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RESUMO: A disponibilidade de alimentos processados e ultra processados, aliados ao
sedentarismo, tém contribuido na prevaléncia ascendente de doengas crénicas e metabdlicas,
um importante problema de salude publica. Isto reforga a necessidade do retorno progressivo
a um sistema alimentar sustentavel, que além de oferecer beneficios a saude humana,
também possa ser capaz de atenuar impactos nocivos na area ambiental e social. Aeconomia
circular esta inserida na sustentabilidade, que incentiva a reinser¢céo de materiais no ciclo
produtivo, como por exemplo, os residuos solidos descartados dos cultivos vegetais, como
casca, folhas, flores e sementes. Recentemente, estudos tém constatado efeito bioldégico
valioso advindo da utilizagédo de residuos solidos, particularmente na terapéutica medicinal
alternativa, aplicado a saude humana. Esses efeitos terapéuticos tém sido relacionados a
sua composic¢éao fitoquimica, também conhecida como compostos bioativos, entretanto, por
ser considerado uma inovagéo terapéutica candidata a consentimento regulatério, exige
a necessidade imprescindivel da utilizagdo de modelos animais para avaliar a seguranca
e eficacia desses produtos, antes de serem testados em seres humanos. Frente a isto, o
objetivo do presente estudo foi de realizar uma ampla revisao da literatura, visando identificar
a atividade terapéutica de produtos naturais na saude humana, a partir de ensaios pré-
clinicos. Foram identificados vinte e cinco tipos distintos de produtos naturais, destes,
cerca de 15% na forma de 0Oleo; 65% como extrato, e 20% sob a apresentacdo de um
subproduto. Unanimemente, todos os produtos naturais foram avaliados a partir do modelo
animal Zebrafish. Dentre as atividades investigadas, constatou-se avaliacdo de toxicidade
(50%), cardiovasculares (4%), antioxidantes (20%), fertilidade (4%), anti-inflamatorio (4%),
radioprotetor (4%), anti-proliferativo (7%) e anti-melanogénico (7%). Diante desses achados,
€ possivel corroborar 0os conhecimentos ancestrais dos produtos naturais e confirmar, em
base molecular, sua atividade terapéutica, em modelos pré-clinicos que mimetizam condigbes
patologicas. E de forma adicional, que o modelo Zebrafish é util para o estudo fisiopatologico
de doencas, e para avaliagdo da seguranca dos produtos naturais, a partir de ensaio de
toxicidade. Entretanto, reforcamos que o desenvolvimento de um fitoterapico, requer rigor e
analises robustas, a partir de ensaios pré-clinicos, para que possam ser feitas conclusdées
assertivas, de forma a garantir a seguranca e eficacia dos fitoterapicos.
PALAVRAS-CHAVE: Zebrafish; Fitoterapia, Residuos Naturais

THERAPEUTIC REACTIVITY OF NATURAL PRODUCTS IN HUMAN HEALTH: A
REVIEW OF PRECLINICAL STUDIES

ABSTRACT: The availability of processed and ultra-processed foods, combined with a
sedentary lifestyle, has contributed to the rising prevalence of chronic and metabolic diseases,
an important public health problem. This reinforces the need for a progressive return to a
sustainable food system, which in addition to offering benefits to human health, can also be
capable of mitigating harmful impacts in the environmental and social areas. The circular
economy is part of sustainability, which encourages the reinsertion of materials into the
production cycle, such as solid waste discarded from vegetable crops, such as bark, leaves,
flowers and seeds. Recently, studies have found a valuable biological effect arising from the
use of solid waste, particularly in alternative medicinal therapy, applied to human health.
These therapeutic effects have been related to their phytochemical composition, also known
as bioactive compounds, however, as it is considered a therapeutic innovation candidate for
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regulatory consent, it requires the essential need to use animal models to evaluate the safety
and efficacy of these products, before be tested on humans. In view of this, the objective
of the present study was to carry out a broad review of the literature, aiming to identify the
therapeutic activity of natural products on human health, based on pre-clinical trials. Twenty-
five different types of natural products were identified, of which around 15% were in the form
of oil; 65% as an extract, and 20% as a by-product. Unanimously, all natural products were
evaluated from the Zebrafish animal model. Among the activities investigated, toxicity (50%),
cardiovascular (4%), antioxidants (20%), fertility (4%), anti-inflammatory (4%), radioprotective
(4%), anti- proliferative (7%) and anti-melanogenic (7%). Given these findings, it is possible
to corroborate the ancestral knowledge of natural products and confirm, on a molecular
basis, their therapeutic activity, in pre-clinical models that mimic pathological conditions. And
additionally, the Zebrafish model is useful for the pathophysiological study of diseases, and
for evaluating the safety of natural products, based on toxicity testing. However, we reinforce
that the development of a herbal medicine requires rigor and robust analysis, based on pre-
clinical trials, so that assertive conclusions can be made, in order to guarantee the safety and
effectiveness of herbal medicines.

KEYWORDS: Zebrafish; Phytotherapy, Natural Waste

INTRODUGAO

O cenério sindémico atual tem sido apontado como uma das consequéncias da
transicao epidemiol6gica e nutricional, caracterizada pela maior disponibilidade de alimentos
processados e ultraprocessados, e aliados ao sedentarismo, tem impactado na prevaléncia
ascendente de doencas crbénicas e metabdlicas, um problema de saude publica de grande
relevancia (SWINBURN et al., 2019). Este contexto social incentiva e apoia o retorno
as praticas alimentares saudaveis, mediante dietas que priorizam os alimentos naturais
(mediterrédnea, paleolitica, Dietary Approach to Stop Hypertension - DASH, vegetariana)
(HALL et al., 2018; SWINBURN et al., 2019).

Essas propostas também priorizam os principios da sustentabilidade, os quais
satisfazem as necessidades alimentares de forma inclusiva, justa e respeitosa com o
meio ambiente (WILLETT et al., 2019). Para tanto, atributos da economia circular sdo
empregados, propondo-se a reinserir residuos sélidos agroindustriais (casca, semente,
sarcotesta, folha e caule) no ciclo produtivo, objetivando a reducao do descarte inadequado
no meio ambiente, e com isto, atenuando os impactos ambientais nocivos (WAINAINA et
al., 2020; MANDPE et al., 2023).

Além de minimizar os desfechos adversos ao meio ambiente, estudos tém constatado
efeitos biolégicos valiosos advindos da utilizagdo de residuos sélidos, particularmente
sobre a terapéutica humana (PRGOMET et al., 2017; CHANG et al., 2019; BUTNARIU et
al., 2022). Este efeito terapéutico tem sido relacionado aos constituintes quimicos bioativos
presentes, isto €, metabdlitos secundarios biossintetizados nas plantas em resposta a
agressores e/ou estressores (quimico, fisico ou biolégico), como mecanismo de defesa
(MANACH et al., 2004).
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Para a obtengcdo dos compostos, métodos de extracdo adequados devem ser
considerados, com a utilizacdo de técnicas econdmicas, rapidas, e que priorizam a
sustentabilidade (maceragéo, infusdo, extragdo por ultrassom, Soxhlet e/ou fluido
supercritico) (XAVIER et al., 2022; SANTOS et al., 2022; MATSUI et al., 2010; ISHIHATA
et al., 2016). Algumas dessas técnicas de extracdo utilizam solventes, e apesar de suas
metodologias adotarem a evaporacdo dos solventes, em sua etapa final, os extratos
secos podem ainda possuir resquicios de solventes, ou ainda, apresentar dificuldade de
solubilizagdo e/ou administracdo. Nesse contexto, diferentes formula¢cdes podem melhorar
a biodisponibilidade desses extratos, e garantir seguranca, quanto a auséncia de solventes
(PEREZ-PALACIOS et al., 2022).

O passo a seguir remete a necessidade imprescindivel da utilizacdo de modelos
animais (pré-clinicos), para avaliar a seguranca e eficacia dos produtos naturais, antes de
serem testados em seres humanos. Ha um forte incentivo em se encontrar modelos animais
que visem a substituicao, refinamento ou reducédo (3R) do uso de animais em atividades
de pesquisa. Dentre os modelos vigentes, o Zebrafish (Danio rerio ou paulistinha) além de
atender aos critérios 3R, possui genes homélogos aos seres humanos em aproximadamente
70%, bem como 84% dos genes que causam doengas em humanos apresentam ortélogos
em zebrafish (HOWE et al., 2013). Adicionalmente apresenta facilidade de manejo, baixo
custo, alta fecundidade, embrides transparentes (o que otimiza a observacao dos desfechos
adversos em curto prazo), e um desenvolvimento relativamente rapido (LANTZ et al., 2015).
Frente a isto, o objetivo do presente estudo foi de realizar uma reviséo da literatura, visando
identificar a atividade terapéutica de produtos naturais consolidados na satde humana, a

partir de ensaios pré-clinicos.

