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MENEZES, G.M.S.; Desenvolvimento e caracterizacdo de um modelo de senescéncia
induzida por d-galactose e avaliacio dos efeitos do a-terpineol em embrides e larvas de
zebrafish (Danio rerio). P6s-Graduagdo em Desenvolvimento e Inovagao Tecnoldgica em
Medicamentos, Tese de Doutorado. CCS/UFPB, 2026.

A senescéncia celular, mecanismo fundamental de envelhecimento, estd implicada em muitas
doengas cardiovasculares. O modelo peixe-zebra (Danio rerio) ¢ gerontologico, bem
estabelecido e a indugdo ao envelhecimento pela D-galactose (D-gal) ndo fora testada até o
momento em larvas de zebrafish (Danio rerio). O objetivo dessa pesquisa foi selecionar, em
testes in silico, compostos presentes em cinco frutos do Nordeste do Brasil com melhores
atividades nas vias enzimaticas envolvidas em doengas cardiovasculares associadas ao
envelhecimento, bem como desenvolver in vivo, um modelo de indugdo a senescéncia por D-
galactose e avaliar a a¢do do a-terpineol (a-T) sobre a senescéncia, o estresse oxidativo, e
frequénia cardiaca em embrides e larvas de zebrafish. Investigou-se, in silico, 67 compostos de
frutas tipicas do Nordeste do Brasil mais ativos em vias envolvidas na doenca cardiovascular
associada ao envelhecimento (NRF2, iNOS, NOX e COX-2). Avaliou-se a performance dos
modelos, a atividade proComb e Pact de docking molecular e dindmica molecular. No estudo
com embrides de D. rerio (n=100) avaliou-se a toxicidade aguda do a-terpineol (OECD 236),
taxa de mortalidade e alteragdes morfoldgicas provocadas por D-gal. Posteriormente, testes
com embrides (n=60) por 6 dias avaliaram as alteragdes morfologias do tratamento com D-gal
(36,03 mg/mL) e agdo do a- T nas concentragdes de 0,000468 mg/mL e de 0,0046 mg/mL. Na
sequéncia desenvolveu-se um modelo de senescéncia induzida por exposicao a D-gal por 72
horas em embrides e larvas de zebrafish divididos nos grupos: Controle (Meio E3); D-galactose
(30 mg/mL); D-gal + a-T concentragdo menor (0,000047 mg/mL); D-gal + o-T concentragao
maior (0,000094 mg/mL); D-gal + resveratrol(RSV, 0,01 mg/mL). Avaliou-se a senescéncia
(n=15), o estresse oxidativo pela avaliagdo da atividade da catalase (n=50),
sobrevivéncia/alteragdes morfologicas (n=100) e frequéncia cardiaca (n=50) das larvas.
Utilizou-se testes t de Student e “one-way” e poOs-teste de Bonferroni. Resultados in silico
revelaram 4 modelos enzimaticos robustos (48 compostos ativos 2 > enzimas), sendo 16 com
atividade > 0,6 para NRF2 e para outra enzima (=0,5). O a-terpineol foi escolhido para os testes
in vivo, com melhores resultados nos testes de dindmica molecular, como composto mais
estavel. A CL50 do o-T e da D-gal foram acima de 0,1 mg/mL e de 45,03 mg/mL,
respectivamente e a LOAEL do a- T foi de 0,0062 mg/mL. Os primeiros testes com D-gal + a-
T (0,0046 e 0,00046 mg/ mL) ndo reduziram o percentual de alteracdes morfologicas
comparados ao grupo E3 (p<0,05), apenas atenuaram os tipos de alteragdes. Por sua vez, o
modelo de indugdo a senescéncia desenvolvido em embrides e larvas de zebrafish levou a alta
taxa de sobrevivéncia (95%), aumento do valor da atividade da enzima beta-galactosidase no
grupo D-gal e reducdao no grupo D-gal + a-T concentragdo menor (p<0,05). A atividade da
catalase aumentou e a frequéncia cardiaca diminuiu nos grupos tratados com D-gal (p<0,05),
quando comparados ao controle, porém o tratamento com o-T ndo foi eficaz na atenuagao dos
danos. Conclui-se, portanto, que novos compostos apresentaram atividade nas vias de
envelhecimento associado a doenga cardiovascular, especialmente ligadas a NRF2, com destage
para o o-terpineol. Enquanto, o modelo de senescéncia induzido por D-gal demonstrou ser
funcional, pelo aumento dos niveis da betagalactosidase, da atividade da CAT, além de alterar
a frequéncia cardiaca e o a-terpineol na menor concentracdo foi capaz de atenuar a senescéncia.
Portanto, sugere-se a utilizacdo do modelo desenvolvido em futuros estudos e do uso do a-T
com uso de abordagens moleculares e funcionais adicionais para aprofundamento mecanistico.

Palavras-chave: Cardiovascular; Envelhecimento em zebrafish; Estudos in silico; Frutos do
Nordeste do Brasil; a-terpineol.



MENEZES, G.M.S.; Development and Characterization of a D-Galactose—Induced
Senescence Model and Evaluation of the Effects of a-Terpineol in Zebrafish (Danio rerio)
Embryos and Larvae. Pos-Graduagdo em Desenvolvimento e Inovagdo Tecnologica em
Medicamentos, Tese de Doutorado. CCS/UFPB, 2026.

Cellular senescence, a fundamental mechanism of aging, is implicated in several cardiovascular
diseases. The zebrafish model (Danio rerio) is a well-established gerontological model,
however, D-galactose (D-gal)-induced aging has not yet been tested in zebrafish larvae. The
aim of this study was to select, through in silico screening, compounds present in five fruits
from Northeastern Brazil with the highest activity in enzymatic pathways involved in aging-
associated cardiovascular diseases, as well as to develop in vivo a D-galactose—induced
senescence model and to evaluate the effects of a-terpineol(a-T) on senescence, oxidative
stress, and heart rate in zebrafish embryos and larvae. Sixty-seven compounds from typical
fruits of Northeastern Brazil were investigated in silico for activity in pathways associated with
aging-related cardiovascular disease (NRF2, iNOS, NOX, and COX3). Model performance,
proComb and Pact docking activity, and molecular docking and molecular dynamics were
evaluated. In studies with D. rerio embryos (n = 100), acute toxicity of a-terpineol (OECD 236),
mortality rate, and D-gal-induced morphological alterations were assessed. Subsequently,
embryos (n = 60) were treated for six days to evaluate morphological changes induced by D-
gal (36.03 mg/mL) and the effects of a-terpineol at concentrations of 0.00046 mg/mL and
0.0046 mg/mL.A senescence model was then developed by exposing zebrafish embryos and
larvae to D-gal for 72 hours, divided into the following groups: Control (E3 medium); D-
galactose (30 mg/mL); D-gal + low-dose a-terpineol (0.000047 mg/mL); D-gal + high-dose a-
terpineol (0.000094 mg/mL); and D-gal + resveratrol (RSV, 0.01 mg/mL). Senescence (n=15),
oxidative stress assessed by catalase activity (n = 50), survival and morphological alterations
(n = 100), and heart rate (n = 50) were evaluated in the larvae. Student’s t-test and one-way
ANOVA followed by Bonferroni post hoc tests were used for statistical analysis. In silico results
revealed four robust enzymatic models, with 48 active compounds targeting two or more
enzymes; among these, 16 showed activity > 0.6 for NRF2 and > 0.5 for at least one additional
enzyme. o-Terpineol was selected for in vivo assays due to its superior molecular dynamics
performance, indicating greater stability. The LCso values for a-terpineol and D-gal were above
0.1 mg/mL and 45.03 mg/mL, respectively, and the LOAEL for a-terpineol was 0.0062 mg/mL.
Initial tests with D-gal + a-terpineol (0.0046 and 0.00046 mg/mL) did not reduce the percentage
of morphological alterations compared with the E3 group (p < 0.05), but attenuated the severity
of the alterations.The developed D-gal-induced senescence model in zebrafish embryos and
larvae resulted in a high survival rate (95%), increased B-galactosidase activity in the D-gal
group, and reduced activity in the D-gal + low-dose a-terpineol group (p < 0.05). Catalase
activity increased and heart rate decreased in the D-gal-treated groups (p < 0.05) compared
with the control; however, a-terpineol treatment was not effective in attenuating these effects.
In conclusion, novel compounds exhibited activity in aging-associated cardiovascular
pathways, particularly those related to NRF2, with a-terpineol standing out. The D-gal-induced
senescence model proved to be functional, as demonstrated by increased -galactosidase levels,
elevated catalase activity, and altered heart rate, and low-dose a-terpineol was able to attenuate
senescence. Therefore, the use of the developed model is suggested for future studies, along
with further molecular and functional approaches to deepen mechanistic understanding of a-
terpineol’s effects.

