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RESUMO: Os nutracéuticos compreendem uma gama de compostos bioativos acumulados
em fontes alimenticias, os quais podem incluir as vitaminas, fitoquimicos, acidos graxos,
aminoacidos, probibéticos, entre outros. Apesar de serem provenientes de fontes alimenticias,
sua utilizacdo na salde humana carece de estudos preliminares, principalmente acerca da
dose, seguranca e eficicacia. Para investigar estes parametros, ensaios pré-clinicos tém sido
empregados, a partir de modelos animais, dentre os quais, os mais comumente utilizados
historicamente séo os roedores (camundongos e ratos), que apesar de bem consolidados,
possui algumas desvantagens quanto sua manipulacdo. Frente a isto, um modelo alternativo
emergiu, Danio rerio (Zebrafish ou peixe zebra) designado inicialmente para avaliagéo de
toxicidade, contudo, recentemente tem sido validado para além de testes de novos produtos
terapéuticos candidatos para aceitagao regulatéria, assim como, para o estudo fisiopatoldgico
de diversas doencas. Vale ressaltar que o Zebrafish atende aos critérios de substituicéo,
refinamento e redugéo do uso de animais em atividades de pesquisas. Diante disto, o objetivo
do presente capitulo foi de realizar uma ampla revisédo da literatura, visando identificar o
potencial farmacolégico e a avaliagdo toxicolégica de nutracéuticos em modelo animal
Zebrafish. Foram identificados onze nutracéuticos (silibina, naringenina, apingenina, rutina,
oleuropeina, acido clorogénico, curcumina, licopeno, astaxantina, b-caroteno e piceatannol)
avaliados em modelo animal Zebrafish. Cerca de 70% destes nutracéuticos foram investigados
como potenciais terapéuticos na inducao de patologias (alzheimer, esteatose hepatica, e
cancer), enquanto que os 30% remanescentes, se debrucaram no estudo toxicologico dos
nutracéuticos (com Zebrafish em fase adulta e embrionéaria). Estas formas distintas de
aplicacdo evidenciam as multiplas facetas que o modelo animal Zebrafish pode assumir, um
modelo capaz de se adaptar a varios propositos e finalidades. E possivel observar que o
modelo Zebrafish tem sido Util para estudos preliminares de toxicidade, estudos patologicos
e para avaliar novas terapéuticas, entretanto, sdo necessarios mais estudos, de forma a
validar, em condicGes similares, as atividades ja identificadas.

PALAVRAS-CHAVE: Danio rerio,compostos bioativos, fitoterapia

NUTRACEUTICS: PHARMACOLOGICAL POTENTIAL AND TOXICOLOGICAL
EVALUATION IN A ZEBRAFISH ANIMAL MODEL

ABSTRACT: Nutraceuticals comprise a range of bioactive compounds accumulated in food
sources, which may include vitamins, phytochemicals, fatty acids, amino acids, probiotics,
among others. Despite coming from food sources, their use in human health requires
preliminary studies, especially regarding dose, safety and effectiveness. To investigate these
parameters, pre-clinical tests have been used, based on animal models, among which, the most
commonly used historically are rodents (mice and rats), which despite being well established,
have some disadvantages regarding their manipulation. In view of this, an alternative model
has emerged, Danio rerio (Zebrafish or zebra fish) initially designed for toxicity assessment,
however, it has recently been validated in addition to testing new therapeutic candidate
products for regulatory acceptance, as well as for pathophysiological study. of various
diseases. It is worth mentioning that Zebrafish meets the criteria for replacement, refinement
and reduction of the use of animals in research activities. Given this, the objective of this
chapter was to carry out a broad review of the literature, aiming to identify the pharmacological
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potential and toxicological evaluation of nutraceuticals in the Zebrafish animal model. Eleven
nutraceuticals (silybin, naringenin, apingenin, rutin, oleuropein, chlorogenic acid, curcumin,
lycopene, astaxanthin, b-carotene and piceatannol) were identified and evaluated in the
Zebrafish animal model. Around 70% of these nutraceuticals were investigated as potential
therapeutics in the induction of pathologies (Alzheimer’s, hepatic steatosis, and cancer), while
the remaining 30% focused on the toxicological study of nutraceuticals (with Zebrafish in adult
and embryonic stages). These different forms of application highlight the multiple facets that
the Zebrafish animal model can take on, a model capable of adapting to various purposes and
purposes. It is possible to observe that the Zebrafish model has been useful for preliminary
toxicity studies, pathological studies and to evaluate new therapies, however, more studies
are needed in order to validate, in similar conditions, the activities already identified.
KEYWORDS: Danio rerio, bioactive compounds, phytotherapy

INTRODUCAO

Ao longo da historia da humanidade, alguns alimentos convencionais e ervas foram
reconhecidos como parte fundamental da abordagem holistica para alcancar o bem-estar
geral e a saude da populacdo (HELAL et al., 2019). O equilibrio entre a quantidade e
frequéncia do consumo desses alimentos e/ou ervas, tem sido essencial para que os
mesmos assumam importantes atividades biologicas, seja em conferir prote¢cdo a saude,
principalmente por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, ou na atenuacéo
de patologias, por apresentar potencial anti-diabético, cardioprotetor, neuroprotetor,
hepatoprotetor, dentre outras (MENDONGCA et al., 2024; TEKA et al., 2022).