PRODUTOS NATURAIS

O estresse oxidativo e a inflamagéo exercem, indubitavelmente, um papel crucial na
fisiopatogénese de inumeras doencas, incluindo as crbnicas e metabdlicas. Diante disto,
houve um interesse crescente por estratégias terapéuticas que possuissem atividades
antioxidantes e anti-inflamatoérias, como os produtos naturais, fontes de compostos
bioativos que se destacam por atuarem atenuando marcadores séricos do estresse
oxidativo [espécies reativas de oxigénio (EROs); produtos finais de glicagdo avancada
(AGEs); malonaldeido (MDA); 8-hidroxi-desoxiguanosina (8-OHdG); entre outros), além
de citocinas pro-inflamatorias [Interleucina-6 (IL-6) e -1b (IL-1b); fator de necrose tumoral
alpha (TNF-a); proteina C reativa (PCR); haptoglobina], e adipocinas (leptina e resistina)
(MANACH et al., 2004). Frente a isto, este topico se concentrar4 em apresentar alguns dos
produtos naturais que possuem atividades terapéuticas comprovadas, a partir de ensaios

pré-clinicos.
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Sterculia striata

A arvore Sterculia striata, tem sido reconhecida por seus exsudatos ricos em
polissacarideos, que apresentam alta viscosidade e propriedades gelificantes. A goma
extraida da arvore Sterculia striata é caracterizada por um heteropolimero composto por
cadeias parcialmente acetiladas com altas concentragcdes de acido urbnico, galactose,
ramnose e xilose (SILVA et al., 2021; FREITAS et al., 2020). O carater polianiénico deste
polissacarideo resulta da presenga de grupos urOnicos, que como no alginato, podem
gelificar na presencga de cations multivalentes, como o cloreto de célcio (FREITAS et al.,
2020).

Além disto, outro importante subproduto advindo da Sterculia striata sdo suas
nozes, utilizadas para consumo humano na forma seca ou torrada, consideradas fonte
de proteinas, fibras, minerais, e acidos graxos monoinsaturados (MUFA). Estudo do perfil
quimico das nozes, cascas e pelicula de Sterculia striata identificou que os principais
compostos fendlicos sédo os acidos elagico, ferulico, protocatecuico e metoxifenilacético,
dos quais advém sua atividade antioxidante e anti-inflamatoria na saude humana (BRITTO,
2019). Além destes, é possivel encontrar outros flavondides, alcalbides, fitoesterdides e
lupeol, que apresentam atividades potenciais biolégicas na prevencdo e tratamento de
doengas (DEGASPARI, et al. 2014).

Momordica cochinchinensis

A Momordica cochinchinensis, natural do sudeste da Asia, & uma trepadeira,
descoberta ha cerca de 200 anos, com cor laranja-avermelhada. Os carotenoides séo os
responsaveis por essa caracteristica, que além de estética, detém atividades biolbgicas
baseadas em licopeno e b-caroteno. Ademais, a partir da extracdo quimica de sua
semente, € possivel obter mais compostos, incluindo principalmente os &cidos graxos e
saponinas (PLYDUANG, et al. 2022). Os carotenoides atuam principalmente no sistema de
defesa como antioxidantes, nas fungdes do sistema cardiovascular, e juntamente com as
saponinas, depuradores sanguineos (KAISER, et al. 2010).

Isoflavonas da Soja

De origem ancestral, chinesa, atualmente é um dos grédos mais exportados por todo
mundo, tendo sofrido diversos processos de melhoramento genético (PRIOLLI, et al, 2004).
Ela € uma das leguminosas mais nutritivas, e que apresenta as maiores concentragdes
de fendis, no reino vegetal. Além disso, a daidzeina e a genisteina sdo suas principais
isoflavonas, que podem ser encontradas tanto na soja, como em seus derivados (PRIOLLI,
et al, 2004). As isoflavonas da soja pertencem ao grupo dos esterdides, e apresentam
efeitos antioxidantes (DETTENBORN, 2009).
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A literatura indica também, que suas isoflavonas possuem efeitos similares ao
estrbgeno, com afinidade aos receptores de estrogénio, contudo mais estudos séo
necessarios a fim de padronizar suas concentra¢des seguras e eficazes (ESTEVES, et al.
2001).

Moringa oleifera

A Moringa oleifera é uma planta nativa da india, e amplamente cultivada nas regides
tropicais e subtropicais no mundo. Contudo, seu cultivo &€ exponencial, visto que é uma
espécie perene, e de facil adaptacédo aos solos e ao clima. Ademais, diversas partes da
Moringa, séo utilizadas para potencializar a nutricdo alimentar tanto dos seres humanos,
quanto de animais (LISITA, et al. 2018).

Em paises em desenvolvimento, a lectina sollvel € extraida a partir de sua semente,
sendo utilizada como floculante, um coagulante natural para tratamento de 4gua e efluentes,
de forma a diminuir as concentragbes de metais e toxicidade. Estudos apontam que, por
sua capacidade de hemaglutinagéo, a lectina promove atividade larvicida e ovicida, com
potencial efeito no combate de mosquitos vetores de doencgas (LUZ, et al. 2015).

Cabaca Amarga (M. charantia)

A Momordica charantia, conhecida como Cabaga amarga, é predominantemente
cultivada na Asia. Amplamente utilizada na culinaria asiatica, considerada uma tradigéo milenar,
apresentando diversos beneficios a saude (KHAN, et al. 2019). Vale ressaltar que a Momordica
charantia possui atividade antidiabética, esta atividade tem sido atribuida principalmente as
suas sementes, devido a presenca de ciclopentanediona, entretanto os mecanismos ainda sao
desconhecidos, mas acredita-se que este composto bioativo possua estrutura semelhantes a
insulina humana (KHAN et al., 2019). Além de atividade antidiabética, outras tém sido atribuidas
a Momordica charantia, como propriedades laxante, abortiva, antiparasitaria, anti-ictéria, anti-
infecciosa e anticancerigena (JIA, et al. 2017).

Pimenta-Do-Reino (Piper nigrum)

A pimenta-do-reino (Piper nigrum) é originaria das regides tropicais do sul da india.
No século XV, durante a era das Grandes Navegacoes, o comércio dessa especiaria foi um
fator-chave na expansao do império portugués e nas relagdes comerciais internacionais
(ASHOKKUMAR, et al. 2021; BALIGA, et al. 2010).

Atualmente, a pimenta-do-reino é cultivada em diversas regides tropicais ao redor
do mundo. O clima tropical Gmido é ideal para o seu cultivo, e paises como o Brasil, a india
e o Vietna sao proeminentes produtores; sua disseminagéo global destaca a importancia
econdmica e cultural dessa especiaria (CARSONO, et al. 2022; SALEH,i, et al. 2019).
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A piperina é o principal composto bioativo encontrado na pimenta-do-reino,
responsavel por sua caracteristica picante. Além disso, a pimenta contém outros
compostos quimicos como terpenos, flavonoides e alcaloides, que contribuem para suas
propriedades sensoriais, e possivelmente, para suas propriedades bioldgicas. A piperina,
em especial, tem despertado grande interesse devido as suas propriedades antioxidantes,
anti-inflamatérias, antimicrobianas e, até mesmo seus efeitos na absor¢éo de nutrientes
no organismo, aumentandp sua biodisponibilidade (ZAHIN, et al. 2021; UPAGHYAY, et al.
2013).

A pimenta-do-reino possui efeitos positivos na digestéo, estimulando a producgéo
de enzimas digestivas. Além disso, estudos sugerem que a piperina pode desempenhar
um papel na modulacédo de vias celulares associadas a processos como a apoptose, 0
que poderia ter implicacdes no tratamento de algumas condi¢cdes de saude. No entanto,
€ crucial realizar mais pesquisas para compreender os mecanismos de acdo desses
compostos (WANG, et al. 2022; BANG, et al. 2009).

Semente De Uva

As sementes de uva sdo amplamente distribuidas em regibes vinicolas, sendo
cultivadas principalmente em areas com climas temperados, como Franga, Espanha,
Itélia, Estados Unidos, Chile e Argentina (RIGACCI; STEFANI, 2014). A descoberta do
potencial terapéutico das sementes de uva remonta a estudos pioneiros que exploraram os
beneficios para a saude, como a conduzida por Gouere et al. (1963), que destacou que as
sementes de uva séo ricas em compostos bioativos, tornando-se uma fonte intrigante para
investigacdes mais aprofundadas.

Os estudos de Zhang et al. (2017) destacaram que a qualidade da semente de uva
pode variar, enfatizando a regido de origem como um fator influente na composi¢éo quimica
de seus compostos bioativos. As proantocianidinas, por exemplo, foram identificadas como
compostos bioativos predominantes, conferindo as sementes propriedades antioxidantes
excepcionais. Além disso, a presenca significativa de acidos fenélicos, como o acido galico,
contribui para as propriedades anti-inflamatérias (SALEHI et al. 2018; ZHANG et al. 2015).

Pesquisas subsequentes, como o estudo de Kaur et al. (2020), aprofundaram a
compreensao das atividades biologicas das sementes de uva. A evidéncia acumulada
sugere que essas sementes podem desempenhar um papel importante na promocéo da
saude cardiovascular, via reducdo do estresse oxidativo, regulacdo da pressao arterial
e melhoria da fung@o vascular. Além disso, propriedades anticancerigenas tém sido
associadas a presenga de compostos especificos, como resveratrol, revelando potenciais
beneficios na prevencéo de certos tipos de cancer (TYAGI et al. 2005; CASTILLA et al.
2006).
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Os possiveis mecanismos de acdo dos compostos bioativos das sementes de
uva tém sido objeto de intensa investigacdo. Estudos, como o realizado por Salehi et al.
(2019), apontam para a capacidade das proantocianidinas em modular vias inflamatorias e
antioxidantes, influenciando positivamente a expressao de genes relacionados a resposta
celular. Além disso, a ativagcdo de enzimas antioxidantes endégenas e a modulagéo de
moléculas sinalizadoras proé-inflamatorias destacam-se como possiveis mecanismos
subjacentes aos beneficios observados na saude (MIRANDA et al, 2021).