Keywords: Cardiovascular; Zebrafish aging; In silico studies; Fruits from Northeastern Brazil;
a-terpineol.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento ¢ um fenomeno biologico universal inevitavel que afeta todos os
organismos multicelulares (Sadowska-Bartosz; Bartosz, 2014). O avango da idade ¢ o fator de
risco predominante para varias patologias humanas importantes, incluindo cancer, diabetes,
doengas cardiovasculares e neurodegeneracao (Slack, 2017). A Organizagdo Mundial da Satde
estimou que as doencas cardiovasculares seriam responsaveis por mais de 23 milhdes de mortes
em 2030 (Wang et al., 2021). A DCV continua sendo a principal causa de morte em idosos, € 0
tratamento custoso para o sistema de saude mundial ¢ evidente. Portanto, devido aos seus efeitos
notaveis no coragdo e no sistema arterial, o envelhecimento torna-se o fator de risco
independente mais importante para essas doencas (Fajemiroye ef al., 2018).

O peixe-zebra (Danio rerio) ¢ identificado como um modelo gerontoldogico bem
estabelecido para desvendar os mecanismos subjacentes de envelhecimento, doenga e reparo e
tem como marca uma progressdo do envelhecimento gradual como nos mamiferos com
marcadores semelhantes aos dos humanos (Cha et al., 2016). Além disso, possui altas
semelhancas biologicas, estruturais, funcionais e genéticas com os humanos, emergindo
rapidamente como um modelo atraente para pesquisa em doengas humanas (Chia ef al., 2022).
O peixe-zebra € um excelente modelo para triagem de medicamentos de alto rendimento, com
boa relacdo custo-beneficio, devido ao seu pequeno tamanho, alta fecundidade, facil criagdo e
estagios embriondrios e larvares transparentes (Patton; Zon; Langenau, 2021). O teste FET
(Fish Embryonic Toxicity), OECD 236, (OECD, 2013), realizado com o zebrafish, apresenta
diversas vantagens que favorecem estudos sobre os efeitos farmacoldgicos de plantas.

Geralmente, os modelos de envelhecimento podem ser classificados em duas categorias:
modelo de envelhecimento natural e modelo de envelhecimento acelerado. O modelo de
envelhecimento natural consome tempo e gera um custo enorme. Existem varios tipos de
modelos de envelhecimento acelerado, dentre eles, o0 modelo de envelhecimento induzido por
D-galactose ¢ o mais preferido devido a sua conveniéncia, menores efeitos colaterais e maior
taxa de sobrevivéncia ao longo do periodo experimental (Wang ef al.; 2022). Esse modelo foi
recentemente testado em zebrafish adultos (Chen et al., 2023) e ndo havia sido explorado em
embrides e larvas até o momento.

A expressao aumentada da enzima [-galactosidase (SABG) associada a senescéncia,
que ¢ considerada um marcador de envelhecimento generalizado, aumenta linearmente no
tecido da pele de zebrafish entre 5 e 57 meses de idade (Kishi ef al., 2003; Tsai et al., 2007). A

producao de espécies reativas de oxigénio ¢ a principal causa de dano intracelular induzido por
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D-gal e a geracdo de produtos de glicagdo que aumentam a produgdo desses compostos, quando
acumulados sdo produtos do metabolismo oxidativo por D-gal. O sistema antioxidante
enzimatico ocupa um papel de destaque contra a producao excessiva de espécies reativas de
oxigénio. As principais enzimas antioxidantes geralmente estdo presentes em niveis mais
elevados em peixes quando comparamos com mamiferos. A enzima CAT catalisa a conversao
do H>O» em 4gua nos peroxissomos (D’Agostino et al., 2025).

Alguns compostos naturais representam novos agentes no antienvelhecimento, e
inimeros estudos relataram correlagdes entre antioxidantes naturais e capacidade
antienvelhecimento. O Brasil ¢ um importante produtor de frutas no mundo e algumas frutas
tipicas da regido Nordeste do Brasil, como a Anacardium ocidentalli, Spondia monbim,
Mangifera indica, Malphigia emarginata e Carica papaya s3o importantes fontes de
componentes antioxidantes.

O uso de novas tecnologias da quimioinformatica como o advento da triagem virtual
(Virtual screening) tem facilitado a constru¢do de uma biblioteca de compostos quimicos e
modelos computacionais capazes de analisar e retornar uma selecao de constituintes quimicos
com as propriedades desejadas. O a-terpineol, monoterpeno presente em Oleos essenciais,
apesar de ter seu uso testado recentemente em embrides de zebrafish, até 0 momento nao temos
resultados expostos na literatura, com testes de toxicidade. E apesar do composto, ter acao
comprovada na literatura em estudos animais na hipertensao e doengas cardiovasculares, bem
como a sua ac¢do antioxidante (Moncada; Higgs, 2006; Fernandes- Santos et al., 2006; Ribeiro
et al., 2010; Sabino et al., 2013), ndo temos disponibilidde de dados sobre o seu efeito em
modelos de envelhecimento associados a doenca cardiovascular em embrides e larvas de
zebrafish. Apenas em um estudo utilizando o modelo de indug@o ao envelhecimento em células
aorticas de ratos demonstrou atenuar os niveis da enzima beta galactosidase (Almeida, 2024).

Além das abordagens expostas anteriormente, nos momentos atuais, prevalece uma
busca na comunidade cientifica pelo desenvolvimento de modelos in vivo que reproduzam o
envelhecimento com capacidade de rastreio de alto rendimento que possam identificar de forma
rapida e eficiente compostos antisenescentes com potencial terapéutico associados a doengas
nesse ciclo de vida. Diante disso, o objetivo dessa pesquisa foi selecionar, em testes in silico,
compostos presentes em cinco frutos do Nordestes do Brasil e parte de suas arvores, com
melhores atividades nas vias enzimaticas envolvidas em doengas cardiovasculares associadas
ao envelhecimento, bem como desenvolver in vivo um modelo de inducdo a senescéncia por
D-galactose e avaliar a acdo do a-terpineol sobre a senescéncia, o estresse oxidativo, e frequénia

cardiaca em embrides e larvas de zebrafish.
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2 OBJETIVOS

2.2 Objetivo geral

Selecionar, em testes in silico, compostos presentes em cinco frutos do Nordestes do
Brasil e parte de suas arvores, com melhores atividades nas vias enzimaticas envolvidas em
doengas cardiovasculares associadas ao envelhecimento, bem como desenvolver in vivo um
modelo de indugdo a senescéncia por D-galactose e avaliar a acdo do a-terpineol sobre a

senescéncia, o estresse oxidativo, e frequénia cardiaca em embrides e larvas de zebrafish.

2.2 Objetivos especificos

a) identificar os compostos presentes em frutas e partes de suas arvores, tipicas da regido
Nordeste do Brasil e parte de suas arvores, ativos em vias enzimaticas envolvidas em
doengas cardiovasculares associadas ao envelhecimento com metodologias de triagem
virtual de um banco de dados de produtos naturais;

b) analisar pela primeira vez a toxidade aguda do o-terpineol em embrides e larvas de
zebrafish;

¢) avaliar em estudo piloto as alteragdes morfoldgicas e taxa de mortalidade provocadas por
varias concentrades D-gal, bem como a acdo do alpha — terpineol sobre tais efeitos.

d) determinar a funcionalidade do modelo desenvolvido de indugdo a senescéncia por D-gal
em embrides e larvas de zebrafish, pelo aumento da enzima beta-galactosidase;

e) avaliar a acdo do D-gal sobre o dano oxidativo, a frequéncia cardiaca, morfoldgica e
sobrevivéncia das larvas;

f) avaliar a atividade do a-terpineol em reduzir a senescéncia induzida por D-gal em larvas
de zebrafish;

g) avaliar a acdo do a-terpineol sobre o dano oxidativo, a frequéncia cardiaca, morfologia e

sobrevivéncia das larvas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Envelhecimento e senescéncia

A senescéncia celular € um mecanismo fundamental de envelhecimento que tem sido
implicado em muitas doencas relacionadas a idade, sendo uma causa significativa de disfungao
dos tecidos. O acumulo de células senescentes, que ocorre durante o envelhecimento, € visto no
contexto das doencas cardiovasculares, obesidade e diabetes. A manutencdo da integridade
endotelial normal ¢ uma abordagem terapéutica importante para reduzir o risco de doencas
cardiovasculares relacionadas a idade, uma vez que a func¢do endotelial reduzida com o
envelhecimento contribui para o desenvolvimento de doencas do sistema cardiovascular (Wang
etal., 2019).