Esta associacdo tem sido documentada ha milénios, porém, foi na década de 80,
que DeFelice inovou para preencher este GAP epidemiologico, designando que o ponto
crucial entre a relagdo dos alimentos na saude humana era modulado por nutracéuticos
(DeFelice, 2002). O termo nutracéutico empregado por Defelice era uma juncdo das
palavras “Nutricao” e “Farmacéutico” (KALRA et al., 2003). A partir de entéo, o uso da
palavra nutracéutico disseminou entre a comunidade cientifica, com tentativas de definicao
por diversas organizacbes e pesquisadores, dentre estas definicbes, pode-se identificar:
“alimento funcional” e “suplemento dietético”, relacionado a protegdo, promocdo e
recuperacdo da saude, assim como, no tratamento e prevencao de doencas (BROWER et
al., 1998; FDA, 1994; HEYLAND et al., 2001; ARONSON et al., 2016).

Apesar dos esforgos, ainda ndo ha um consenso padronizado sobre a definicdo do
termo nutracéutico, porém este termo tem sido utilizado para abranger diversos compostos
bioativos, como polifendis, vitaminas, minerais, pigmentos, acidos graxos, aminoéacidos,
probioéticos, entre outros (CHANDRA et al., 2022; ALALI et al., 2021). Diante disto, um
interesse crescente sobre abordagens alternativas que complementassem a medicina
convencional, a partir de produtos naturais, com principio ativo capaz de atenuar os sinais e
sintomas fisiopatolégicos foi observado, entretanto, apesar de serem nutracéuticos, estudos
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de toxicidade sé@o imprescindiveis antes de avaliar as potenciais atividades bioldgicas, uma
vez que, a toxicidade de um composto bioativo, a depender da dose, tempo de exposicéo
e estagio de desenvolvimento, pode ocasionar repercussdes nocivas, de gravidade, muitas
vezes irreparavel, como por exemplo, a teratogenicidade (responsavel por cerca de 5 —
10% das anomalias congénitas) (SELDERSLAGHS et al., 2012; SONG et al., 2021).

Diante desta preocupacdo com a seguranca no desenvolvimento de novas
terapéuticas, protocolos de avaliagédo e validagdo de produtos naturais tém sido sugeridas
(BRASIL, 2022). Na pesquisa cientifica, ensaios pré-clinicos, a partir de modelos animais,
podem ser utilizados para atender esta finalidade (OECD, 2001). Dentre os modelos
animais, os mais comumente utilizados historicamente sdo os roedores (camundongos
e ratos), que apesar de bem consolidados, possui algumas desvantagens quanto sua
manipulagcdo, e tamanho amostral, esta situag@o incentivou a investigacdo de modelos
alternativos, identificando que o Danio rerio, também conhecido como Zebrafish ou peixe
zebra ou paulistinha, poderiam ser utilizados (OEDC, 2012).

Inicialmente, a principal empregabilidade do modelo Zebrafish era para avaliagéo
da toxicidade, contudo, com os avancos recentes, este modelo foi validado para além de
testes de novos produtos terapéuticos candidatos para aceitacdo regulatoria, de forma
adicional, foi identificado como um modelo potencial para o estudo fisiopatologico de
diversas doengas (OECD, 2012).

Vale ressaltar que o modelo de Zebrafish corrobora com os principios do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal (CONCEA), que visa principalmente o
reconhecimento de métodos que busquem a substituicdo, refinamento ou reducdo (3R)
do uso de animais em atividades de pesquisas (OECD, 2012). Diante disto, o objetivo do
presente capitulo foi realizar uma ampla reviséo da literatura, visando identificar o potencial

farmacologico e a avaliagdo toxicolégica de nutracéuticos em modelo animal zebrafish.

NUTRACEUTICOS

Nutracéuticos sdo conhecidos como substancias bioativas que estdo presentes nos
mais diversos alimentos ou vegetais, que podem ser entregues sob a forma de suplementos
dietéticos ou alimentos funcionais, fornecendo efeitos benéficos além dos componentes
nutricionais essenciais (ALALI et al., 2021). Os nutracéuticos compreendem uma ampla
gama de compostos bioativos acumulados em fontes comestiveis, incluindo antioxidantes,
fitoquimicos, acidos graxos, aminoacidos e probitticos (HELAL et al., 2019). Com efeitos
potenciais ou previamente estabelecidos, os nutracéuticos sdo bem documentados por
desempenharem atividade terapéutica no tratamento e preveng@o de doencas (ALALI
et al., 2021). O presente tdpico se concentrara em apresentar alguns nutracéuticos que

possuem atividades terapéuticas comprovadas a partir de ensaios pré-clinicos.
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Silibina

OH
OMe

OH
Silibina

Asilibina natural € uma mistura aproximadamente equimolar de dois diastereémeros,
a silibina A e a sibinina B [(2R,3R)-3,5,7-Trihydroxy-2-[3-(4-hydroxy-3 - methoxyphenyl) - 2 -
hydroxymethyl - 2,3- dihydrobenzo [1,4] dioxin — 6 - yl] chroman-4-one] onde, normalmente,
a silibina B tem sido ligeiramente predominante na maioria das preparagdes farmacolégicas.
A silibina é o principal componente da silimarina que se faz presente na planta medicinal
Silybum marianum. Ha milhares de anos ela foi usada como remédio para o tratamento de
diversas doencas, no entanto desde a década de 1970, a silibina é considerada na medicina
como uma substancia com propriedades hepatoprotetoras (BIJAK, 2017). Também ha
evidéncias sobre efeitos anti-proliferativo e anti-inflamatério, de forma dose dependente
em células tumorais, atuando através da supressdo da angiogénese e do aumento da
sensibilidade aos agentes quimioterapicos e o seu efeito quimiopreventivo (FAIXOVA et
al., 2023).

