aguda
induzida por toxicidade (LALLA; PATHAN; JAWADE, 2020; SANKEERTHI et al.,
2022). Dessa forma, esses resultados sinalizam que o PS-Gc n&o causou danos a
nivel renal, tendo em vista que os niveis séricos de ureia e creatinina permaneceram
em doses homeostéticas (Tabela 5) e ndo houve algum indicio de reducao na funcao
excretora (Tabela 4) durante o periodo experimental, como observados apos
administracdo de compostos nocivos (BELLOMO; KELLUM; RONCO, 2012).

Ademais, o figado € uma 6rgdo complexo e responsavel por diversas funcoes,
como metabolismo de macronutrientes, farmacos e compostos diversos, sintese de
proteinas e de enzimas digestivas (TREFTS; GANNON; WASSERMAN,
2017;MAHMOOD; HACKL, 2024). A avaliacdo da funcdo hepatica normalmente
ocorre por dosagem bioquimicas de biomarcadores hepaticos, como a albumina,
alanina amino transferase (ALT), aspartato amino transferase (AST) e fosfatase
alcalina (ALP) (ILUZ-FREUNDLICH et al., 2020). A partir disso, foi demonstrado que
0s animais tratados com PS-Gc ndo apresentaram diferencas significativas nos
marcadores de funcdo hepatica, quando comparados ao grupo controle. Os niveis
séricos dos principais marcadores da funcédo hepatica de ambos os grupos estédo
apresentados na Tabela 5. Dessa forma, a manutencdo dos niveis normais dos
marcadores hepaticos sugere a auséncia de lesbes agudas e afasta indicios de

toxicidade do PS-Gc, levando em consideracdo que a metabolizacdo de compostos
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toxicos nos hepatdcitos culmina em elevacbes nas transaminases, diminuicdo na

sintese de albumina e alteracdes na arquitetura hepatocelular (Ribeiro et al., 2019).

Tabela 5. Marcadores bioguimicos de funcéo renal e hepatica de animais tratados com o PS-Gc.

Parametro Controle PS-Gc (2000 mg/kQ)
Albumina (g/dL) 2.37+0.11 2.35+0.19

Glicose (mg/dL) 109.3 £ 14.21 140.2 £ 16.95

ALT (U/L) 42.48 + 3.60 43.66 £ 1.55

AST (U/L) 83.34 £ 4.04 85.52 +1.49
Fosfatase Alcalina (U/L) 50.42 +7.24 49.73 £ 3.11

Ureia (mg/dL) 69.95 + 3.12 51.09+1.10
Creatinina (mg/dL) 0.30 £ 0.008 0.29 £ 0.012

Legenda: Valores estao expressos como média + EPM.
Fonte: Autor (2024).

Ainda, foi evidenciado que o PS-Gc nao causou alteracdes histopatolégicas nos
orgdos dos animais submetidos ao tratamento agudo, mantendo os padrdes
histoldgicos visualizados no grupo controle (Figura 9). De acordo com os fundamentos
basicos da toxicologia, apds a absor¢cado do composto nocivo, ele passa por mais trés
etapas, as quais sdo distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo, sendo essas duas
Gltimas etapas realizadas pelo figado e rins, respectivamente (MAXWELL, 2020).
Dessa forma, o efeito lesivo no 6rgédo-alvo vai depender de fatores como composicao
quimica do composto, tempo de exposicdo e dosagem (GUPTA, 2020; ORTEGA-
VALLBONA et al., 2024).

A metabolizacdo de compostos nos hepatdcitos envolve um processo
orquestrado por enzimas presentes no figado, principalmente as do citocromo P450.
Assim, quando o composto chega no tecido hepatico, ele pode ser biotransformado
por oxidacdo, reducdo, hidrolise, hidratacdo, conjugagdo e condensacdo, com a
finalidade de facilitar sua excrecao (KING, 2022; MAHAJAN; PALKAr; PINGILI, 2024;
WANG et al., 2022). No contexto de metabolizag&o de xenobidticos, os efeitos toxicos
ocorrem principalmente quando a perturbacdo bioquimica induzida excede a
capacidade de biotransformacédo e reparo tecidual hepatico (CHEN, 2024), o que
culmina na necrose e inflamacdo local (TANG, 2007). No presente estudo, foi

visualizado que a amostra histologica do figado dos animais tratados com PS-Gc
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mostrou células hepaticas normais com relacdo nucleo/citoplasma mantida, auséncia
de infiltrado inflamatério e vasos sanguineos preservados, exibindo padrdes

semelhantes aos de animais controle (Figura 9).

Figura 10. Fotomicrografia dos 6rgéos de animais tratados com PS-Gc.
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Fonte: Autor (2024). A avaliagdo histolégica dos 6rgédos foi realizada no grupo controle (1A-5A) e no
grupo tratado com o PS-Gc (1B-5B).