A classificagdo da senescéncia celular inclui a senescéncia replicativa, a induzida por
estresse e a senescéncia prematura. Células diferentes t€ém caracteristicas de senescéncia celular
com diferentes biomarcadores, destacando-se o aumento do envelhecimento associado a
atividade da beta-galactosidase (Bo-Htay, 2018). A senescéncia cronica tem efeitos prejudiciais
dentro células e tecidos. O conhecimento de que este envelhecimento pode causar doencas
relacionadas instigou pesquisadores a desenvolver medicamentos que possam eliminar a
senescéncia de células (Watanabe et al., 2017). As células senescentes em idosos ndo sao
capazes de manter nem fungdes fisioldgicas do tecido, nem reparagdo tecidual, incluindo
autofagia, cuja capacidade diminui com o envelhecimento (Yanaji et al., 2017; Schmitt, 2017;
Rafi; Alladi, 2017).

Esse processo senescente ¢ seguido pela depuracdo de células senescentes dentro
daqueles processos considerados benéficos. No entanto, se a eliminagdo das células senescentes
ndo ocorrer, elas se acumulam e podem levar ao cancer e ao envelhecimento. As investigagdes
em amostras de animais demonstraram que células senescentes se acumulam, em animais
velhos, em leucdcitos e enterdcitos da cripta intestinal, em fibroblastos dérmicos, hepatdcitos e
ostedcitos (Korolchuk et al., 2017). Ao contrario da apoptose, na qual os fagdcitos removem
células sem causar inflamacgao, células senescentes sobrevivem por causa da estimula¢do do
processo inflamatorio no meio ambiente e remocao de compostos nocivos (Childs et al., 2014).

A senescéncia pode ser desencadeada por varios fatores, como estresse oxidativo,
dano/encurtamento dos telomeros, dano ao DNA, disfun¢do mitocondrial, ruptura da cromatina,
inflamagao, desregulacdo epigenética e ativacdo do oncogene (Jun et al.; 2018). Durante o

processo de envelhecimento fisiologico, foram identificados nove biomarcadores que se
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destacam por sua relagdo direta com o envelhecimento. A alteragdo experimental desses
biomarcadores pode acelerar o envelhecimento, enquanto sua melhoria pode retarda-lo (Lopez-
Otin; Blasco; Partridge; Serrano et al., 2013).

Em uma atualizacdo recente, em 2023, foram incluidos trés novos biomarcadores com
seus mecanismos agrupados em trés categorias: primarios, antagonicos e integrativos (Lopez-
Otin; Blasco; Partridge; Serrano et al., 2013). Esses mecanismos funcionam de forma
interconectada, de modo que a falha em um deles pode ter consequéncias negativas sobre os
outros ao longo do tempo. A caracterizacdo do envelhecimento inclui instabilidade gendmica,
atrito nos teldmeros, alteracdes epigenéticas, perda de proteostase, macroautofagia desativada,
detecgdo desregulada de nutrientes, disfungdo mitocondrial, senescéncia celular, exaustdo de
células-tronco, alteracdes na comunicacao intercelular, inflamacao cronica e disbiose.

O estresse oxidativo em nivel cronico ¢ um fator relacionado a progressdo do
envelhecimento celular e exercem influéncia direta sobre alguns biomarcadores, mencionados
acima. Espécies reativas de oxigénio, subproduto natural do metabolismo normal do oxigénio,
parecem exercer um papel duplo no envelhecimento em animais geneticamente modificados
(Lapointe; Hekimi, 2010), apesar de outros estudos demonstrarem seus efeitos deletérios
(Skibska; Goraca, 2015). Essas moléculas regulam varios aspectos fisiologicos, especialmente
os mitocondriais e, além deles, outras substiancias com efeitos sobre a mitocondria causam
alteragdes redox e alteracao do metabolismo (Pole et al., 2016).

Fazendo uma abordagem sobre a inibi¢do do ciclo celular, varios supressores e
inibidores desse ciclo sdo conhecidos, por exemplo, p16, inibidor de quinase 2A, supressor
multiplo de tumor 1, p53, p21, pl5 (p15INK4b), proteina quinase; dependente de ciclina
inibidor de proteina serina/treonina quinase, supressor de tumor multiplo), p27 (dependente de
ciclina regulador de quinases), fator de ribosilagdo de ADP (ARF), proteina de retinoblastoma
hipofosforilada (Yanagi et al., 2017; Watanabe et al., 2017). Ativacao da supressdo tumoral vias
p53 e p21 e pl6/retinoblastoma sdo vias proteicas ocorridas durante a senescéncia. A ativagao
¢ desencadeada pelo dano ao DNA, que pode ser resultado de DNA telomérico e nao telomérico,
danos ou estresse oxidativo (Barnnes et al., 2016).

Quanto a morfologia, as células senescentes sdo caracterizadas por serem achatadas e
com caracteristicas morfologicas ampliadas. Elas exibem varios marcadores, incluindo
induzido por disfuncao de telomeros, focos de heterocromatina associada a senescéncia,
granulos de lipofuscina, danos ao DNA, alteracdes da expressdo genética. Outra importante
caracteristica das células senescentes ¢ a liberagdo de fatores SASP (Senescence-Associated

Secretory Phenotype), ou seja, fendtipo secretor associado a senescéncia (Ozcan et al., 2016).
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Como as células senescentes sdo caracterizadas pela parada irreversivel do crescimento
em G1 ou G2/M fase do ciclo celular, elas ndo sdo mais capazes de se dividirem. Estas células
também possuem caracteristicas bioquimicas especiais, por exemplo. a auséncia da proteina Ki-
67 proliferativo, atividade de senescéncia associada B-galactosidase (SA-B-GAL), expressao de
supressores de tumor e inibidores do ciclo celular (Yanagi et al., 2017; Watanabe et al., 2017).
Beta-galactosidase associada a senescéncia (SA-B-GAL), ¢ uma isoforma da enzima beta-
galactosidase, normalmente responsavel pela quebra de beta-galactosideos. A sua atividade esta
presente nos lisossomos de células senescentes. No entanto, o aumento da sua atividade €
considerado um resultado da senescéncia (Yanagi ef al., 2017).

Os danos ao DNA nuclear e mitocondrial aceleram a senescéncia, mas desde que os
mecanismos de reparacdo sejam eficazes, o dano celular pode ser reparado. De outra forma,
quando alguns dos mecanismos de reparo falham, o DNA danificado se acumulard, obstruindo
a fungdo celular e causando sua senescéncia. Indutores de senescéncia, como encurtamento dos
telomeros, agentes toxicos ou oncogenes, causam a formagao de SAHF (Senesence-Associated
Heterochromatin Foci), estruturas cromossdmicas que se acumulam durante o processo de
envelhecimento celular que contém proteinas formadoras de heterocromatina. Todas essas
caracteristicas celulares podem ser consideradas como marcas (ou possiveis biomarcadores) de

senescéncia (Bernadotte, 2016; Zhang et al., 2007).

3.2 Sistema modelo zebrafish na senescéncia/ envelhecimento e risco associado a doencas

3.2.1 Caracteristicas do desenvolvimento no modelo zebrafish

Conhecido pela sua popularidade no aquarismo, o zebrafish (Danio rerio) (Hamilton,
1822) foi inicialmente apreciado por sua beleza tropical. O pequeno teledsteo de dgua doce €
pertencente a familia Cyprinidae. O género Danio possui 44 espécies descritas que fazem parte
da subfamilia Raborinae e apresenta um padrao de coloragdao com listras horizontais claras e
escuras alternadas. A distribui¢ao natural do zebrafish é ao sul e sudeste da Asia, principalmente
india, Bangladesh e Nepal (Spence et al., 2008).