Em 1968, os pesquisadores Pelter e Hansel determinaram a estrutura quimica da
silibina por meio de ressonancia magnética nuclear. Ela apresenta a férmula molecular
C,H,,0,, e tem duas unidades principais ligadas por um anel oxerano: a taxifolina, um
flavonol, e uma unidade fenilpropandide. Sua estrutura quimica possui caracteristicas
hidrofobica e nado ionizavel, entretanto, a solubilidade aumenta em solventes orgéanicos.
Isso influencia em sua absor¢céo estomacal que ocorre rapidamente, entretanto, apesar de
0 meio &cido otimizar sua absor¢ao, sua biodisponibilidade tem sido baixa. Ha necessidade
de estudos adicionais, que visem estratégias para aumentar sua biodisponibilidade oral
(BIJAK, 2017).

A silibina atua biologicamente preservando a funcdo mitocondrial, atenuando
a peroxidacao lipidica e diminuindo a neuroinflamagéo, sendo um importante agente
neuroprotetor em doencas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson (DP),
com atuacdo na preservacdo dos niveis de dopamina e neurdnios dopaminérgicos
(RAMIREZ-CARRETO et al., 2023). A silibina também apresentou potencial antidiabético e
antilipidémico, melhorando o metabolismo da glicose e dos lipidios no diabetes mellitus tipo
2 (DM2), associado a doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (CAl et al., 2023).
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Naringenina (NAR)

Naringenina

A naringenina (4’,5,7-trihidroxiflavona 7-ramnoglicosideo, NAR), foi descoberta em
1907 por Power e Tutin (ZAIDUN; THENT; LATIFF, 2018). ANAR é um derivado da hidrélise
de naringina, tem massa molecular de 272,25 g/mol (C, H,,0,), baixissima solubilidade em
agua e soluvel em solventes organicos como etanol e dimetilsulfoxido (DMSO) (MOTALLEBI
et al., 2022; AVILA et al., 2021).

Dentre suas fontes alimenticias, a NAR pode ser encontrada principalmente em
frutas citricas comumente inseridas na dieta humana, como a toranja, tangerina, liméo e
laranja (YAZDANI et al., 2022), alecrim (CANNATARO et al., 2021), tomate (1ZZO et al.,
2022), cacau (SANCHEZ-RABANEDA et al., 2003), feijao (LOPEZ et al., 2013), orégano
(GUTIERREZ-GRIJALVA et al., 2017), maracuja (BARBOSA SANTOS et al., 2021), entre
outros. Comumente, a NAR é o principal composto fenélico presente em frutas citricas
(ZHAO et al., 2017).

Ha muitos estudos demonstrando que a NAR apresenta atividades anti-inflamatéria
(LING ZENG et al., 2024), anticancerigena (MOTALLEBI et al., 2022), neuroprotetora (LI
et al., 2024), antioxidante (ZAIDUN; THENT; LATIFF, 2018), antidiabética (SINGH et al.,
2018), antiviral e antitumoral (MENDES et al., 2020), antimicrobiana (VEIKO et al., 2023),
cardioprotetora (YADAV et al., 2020). Além disso, a baixa solubilidade de NAR em agua
tem impacto significativo na sua aplicabilidade clinica devido a rela¢do de absor¢éo local
do farmaco, por outro lado, tem sido relatado na literatura que ha uma estreita interacéo
entre a microbiota intestinal e o metabolismo da NAR, tornando-se facilmente absorvida
pelo trato intestinal e rapidamente biodisponivel na circulacao (CAl et al., 2023; YANG et
al., 2022).
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Apigenina (API)

HO

Apigenina

A flavona apigenina (4’,5,7-trihidroxiflavona, API) é um composto amplamente
distribuido no reino vegetal, considerada fonte de frutas, ervas e vegetais. Destacam-se as
atividades antioxidantes, anti-inflamatorias, antivirais, anti-mutagénicos, antibacterianas,
com potencial terapéutico para doengas como céancer, disturbios cardiometabdlicos e
neurodegenerativos, inflamagdes cutaneas, entre outras (SALEHI et al., 2019).

Apresenta baixo coeficiente de solubilidade em agua com alta permeabilidade.
Em 1960, descobriu-se o seu potencial como fitoterapico quando inibiu a liberagéo de
histamina dos baséfilos com a reducéo das células cancerigenas e o aumento da resposta
imunolégica (LEE et al., 2023). Em relagcdo a doencas cardiovasculares, APl atua na
regulando da via de sinalizag¢éo Sirtuina 1 (SIRT1), protegendo a fungéo dos cardiomiocitos
da lesdo miocardica induzida pelo estresse oxidativo. Com o decorrer da senescéncia, a
SIRT1 tem seus niveis séricos diminuidos, ocasionando uma maior suscetibilidade a leséo
miocardica. Entretanto, APl pode se ligar diretamente a SIRT1 para promover sua atividade
nos cardiomidcitos. Entretanto hd uma limitagéo devida a sua baixa solubilidade em agua,
0 que reduz sua atividade biolégica. Diante disto, para uma efetiva absorcéo e utilizagéo
pelo organismo humano, tornam-se necessérios estudos adicionais sobre esse composto
para aumentar sua biodisponibilidade e consequentemente sua atividade biolégica (XU et
al., 2023).
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Rutina (RUT)
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A rutina (3,3',4°,5,7-penta-hidroxiflavona-3-rutinosideo, RUT) é um flavonoide de
origem natural, encontrado em mais de 70 espécies de frutas e plantas até o momento,
como magca, laranja, maracuja e trigo sarraceno (LUO et al., 2024; CHEN et al., 2023). Este
flavonoide apresenta uma variedade de atividades bioldgicas relevantes, como atividade
antioxidante, anticancerigena, anti-inflamatoria, antitrombética e antidiabética (LUO et al.,
2024; OZTIIRKA et al., 2023). Devido as suas notaveis atividades biolégicas, RUT tem sido
extensivamente estudada em modelos in vivo e in vitro. Apesar do seu potencial, sua baixa
solubilidade em agua, problemas de estabilidade e a biodisponibilidade oral limitam o seu
uso terapéutico (CHEN et al., 2023; OZTIIRKA et al., 2023).