Por sua vez, os rins sdo fundamentais na homeostase porque, além de produzir
hormdénios como a eritropoetina e participar na ativacdo da vitamina D, funcionam
como a principal porta de saida de metabolitos téxicos advindos do figado
(FORTNUM, 2024; MINERS et al., 2017). Nessa perspectiva, a disfuncdo renal esta
associada com diversos quadros clinicos patoldgicos devido a perfis farmacocinéticos
distintos e a menor excre¢ao de substancias, em comparacao a pacientes com funcao
renal integra (ARAKAWA; KATO, 2023). Além disso, os nefros sdo altamente
sensiveis a exposi¢cdo de compostos toxicos, os quais podem culminar em danos
diretos as células epiteliais que revestem a unidade funcional do 6rgao, resultando em
morte celular, inflamacéo e fibrose (SANDS; VERLANDER, 2018). Dessa forma, a
administracéo do PS-Gc na dose de 2000 mg/kg demonstrou resultados promissores
ao manter a integridade estrutural dos glomérulos e por ndo apresentar alteracdes
patoldgicas nas células renais, como presenca de degeneragao e necrose tubular ou
hemorragia, insinuando mais uma vez que o PS-Gc ndo apresentou danos a nivel
microscopico (TRAN; TRAN, 2021).

Ainda, a toxicidade aguda pode impactar significativamente a arquitetura
pulmonar e cardiaca, levando a varias alteracdes patoldgicas. A literatura evidencia
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gue a exposicao a substancias toxicas resulta em graves danos a esses 0rgaos, como
foi demonstrado que a exposicdo aguda e subaguda a xenobidticos ocasionou
alteracdes histopatoldgicas no tecido cardiaco de roedores, como degeneracao das
fibras miocardicas, necrose miocardica e hidropisia intersticial (WANG et al., 2019).
Enquanto os efeitos no sistema respiratorio consistem em congestdo pulmonar,
hemorragia e infiltracdo de células inflamatorias no intersticio e alvéolos (DEAN et al.,
1987; MOUSA et al., 2021). Nesse ponto de vista, foi demonstrado que o PS-Gc
preservou a arquitetura do sistema cardiorespiratorio ao evidenciar células cardiacas
normais, auséncia de necrose, hemorragia e alvéolos pulmonares integros. Da
mesma maneira, 0 PS-Gc ndo afetou a arquitetura esplénica dos camundongos, onde
as ceélulas do baco mantiveram morfologia semelhante as do grupo controle.
Evidencia-se, portanto, que o PS-Gc ndo apresentou indicios de toxicidade nos 6rgéos
dos animais.

Em sintese, a presente analise toxicologica do PS-Gc demonstrou que a
macromolécula ndo apresenta indicios de toxicidade oral aguda em camundongos.
Assim, é de suma importancia a investigacao mais aprofundada do PS-Gc em outros
modelos toxicoldgicos, como o subagudo, subcrénico e crénico. Deste modo, a OCDE
disponibiliza os guias 407, 408 e 452, respectivamente, onde fornece os métodos para
a realizacdo dos estudos de toxicidade a longo prazo, com a finalidade de fortalecer a
seguranca terapéutica de novos compostos. Por fim, os resultados aqui apresentados
servem como suporte e contribuicdo para futuras investigacdes acerca da toxicidade

e potencial terapéutico do polissacarideo sulfatado de G. cuneata.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o polissacarideo sulfatado extraido da alga
marinha de G. cuneata ndo demonstrou indicios de toxicidade aguda em
camundongos na dose oral de 2000 mg/kg, sugerindo seguranca terapéutica (Figura
10). Os resultados obtidos a partir da variacdo de peso corporal e da avaliacdo
comportamental revelaram que o PS-Gc néo interferiu no ganho de massa, nos
padrbes comportamentais normais e em parametros fisiolégicos dos camundongos.
Ademais, a analise macroscépica demonstrou que o PS-Gc ndo causou alteracfes na
morfologia e no peso relativo dos 6rgdos dos animais. Por fim, o PS-Gc néo causou
lesbes histoldgicas agudas nos principais 6rgaos, parametro confirmado a partir dos
principais marcadores bioquimicos e dos resultados da andlise histopatoldgica.
Embora os resultados sejam promissores, é essencial considerar que 0s possiveis
efeitos e mecanismos de acéo a longo prazo do PS-Gc no metabolismo e na saude
geral nos camundongos ainda precisam ser totalmente elucidados. Portanto, o
presente estudo contribuiu para demonstrar a seguranca terapéutica aguda do PS-Gc
e contribuira para a sua implementacdo em modelos murinos experimentais, a fim de

explorar potenciais aplicacdes biomédicas.



Figura 11. Resumo ilustrativo da avaliacao toxicol6gica do PS-Gc
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ANEXOS

Anexo A - Protocolo de aprovacao do comité de ética

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias
Av Prof Neleon Chyves a/s
50670-420 / Recife - PE - Brasil
Fones: 2126 8842

1\ ceun@ufpe b

Recife, 29 de jutho de 2021
Oficio n°45/21

Da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Prof. Renan Oliveira Silva Damasceno
Centro de Biociéncias

Departamento de Fisiologia e Farmacologia
processo n“0038/2021

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacao da toxicidade aguda
e subcronica de polissacarideos sulfatados obtidos a partir de algas
marinhas.” registrado com o n°0038/2021 sob a responsabilidade da Prof.
Renan Oliveira Silva Damasceno envolve a producdo, manutengdo ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo CONSELHO
NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e fol
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de 27/07/2021

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacao 27/07/2021 a 31/12/2023
Espécie/linhagem/raca Camundongo isogénico
N° de animais 252 animais
Pesol/ldade 25 a 30g /12 meses 2
Sexo Femea (105) Macho (147)
Origem: Biotério de Criagao Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da UFPE
Destino: Biotério de Experimentacao Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da UFPE
Atenclosamente
— 1
/
5.

Prol. Sebastifio R. F. Silva
2 Prosidente CEUAIUFPE
SIAPE 2345631
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