A reproducao do zebrafish € externa, ocorre através da deposi¢do na agua de
espermatozoides e ovocitos maduros liberados pelos exemplares adultos, possuindo assim os
seguintes estagios de desenvolvimento: estdgios embriondrios (A e B), estagio larval (C) e
estagio adulto (D), conforme descrito na figura 1. A atividade reprodutiva inicia-se nas

primeiras horas da manha em que ocorre a luminosidade, apds exposi¢ao ao escuro. Os ovocitos
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sdo entdo fertilizados pelos espermatozoides gerando assim o embrido. Esta espécie apresenta
uma fecundidade elevada, uma fémea na idade adulta produz grandes quantidades de ovoécitos

maduros em cada postura, entre 50 a 200 podendo liberar até¢ 1000 (Reed; Jennings, 2011).

Figura 1 — Estagios de desenvolvimento de Danio rerio

Estagio larval (C) Estagio adulto (D)
Fonte: Reed e Jennings, 2011.

No final da década de 1960, essa pequena espécie de peixe comegou a ganhar destaque
como um modelo de vertebrados, gracas ao trabalho pioneiro de George Streisinger. Desde
entdo, o zebrafish se estabeleceu como um modelo versatil e amplamente utilizado em diversas
areas de pesquisa, incluindo biologia do desenvolvimento (Selderslaghs et al., 2012; Roper &
Tanguay, 2018) farmacologia e toxicologia (Lammer et al., 2009; Canedo & Rocha, 2020;
Canedo et al., 2021), ecotoxicologia (Cristiano et al.; 2019; Ribeiro et al., 2020), ciéncias
veterinarias (Nowik et al., 2015), biologia da evolugdo (Parichy, 2015) nanotecnologia e
nanomedicina (Sieber et al., 2019; Pereira et al., 2019), doengas humanas (Dooley & Zon,
2000), vacinac¢do (Bailone et al., 2020), seguranca alimentar (Bailone et al., 2019), entre outras
(Figura 2).

Além disso, o zebrafish ¢ um modelo in vivo valioso para testes pré-clinicos em
medicina personalizada (Baxendal et al., 2017) e nanomedicina (Sieber et al., 2019). Uma

tendéncia interessante ¢ o surgimento do zebrafish como um sistema modelo de vertebrado no
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Sul Global (Trigueiro et al., 2020), o que esta contribuindo para uma descentralizacdo das

publicagdes cientificas e abrindo novas perspectivas para a pesquisa.

Figura 2 — Areas de pesquisa abordadas com o uso do modelo zebrafish
Biologia do
desenvolvimento

.
.
.9

-

Farmacologia

Fisiologia

Fonte: elaborada pela autora, 2025.

Pesquisas tém demostrado que embrides e larvas de zebrafish apresentam respostas
semelhantes as dos individuos adultos, sendo a substitui¢do otimizada do ponto de vista do
bem-estar, uma vez que garante a economia de recursos € minimiza a geracao de residuos
(Lammer et al., 2009; Braunbeck et al., 2014; Sneddon et al., 2017). Ademais, os testes com
embrides e larvas de zebrafish nao implicam em sofrimento aos animais do ponto de vista
regulatério, uma vez que ndo ocorre alimentacdo extra-coridnica nestas fases do
desenvolvimento (Bayne et al., 2015).

Um dos principais motivos pela escolha dos embrides de zebrafish em pesquisas ocorre
porque a indugdo de processos malformativos pode ser alcangada sem sacrificar nenhum
animal, j4 que os embrides sdo transparentes € o seu desenvolvimento ¢ externo ao corpo
materno (Eimon, 2014) (Figura 1). Isso facilita a visualizagdo de sua anatomia interna, com
auxilio de uma lupa ou microscopio Optico permite-se observar diretamente os seus estagios de

desenvolvimento. Os embrides podem ser vistos até mesmo a olho nu (Doke & Dhawale, 2013).
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Figura 3 — Ciclo de vida de Danio rerio
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Fonte: Adaptado de D’Costa; Shepherd, 2009.

Notas:

Legenda: A figura representa um esquema do ciclo de vida do zebrafish, como a fase 30 minutos apos a fertilizagao,
clivagem (2-4 hpf), estagio de esfera, gastrulacéo e epibolia (4-8 hpf), estagio de 14 somitos (16 hpf), organogénese
(de 16 hpf -1dpf), maioria dos érgdo formados e eclosdo para larva (1-2 dpf), por fim, animal adulto (90 dpf).

Os embrides do zebrafish desenvolvem-se rapidamente, como observa-se na Figura 3, a
primeira clivagem inicia-se aos 45 minutos, posteriormente a fertilizagao, e a embriogénese se
completa com 96 horas apos fertilizacao (hpf), ja4 com a maioria dos 6rgdos formados e
funcionando. As larvas eclodem em cerca de 48 a 72 hpf, gradualmente apds a eclosdo, vao
consumindo a vesicula vitelina até o0 momento em que seu tubo digestivo e a boca completam
seu desenvolvimento, por volta de 15 dias ap6s a fecundacao (Kimmel ef al., 1995). As larvas
com 72 hpf e 96 hpf apresentam uma complexidade de sistemas vitais em processo de
desenvolvimento e alguns ja totalmente desenvolvidos.

Embora possuam uma vida média relativamente curta de apenas 3 a 4 anos, eles ainda
estdo sujeitos a um envelhecimento gradual, similar aos humanos, € comecam a apresentar
sinais de envelhecimento por volta dos 2 anos. E, na verdade, muitas das marcas reconhecidas
do envelhecimento demonstraram evoluir no zebrafish, abrangendo varias das teorias

tradicionais do envelhecimento (Van Houcke ef al., 2017; Kishi, 2011; Kishi et al., 2009).
3.2.2 Processo de envelhecimento no modelo zebrafish

Viarios modelos de organismos, desde invertebrados pequenos microscopicamente até

primatas, tém sido utilizados em pesquisas que investigam os mecanismos do envelhecimento
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(Lopez-Otin et al., 2013). Entre essas diferentes espécies, a taxa de declinio fisiologico varia, e
o processo de senescéncia pode geralmente ser classificado de rapido a gradual e insignificante.
Os invertebrados comumente demonstram um desenvolvimento rapido, vida curta e
envelhecimento rapido, que sdo facilmente estudados por meio de ferramentas genéticas e
moleculares. Portanto, modelos como C. elegans e Drosophila, ndo vertebrados de vida curta,
fizeram e ainda fazem enormes contribui¢des para nossa compreensdo do envelhecimento e
permitem a triagem rapida de varios componentes de farmacos.

Os invertebrados ndo possuem, no entanto, varios 6rgaos/tecidos definidos, incluindo
cérebro, sangue e 6rgdos internos, € as vezes sao pouco representativos para a biologia humana
e modelagem de doengas. Nesse sentido, varias espécies de teledsteos, entre os quais medaka
(Orizias latipes) (Gopalakrishnan et al., 2013; Ding et al., 2010), killifish turquesa
(Nothobranchius furzeri) (Di Cicco et al., 2011; Terzibasi et al., 2008) e peixe-zebra (Danio
rerio) (Kishi et al., 2003;), ganharam muita atencdo na gerontologia. A andlise da figura 4,
permite observar que como modelo de vertebrados, eles sdo mais diretamente relevantes para
os humanos, embora ainda compartilhem a viabilidade de analise mutacional em larga escala
com invertebrados (Gerhard, 2003). Diversas espécies de peixes, incluindo o zebrafish,
permitem o estudo do envelhecimento gradual em um periodo relativamente curto. Além disso,
permitem a modelagem desses processos de envelhecimento e das doencas associadas em
vertebrados, utilizando uma gama de técnicas experimentais € ensaios comportamentais bem

caracterizados.