RUT pode ser hidrolisada na aglicona quercetina pela enzima {-glicosidase de
microrganismos intestinais. A quercetina desempenha atividade antioxidante por meio de
varios mecanismos de protegdo como a eliminagéo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
e a prevencao da formacdo de ROS com ions de metais de transicdo quelantes, como
ferro e cobre (KIM, 2009). Além destes mecanismos, a RUT também tem sido associada a
mecanismos antidiabéticos, incluindo a diminuicao da absorgéo de carboidratos pela borda
intestinal, inibicdo da gliconeogénese, aumento da sensibilizagdo para captagéo de glicose
pelos tecidos, estimulacéo da secrecéo de insulina pelas células b-pancreaticas, e protecao
da ilhota de Langerhans contra a degeneragédo (GHORBANI, 2017). Vale ressaltar que a
RUT também atua na atenuacéo da formacéo de sorbitol, precursores de produtos finais
de glicacé@o avangada (AGEs) e citocinas pré-inflamatorias, sendo estes responsaveis pelo
potencial da RUT como neufroprotetora, neuroprotetora, antidiabética, cardioprotetora e
hepatoprotetora (CHEN et al., 2023; OZTIIRKA et al., 2023).
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Oleuropeina

OH

Oleuropeina

HO

HO

OH

As folhas, os ramos e as azeitonas sao fontes em polifendis, os quais apresentam
beneficios a saude, dentre seus composto fendlico, a oleuropeina [(2S,3E,4S)-3-
Ethylidene-2-(B-D-glucopyranosyloxy)-3,4-dihydro-5-(methoxycarbonyl)-2H-pyran-4-acetic
acid 2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl ester] tem sido considerada a principal (RUBERT et al.,
2020; MENEZES et al., 2022). A oleuropeina é conhecida por sua atividade antioxidante,
antiaterogénica, cardioprotetora, hipoglicémica, anti-hipertensiva, antiviral, antiinflamatoria,
moluscicida, moduladora endécrino e enzimatica, e anticancerigena (FALEIRO et al., 2023;
RANALLI et al., 2006).

A oleuropeina é um éster heterociclico que foi detectada pela primeira vez no fruto
de O. europaea L. em 1908 por Bourquelet e Vintilesco (RANALLI et al., 2006; PEREIRA
et al., 2007). O mecanismo de acéo da oleuropeina estéa diretamente relacionado a sua
atividade antioxidante e é conhecido por diminuir os niveis de EROs no corpo humano,
podendo também prevenir a formacéao de radicais livres, devido a sua capacidade de quelar
ions metélicos, que catalisam rea¢des de geracao de radicais livres, por exemplo cobre e
ferro. Adicionalmente, apresenta atividade anti-inflamatéria, devido a sua capacidade de
inibir algumas enzimas inflamatorias, por exemplo as lipoxigenases (FALEIRO et al., 2023;
ABD EL-RAHMAN et al., 2024).
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Acido clorogénico (5-CQA)

o) OH
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O éacido clorogénico (5-O-cafeoilquinico, 5-CQA), também conhecido como &cido
tanico e acido elagico do café, trata-se de um acido soltvel em agua, sintetizado pelas
plantas durante a respiracao aerdbica, a partir da esterificagdo do acido caféico e quinico
(LIU et al., 2020; YU et al., 2018). Entretanto, vale ressaltar que o 5-CQA possui instabilidade
quimica, baixa biodisponibilidade, solubilidade lipidica limitada, além de ser suscetivel a
degradacéo por esterases (HUANG et al., 2023). Dentre os produtos vegetais, a maga,
alcachofra, cenoura e café séo considerados alimentos-fonte (NIGGEWEG et al., 2004).

O 5-CQA é uma fitoalexina. Sua principal atividade com interesse escalonar, foi
advindo da industria alimenticia, para preservar os alimentos, aumentando a vida Gtil de
prateleira, por seu potencial antimicrobiano. Apresenta outras atividades biologicas, tais
como, cardioprotetor, antidiabético, neuroprotetor, antilipidémico, anticancerigeno, além de
antioxidante e anti-inflamatéria (SANTANA-GALVEZ et al., 2017).

Curcumina (CUR)

S

Curcumina

Curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona, CUR) & o
principal composto biologicamente ativo do acgafrao indiano ou curcuma (Curcuma longa
Linnaeus) (CHOPRA, et al, 2021; MARTINS et al., 2023). H4 cerca de dois séculos, a
curcumina foi identificada a partir do rizoma da curcuma (MOBALLEGH et al., 2020).
Inicialmente utilizada na indastria alimenticia como uma especiaria, apos identificagéo de
sua atividade terapéutica na saude humana, houve um aumento de seu interesse cientifico
e tecnologico (HASSANZADEH et al, 2020). Dentre as atividades biologicas, pode-se
citar potenciais efeitos anti-inflamatério, antioxidante, antimutagénico, antidiabético,
antibacteriano, hepatoprotetor, expectorante e anticancerigeno (RAJASEKARAN, 2011;
BODINI et al., 2017).
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O mecanismo de atividade anti-inflamatoria da curcumina esta relacionado aos grupos
fenolicos presentes na molécula. Exibe um efeito imunossupressor significativo através
da inibicdo da sintese das interleucinas-2 (IL-2) e -12 (IL-12) e da ativagdo mitogénica de
leucocitos humanos. Este efeito pode ser mediado pela inibigao do fator nuclear kappa B (NF-
kB), que desempenha um papel significativo na regulagéo da transcricdo da expressao génica
pro-inflamatéria. A curcumina inibe eficazmente o fator de necrose tumoral alpha (TNF- a) e
a ligacdo do NF-kB na P1-1 gene de glutationa-S-transferase (GSTP1-1). Estes resultados
indicam que a curcumina pode induzir a apoptose pela sua capacidade de inibir a expressao
de GSTP1-1 e, por estas razdes, diminuir a expressao de varias moléculas proé-inflamatérias
(MARTINS et al., 2023).