Jatropha curcas

A Jatropha curcas, uma planta perene pertencente a familia Euphorbiaceae, tem
sido objeto de crescente interesse devido as propriedades de seus 6leos fixos na produgcéo
de biodiesel. Estudos, como o realizado por Achten et al. (2008), foram fundamentais
para destacar a viabilidade da Jatropha curcas como uma cultura de energia sustentavel,
impulsionando seu cultivo em varias regides do mundo.

Pesquisas recentes, como as conduzidas por Divakara et al. (2020), tém identificado
0s principais compostos bioativos presentes na planta, incluindo alcalbéides, flavonoides
e terpenoides. Esses compostos tém despertado interesse devido as suas potenciais
propriedades medicinais e industriais.

Estudos sobre as atividades biolégicas da Jatropha curcas tém se concentrado em
suas propriedades medicinais e fitoterapicas. Investigagdes, como o trabalho de Khan et
al. (2016), tém evidenciado atividades antimicrobianas, anti-inflamatérias e antioxidantes
em extratos da planta. A presenca de compostos como a curcina e a falacina tem sido
associada a essas propriedades, indicando o potencial terapéutico da Jatropha curcas em
aplicacdes farmacéuticas e cosméticas.

Os possiveis mecanismos de agdo dos compostos bioativos da Jatropha curcas
tém sido objeto de investigacao para compreender os beneficios terapéuticos associados
a planta. Estudos, como o conduzido por Bakar et al. (2018), sugerem que os alcaloides
presentes na Jatropha curcas podem influenciar vias bioquimicas relacionadas a inflamacgéo
e arespostaimune. Além disso, a presenca de flavonoides tem sido associada a capacidade
antioxidante, fornecendo informag&o sobre os potenciais mecanismos de protecao celular

proporcionados pela planta.

Maerua subcordata

M. subcordata é uma planta de interesse botéanico e medicinal, pertence a familia
Capparaceae, tem sido tradicionalmente utilizada em varias comunidades devido as suas
propriedades medicinais que foram descobertas por comunidades indigenas (HEINE;
JAGER, 2014). Investigagbes iniciais, como aquelas conduzidas por Amenu (2014),
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lancaram luz sobre a importéancia cultural e terapéutica dessa planta em regides especificas,
incentivando pesquisas cientificas mais detalhadas sobre seus compostos bioativos e
atividades bioldgicas.

M. subcordata é predominantemente encontrada em regides tropicais e subtropicais
da Africa, onde desempenha um papel significativo nas praticas medicinais tradicionais
(SELETENG, et al. 2013). Estudos recentes, como os realizados por Nthia, Njagi e
Ngugi (2021), identificaram diversos compostos bioativos na planta, incluindo alcaloides,
flavonoides e terpenoides. Esses compostos sdo fundamentais para as propriedades
medicinais da planta e tém sido objeto de investigacbes sobre seus potenciais beneficios
a saude humana, destacando-se suas propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias.
Estudos como o de Oladunmoye et al. (2016) evidenciam a capacidade da planta
em inibir o crescimento de patdgenos, sugerindo seu potencial como fonte de agentes
antimicrobianos naturais. Estudos, como o conduzido por El-Tahir et al. (2006), propuseram
que os alcaloides presentes na planta podem interferir em vias bioquimicas associadas a

inflamacéo e a resposta imune.

Triplaris gardneriana Wedd

A Triplaris gardneriana Wedd, também conhecida como “pau-formiga” uma espécie
vegetal da familia Polygonaceae, € uma arvore nativa da América Latina, especialmente
encontrada em regides como Brasil, Coldmbia, Venezuela e México (MAGALHAES, 2019).
Estudos, como o realizado por Scalon et al. (2018), foram fundamentais para a compreensao
da importancia dessa espécie, destacando suas potenciais contribuicdes para a fitoterapia
e pesquisa farmacologica.

Pesquisas, como as conduzidas por Oliveira et al. (2015), tém identificado os
principais compostos bioativos presentes na planta. A espécie é conhecida por conter
alcaloides, flavonoides e terpenoides em suas diferentes partes, destacando-se como fonte
potencial de compostos com atividades farmacol6gicas diversas.

Estudos indicam que essas substancias podem ter potencial farmacolégico,
destacando-se por sua atividade antioxidante e anti-inflamatoria. Além disso, a presenca
de alcaloides sugere propriedades farmacoldgicas interessantes, com possivel impacto em
processos biologicos especificos (BARBOSA, 2014). Pesquisas, como as de Silva et al.
(2017), destacam propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes da planta.

Estudos indicam que a Triplaris gardneriana pode apresentar atividades biologicas
significativas, incluindo propriedades antibacterianas e antioxidantes. Os possiveis
mecanismos subjacentes podem estar envolvidos na interferéncia nos processos
oxidativos celulares e a inibicdo do crescimento bacteriano (SILVA, 2014). Pesquisas,
como as realizadas por Junior et al. (2016), sugerem que os alcaloides presentes na
planta podem desempenhar um papel na modulagdo de vias inflamatérias e na inibicdo
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de enzimas proé-inflamatérias. Além disso, os flavonoides tém sido associados a atividade
antioxidante, fornecendo informacdes sobre os possiveis mecanismos de protecéo celular

proporcionados pela planta.

Quinoa Vermelha, Preta E Branca

Os primeiros relatos sobre a quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) indica que ela
foi encontrada em sitios arqueologicos dos povos Incas nas regides de Calama, Tarapaca
e Arica no Chile (SANCHEZ et al., 2001). A quinoa era denominada de “mae de todos os
gréos” devido a sua importancia ndo apenas nutricional, mas também por ser considerada
sagrada e fundamental para a sobrevivéncia (GONZALEZ, et al., 2015). No século XVI,
com a chegada dos conquistadores liderados por Francisco Pizarro, houve uma represséao
da cultura inca, resultando na destruicdo dos campos de quinoa e na imposi¢ao do cultivo
de trigo, desencadeando o declinio da producéo de quinoa até o século XX (BAZILE, et al.,
2015; ALANDIA et al., 2020).

Existe uma grande variedade de quinoa, como a vermelha, preta e branca, cada
uma apresentando caracteristicas Unicas e partilhando da presenca de fitoquimicos e
compostos bioativos responsaveis pelas suas propriedades nutricionais e beneficios a
saude (VEGA-GALVEZ, et al., 2010). A quinoa branca possui uma suavidade no sabor
e entra em contraste com a quinoa vermelha que possui elevados teores de compostos
fenodlicos atribuindo-lhe um sabor terroso e frutado. Ja quinoa preta, rica em antocianinas,
possui sabor intenso e textura crocante, com tempo de cocgao inferior a outras variedades
(TANWAR et al., 2019).

Esses tipos expressam composicdes nutricionais variadas, demonstrando que
sofreram adaptacdes ambientais ao longo do tempo. As disparidades de coloracéo
sdo decorrentes da presenca de saponinas e fenbis na camada externa da semente
(AHUMADA et al., 2016). Tais compostos bioativos, possuem propriedades antioxidante,
anti-inflamatoria, antidiabética, anticancerigena e na protecéo de doencas cardiovasculares
0 que a possibilitou a possuir um alto valor agregado na promog¢ao de uma dieta saudavel
(GAWLIK-DZIKI 2013).

Putranjiva roxburghii Wall

Putranjiva roxburghii Wall € uma arvore pertencente a familia Euphorbiaceae, (BENI
et al., 2021). Considerada uma espécie nativa da india e de outras regides do sudeste
asiatico, pode crescer em ambientes tropicais e subtropicais em solos que possuem
boa drenagem (NAIK et al.,, 2023). Recentemente, estudos identificaram propriedades
medicinais e ornamentais, gerando um interesse crescente da comunidade cientifica
(KUMAR et al., 2020; NAIK et al., 2023).
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Dentre seus compostos bioativos, tem-se os flavonoides e terpenoides identificados
como 0s principais constituintes por analise fitoquimica (KUMAR et al., 2020). Analises
bioquimicas evidenciam que esses compostos possuem capacidade antioxidante, anti-
inflamatoéria e antiproliferativa (PANDA et al., 2021). Alguns mecanismos potenciais
associados a essas atividades biologicas incluem a capacidade dos compostos em
neutralizar radicais livres e modular vias inflamatérias, gerando influéncia em processos de
proliferacédo celular (GUPTA et al., 2016).

Azeitona (O. europaea)

As azeitonas sao frutos originarios da regido do Mediterrdneo, ou regibes que
possuem baixa umidade, altas temperaturas e invernos suaves, como na Espanha, ltalia,
Portugal e Grécia, que atualmente lideram a produgéo mundial (BARREDO et al., 2018).
A composicao quimica e qualidade das azeitonas estéo diretamente ligadas as condi¢cbes
climaticas especificas dessas regides, resultando em caracteristicas sensoriais distintas
em cada produto derivado, como o azeite (BELTRAN et al., 2016; AMBRA et al., 2017). E
amplamente utilizada na nutricdo contemporénea e na promogéo da saude (BACH-FAIG
et al., 2011; GUCLU et al., 2021). Entre os compostos bioativos presentes na azeitona,
os polifenois, como oleuropeina, hidroxitirosol e tirosol, sdo reconhecidos por possuirem
capacidade antioxidante e serem capazes de inibir enzimas pré-inflamatérias e a interacéo
com receptores celulares envolvidos com o metabolismo lipidico (MOUSAVI, S. et al., 2021).
A tendéncia dos estudos cientificos visa esclarecer os complexos mecanismos moleculares
envoltos a esses efeitos e contribuir para uma compreensao mais profunda dos beneficios
a saude associados ao consumo de azeitonas (POLARI et al., 2021; SQUEO et al., 2021).