Figura 4 — Caractéristicas de modelos animais em gerontologia comparados ao zebrafish
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Legenda. A figura exp0e as caracteristicas de modelos animais em gerontologia comparados ao zebrafish. A analise
comparativa entre o modelo zebrafish, como modelo vertebrado de vida curta, compartilhando caracteristicas
mutacionais de invertebrados e de vertebrados como modelagens de senescéncia gradual.

Particularmente no zebrafish, a pesquisa em gerontologia se beneficiou
significativamente da extensa caracterizacdo da biologia basica do peixe-zebra, impulsionada
por uma riqueza de estudos genéticos e de desenvolvimento. De fato, a maior parte do genoma
¢ sequenciada e demonstrou apresentar alta similaridade com os humanos, com ortélogos de
muitos genes humanos (Barbazuk et al., 2000; Woods et al., 2000; Howe et al., 2013).

Muitas das alteragdes celulares e extracelulares relacionadas a idade que se acumulam
ao longo da vida humana também foram identificadas em zebrafish mais velhos. Da mesma
forma, esses teleosteos experimentam um declinio generalizado nas func¢des gerais do corpo.
As suas habilidades reprodutivas diminuem com a idade (Carneiro et al., 2016) e quando esta
envelhecido geralmente exibe curvatura espinhal (Rosa et al., 2010), uma atividade locomotora
basal reduzida (Philpott et al., 2012; Lemos et al., 2020), e diminui¢des na atividade de rotina
e capacidade de natacdo (Philpott et al., 2012; Gilbert et al., 2014). Na verdade, eles sdo
igualmente propensos a patologia associada ao envelhecimento e refletem notavelmente
doengas humanas cronicas tipicas relacionadas a idade (Khor ef al., 2019).

Evidencia-se, também, a importancia dos estudos de envelhecimento em zebrafish
adultos, objetivando assim a comprovagao da presenga de tais caracteristicas e sua associagao
com doengas relacionadas ao envelhecimento (Carneiro et al., 2016). O envelhecimento
programado esta relacionado a imunosenescéncia, inflamacao associada ao envelhecimento e a
disfungdo do sistema enddécrino que regula o reldgio interno. A disfuncdo do sistema
imunolodgico com o tempo estd associada a inflamagdo, processo em inglés conhecido como
inflammaging, bem como a predisposicdo a doengas como Alzheimer, cancer, doencas
cardiovasculares (Tischer ef al., 2016). Esse processo de imunosenescéncia foi comprovado em
pesquisas cientificas como no estudo que verificou o aumento no nimero de células imunes
inatas na retina do zebrafish envelhecido (Damani et al., 2011).

A exploragdo adicional de imunossenescéncia e inflamacdo no envelhecimento do
zebrafish devem ser priorizadas, uma vez que tais percepcdes podem contribuir
significativamente para novas estratégias terapéuticas, por exemplo, em doengas
neurodegenerativas, patologias vasculares e cancer (Tischer er al., 2016). J4 o controle
endocrino do relégio interno que pode ser regulado pela reducdo dos niveis de IGF-1, estd
associado ao aumento da longevidade e a niveis aumentados de melatonina e de acetilcolina

(Van Houcke et al., 2017).
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Quanto ao envelhecimento deteriorativo em zebrafish, tem-se as abordagens da teoria
do envelhecimento pelos radicais livres, a teoria do envelhecimento pela instabilidade
gendmica, a teoria do telomero no envelhecimento e o declinio da protease no envelhecimento.
A primeira teoria fala que a producdo de espécies reativas de oxigénio mitocondriais,
produzidos como subprodutos naturais do metabolismo, levam a danos cumulativos ao DNA,
proteinas e lipidios e ao envelhecimento. E afirma que o acimulo desses danos ao longo da vida
devido a defeitos genomicos, desestabilizagdo de macromoléculas, mudangas na composi¢ao
lipidica das membranas mitocondriais ¢ oxidacdo de proteinas mitocondriais, leva a uma
redu¢@o no turnover mitocondrial e deficiéncias mitocondriais, afetando assim negativamente
a apoptose e cross talk interorganelar (Green et al., 2011; Raffaello; Rizzuto, 2011; Wang;
Klionsky, 2011).

O papel da instabilidade gendmica sobre o envelhecimento explica que a integridade e
estabilidade do DNA sdo constantemente desafiadas por agentes quimicos e bioldgicos, bem
como ameagas enddgenas, como erros de replicagdo de DNA e EROs. E mesmo apesar do
mecanismo de reparo de DNA, a instabilidade gendmica aumenta com a idade. Da mesma
forma, alteragdes epigenéticas, incluindo remodelamento da cromatina, modifica¢des de
histonas e etilacdo, acetilagdao e metilagdo do DNA, sd@o conhecidos por afetar células e tecidos
em todas as fases da vida (Cayuela et al., 2018; Raghunath et al., 2018).

Dentro da perspectiva de estudos que abordem o DNA, especificamente na abordagem
telomeral, ¢ importante ressaltar que o zebrafish emergiu como um modelo vertebrado
importante para estudar a biologia dos telomeros no envelhecimento. Embora existam
diferencas 0bvias com os humanos, os niveis de expressao da telomerase sao mais elevados no
zebrafish, ambas as espécies mostram um declinio da telomerase (Van Houcke et al., 2017).

Ainda existe dentro dessas teorias o declinio da proteostase no envelhecimento.
Comparavel aos mecanismos de reparo do DNA, que falham cada vez mais em preservar a
estabilidade genética com o avanco da idade, a homeostase das proteinas (proteostase) se altera
com a idade. Tanto a estabilizagdo de proteinas corretamente dobradas, realizada principalmente
pela familia de proteinas de choque térmico (Hsp), quanto a degradacdo de proteinas pelo
proteassoma ou lisossoma, parecem se deteriorar com a idade, levando ao actimulo de
componentes danificados. A expressao cronica de proteinas desdobradas, mal dobradas ou
agregadas contribui fortemente para o desenvolvimento de varias patologias relacionadas ao
envelhecimento, como doenca de Alzheimer e Parkinson, esclerose multipla, degeneracao

macular relacionada a idade e catarata (Van Houcke et al., 2017).
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Em embrides de zebrafish, além da telomerase, a betagalactosidase tem se detectado
como um marcador da senescéncia, como no estudo conduzido por Kischi et al. (2008) em
zebrafish com 6 dias pos- fertilizagdo (dpf), que utilizou varias concentracdes diferentes de
peroxidos como o peroxido de hidrogénio (H202) ou hidroperdxido de terc-butila (BHP)
durante um longo periodo de desenvolvimento para simular melhor o estresse oxidativo cronico
a longo prazo. Além disso, a ampla disponibilidade de procedimentos experimentais especificos
desse animal (abordagens de ganho e perda de fungdo, técnicas de imagem in vivo) € recursos
(clones, anticorpos, linhagens celulares, linhagens de peixes repérter) aumentaram
significativamente os esfor¢os na pesquisa de envelhecimento nesta espécie (Gerhard; Cheng,
2002).

Processos como sinalizacdo redox, atividades de enzimas antioxidantes e metabolismo
de lipidios sdo muito semelhantes em peixes, mas as principais enzimas antioxidantes
geralmente estdo presentes em niveis mais elevados em comparagdo com mamiferos (Cailliet
et al., 2001; Gerhard; Cheng, 2002; Kelly et al., 1998; Winston, 1991). No entanto, o zebrafish
também estd sujeito a oxidagdo de proteinas e lipidios com o envelhecimento (Van Houcke et
al.; 2017).

O sistema antioxidante enzimatico, € composto principalmente pelas enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase
(GR) e glutationa-S-transferase (GST) (Aratjo, 2019; Cotinguiba et al., 2013). O sistema
enzimatico ¢ subdividido em enzimas de biotransformacao de fase I e fase II. Enzimas de fase
I atuam na conversdo de substancias em metabolitos reativos, favorecendo sua eliminac¢do por
meio de conjugacdo com enzimas de fase II. As enzimas de fase Il atuam, portanto, na
eliminagdo dos produtos gerados na fase I, tornando estes produtos mais hidrofilicos e, logo,
facilitando sua excrecao (Leme et al., 2010).