Licopeno

O licopeno (p,y-Carotene, 2, 6, 10, 14, 19, 23, 27, 31 — Octamethyl — dotriaconta - 2,
6, 8,10, 12,14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 30 - tridecaene), pertence a classe dos carotenoides.
Essas poliolefinas sdo sintetizadas por plantas e microrganismos fotossintéticos (SAINI
et al, 2020). Dentre os 24 tipos de carotendides, o licopeno é aquele em teores mais
elevados no plasma humano (PRZYBYLSKA et al., 2022). Sua descoberta foi documentada
pela primeira vez em 1876, no tomate, por Millardet, sendo nomeado depois por Schunk
(CASEIRO et al., 2020). Além do tomate, esse composto também pode ser encontrado em
diversas fontes naturais como goiaba rosa, damasco, melancias, mamao, toranjas (KHAN
et al., 2021).

Por ser uma substancia lipossoltvel, sua biodisponibilidade e absorcéo é otimizada
quando associado a outro alimento fonte de gordura (KHAN et al., 2021). Dentre as
atividades biologicas apresentadas pelo licopeno, a atividade antioxidante é a mais
relatada, por exemplo, um estudo recente que avaliou o efeito do licopeno no estresse
oxidativo induzido pelo di (2-etilhexil) fitalato (DEHP) - um plastificante do cloreto de
polivinila (PVC) - observaram um aumento de glutationa (GSH) e glutationa peroxidase
(GSH-Px) na atividade cardiaca, associada a diminuicdo de mioeloperoxidase (SHEN et al.,
2023). Além de atenuar o estresse oxidativo cardiaco, o licopeno também foi identificado
por apresentar potencial atividade hepatoprotetora e anti-mutagénica (THIES et al., 2017;
CHANG et al. 2023).
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Sua atividade anti-inflamatéria também foi constatada, ao diminuir os niveis de
citocinas pré-inflamatérias inibindo a progressao de céncer de prostata em camundongos
(JIANG et al., 2018). Ensaio clinico randomizado (ECR) ao investigar o efeito do licopeno
no metaboloma de homens em risco de cancer de prostata, constatou que o aumento da
ingestao do licopeno atenuou os niveis séricos de piruvato, sendo associados a redug¢ao do
risco de cancer de prostata (BEYNON et al., 2019).

Astaxantina

A astaxantina (3, 3’ -Dihydroxy — B — carotene - 4, 4’ - dione) também é um tipo
de carotenoide, pertencente ao grupo das xantofilas, fazendo distinguir-se de outros
carotenoides devido a presenca dos grupos de oxigénio presente na sua estrutura
molecular, de coloragéo vermelha, insolivel em agua, mas sollvel na maioria dos solventes
organicos, este composto foi encontrado e isolado pela primeira vez em lagostas em 1938
(KOHANDEL et al., 2022; KUMAR et al., 2022).

Pode ser extraida de microrganismos e crustaceos (como camardes, lagostas,
asteroides, algas, entre outros). Vale ressaltar que a microalga denominada Haematococcus
pluvialis € a maior produtora de astaxantina natural, mas também, pode ser sintetizada
na natureza por outras microalgas e fitoplancton, acumulando-se nos zooplénctons e
crustaceos, que se alimentam destas (Sl et al., 2022). Comercialmente, a astaxantina tem
sido utilizada principalmente na industria de ragbes, e aquicultura, uma vez que tem sido
um componente necessario da alimentacdo de peixes ornamentais, entretanto, também
possui influéncia na industria alimenticia de seres humanos, sendo utilizada beneficamente
no pigmento da gema, assim como na pele das carcacas de frango (STACHOWIAK et al.,
2021).

Aastaxantina pode ser considerada um composto biologicamente ativo, com potencial
atividade antioxidante, anti-inflamatéria, hepatoprotetora, neuroprotetora, gastroprotetora
antidiabética e fotoprotetora (HORMOZI et al., 2019; PETYAEV et al., 2018; CHALYK et al.,
2017; KOHANDEL et al., 2022; LI et al., 2015; CHE et al., 2018; YASUI et al., 2011).

Ciéncias da saude: Bem-estar e qualidade de vida 4 Capitulo 21

233



B-caroteno

B-caroteno (B,B-carotene), pertencente a fa- milia de pigmentos carotenoides. Ele
esta classificado entre os mais altos em concentracdes plasmaticas e também entre os
mais consumidos entre os seres humanos (BOHN et al., 2019). Sua descoberta ocorreu
em 1831 por meio de cristalizagdo do pigmento das raizes de cenoura realizado pelo
cientista Wachenroder, que denominou o composto e forneceu a primeira associacao entre
pigmentos de caroteno amarelo (GREEN & FASCETTI, 2016). Este carotenoide é associado
a coloracéo laranja e pode ser encontrado em cenouras, abdboras, batatas doces, entre
outros, e sua concentragéao nos alimentos é influenciada pelo grau de maturagéo, condi¢cbes
ambientais, incidéncia de sol, armazenamento, entre outros (Marcelino et al., 2020). Este
carotenoide é considerado uma provitamina A (HELDEN et al., 2011).