Aquilaria malacensis

Aquilaria malaccensis, pertencente a familia Thymelaeaceae, € uma arvore utilizada
para a producédo do 6leo de agar extraido de sua madeira (KHARNAIOR et al., 2021).
Originaria do sudeste da Asia, incluindo Indonésia, india, Malasia e Tailandia, esta espécie
€ objeto de grande interesse cientifico devido a sua composicao quimica (OLDFIELD et al.,
1998; HASHIM et al., 2016).

Seus compostos bioativos principais revelam uma diversidade de sesquiterpenos,
compostos fendlicos, resinosos e alcaloides (BATUBARA et al., 2021). Possuem atividade
antioxidante, contribuindo para as atividades biologicas observadas na espécie. Alcaloides,
embora em menor quantidade, séo identificados (ADAM et al., 2017). Essa complexidade
contribui para o aroma caracteristico no 6leo de agar, um produto de alto valor na inddstria
de perfumes de luxo, por suas propriedades olfativas, mas também possui beneficios
medicinais (GOGOI et al., 2023). Estudos indicam propriedades antimicrobianas, anti-
inflamatorias e antioxidantes (IZZANY et al., 2016).
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Entretanto, ha necessidade de mais estudos para esclarecer os mecanismos
moleculares subjacentes a essas atividades. Alguns mecanismos propostos incluem a
inibicdo de enzimas inflamatoérias, a neutralizagdo de radicais livres e a possivel interferéncia
nos processos metabdlicos de alguns microorganismos patogénicos (IZZANY et al., 2016;
GOGOI et al., 2023).

Tephrosia vogelii

Tephrosia vogelii esta presente em paises como Tanzénia, Quénia e Uganda
(NYIRENDA et al.,, 2017). Pertencente a familia Fabaceae, tem sido extensivamente
estudada devido aos seus notaveis compostos bioativos, como rotenona, deguelina e toxina
spiro, além disto, suas raizes sdo capazes de fixar nitrogénio atmosférico, contribuindo
para a melhoria da fertilidade do solo (SAID et al., 2020).

Os compostos bioativos supraelencados expressam diversas atividades biolégicas,
incluindo propriedades inseticidas, antiparasitérias e citotoxicas contra células cancerigenas.
Destacam-se as propriedades da rotenona, que atua como inibidora da cadeia de transporte
de elétrons na mitocondria, contribuindo para sua eficacia como inseticida ao influenciar a
respiracao celular de organismos-alvo (DZENDA et al., 2007; SAID et al., 2020). A deguelina
apresentapropriedades antiparasitarias, inibindo o crescimento de parasitas responsaveis
por vérias doencas tropicais (JAGADEESHAN et al., 2018). Entretanto, vale ressaltar que
0s mecanismos subjacentes a essas atividades estdo relacionados a interferéncia nos
processos metabodlicos essenciais, tornando T. vogelii uma fonte promissora de compostos
para a promocao de agentes terapéuticos e inseticidas inovadores (DZENDA et al., 2007;
JAGADEESHAN et al., 2018; SAID et al., 2020).

Anisomeles indica

A A. lindica (familia Lamiacea) € uma planta medicinal aromatica localizada em
regides temperadas e tropicais em todo o mundo, principalmente em paises do continente
asiatico como india, China, Taiwan, Tailandia, Indonésia, Filipinas, Vietna e Australia
(Oceania) (BASAPPA et al., 2015).

A planta contém oléo essencial e compostos bioativos que Ihe conferem valor
terapéutico, o que inclui alcal6ides, taninos, fendlicos, flavonoides, esterbides, terpendides,
entre outros (ANTI et al., 2019; BASAPPA et al., 2015; MANJUNATHA et al., 2023).

Os estudos demonstraram que a A. indica apresenta efeitos antiepiléticos
antinociceptivos, ansioliticos, sedativos (UDDIN et al., 2018), propriedades inseticidas
(GUL et al., 2022), atividades antidepressivas, antidiarreicas e tromboliticas (NASRIN et
al., 2022).
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Kadsura coccinea

Kadsura coccinea pertence a familia Schisandraceae de importancia clinica e
econdmica. O seu cultivo se da principalmente no sul da China, Tailandia e Coréia do Sul.
Na medicina tradicional chinesa tem sido utilizada para o tratamento de artrite reumatoide
e distarbios gastroentéricos (YANG et al., 2020).

Os constituintes quimicos predominantes identificados incluem ligninas, terpenoides
(JIN et al., 2023; YANG et al., 2020), além de flavonoides e éacidos fendlicos (JEON et
al., 2021).Na literatura sdo descritas propriedades medicinais incluindo propriedades
fotoprotetoras e antimelanogénicas (JEON et al., 2021), antiproliferativa (TRAM et al.,
2022), estrogénica (DONG et al., 2023) e antioxidante (LUO et al., 2022). No momento, a
énfase dos pesquisadores recai acerca desua composicdo quimica , sendo o mecanismo
de acao farmacolégica raramente estudado (DONG et al., 2023; YANG et al., 2020).

Antirhea borbonica

A A. borbonica (familia Rubiaceae) € uma planta medicinal endémica de Madagascar,
cuja sua localizagéo principal ocorre em territorio Francés mais especificamente na ilha da
Reunigo (DELVEAUX et al., 2020). E uma espécie rica em polifenois, sendo os principais
polifenois derivados do &cido cafeico (acidos clorogénico e dicafeoilquinico), mas também
foram identificados outros polifendis minoritarios como flavonoides (quercetina, kaempferol
e derivados da quercetina) e acido hidroxibenzéico (acido galico e &acido protocatecuico)
(DELVEAUX et al., 2020; TAILE et al., 2022).

Em relagcdo aa sua atividade biologica, trata-se de um planta que apresenta
propriedades antioxidantes e antiglicantes (DELVEAUX et al., 2020; LE SAGE et al., 2017)
e anti-inflamatérias (LE SAGE et al., 2017). A. borbonica exerceu um impacto significativo
e terapéutico na contencéo da progresséo da fibrose tubulointersticial renal em um modelo
de camundongo com obstrucéo ureteral unilateral no estudo conduzido por Veeren et al.
(2021).

Extrato de visco (Viscum album)

O visco, V. album (Santalaceae, anteriormente Viscaceae ou Loranthaceae),
um arbusto hemiparasita perene que ocorre na Europa, noroeste da Africa, sudoeste e
Asia central, vale ressaltar que este arbusto cresce em varias arvores e, dependendo
do hospedeiro, distinguem-se as subespécies (BREMER et al., 2003). Sua composi¢éo
fitoquimica possui predominantemente terpenodides, glicosideos, fendis e cumarinas
(NAZARUK et al., 2016; PITERA et al., 2020).

Tradicionalmente na Europa, visco é utilizado como fitoterapico, principalmente para

o tratamento de hipertensédo, ansiedade, insénia, hemorragia interna ou aterosclerose.
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Essas atividades terapéuticas tém sido relacionadas a presenca de metabdlitos, vale
ressaltar que estes metabdlitos podem ser oriundos do visco ou da arvore hospedeira.
Por exemplo, a presenca de certos alcaldides foi observada em visco que cresciam em
determinadas arvores que sintetizam estes compostos (NAZARUK et al., 2016).

Além daquelas mencionadas anteriormente, o V. album também apresenta
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, devido ndo apenas aos seus compostos
fitoquimicos, mas também pela presenca de microproteinas (viscotoxinas e viscolectinas),
que atuam como enzimas reguladas de sinais extracelulares, além de contribuir para a
restauracdo ou manutencao da homeostase (JING, et al., 2020; NICOLETTI et al., 2023).

Arroz Riceberry

O arroz Riceberry é uma variedade cruzada entre Jao Hom Nin, o arroz roxo nao
glutinoso, e Khoa Dawk Mali, o arroz Tailandés Hom Mali (RSC, 2014). Seu contetudo de
compostos antioxidantes no extrato de farelo de Riceberry inclui vitamina E (tocotriendis),
antocianinas (cianidina-3-O-glicosideo e peonidina-3-O-glicosideo) e fitoesterdis (y-orizanol,
B-sitosterol e alcool triterpénico) (PEANPARKDEE & IWAMOTO, 2019; SUTTIARPORN et
al., 2016).

No que diz respeito a atividade biolégica, foi observada atividade anticancerigena
em linhagens celulares de cancer humano, quando expostas ao farelo de Riceberry
(LEARDKAMOLKARN et al., 2011). O 6leo extraido de Riceberry exibiu efeito redutor
tanto nos niveis de glicose sanguinea quanto nos lipidios, além de promover a redugéo do
estresse oxidativo e da inflamacdo em ratos hiperglicémicos induzidos por estreptozotocina
(PRANGTHIP et al., 2013).

Curcuma longa

Popularmente conhecida como agafréo, a Curcuma longa L. € uma planta tuberosa,
herbacea e perene, que apresenta folhas largas, flores amarelas e seu cultivo é favorecido
em clima tropical, sendo seu crescimento e composi¢do nutricional capazes de sofrer
influéncia da regido geogréafica e do solo onde foi plantada (KOCAADAM, et al, 2017;
PRASAD et al., 2014). Na culinaria, € amplamente utilizada na regido ocidental, com vistas
a proporcionar cor e sabor as preparagdes (GUPTA 2013).