A atividade da superdxido dismutase 2 (SOD2), a principal enzima antioxidante na
mitocondria, aumenta entre 3 e 12 meses de idade no zebrafish, o que ¢ indicativo de alto
metabolismo e producdo de espécies reativas de oxigénio durante essa fase de répido
crescimento. Apds a idade de 18 meses, uma tendéncia decrescente na atividade de SOD2 foi
demonstrada em zebrafish mais velhos (Almaida-Pagan ef al., 2014) e um claro aumento nos
niveis de oxidacao de proteinas ocorre com o avanc¢o da idade neste animal.

Além disso, a peroxidagao lipidica dentro das mitocondrias esta aparentemente ligada
ao rapido crescimento até a idade adulta, quando ocorre um declinio na atividade da enzima
antioxidante e aumento da disfun¢do mitocondrial até a senescéncia. Por tltimo, a composicao

lipidica da membrana mitocondrial ¢ afetada ao longo da vida, como também ¢é o caso em
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tecidos de mamiferos. Juntos, esses dados suportam o uso do zebrafish para estudos de
disfun¢do mitocondrial durante o processo de envelhecimento, bem como respostas adaptativas
a estressores oxidativos (Almaida-Pagan ef al., 2014).

A enzima CAT catalisa a conversao do H>O> em 4gua nos peroxissomos (Krysko et al.,
2010), e uma diminui¢ao em seus niveis de atividade também foi descrita em larvas zebrafish
apds a exposi¢do a substancias toxicas, possivelmente refletindo danos aos sistemas
antioxidantes devido ao estresse oxidativo, uma vez que a substancia induziu a producao de
espécies reativas de oxigénio e aumentou a atividade de outras enzimas de defesa (Jiang et al.,
2018).

Existem variacdes quanto a resposta da catalase durante o estresse oxidativo na
senescéncia. Seu aumento pode ocorrer em resposta ao estresse oxidativo, como demonstrado
em fibroblastos humanos senescentes tratados com H2O: para induzir senescéncia, observando-
se 0 aumento da expressdo de catalase (¢ de SOD e HSP27), mas apenas depois que as
caracteristicas completas de senescéncia se manifestam (Chen et al., 2004). Apds a
suplementagao de antioxidante pode ocorrer o seu aumento.

A suplementacdo de selénio em fibroblastos senescentes no estudo intitulado “Effect of
selenium supplementation on glutathione peroxidase and catalase activities in senescent
cultured human fibroblasts”, provocou aumento dos niveis da catalase (¢ GPx) em células
senescentes. Sugerindo que a célula ainda tem capacidade de aumentar resposta antioxidante,
se os cofatores necessarios estiverem disponiveis (Ghneim; Al-Sheikh, 2011). Ja em células
envelhecidas do protozoario Paramecium tetraurelia observou-se que a atividade da catalase
aumentou ligeiramente durante sua fase de maturidade e senescéncia (Croute et al., 1985).

Existem possiveis mecanismos propostos para explicar porque em alguns casos € em
alguns estagios, a catalase aumenta durante a senescéncia ou apds estresse oxidativo. O
primeiro pode ser relacionado a uma resposta adaptativa. Pois, quando ha acimulo de H20-, a
célula ativa mecanismos de deteccao de espécies reativas de oxigénio (por exemplo, ativagao
de fatores de transcrigao sensiveis ao redox, como NRF2 em mamiferos, ou fatores semelhantes
em plantas), que aumentam a expressdo de genes antioxidantes, incluindo catalase. Essa
resposta tenta restaurar o equilibrio redox. Nivel muito elevado de estresse oxidativos elevam
H:0-, o que pode servir como um sinal para aumentar catalase.

Um segundo fator pode estar relacionado a disponibilidade de cofatores e capacidade de
sintese, uma vez que o aumento da atividade enzimatica depende ndo s6 da expressdo do gene,
mas de fatores como traducdo proteica, estabilidade da proteina, presenca de cofatores (por

exemplo ions, selénio no caso de GPx, mas no caso da catalase ha dependéncia de heme). Em
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células senescentes ou com déficits nutricionais/oxidativos, o declinio desses recursos pode
limitar a resposta. O estudo com selénio, descrito acima, demonstrou que quando esse nutriente
chave esta presente em niveis elevados, a resposta antioxidante incluindo catalase ¢ mais
efetiva.

Outro motivo pode estar relacionado a presenca de isoformas diferentes com regulacao
distinta, por exemplo em plantas, existem diferentes isoformas de catalase que respondem de
formas diferentes ao envelhecimento e ao estresse. Algumas isoformas constitutivas diminuem;
outras, induzidas por estresse, aumentam ou sdo ativadas mais tarde. Exemplo: em Arabidopsis,
CAT2 decai, CAT3 sobe em resposta ao aumento de espécies reativas de oxigénio no estagio
mais tardio (Zimmermann et al., 2006).

O quarto fator pode ser atribuido a um limite da resposta ou falha adaptativa. Com o
decorrer da senescéncia, podem ocorrer danos acumulados ao DNA, proteinas, mitocondrias,
peroxissomos etc., que afetem tanto a produgdo de catalase quanto sua atividade (por inativagao,
degradagdo ou alteragdes poOs-translacionais). Em resumo, embora a célula crie tentativas de
aumentar a catalase, com o tempo essa capacidade ¢ reduzida. Estudos que mostram declinio
ou pouca mudanga em antioxidantes em determinados casos apontam para essa ocorréncia
(Pt6ciniczak et al., 2025).

Por fim, o ultimo fator seria por hormese, ou efeitos de “estimulo leve”. Em alguns
organismos (como leveduras), foi observado que um certo estresse oxidativo leve pode provocar
uma resposta de hormese, onde espécies reativas de oxigénio induzem defesas antioxidantes
que resultam em maior tolerancia e mesmo extensao de vida. No caso especifico, a inativagao
de catalases, em conjunto com restri¢do calorica, elevou H202, que por sua vez ativou SOD, o
que ajudou contra superoxidos (Mesquita et al., 2010). Ainda assim, esse € um caso especial e
nem sempre aplicavel ou direto para senescéncia de células mamiferas.

O nivel de MDA, malondialdeido, ¢ também utilizado para avaliar o nivel de
peroxidacao lipidica. Uma pesquisa com larvas de zebrafish induzidos ao estresse oxidativo
constatou niveis de MDA significativamente maiores no grupo que foi exposto ao estresse
oxidativo por uma dieta rica em colesterol do que no grupo controle (Deng et al., 2021).

Crescentes linhas de evidéncia mostram que o estresse oxidativo ativa a transcrigdo de
uma variedade de genes antioxidantes governado pelas principais vias de sinalizagdo envolvidas
nas respostas oxidativas celulares. Entre estes, fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2
(Nrf2) demonstrou ser um fator de transcri¢ao critico que se liga ao elemento de resposta
antioxidante na regido promotora de uma série de genes, codificando para a fase I e a fase II

enzimas antioxidantes e proteinas citoprotetoras. Nrf2 ¢ presumivelmente uma das vias mais
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importantes para as células lidarem com o estresse oxidativo gerado a partir da exposi¢do a
produtos quimicos exdgenos e endogenos (Silva-Palacios et al., 2016; Zhang et al., 2015). Entre
as varias enzimas citoprotetoras, por exemplo, heme oxigenase-1 (HO-1) demonstrou
desempenhar um papel fundamental em manter a homeostase antioxidante durante o estresse
celular.

A indugdo da expressao do gene HO-1 ¢ regulada principalmente a nivel transcricional,
e a sua indugdo esta ligada a transcri¢ao do fator Nrf2, enquanto a translocacao do fator nuclear
Nrf2 requer a ativacdo de varias vias de transducdo de sinal, incluindo proteinas quinases
ativadas por mitogenos (MAPKs). As MAPKs sdo downstream efetoras nas respostas
antioxidantes, e suas atividades sdo manifestadas na ativa¢ao de muitos fatores de transcrigao,
incluindo o Nrf2. Portanto, o Nrf2 ¢ um importante regulador transcricional de numerosos genes
antioxidantes e desintoxicantes, ¢ MAPK desempenha um papel fundamental na transducao de
varios sinais extracelulares para o nucleo. Trés subfamilias de MAPKs foram descritas,
incluindo proteina quinase regulada por sinal extracelular (ERK), c-Jun NH (2)-terminal
quinase (JNK), e p38 MAPK. ERK2 e p38 MAPK também regulam positivamente a atividade
do Nrf2 para iniciar a transcri¢ao de genes antioxidantes (Shi; Zhou, 2010).