Em relacdo as suas atividades biolégicas, o B-caroteno é reconhecido por sua
potente atividade antioxidante (MUELLER et al., 2011), anti-inflamatéria — uma vez que o
B-caroteno diminui a inflamagéo induzida por lipossacarideo (LPS), e restaura parcialmente
a atividade biol6gica do fator de crescimento epidérmico das células IEC6 (GUOXIA et al.,
2022) -, anti-proliferativa e apoptético em células malignas do mesotelioma (GLORIA et al.,
2014; KACAR et al., 2022).

Piceatannol (PIC)
OH
X i OH

Piceatannal

s

HO

O piceatanol (trans-3,3,4,5-tetrahidroxiestilbeno, PIC), pertence ao grupo dos
estilbeno, que fazem parte de um amplo grupo de polifenéis, que ocorre naturalmente em
muitas espécies vegetais, principalmente através do mecanismo de defesa contra agentes
agressores e patogenos (MENDONCA et al., 2024). Foi isolado pela primeira vez em 1956,
em uma planta chamada Vouacapoua americana (CRAVEIRO et al., 1970; DUBROVINA;
KISELEYV, 2017). O PIC tem baixissima solubilidade em agua, com peso molecular de 244,24
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g/mol (C, H,,0,), solivel em solventes orgénicos como etanol e DMSO. Estruturalmente, o
PIC é similar ao resveratrol, com excegdo de um grupo hidroxila adicional no carbono 3’ e
sua estrutura consiste em dois anéis fenolicos, ligados por uma dupla ligagcéo de estireno
(REINISALO et al., 2015; ZOMER; RODRIGUES; MALDANER, 2022).

Na literatura podem ser encontrados estudos reportando a presenga de PIC em
uma variedade de alimentos tipicamente consumidos na dieta humana, como no maracuja
(SILVA; CAMARA; PERESTRELO, 2021), uva (AVENDANO-GODOQY et al., 2022), mirtilo
(RIMANDO et al., 2004), améndoas (XIE; BOLLING, 2014), cana-de-agUcar (BOUE et
al., 2013), amendoim (KU et al., 2005), canjiqueira (SANTOS et al., 2017) e entre outros.
Embora o PIC esteja presente em diversas fontes vegetais naturais, em geral, as maiores
quantidades sé@o encontradas nas sementes de maracuja, atingindo valor de 4800 mg Kg'
(MATSUI et al., 2010; ZOMER; RODRIGUES; MALDANER, 2022).

Ha muitos estudos demostrando que o PIC exerce efeitos benéficos na saude
humana, incluindo atividade antidiabética (SANTOS et al., 2022), anticancerigena (BANIK
et al., 2020), fotoprotetora (MARUKI-UCHIDA et al., 2013), antioxidante (HOSODA et al.,
2021), anti-inflamatéria (KHARE et al., 2020), antimicrobiana (PLUMED-FERRER et al.,
2013) e antiangiogénicas (HU et al., 2020). Um estudo realizado por Howitz et al. (2003),
demostrou que o PIC estimulou a atividade da SIRT1 em oito vezes, a SIRT1 regula a
resposta celular ao estresse inflamatério, metabdlico e oxidativo (HADAR; GOZES;
GURWITZ, 2017). Em relagao a absorcao e ao metabolismo do PIC, Setoguchi et al. (2014),
observaram que o PIC é mais estavel do que o resveratrol e que sua biodisponibilidade
contribui para importantes fungdes bioldgicas.

TOXICIDADE E POTENCIAL FRAMACOLOGICO DE NUTRACEUTICOS EM
ZEBRAFISH

Apesar de serem fontes de produtos naturais, € possuirem importantes atividades
terapéuticas, a exposicéo aos nutracéuticos pode apresentar efeitos colaterais a depender
da dose, concentracao, e/ou forma de apresentacéo. Na tabela 1 estdo listados estudos
que avaliaram a toxicologia e atividade biologica de nutracéuticos em Zebrafish. Em 1972,
George Streisinger foi pioneiro em seu trabalho com Zebrafish e o apresentou como
um potencial organismo, ao estudar modelos de doencas neurodegenerativas. Com os
avancos cientificos, este mesmo modelo animal comecou a ser utilizado na triagem de
novos compostos com potencial para tratar uma variedade de doencas devido ao seu baixo
custo de manutencéo, facilidade de manuseio e rapida capacidade de reproducéo, alta
fecundidade, e também por os embrides serem transparentes (o0 que otimiza a observagéo
dos desfechos adversos em curto prazo) (NACHAMMAI et al., 2021). Vale ressaltar que
0 Zebrafish possui genes homologos aos seres humanos em aproximadamente 70%,
bem como 84% dos genes que causam doengas em humanos apresentam ort6logos em
Zebrafish (HOWE et al., 2013).
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Frente a isto, Lin et al. (2017), investigaram o efeito da NAR na lesé&o alcodlica, e
seus mecanismos reguladores moleculares, de forma a melhorar o metabolismo lipidico e
reduzir a apoptose em larvas de Zebrafish. O estagio de desenvolvimento, foi a fase larval
(4 dias pos-fertilizacdo, dpf), utilizando uma linhagem trangénica [Tg (Ifabp10a-eGFP)],
espefifica para estabelecer um modelo de esteatose néo alcodlica, vale ressaltar que esses
pesquisadores foram pioneiros, e validaram este modelo através da exposicéo aguda de
etanol (350 mmol/L), tratando-os em seguida com NAR, sendo possivel constatar o efeito
anti-esteatose da NAR com efeito dose-dependente (5 mg/L).