Srinivasan, em 1953, identificou por meio de cromatografia, a existéncia de
curcumina e outros curcumindides na composicao do agafrao (PATIL et al., 2009; PRASAD
et al., 2014; DEOGADE & GHATE, 2015), e a partir de entdo, diversos estudos foram
conduzidos e novas atividades biolégicas identificadas, como acado cardioprotetora (LI et
al. 2023), antidiabética (HUSSAIN et al. 2022), antioxidante e antiinflamatéria (DEHZAD et
al. 2023), anti-cancer (KUMAR et al. 2022), e na doenca inflamatoria intestinal (ALVES et
al.,2022; MARTINS et al., 2023).
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Diversos compostos bioativos ja foram identificados no agafrdo. Entretanto, o
composto identificado como sendo mais ativo € a curcumina (TEIXEIRA et al. 2022). Esta
apresenta estrutura polifendlica e tem se mostrado capaz de modular efetivamente os
mecanismos moleculares envolvidos na patogénese de diversas doencas, via regulagao
de citocinas, enzimas, fatores de transcricdo e crescimento, receptores, moléculas
metastaticas e apoptdticas. Apresenta uma elevada capacidade de eliminacdo de radicais
livres e regulacdo negativa de interleucinas pro-inflamatérias (KOCAADAM, et al, 2017;
DEVASSY et al., 2015).

Batata

Originaria da regido dos Andes, a batata (Solanum tuberosum) se tornou ingrediente
importante na culinaria em todo o mundo. Caracterizada como um tubérculo, os diferentes
tipos de batatas desempenham papel significativo na nutricdo humana por conter nutrientes
importantes em sua composi¢éo, como acido ascorbico, potassio, fibras alimentares, amido
resistente, menores quantidades de proteinas, e ainda compostos bioativos, capazes de
promover efeitos benéficos a satde. Apesar do interesse crescente acerca dos fitoquimicos
presentes neste vegetal, poucos dados ainda estao disponiveis nesse ambito, sugerindo a
necessidade de mais estudos na area (AKYOL et al. 2016; MAHGOUB et al. 2015).

Considerando o grande consumo mundial de batatas, tanto do produto fresco quanto
de seus subprodutos confeccionados pela industria alimenticia, grandes quantidades
de residuos, especialmente de cascas, sdo geradas, o que respresenta um desafio no
cuidado com o meio ambiente. Entretanto, vale ressaltar que cerca de 50% dos compostos
fendlicos da batata estéo localizados nas cascas e nos tecidos adjacentes. Séo eles acidos
fenolicos, flavonoides, carotendides e acido cafeico, sendo o teor de fendis totais superior
ao de outras frutas e vegetais, como cenoura e tomate (SUO et al. 2022; MAHGOUB et
al. 2015). Enfatiza-se a importancia do aproveitamento destes residuos para producéo
de outros produtos alimenticios, de suplementos alimentares, ou ainda de nutracéuticos,
visando a obtencé@o de produtos biotecnolégicos, de baixo custo e eficazes do ponto de
vista de prevencgéo e/ou tratamento de doengas (AKYOL et al. 2016; TIERNO et al. 2015;
ALBISHi et al. 2013).

Essas propriedades vém sendo amplamente estudadas bem como suas atividades
antiinflamatérias (BASILICATA et al. 2019), antiproliferativas (SUN et al. 2019), e anticancer
(KATO et al. 2021).

De maneira geral, os antioxidantes presentes nas batatas sdao capazes de reduzir a
liberacdo de espécies reativas de oxigénio, inclusive das mitocéndrias, além de promover
melhor resposta antioxidante através de maior expressao das enzimas heme oxigenase-1 e
superoxido dismutase, diretamente relacionadas a melhoria do estresse oxidativo. Ademais,
as fracoes peptidicas destes compostos, podem favorecer a melhora da inflamacgéao através
da reducao da expressao de fator de necrose tumoral alfa, cicloxigenase-2, e ainda menor
expressao da enzima 6xido nitrico sintase (BASILICATA et al. 2019; AKYOL et al. 2016).
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Vinho Tinto

A literatura mostra que um consumo moderado de vinho & capaz de promover
efeito protetor contra doencas crénicas e coronarianas, mesmo contendo etanol em sua
composicdo. Nesse contexto, na década de 1990 surgiu o “paradoxo francés”, quando
cientistas do pais comecaram a observar discrepancia entre as caracteristicas da
alimentagéo dos franceses, rica em gorduras saturadas, e os baixos indices de doencgas
cardiovasculares. Desde entdo, muitos estudos passaram a ser desenvolvidos com vistas
a elucidar tal fato. Dentre as possiveis explicagdes, uma das mais aceitas € que o consumo
moderado de vinho, e consequentemente, maior ingestdo de compostos antioxidantes,
contrabalancearia a elevada ingestédo de gorduras (BIAGI et al. 2015; NDLOVU et al. 2019).

Os compostos fendlicos presentes nos vinhos e em seus extratos, séo principalmente
antocianinas, flavonéides e resveratrol, os quais possuem diversas atividades biolégicas
documentadas na literatura, tais como antioxidante (DORBEVIC et al. 2023), antiinflamatéria
(FRAGOPOULOU et al. 2020), cardioprotetora (MUNOZ-BERNAL et al. 2021), anti-
envelhecimento (CRUCIANI et al. 2021), anti-cancer (DUAN et al. 2019), entre outras.

Os mecanismos através dos quais as atividades biolégicas sdo desempenhadas
envolvem os compostos fenodlicos e seus subprodutos, os quais séo capazes de combater
a formacdo espécies reativas de oxigénio, através da acédo sobre a sintese de enzimas
antioxidantes, direta ou indiretamente, por estimulo aos fatores de transcricdo Nrf2 e Nf-
Kb; como consequéncia do estimulo aos fatores de transcricdo, promovem redugédo de
citocinas inflamatérias, bem como estimulam aquelas com acédo antiinflamatoria; atuam na
prevencao da oxidagéo da lipoproteina de baixa densidade (LDL); inibicdo do fator ativador
de plaquetas (PAF), que age como mediador trombotico e pro-aterogénico; modulacdo de
enzimas envolvidas na producdo de 6xido nitrico, um importante agente vasodilatador.
E importante mencionar que, apesar das concentracdes dos compostos fenélicos serem
razoaveis nos vinhos, os efeitos sinérgicos de tais compostos potencializam suas atividades
bioativas (ZHU et al. 2023; MUNOZ-BERNAL et al. 2021; FRAGOPOULOU et al. 2020).

Euphorbia ebracteolata Hayata

E. ebracteolata Hayata (EEH) é uma erva perene originaria da regido oriental,
incluindo China, Japéao e Coréia, sendo tradicionalmente utilizada na medicina chinesa para
enfermidades distintas, como edemas, tosse, asma, entre outras. Em sua composic¢ao foram
identificados diversos constituintes quimicos com propriedades antioxidantes (WANG et al.
2018), principalmente terpendides, acetofenonas e flavonéides, os quais desempenham
acdes contra processos inflamatérios (CHUN et al. 2023), e até cancer (YUAN et al. 2017).
Entretanto, poucos estudos ainda estdo disponiveis na literatura acerca deste produto
natural (BAILY 2023; YANG et al. 2021).
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Dentre as principais acbes desempenhadas pela EEH, destaca-se sua acgéo
antiinflamatéria e antioxidante, que se da através da supressdo de NF-kb, mediada pela
reducdo na produgédo de 6xido nitrico. Vale mencionar ainda que, em condi¢bes em que
0 estresse oxidativo é instalado, o 6xido nitrico pode servir como substrato para a sintese
de espécies reativas de oxigénio, impedindo a execugéo de sua funcao fisiologica, e que
muitas vezes, onde hé inflamacao, ha estresse oxidativo em uma via de méo dupla (CHUN
et al. 2023).

Kunxian

Kunxian capsule € um medicamento chinés, que por sua vez, € composto por quatro
plantas da regido. Possui coloracdo marrom, sabor amargo e € amplamente utilizado com
vistas a melhora da dor, inflamacéo e circulagdo sanguinea. Ademais, atua como regulador
do sistema imunolégico, sendo usado ainda no tratamento de doengas autoimunes (MA et
al. 2023b; CHEN et al. 2022).

E sabido que o Kunxian contém inimeros compostos bioativos, e a identificacdo
destes permanece um desafio para a ciéncia. Além disso, mesmo sem a completa
identificacdo, a agcdo sinérgica entre eles é capaz de promover as agdes terapéuticas ja
descritas. Nesse contexto, diversos compostos de Kunxian ja foram identificados, bem como
associados a atividades biologicas importantes, como: antiinflamatério (TANG et al. 2020),
anti-angiogénico (MA et al. 2023a), antioxidante (ZHANG et al. 2021), imunossupressor
(LIN et al. 2021) e renoprotetor (ZHANG et al. 2022).

Os mecanismos fisiologicos envolvidos estdo relacionados as vias de sinalizacdo
cAMP, cGMP-PKG, e PI3K-AKT, além de PIBK/AKT/mTOR e PI3K/AKT-MAPK-VEGF, que
estdo diretamente relacionadas as atividades antiinflamatoria, apoptoética e antiangiogénica,
respectivamente (MA et al. 2023a; MA et al. 2023b).