Modelos in vitro mostraram que ERK2 e p38 MAPK modulam a expressao de enzimas
antioxidantes por ativagao de Nrf2. Estudo em larvas de zebrafish expostos a um poluente
ambiental (PFOS) constatou que as expressoes do gene Nrf2 e heme oxigenase-1 (HO-1) foram
significativamente reguladas positivamente em compara¢do com o grupo controle. E para
MAPKSs, quando investigados os perfis da expressdo génica de proteina quinase regulada por
sinal extracelular (ERK), c-Jun NH (2) -terminal quinase (JNK) e p38, os niveis de expressao
do gene ERK permaneceram inalterados, enquanto os genes JNK e p38 expressdes foram
significativamente reguladas positivamente, fatos que podem ser vinculados a apoptose celular

induzida pelo poluente em larvas de peixe-zebra (Shi; Zhou, 2010).

3.2.3 Modelos de indugdo a senescéncia celular e ao envelhecimento do modelo zebrafish

Os modelos de envelhecimento, geralmente, podem ser classificados em duas
categorias: modelo de envelhecimento natural e modelo de envelhecimento acelerado. O
modelo de envelhecimento natural ¢ demorado e demanda de um custo elevado, portanto
modelos de envelhecimento acelerado sdo mais preferidos devido a sua facil aplicacdao, menor
duracdo de estudo e maior taxa de sobrevivéncia dos animais durante todo o periodo

experimental. Existem vdrios tipos de modelos de envelhecimento acelerados que incluem
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tratamento com hidroxiureia e induzida por D-galactose para estudos in vitro, induzidos por
radia¢do, induzidos por jet lag, modelo camundongos Klotho, induzidos pela remogao do timo,e
induzidos por D-galactose para estudos in vivo (Azman & Zakaria, 2019).

Apesar de existirem varios modelos para inducdo da senescéncia em células in vitro e
em animais como o uso da D-galactose, esse método de indugdo em sistema modelo zebrafish
passou a ser utilizado recentemente num modelo de sarcopenia em zebrafish adulto (Chen et
al., 2023).

Virios estudos sustentam que a administracdo sistémica cronica de D-gal pode ser
utilizada como um modelo animal de envelhecimento (Budni et al., 2016; Chen et al., 2010;
Cui et al., 2006; Dulcy et al., 2012; Gao et al., 2015; Hsieh et al., 2011). A D-galactose, um
agucar redutor, ¢ uma substidncia que ocorre naturalmente no corpo e¢ ¢ completamente
metabolizada em concentragdes normais. No entanto, em concentragdes mais altas, pode ser
convertido em aldose, peroxido de hidrogénio e galactose oxidase, servindo como catalisador e
resultando na geragdo de anion superdxido e de radicais livres derivados de oxigénio. Esse
aclcar também reage prontamente com as aminas livres de aminodcidos em proteinas e
peptideos, ambos in vitro e in vivo, para formar produtos de glicacdo avancada (Bo-Htay, 2018).

Pesquisadores na China utilizaram a D-galactose pela primeira vez na indugdo ao
envelhecimento descobrindo que injegdes desse agucar podem reduzir a longevidade em
roedores (Xu 1985; Zhang et al., 1990), Drosophila (Cui et al., 2004), neurdnios cerebrais fetais
de ratos cultivados e fibroblasto pulmonar fetal humano (Cui ef al., 1997). Esses animais com
vida reduzida apresentaram disfunc¢do cognitiva e neurodegeneragdo (Shen et al., 2002; Sun et
al.,2001; Xu & Zhao, 2002; Zhang et al., 1996), fertilidade reduzida (Qi et al., 2002), respostas
de imunidade enfraquecida (Shang et al., 2001; Song et al., 1999), e aumento do estresse
oxidativo (Gong & Xu, 1991).

Desde entdo, mais estudos sobre envelhecimento utilizaram esse modelo e o resultado
foi favoravel, pois foi demonstrado aumento nos marcadores de envelhecimento, como
produtos finais de glicacdo avangada (AGE), receptores para produtos finais de glicagao
avancada produtos (RAGE), aldose redutase (AR), sorbitol desidrogenase (SDH),
encurtamento do comprimento dos teldmeros, atividade da telomerase, enzima de clivagem da
proteina precursora de amiloide do sitio beta 1 (BACE-1), beta amiloide proteina (Ab1-42),
genes associados a senescéncia (P16,P21, P53, P19Arf, P21Cip1/Wafl) e coloragdo com beta-
galactosidase associada a senescéncia (SA-b-gal) (Shwe et al., 2018).

A expressdo aumentada da enzima B-galactosidase (SABG) associada & senescéncia,

que ¢ considerada um marcador de envelhecimento generalizado, aumenta linearmente no
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tecido da pele de zebrafish entre 5 e 57 meses de idade (Kishi et al., 2003; Tsai et al., 2007).
Recentemente, niveis aumentados de SABG foram detectados da mesma forma em fatias de
cérebro de peixes de 26 meses, em comparagdo com individuos de 8 meses (Arslan-Ergul et al.,
2016). A confirmacgao da reducdo da atividade enzimatica de B-galactosidase em zebrafish ¢é
realizada através do teste in situ para X-gal (5-Bromo-4-cloro-3-indoll -D-galactopiranosideo)
(Figura 6). Trata-se de um substrato cromogénico que, ao interagir com a enzima, produz uma

cor azul que pode ser facilmente detectada.

Figura 5 — Representagdo esquematica da reagdo durante o teste com X-gal
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Fonte: Adaptada de Biochemistry, 7th edition, Berg et. al., 2012.

A figura 5 apresenta uma representacdo esquematica da rea¢do que ocorre durante o
teste com X-gal. Quando a molécula interage com a enzima ocorre a hidrolise da ligagdo
glicosidica de B-D-galactose. Dessa rea¢do se origina a molécula de 5-bromo-4-cloro-3-
hidroxiindole, que em seguida sofre dimerizagdo espontanea e oxida, formando 5,5'-dibromo-
4,4'-dicloro-indigo, um produto intensamente azul e insoltivel. A geragdao de ROS ¢ a principal
causa de dano intracelular induzido por D-gal (Kummar et al., 2011; Pazdro & Burgess, 2012).
O metabolismo oxidativo por D-gal gera produtos de glicagdo avangada que quando
acumulados aumentam a produc¢do de espécies reativas de oxigénio (Chang et al., 2016).

Como as larvas do zebrafish sao opticamente transparentes, elas podem ser usadas para
monitorar espécies reativas de oxigénio in vivo. Varias sondas fluorescentes foram adaptadas
para uso em experimentos com esse animal, e existem outras sondas como laranja de acridina
para deteccao de necrose e iodeto de propideo para apoptose. O corante fluorogénico comum
dihidrodicloro diacetato de fluoresceina (H.DCFDA), que ¢ oxidado por espécies reativas de
oxigénio para produzir verde diclorofluoresceina fluorescente, foi usado em embrides desse
animal para demonstrar a producdo de espécies reativas de oxigénio em resposta ao forboll2-

miristato 13-acetato (Hermann et al., 2004). A mesma sonda foi usada em ensaio com uma
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colocacdo de alto rendimento em que espécies reativas de oxigénio produzido em resposta ao
peroxido de hidrogénio, triéxido de arsénio e fenetilisotiocianato, foram quantificados em
larvas de zebrafish. A resposta de espécies reativas de oxigénio foi inibida na presenca do
antioxidante N-acetilcisteina. Portanto, embora HoDCFDA tenha baixa seletividade para varios
oxidantes, ¢ um bom sensor geral de espécies reativas de oxigénio (Walker et al., 2012).

Estudo para estabelecimento de modelos de envelhecimento induzido por dano
oxidativo também foi realizado pela adi¢do de etanol (C2HsOH), perdxido de hidrogénio (H20»)
e 6-hidroxidopamina (6-OHDA) para embrides de zebrafish. Apos ser tratado com etanol, H.O»
e 6-OHDA, as alteragdes morfologicas foram 6bvias e as deformidades incluiam curvatura da
coluna vertebral, sangramento cardiaco, sangramento hepatico, deformidade do saco vitelino e
edema pericardico. E ainda a expressdo de genes relacionados ao estresse oxidativo Nrf2b, sod1
e sod2 e genes relacionados ao envelhecimento myl2a e selenbpl foram regulados
positivamente de forma significativa em comparag@o com o grupo controle. (Li ef al., 2021).