Enquanto isto, outro estudo que também avaliou os efeitos terapéuticos da NAR
(concentragéo letal média — CL50: 91,33 pg/mL), agora comparado ao da silibina (CL50:
34,10 pg/mL), sobre os potenciais efeitos neurofarmacolédgicos e toxicolégicos na ansiedade
induzida pelo estresse no modelo Zebrafish. O delineamento deste estudo utilizou Zebrafish
adulto, o qual relatou respostas comportamentais vigorosas a ansiedade evocada pela
novidade, no entanto, apdés 15 dias de tratamento com NAR, silibina, e a droga padrédo
(diazepan), os peixes comegaram a explorar o nivel superior do tanque, e que além disto,
passavam maior parte do tempo na regido iluminada, de forma significativa, destacando a
sensibilidade dessas tarefas para avaliar agentes serotoninérgicos onde o comportamento
do Zebrafish pode ser regulado (NACHAMAI et al., 2021).

Ratificando tal resultado, Thayumanavan et al. (2022), ao avaliar os efeitos
neurofarmacoldgicos da silibinina e NAR em um modelo de Zebrafish contra a
neurotoxicidade e o estresse oxidativo causado pelo Bisfenol A — BPA (um xenoestrogénio,
utilizado na producéo de plésticos de policarbonato, que pode induzir neurotoxicidade e
problemas comportamentais), também identificaram CL50 semelhante de silibina e NAR
(34,10 pg/mL e 91,33 pg/mL, respectivamente). A partir disto foi possivel identificar que
a co-suplementacéo de silibinina e NAR ap6s a exposicao ao BPA na agua do tanque,
alterou significativamente o comportamento de habitacdo, em comparacdo ao controle,
houve diminuigédo significativa no numero de transi¢cdes para a zona clara, entretanto, apos
a co-suplementacao com silibinina e NAR, esse comportamento foi alterado. Isto deve-se
ao fato de silibinina e NAR atenuarem o estresse oxidativo, a neuroinflamacéao e os efeitos
neuroapoptéticos, resultando em melhor desempenho cognitivo (THAYUMANAVAN et al.,
2022).

Partindo para outros nutracéuticos, foi possivel constatar a investigacéo dos efeitos
antioxidantes de alguns compostos fenoélicos (NAR, API, RUT, oleuropeina, 5-CQA e
curcumina) e carotenéides (licopeno B, B-caroteno e astaxantina) presentes naturalmente
nos alimentos, em modelo de embrido de Zebrafish. Foi possivel observar que dentre os
nutracéuticos, apenas a APl (10 uM), RUT (10 yM) e curcumina (15 yM) protegeram os
embrides contra a dismorfogénese (ARTEAGA et al., 2021).
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Outros dois artigos avaliaram a atividade de PIC, um a respeito de sua atividade
antiangiogénica, outro investigava o composto formulado com nanocapsulas de quitosana,
avaliando a toxicidade (HU et al., 2020; DHANAPAL et al., 2015). Ambos investigaram a
atividade de PIC em embrides de Zebrafish. Hu et al (2020), evidenciaram que o PIC poderia
regular negativamente as fungbes angiogénicas mediadas pelo VEGF sem citotoxicidade,
afectando assim a sinalizag¢do a jusante relacionada. Enquanto que Dhanapal et al (2015),
sugeriram que a adicdo de quitosana na formulagdo do nanoencapsulado, aumenta a
sobrevida, a taxa de eclosdo de maneira dependente do tempo na dosagem de 20ug/mL,
sendo este achado, um avango da tecnologia de nanoparticulas poliméricas que também
podem ter potencial na melhoria da toxicidade induzida por AFB1 em humanos.

Como visto, a maioria dos estudos possui delineamentos distintos, seja sobre o
estagio de desenvolvimento do modelo Zebrafish, ou da dose e aplicacéo utilizada (com
ou sem formulagéo). Estas disparidades podem ser consideradas limitagdes, uma vez que
podem dificultar a comparacgéo de resultados, assim como, a extrapolacéo de dados para
modelos humanos. Contudo, foi possivel observar que o modelo tem sido util para ser
empregado em estudos preliminares de citotoxidade, principalmente para avaliar novas
terapéuticas, entretanto, sdo necessarios mais estudos, de forma a validar, nas mesmas
condigdes atividades ja identificadas.
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Autor Utilizacao Modelo animal Tratamento Observacoes Metodologicas Resultados
S - Para o estudo de toxicidade
Sl:\lltxgn(% (10’1’e1 19010,\/51)'\/') aguda, foram utilizados 10 - Descobriu-se que silibinina e a NAR mitigam a
Nachammai et Ansiolitico e T H peixes /concentracéo de ansiedade aguda induzida pelo estresse, devido as suas
al. 2021 Neuroprotecio Zebrafish adultos Controle: Fluoxetina (0,1 silibinina e NAR e um grupo propriedades ansioliticas, e podem ser explorados como
v proteg 1e10 M) e diaze am’ ’ controle. potenciais agentes terapéuticos para o tratamento da
0.1, 1 2 10 uM) P - Foi utilizado o método estatico ansiedade.
2 H (4 dias).
Larvas de Zebrafish - As larvas foram expostas - A andlise do valor de cinza indicou ainda que a NAR
tipo selvagem (WT, o diminuiu significativamente a esteatose hepatica com
f a 350 mmol/l de etanol (2% =
AB strain) - uma EtOH) em agua de peixe uma alteracdo dependente da dose e que as dosagens
Lin et al.. 2017 Esteatose linha transgénica de NAR (5 mg/L & 10 mg/L) a partir de 9%-98 h ; 55 a de 5 mg/L e 10 mg/L quase reverteram o acimulo de
” heopatica expresséo de eGFP 9 9 fegiliza 50 (hpf) othé 32 hrs lipidios alcodlicos nas larvas.
especifica para o “NAR giluidapempo 1% de * - O tratamento com NAR (5 mg/L 48 h) reduziu
figado (Tg DMSO e significativamente o acimulo de goticulas lipidicas
- Ifabp10a-eGFP) induzidas pelo alcool nos figados das larvas expostas
- Os flavonoides (silibinina e NAR) tiveram valores
~Tosto para os flavonoidesa e 0BT D Kioace biologion,
) S|.I|b|n|n.a e NAR: 01; partir de arteml_a. . - Os efeitos neuroprotetores da silibinina (10 uM) e NAR
1,0; 10,0; 100; e 1000 - Os testes de limite de o .
I (10 uM) em Zebrafish induzidos por BPA (17,52 uM)
pg/mL silibinina e NAR foram P
Thayumanavan Toxicidade Zebrafish adultos -controle positivo realizados de acordo com as foram 34,10 pg/mL (silibinina) € 91,33 ug/mL (NAR) em
etal., 2022 ; SR e comparagdo com o dicromato de potassio padrdo (13,15
(dicromato de potéassio): diretrizes da OCDE 203 para /mL)
0,1; 1,0, 10,0;100; € 1000  demonstrar que o CL 50 foi HCQ)] combortamento alterado da escototaxia no LDPT
pg/mL ﬁ:’pli”or & concentraggo de 100 causado pelo BPA foi revertido pela cossuplementagéo
9L de silibinina e NAR (diminuic&o do nimero de transi¢coes
e duracéo para a zona clara).
Flavonoides: - Embrides expostos ao
NAR (20 pM), API (10 uM) EgggeHr;)xgg ?)itfrrzhbrl\g:de - Para os valores EC 50 de dismorfogénese, apenas
e RUT (10 uM) Ietalidadepe dismorfoaénese. de RUT, API e curcumina apresentaram efeitos protetores.
24248h és-fertilizag %o (h ’f) Por outro lado, o B-caroteno (25 pM) exibiu um risco
Polifendis: Oleuropeina em diferen’:es concentgragéeg aumentado de mortalidade e dismorfogénese em
Arteaga et al., . Embrides de (15 uM), 5-CQA (20 uM) e . ’ zebrafish ap6s o tratamento oxidante, baseado em uma
2021 Antioxidante Zebrafish curcumina (15 pM) variando de 1 a 3,5 mM. reducao significativa nos valores de LC 50 (2,6 mM) e