AT[VIDADE BIOLOGICA DE PRODUTOS NATURAIS EM ENSAIOS PRE-
CLINICOS

A triagem de potenciais candidatos a terapias alternativas (utilizando produtos
naturais) e/ou medicamentos, sdo realizadas desde os primordios da pesquisa clinica,
através de modelos experimentais, especialmente, de roedores (ratos e camundongos),
entretanto, com o avanco da ciéncia, outros modelos animais foram testados, como o
Zebrafish, ganhando popularidade nas ultimas décadas como um modelo alternativo para
a triagem de novos compostos, assim como, para o estudo de uma variedade de doencgas
cronicas e metabdlicas (LANTZ et al., 2015).

Além de sua indiscutivel utilidade em mimetizar processos patolégicos e avaliar
toxicidade e seguranca farmacoldgica, seu crescente interesse cientifico tem sido atribuido

principalmente a sua versatilidade em estudar diferentes ciclos da vida, desde o processo
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embrionario até a fase adulta. Embrides desta espécie desenvolvem-se fora do organismo
materno e sdo transparentes, o que permite aos pesquisadores o aprofundamento detalhado
do desenvolvimento embrionario sem a necessidade de procedimentos invasivos, além
disto, o Zebrafish pode produzir de 200 a 300 ovos fertilizados por semana e evolui para
fase larval em até 72 horas pos fertilizagéo (hpf). Vale ressaltar que os peixes adultos e os
embrides dessa espécie possuem tamanho consideravelmente pequeno, carecem de um
menor dispéndio financeiro e intervalo entre geracdes, além da facilidade de manuseio,
e ainda pode ser manipulado geneticamente, farmacologicamente e experimentalmente
(HOWE et al., 2013).

Diante do potencial deste modelo, foi possivel reunir ensaios pré-clinicos, que
utilizasse o modelo experimental Zebrafish, de forma a investigar toxicidade, seguranca
e terapéutica de produtos naturais. Foram identificados vinte e cinco estudos, que se
debrugcaram na avaliagéo de diferentes tipos de produtos naturais, sob a forma de 6leo
(15%), extrato (65%) e subproduto formulado (20%), utilizados para avaliar a toxicidade
(50%), e o potencial antioxidante e anti-inflamatério (24%), anticancerigeno (18%),
cardioprotetor (4%), e na fertilidade (4%), como apresentado na Tabela 1. Vale ressaltar
que estes produtos naturais identificados foram detalhados no topico anterior.

Majoritariamente, pode-se observar que a principal utilizagdo do modelo Zebrafish
tem sido para avaliar toxicidade de novos compostos ou produtos naturais candidatos
para aceitagdo regulatéria (MOURA et al., 2019; SARASQUETE et al., 2018; SANTANA
et al,, 2017; KHAN et al., 2019; HALLARE et al., 2014; GEBRELIBANOS et al., 2019;
ALMEIDA et al., 2020; VECIANA et al., 2014; SAID et al., 2020; XIA et al., 2020; VEEREN
et al., 2020; TEIXEIRA et al., 2020; CHANDRAMOHAN et al., 2019). Testes de toxicidade
remetem ao estudo da capacidade de uma substancia em causar danos aos organismos
vivos, geralmente associada a concentracdo e duragdo da exposicédo, que envolve uma
cascata de eventos relacionados a mecanismos de interacdo com 6rgéos-alvo, projetando
efeitos nocivos que se manifestam se o xenobi6tico atingir concentracdes suficientes para
desencadear algum efeito téxico (MOURA et al.; 2019; CHANDRAMOHAN et al., 2019;
VEEREN et al., 2020).

Os testes de toxicidade podem ser divididos em efeitos agudos e cronicos.
Geralmente, os testes de toxicidade aguda séo utilizados para determinar a concentragédo
letal média (CL50) de uma substéncia, isto é, a concentragdo que causa mortalidade em
50% dos organismos vivos. Em Zebrafish esse teste & validado pela Organisation for
Economic Co-operation and Development (OECD), o qual recomenda que ainda em fase
embrionaria, aproximadamente até trés hpf, os embrides fertilizados sejam expostos ao
produto testado durante um periodo de 96 horas, devendo-se incluir cinco concentracdes
crescentes do produto e um controle, e a cada 24 horas, registrar quatro observagdes
apicais (indicadores de letalidade): (i) coagulacdo de ovos fertilizados, (ii) falta de formacéo

de somitos, (iii) falta de descolamento do botdo caudal do saco vitelino, e (iv) falta de

Ciéncias da saude: Bem-estar e qualidade de vida 4 Capitulo 22

266



batimentos cardiacos (OECD, 2013). Ap6s 96 horas de exposicdo, a toxicidade aguda &
determinada com base nos resultados positivos de qualquer uma das quatro observacbes
apicais registadas e entdo, a CL50 deve ser calculada (OECD, 2013).

Vale ressaltar que se o objetivo do estudo for determinar a toxicidade, a
determinacdo da CL50 pode ser suficiente, entretanto, se 0 objetivo do ensaio for para
fins terapéuticos, apo6s a definicdo da CL50, devera identificar as concentracdes subletais.
Para as concentragdes subletais, consideramos o preconizado para ensaios pré-clinicos
com aplicagdes terapéuticas, que estabelece o estudo de estimativas que incluem a dose
“sem efeito” — a dose maxima em que nao se observa um efeito toxico especifico; a dose
letal minima — menor dose observada que mata qualquer animal e a dose letal mediana — a
dose que mata cerca de 50% dos animais. Essas doses sé&o utilizadas para calcular a dose
inicial a ser administrada experimentalmente a seres humanos, tomada geralmente de um
centésimo a um décimo da dose sem efeito em animais (BERKOWITZ, 2006).

Além da toxicidade, os potenciais efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios foram
as atividades mais investigadas dos produtos naturais em Zebrafish (PATEL et al.,
2020; CERBARO et al., 2020; PINUEL et al., 2019; EISSA et al., 2021; LEE et al., 2017;
VALLVERDU-QUERALT et al., 2015). Como elencado anteriormente o estresse oxidativo
e a inflamagdo participam da fisiopatogénese de inimeras doencas, paralelamente a
isto, sabe-se que cerca de 70% dos genes humanos sdo encontrados no Zebrafish, fato
que otimiza a mimetizacdo de doencgas e de processos que precedem doengas, como a
inflamacéo e o estresse oxidativo. Diante disto, a avaliacao de biomoléculas envolvidas no
estresse oxidativo [EROs; AGEs; MDA; 8-OHdG; NF-KB; além de enzimas antioxidantes
- superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST)] e na
inflamacgéo (IL-6; IL-1b), possuem valor quando investigadas em Zebrafish (EISSA et al.,
2021).

A geragdo de EROs (incluindo peréxidos, superoxidos e radicais de oxigénio) - em
excesso aos mecanismos de mitigacdo (enzimas antioxidantes), resulta em disfuncéo
celular e desencadeia morte celular regulada em circunstancias extremas (MENDONCA
et al., 2022). Células de tecidos metabolicamente ativos estdo predispostas a altos niveis
de produgéo de EROs e, portanto, doengas metabdlicas, frequentemente associadas ao
estresse oxidativo e inflamacéo (KULKARNI et al., 2018). Esta disfungdo pode ser causada
em parte pela geragdo excessiva de EROs, que provavelmente resulta dos baixos niveis
endbgenos de enzimas antioxidantes nas células 3, um modelo robusto para interrogar a
patogénese da doenga metabdlica e a eficacia da terapéutica experimental em Zebrafish. A
disponibilidade de um modelo de vertebrado para estudar fatores que regulam a dinamica
das EROs nailhota in situ aceleraria a descoberta e o teste de novas terapéuticas para uma
variedade de processos patologicos (KULKARNI et al., 2018).

Também foi possivel identificar as propriedades anticancerigenas dos produtos
naturais nesse modelo animal (PATEL et al., 2020; BICH-LOAN et al., 2021; RIM et al.,
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2019; RODBOON et al., 2020; DONG et al., 2021; MA et al., 2023). Esta vertente tem sido
considerada de extremamente importancia, considerando o panorama atual da populagcéo
mundial, sendo os diversos tipos de canceres impactando progressivamente a prevaléncia
de mortalidade, como um critico problema de salde publica. O estudo a partir de modelos
animais € de grande valia, seja para testar terapias e/ou sensibilizadores. Varios modelos
para o estudo de canceres foram estabelecidos em Zebrafish, independente do ciclo de vida
(adultos, juvenis e embrides), o que fornece uma oportunidade Unica para o monitoramento da
proliferacdo, angiogénese, metastase de células cancerosas e resposta a drogas em tempo
real (MA et al., 2023). O método de xenotransplantar células cancerigenas de mamiferos
para Zebrafish, ou em utilizar o Zebafish como “avatares”, possibilita a experimentacéo
de tratamentos inovadores e personalizados, permitido a triagem de diferentes tipos de
drogas/fitoterapicos (PATEL et al., 2020; RODBOON et al., 2020). A transparéncia 6tica do
Zebrafish e a disponibilidade de linhagens fluorescentes, proporcionam oportunidades para
a compreenséo do reconhecimento do inicio do tumor, localizagé@o e estimativa do volume,
assim como, de mecanismos para a identificagéo de novas terapias, vale ressaltar que isto
ndo pode ser obtido por nenhum outro modelo animal.

Da mesma forma para os efeitos cardioprotetores (DU et al., 2021), uma vez que
ja existe uma validacao de modelo Zebrafish para o estudo de doencas cardiovasculares,
a partir de defeitos congénitos cardiacos até arritmias e cardiomiopatias (ASNANI;
PETERSON, 2014). Dentre os modelos validados, tem-se aquele que utiliza amiloide, uma
substancia proteica anormal, produzida por células da medula 6ssea, que se acumula em
diversos 6rgaos, incluindo o coragdo, causando danos ao musculo cardiaco. Zebrafish
tratados com amiloide de cadeia leve desenvolveram disfungdo cardiaca e apoptose
das células, contribuindo com a mortalidade precoce a partir do segundo dia apos o
tratamento (MISHRA et al., 2013). O acumulo de amilose pode desencadear uma doenca
rara, conhecida como amiloidose cardiaca, que € caracterizada pela presenca de pressao
arterial sistolica (PAS) baixa, coincidindo com a disfuncéo contratil, da mesma forma que
em humanos. Danos no coracdo de Zebrafish geralmente estimulam a expressdo da
via de sinalizagdo Notch (via que atua no desenvolvimento embrionario, coordenando a
diversificagdo celular — atuando no coracao durante o desenvolvimento), especificamente
no endocardio e epicéardio, de forma a inibir a via Notch (ZHAO et al., 2014).

Sendo uma das principais vantagens do modelo Zebrafish os fatores relacionados a
fertilidade, também foi possivel observar esta avaliagdo diante da terapéutica com o éleo da
semente de Putranjiva roxburghii Wall (BALKRISHNA et al., 2021). O modelo experimental
com embrides de zebrafish tem sido apontado como uma excelente alternativa para estudar
o desenvolvimento, primeiramente pela fertilizacdo ocorrer externamente ao Utero, além
disto, durante todo processo de embriogénese pode-se observar a morfologia do embrido
e larva, uma vez que o coérion € transparente, facilitando sua visualizacdo; e também pela
alta reprodutividade (200 — 300 ovos fertilizados/semana) (HECKLER et al., 2017; SINGH
et al., 2019).
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Por fim, ressaltamos que toda experimentagédo animal carece de ética, e para isto,
todo delineamento animal, incluindo Zebrafish, precede de forma obrigatoria a aprovacéao
pelo comité de ética em pesquisa da utilizagdo animal, com isto, o principio dos 3R tornou-
se referéncia, recomendando a substituicdo de vertebrados por animais com menor
potencial de percepg¢ado da dor, técnicas in vitro ou métodos computacionais (in silico);
reducdo do numero de animais por experimento; e refinacdo, de forma a utilizar técnicas
que minimizem dor e sofrimento dos animais (HOWE et al., 2013; LANTZ et al., 2015).
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Grupos experimentais IC50

Utilizacao

Principais resultados

I: 6leo da semente da
Sterculia striata (400 —
3,45 mg/kg)

C(-): Meio de embrido
CS: DMSO (0,05%)

1: 100 mg/kg

Toxicidade

Maiores concentra¢des do 6leo da semente da Sterculia striata (400 e
200 mg/kg) apresenta alta taxa de mortalidade. Nao foram relatadas
malformagdes em nenhuma das concentragdes

Fonte Modelo animal (n)
Moura et al., Embrides de Zebafish
2019 (5 embrides /tratamento)
Embrides de Zebrafish
Du et al., 2021 (10 embrides/

tratamento)

I: extrato da semente de
Cochinchina momordica
(39,4 — 1,5 ng/peixe)
CS: DMSO (0,1%)

Cardiotoxicidade

Foram observadas malformacgdes na regido cardiaca como edema
pericardico, além de | frequéncia cardica (=39,4 ng/peixe), apoptose
cardiaca (=1,5 ng/peixe) e | gradual do fluxo sanguineo de forma
dose-dependente, com diferenca significativa em comparagao ao grupo
controle.

Larvas-embrides de
Zebrafish (25 embrides/
tratamento)

Sarasquete et
al., 2018

I: isoflavonas de soja
(genisteina, daidzeina)
(20 — 1,25 mg/L)
C(-): 4gua destilada
CS: etanol (20-5 mM)

(65 mg/L)

I: daidzeina

genisteina; Toxicidade

(4,41 mg/L)

Foi observada ! significativa de ecloséo a partir de 20 mg/L da daidzeina e
10 mg/L de genisteina. A genisteina é mais toxica que a daidzeina. Houve
1 significativo em alteragdes no desenvolvimento ap6s 48 horas, como
saco vitelino e edemas cardiacos, anormalidades de pigmentagdo, cabega
reduzida e deformada e atraso no desenvolvimento.

Embrides e larvas de

Santanaetal.,  ;op adich (20 embrides/

2017

I: lectina soltvel das
sementes de Moringa
oleifera (0,2 — 0,025 mg/

mL-) mg/mL"
C(-): NaCl 0,15 M 9
CS: agua destilada
(10g/100mL)

1: 0,049 - 0,190

Toxicidade

A lectina soluvel de sementes de Moringa oleifera induziu endpoints letais
em embrides (0,190; 0,133 e 0,049 mmg/mL-1) ap6s exposicoes de 48,
72 e 96 horas, respetivamente. Nenhuma letalidade foi observada apos 24
horas de exposi¢éo em qualuger das concentragdes.

I: extrato de frutas e
sementes de Momordica
charantia (400 — 1 pg/mL

CS: metanol (0,5%)

pg/mL)

|: extrato da
semente (50

Toxicidade

O extrato da semente foi mais téxico (50 pg/mL), do que o extrato bruto
do fruto que foi considerado inofensivo, sem mortalidade significativa (400
pg/mL).

tratamento)
Khan et al., Embrides de Zebrafish
2019 (n)
Embrides de Zebrafish
Patel et al., e
2020 (24 embrides/

tratamento)

I: extrato em pé da
cobertura de sementes
(CS) e nucleos de
sementes (SP) da Piper
nigrum (500 — 5 pg/mL)
CS: agua de peixe

mL); SP
(35,6pg/m

1: CS (30,4ug/

Antioxidante e

0 antiapoptotico

Os embrides tratados com o extrato CS apresentaram 1 taxa de
mortalidade na mesma concentragdo em comparag¢ao com o extrato
SP. Os embrides ndo conseguiram eclodir com exposi¢éao de 40ug/Ml,
além de apresentarem lteragdes morfologicas significativas como gema
inchada, desenvolvimento anormal da notocorda e edema cardiaco em
concentracdes maiores de SP e CS.

Embrides de Zebrafish
(30-36 embrides/
tratamento)

Cerbaro et al.,
2020

I: Extrato de
proantocianidinas de
semente de uva (GSPE) -
(200 — 1 pg/mL)
CS: meio embrionario

Antioxidante

Concentragdes de GSPE com 1 pg/mL n&o alterou a sobrevivéncia, porém
todas as outras | substancialmente a sobrevivéncia dos embrides e taxas
de ecloséo, de forma dependente da concentracéo.

Os tratamentos GSPE n&o alteraram outros parametros
como malformagdes ou deformidades. Todos os embrides do controle
sobreviveram até o final do experimento.
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Hallare et al.,
2014

Embriées de Zebrafish
(20 embrides/
tratamento)

|: Torta das sementes de

Jatropha curcas (2,15 —
1,0 g/L)

C(-): &gua reconstituida

C(+): 3,4-dicloroanilina

CS: agua reconstituida

I: Torta de
sementes
de Jatropha
curcas (1,61
g/L)

Embriotoxicidade

Embrides expostos a 2,15 g/L exibiu toxicidade total, observou-se
coagulacao embrionaria T frequente de acordo com o T dose, além disso,
foram observados desfechos subletais (saco vitelino e edema pericardico)

em embrides de peixe-zebra expostos a concentragdes mais T.

Gebrelibanos
etal, 2019

Embribes de Zebrafish
(24 embrides/
tratamento)

I: extratos metanolicos
de M. subcordata (fruta,
folha, raiz, semente)
(1500-150 mgDWI/L)
C(+): 3,4-dicloroanilina
(4,0 mg/L)

C(-): &gua de ovo
CS: DMSO (0,25%)

|: extratos
metanolicos de
M. subcordata
(fruta, folha,
raiz, semente)
(1500-750
mgDWI/L)

Embriotoxicidade

O extrato da fruta (1500mgDW/L) e o extrato de folhas (750-1500
mgDWI/L) induziram efeitos significativos em comparagéo ao CS ou C(-). O
C(+) induziu letalidade de 98+1,67%. Foram observadas malformacéo do
coracao em embrides expostos a todos os extratos de teste.

Almeida et al.,
2020

Larvas-Embrides de
Zebrafish (20 embrides/
tratamento)

I: Extrato etanélico da
semente de Triplaris
gardneriana Wedd (12,5 —
0,7 mg/L)

C(-): E3
CS: E3

1: 7,41 mg/L

Toxicidade

Na concentragédo de 12,5 mg/L causou mortalidade total de embrides
(100%), que diminuiu de acordo com a redugéo da concentragdo. Foram
observadas coluna curvada, coagulagéo embrionaria e falta de batimentos
cardiacos.

Pifuel et al.,
2019

Embriées de Zebrafish
(4 embriGes/tratamento)

I: Isolados proteicos de
quinoa (QPI) (2,0 mg/mL)
C: 25 mM de
2-metilpropionamida-
dicloridrato (AAPH)
CS:0,1% de DMSO

Antioxidante

Os embrides tratados com AAPH demonstraram T producdo de EROS,
enquanto o grupo tratado com QPI foi capaz de | a intensidade da
producéo.