Carotenoides:
licopeno (20 M),
astaxantina (20 uM) e
B-caroteno (25 yM)

- Descobriu-se que a
concentracao letal 50 (LC 50)
era de 2,1 mM, enquanto a
concentragéo eficaz para a
dismorfogénese (EC 50) era de
1,7 mM.

EC 50 (1,5 mM).

- Por outro lado, o B-caroteno exibiu maior letalidade e
dismorfogénese em comparagéo com o tratamento com
tBOOH sozinho.
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PIC (3, 10, 30 uM)

- Os embrides de peixes foram
incubados com Avastin ou PIC
ou VEGF.

- O tratamento medicamentoso
durou 48 h e no 3° dia de

- O tratamento com PIC exerceu efeito supressivo de
maneira dose-dependente, e 30 yM de PIC atenuou a
formagéo de vasos subintestinais mediados por VEGF
em ~140%

- Foi proposto que o PIC se liga ao VEGF, atenuando
a ativacéo do receptor de VEGF e bloqueando a

Hu et al., 2020 cancer E?gt?r%?issr? e Controle positivo: Avastin ~ desenvolvimento dos embrides, sinalizagdo a jusante, incluindo expressdes de eNOS
(200 pg/mL) foi realizada a coloragéo de fosforilados, Erk e Akt.
embrides. Foram capturadas - Além disso, o PIC suprimiu visivelmente a formacao
imagens demonstrando os de ROS, desencadeada pelo VEGF. Além disso, a
vasos subintestinais e a ligacdo do PIC ao VEGF suprimiu significativamente a
formagéo de vasos sanguineos. proliferacdo e migracdo do cancer de célon induzida por
VEGF.
- O tamanho foi ainda afirmado como 127nm (CS-PLA
) L R NPs) e 147nm (CS/PLA-PIC NPs);
Nanoparticulas de a&:::;;g:SB?XFAOFStBO‘IS) a - AFB1 exerceu seus efeitos toxicos na sobrevivéncia,
Dhanapaletal.  coioviciade  ETDIOSSde L e O amanho de NPS S/ e foram abservacos om
2015 zebrafish PLA-PIC de ~87 a 200nm, em

com PIC (NPs CS/PLA-
PIC) - 20pg/ml

comparacdo com NPs CS-PLA
de tamanho 150nm.

tempo e de maneira dependente da dose a 4uM

- NPs CS/PLA-PIC aumenta a sobrevida, frequéncia
cardiaca e eclosao de forma dependente do tempo na
dosagem de 20pg/ml.

Tabela 1. Utilizacao de nutracéuticos em modelo animal Zebrafish
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CONSIDERAGCOES FINAIS

Diante do exposto, estes resultados sugerem que os nutracéuticos possuem
atividades bioldgicas indiscutiveis, e que o modelo animal Zebrafish pode ser utilizado de
forma eficaz para além de testes de toxicidade, mas também para identificar dose segura
de novos produtos terapéuticos, como os nutracéuticos, e para o estudo fisiopatolégico
de diversas doencas. Este modelo pode ser utilizado em todos os ciclos de vida, incluindo
desde a fase embrionaria a adulta. Isto reforca a versatilidade da aplicagcéo do Zebrafish
em ensaios experimentais pré-clinicos, evidenciando sua adaptacao a varios propdésitos e
finalidades. Entretanto, sdo necessarios mais estudos, de forma a validar, em condigbes
similares, as atividades ja identificadas.
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