Balkrishna et
al., 2021

Zebrafish adultos
(24 peixes-adultos/
tratamento)

I: Extrato do 6leo das
semente de Putranjiva
roxburghii Wall (100 — 0,2
Hg/kg)

CS: cloroférmio (5 mL)

Fertilidade

O tratamento com o extrato do 6leo de P. roxburghii mostrou T dependente
da dose, onde dosagens de 5-100 pg/kg/dia apresentaram recuperagao
completa no comprometimento da fertilidade de peixes-machos. Em
peixes-fémeas, o tratamento com P. roxburghii mostrou T gradual e
dose-dependente mesmo com a 0,2 ug/kg/dia, na porcentagem de ovos
saudaveis.

Veciana et al.,
2014

Embriées de Zebrafish
(96 embrides/
tratamento)

|: Extrato do carogo de
azeitona (100 — 0 mg/L)
CS: DMSO (0,1%)

1: =100 mg/L

Toxicidade

Né&o foi observada mortalidade em nenhumas das concentragdes, assim
como efeitos toxicos ou teratogénicos. O extrato foi considerado altamente
biosseguro.

Eissa et al.,
2021

Embrides de Zebrafish
(12 embrides/
tratamento)

I: Nanocapsulas do
extrato etandlico de folhas
de Aquilaria malacensis
(800 — 6,25ug/ml)

CS: DMSO (0,1%)

I: 207,0 pg/ml

Toxicidade e anti-
inflamatorio

Tanto o grupo controle como o extrato em concentragdes <12,5 ug/
ml demonstraram 100% de viabilidade nos embrides, porém a taxa de
sobrevivéncia | significativamente em concentrages =200 pg/ml. Houve
| significativa na taxa de eclosdo (=100pg/ml), | na frequéncia cardiaca
(=200ug/ml), além de malformagdes como curvatura na coluna vertebral,
escoliose e edema pericardico.
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Said et al.,
2020

Embribes de Zebrafish
(15-20 embrides/
tratamento)

I: extrato bruto de
Tephrosia vogelii (500 — 5
nM)

CS: Meio embrionario (60
pg/mL sais marinhos)

A concentragdo de 5nM do extrato de T. vogelii causou efeitos adversos &
saude de 35% dos embrides, apds 48h, enquanto concentragdes =50nM
em comparagéao ao controle causaram atraso no desenvolvimento apos
24h, seguido de 100% de morte apés 48h.

Bich-Loan et
al., 2021

Larvas-embrides de
Zebrafish (25 embrides/
tratamento)

|: Extrato etanélico bruto
de Anisomeles indica (Al-
EtE) (400-0 mg/L)

O tratamento com Al-EtE teve efeito negativo, de forma dose-dependente,
observa-se que em doses =100 mg/L ocorre T acentuado na morte de
larvas e embribes, além de malformag6es no desenvolvimenro, com
defeitos hemovasculares e edema do coragéo e no saco vitelino. Em
concentragbes =150mg/L ocorre a morte precoce de todos os embrides.

Xia et al., 2020

Larvas-embrides de
Zebrafish (10 embrides/
tratamento)

I: Extrato hidroetanol
(KCH) (70 - 0 yg/ml) e
extrato aquoso (KCW) de
Kadsura coccinea (2500 -
1300 pg/ml)

CS: DMSO (0,5%)

Foram observados inibigdo no movimento espontaneo, na taxa de eclosao
e no compriento do corpo e area dos olhos apés o tratamento com KCH
(=7,5 pg/mL).

Veeren et al.,
2020

Larvas e embrides de
Zebrafish (40 embrides/
tratamento)

I: Extrato aquoso (EagB)
(40 — 2,3 g/L) e acetbnico
(EacA) (16,9 —1,3 g/L) de
Artirhea borbonica
C(+): acido ascorbico
CS: E3

Tanto em embrides como em larvas, o EacA exibe efeito toxico T (5,6 g/L)
em comparagao ao EagB (20,3 g/L). Observou-se que concentra¢des nao
letais de 2,3 — 7,2 g/L (EacA — EagB) podem ocasionar malformagdes
morfologicas, como curvatura da coluna vertebral, edema pericardico e
atraso no desenvolvimento.

Rim et al.,
2019

Larvas de Zebrafish
(100 embrides/
tratamento)

I: Extrato de visco
(Abnoba Viscum) (0,2
mg/mL)

CS: meio embrionario

I:5nM Toxicidade
: Toxicidade e anti-
75 malt proliferativo
I: KCH (45 pg/
mL); o
KCW (2011 pg/ Toxicidade
mL)
EagB (20,3 —
17,6 g/L) o
EacA (5,6 -5 Toxicidade
g/l
1: 0,5 mg/mL Radioprotetor

Foi obersavada | de malformagdes como curvatura axial, edema
pericardio e edema do saco vitelino, com o tratamento utilizando Abnoba
viscum comparado ao grupo controle.

Rodboon et al.,
2020

Embrides de Zebrafish
(100 embrides/
tratamento)

I: Extrato etandlico
de arroz Riceberry
modificado (MRB) (40-
10mg/mL)

C(+): feniltioureia (0,1
mM)

Anti-
- melanogénese;
Toxicidade

O MRB com concentragdes de 10-30 mg/mL ndo mostrou toxicidade nos
embrides. Nao foram observadas alteragdes no saco vitelino, na medula
espinhal, no musculo esqueletico e no pericardio.

Teixeira et al.,
2020

Embri6es de Zebrafish
(40 embrides/
tratamento)

I: Nanoparticulas de
Curcuma longa (CL) —
Policaprolactona (10 — 1,5
Mg /mL)

CS: acetona (4mL)

Toxicidade e
antioxidante

Observou-se que 5 pg /mL de CL ndo induziu atraso no desenvolvimento
embrionario e nem afetou estruturas como gema, olho e pupila. Além
disso, o T da concentracdo | a mortalidade.

Chandramohan
etal., 2019

Embriées de Zebrafish
(10 embrides/
tratamento)

l:Nanoparticulas ocas
de selénio do extrato de
batata (50 — 10 pg /mL)

- Toxicidade

A mortalidade foi observada em concentragbes T a 30 ug /mL. Foram
observadas varias anomalias como atraso na eclosao de embrides, edema
ocular, edema no saco vitelino e mal formagao na cauda.
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Vallverda-

Queralt et al.,
2015

Embrides de Zebrafish
(60 embrides/

tratamento)

I: Extrato de vinho tinto
CS: tampéao Danieau

Identificacéo
de compostos
fendlicos

O teor de polifenol total na amostra foi de 2180 +145mg GAE/L. Foram
identificados 43 compostos. Polifenois como os acidos fendlico e
hidroxicinamico, proantocianidinas e antocianinas foram detectados nos
embrides.

Dong et al.,
2021

Embrides de Zebrafish
(10 embrides/

tratamento)

Extrato etandlico de
Euphorbia ebracteolata
Hayata (EEH) (50 pg /mL)
Il: 2,4-di-hidroxi-6-
metilbenzoidona (ECB)
(20 pg /mL)

IlI: Vatalanib (PTK) (1 pM

/mL)

Antitumoral

O ECB é um composto ativo do EEH, que apresentou 1 efeito inibitério na
angiogénese tumoral em xenoenxertos ap6s 48h. O ECB inibiu 0 nimero
e o comprimento das veias subinstestinais, assim como o crescimento
anormal do melanona nos embrides.

Ma et al., 2023

Danio rerio

I: Extrato metandlica da
capsula de Kunxian (KX)
(21 - 3 pg/mL)

I: Extrato de agua de

Antiangiogénica

O extrato de Kunxian suprimiu as expressdes de PI3K e AKT, inibindo
assim os niveis de mMRNA de ERKs e MAPK. Além disso, a cascata de
sinalizagdo downstream afetou a expressédo de VEGF e seus receptores
(VEGFR e VEGFR-2). O FGF-2, um forte fator angiogénico, também foi
regulado negativamente pelo extrato de Kunxian, evidenciando potencial
promissor para o tratamento da Artrite reumatoide.

Lee et al., 2017

Embrides de Zebrafish

(15 embrides/
tratamento)

améijoa enriquecido em
taurina (50 — 12,5 pyg/mL)
CS: solugcdo AAPH

(15mM)

Antioxidante

Observou-se que a amostra | significativamente a produgéo de espécies
reativas de oxigénio, a peroxidagao lipidica e a morte celular no modelo de
peixe-zebra

I: Intervencéo; C(-): Controle negativo; CS: controle do solvente; AAPH: cloridrato de amidinopropano;

Quadro 1. Sintese qualitativa da utilizacéo de Extratos e 6leos de produtos naturais em embriées de zebrafish
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CONSIDERAGCOES FINAIS

Diante desses achados, é possivel corroborar os conhecimentos ancestrais dos
produtos naturais e confirmar, em base molecular, sua atividade terapéutica, em modelos
pré-clinicos que mimetizam condi¢des patologicas. E de forma adicional, que o modelo
Zebrafish €& (til para o estudo fisiopatologico de doencas, e para avaliagdo da seguranca
dos produtos naturais, a partir de ensaio de toxicidade. Entretanto, reforcamos que o
desenvolvimento de um fitoterapico, requer rigor e analises robustas, a partir de ensaios
pré-clinicos, para que possam ser feitas conclusbes assertivas, de forma a garantir a
seguranca e eficacia dos fitoterapicos. Para isto, reforcamos que mais estudos devem ser
realizados, de forma a confirmar os presentes achados, visando a progressao para ensaios

clinicos randomizados, em seres humanos.
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