O zebrafish €, em estado senescente, um modelo valioso na modelagem de doengas.
Como tal, eles sdo indispensédveis em pesquisas futuras em gerontologia e certamente auxiliardo
no estudo e tratamento de, por exemplo, cancer, doengas cardiovasculares e doenca de
Alzheimer - as principais causas de morte e incapacidade em nossa populagao idosa. Embora
essas patologias permanegam, até hoje, relativamente inexploradas no envelhecimento desse
animal, um estudo indica que o seu coragdo envelhece paralelamente ao dos humanos e revela
que o miocardio, sua vascularizagdo e sua fungdo contratil degradam entre 8 e 52 meses de
idade (Sun et al., 2014).

Além disso, as condicdes de estresse nesses peixes 1dosos parecem provocar prejuizos
no desempenho cardiaco, que sao comparaveis ao que € observado em idosos (Sun et al., 2014).
Notavelmente, a impedancia elétrica de cardiomiécitos de zebrafish foi recentemente usada
como um indice quantitativo para analisar a senescéncia. Assim, tanto a condutancia do
citoplasma quanto a capacitancia da membrana celular mostraram aumentar monotonamente
entre 3 e 18 meses de idade, levando a propriedades elétricas distintas em células de diferentes
idades (Cha et al., 2016).

O envelhecimento cardiaco ¢ caracterizado em animais e em humanos por alteragdes
estruturais tanto em nivel de o6rgao/tecido quanto celular. No geral, resultados de estudos em
humanos e modelos animais demonstraram: (i) remodelagdo atrial, caracterizada por maior
tamanho atrial (hipertrofia) e volume; (ii) hipertrofia ventricular esquerda (VE), relacionada a
um aumento na espessura da parede ; (iii) um declinio no nimero de células marcapasso do nd

sinoatrial (NSA) e na expressao de canais i0nicos envolvidos em sua fung¢ao; e (iv) um aumento
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no numero de fibroblastos cardiacos (as células que produzem a matriz extracelular do coragao)
(Stoyek et al., 2018). No zebrafish, as modificacdes funcionais relacionadas a idade sdo
altamente associadas com mudancgas fisiopatoldgicas no cora¢do, ndo muito diferente do
declinio progressivo das fungdes cardiovasculares, levando a aumento do risco de hipertensao,
aterosclerose e enfarte do miocardio em humanos.

No entanto, evidencia-se profundas diferencas anatomicas entre o coragdo do peixe-
zebra e o coracdo humano. Até 120 horas pos fertilizagdo o coragdo de larvas ja estd bem
formado. Sendo uma distingdo fundamental, o fato de que o coracdo do peixe-zebra ndo sofre
septacdo. Permanecendo, portanto, com duas camaras, composto de um trato de entrada, seio
venoso, um Unico atrio ¢ um unico ventriculo que ¢ separado do atrio por almofadas
endocardicas. Além disso, o miocardio ventricular do peixe-zebra consiste em uma camada
compacta externa e uma camada interna trabeculada, enquanto o ventriculo esquerdo humano
saudavel é caracterizado pela compactagio da parede miocardica. A nivel celular, os
cardiomidcitos ventriculares do peixe-zebra ndo possuem um sistema tubular em T, que ¢ um
componente essencial do acoplamento excitagao-contracao (EC) no coragdo de mamiferos.

Apesar de poder-se argumentar que essas diferengas estruturais proeminentes deveriam
ser acompanhadas por diferencas funcionais da mesma ordem, surpreendentemente, no que diz
respeito a funcdo eletrofisiologica, o coracdo de duas cdmaras do peixe-zebra compartilha
muitas propriedades com o coragdo humano. O peixe-zebra possui um sistema de conducao
cardiaca semelhante ao coragdo humano e a frequéncia cardiaca ¢ controlada por um grupo de
células marcapasso na regido sinoatrial. A frequéncia cardiaca, bem como a forma do potencial
de agdo ventricular, sdo semelhantes ao correlato humano. Isso contrasta fortemente com outros
sistemas de modelo, como camundongos, cujas frequéncias cardiacas e caracteristicas de
repolarizagdo diferem fundamentalmente do coragdo humano (Stoyek et al., 2018).

Assim, o peixe-zebra ¢ um modelo interessante e complementar para estudar distlrbios
eletrofisiologicos, como a sindrome do QT longo. O intervalo QT no eletrocardiograma
corresponde ao tempo total de despolarizacdo mais a repolarizacdo ventricular. O atraso na
repolarizacdo ventricular, predispde a arritimias em humanos. O QT longo em zebrafish pode
ser induzido pela farmacologia e pela genética. E pode ser medido través de eletrocardiograma
ou por voltagens de calcio. Sendo confiavel associar os dois parametros com a frequéncia
cardiaca e morfologia cardaca. Além disso, o peixe-zebra tem sido amplamente utilizado para
estudar distirbios de contratilidade, como a cardiomiopatia dilatada. Mutacdes em
componentes do aparelho contratil, como titina, tropomiosina, troponina T tipo 2, cadeia leve

de miosina-2, demonstraram levar a dilatacao ventricular e a redu¢ao do desempenho contratil.
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Se o peixe-zebra ¢ um modelo verdadeiramente atraente para estudar a contratilidade e a
disfuncdo contratil depende de quio proximos os cardiomiodcitos do peixe-zebra imitam o
acoplamento EC do coracao de mamiferos (Stoyek ez al., 2018).

Em mamiferos, a excitacao elétrica leva ao influxo de célcio extracelular através do
canal de Ca ?" tipo L (LTCC). Isso leva a um aumento local da concentracio de calcio que ativa
o receptor de rianodina (RyR) na membrana do reticulo sarcoplasmatico (SR) para liberar uma
quantidade maior de Ca >*. Este processo de liberacdo de Ca >" induzida por Ca ** (CICR)
requer, no entanto, uma interface direta entre a célula e a membrana do RS, que ¢ habilitada em
cardiomidcitos de mamiferos por invaginagdes da membrana celular, os chamados tibulos T. O
Ca %" é removido principalmente do citosol pela recaptagio no RS, bem como pelo efluxo trans-
sarcolemal de Ca 2" através do trocador Na * -Ca 2* (NCX) e uma Ca 2 -ATPase sarcolemal
(Stoyek et al., 2018).

Diferengas fundamentais no ciclo de Ca > parecem existir entre cardiomidcitos de
mamiferos e de peixe-zebra. Os tibulos T estdo ausentes em cardiomidcitos de peixe-zebra e,
consequentemente, o influxo transsarcolemal de Ca 2" ¢ relatado como o principal contribuinte
para o transiente de Ca >* enquanto o CICR do SR parece desempenhar um papel menor.
Evidencia-se que o desenvolvimento de for¢a no miocardio ventricular de peixe-zebra adulto
requer nio apenas o fluxo transsarcolemal de Ca **, mas também a ciclagem de Ca ** do reticulo
sarcoplasmatico intacto. Em contraste com os mamiferos, a FFR ¢ fortemente negativa no
coracdo do peixe-zebra. Esses aspectos precisam ser considerados ao usar o peixe-zebra para
modelar doencas humanas de contratilidade miocérdica (Stoyek et al., 2018).

A quantificagdo de calcio foi demonstrada em estudo em que uma grande producao de
miocitos atriais e ventriculares saudaveis pode ser obtida pela perfusdo enzimatica do coragao
canulado de peixe-zebra. Além disso, os midcitos ventriculares do peixe-zebra diferem daqueles
de grandes mamiferos por terem maior densidade de I Ca,L e uma relagdo de contragdo-
voltagem monofasica crescente, sugerindo que se deve ter cautela ao extrapolar o impacto
funcional de mutagdes no manuseio e na contragao do calcio em cardiomiocitos do peixe-zebra
(Zhang et al., 2011). Ja a anélise de pulsos de ions de célcio que sdo gerados em resposta a
forcas mecanicas devido ao fluxo sanguineo, podem ser visualizados no coragdo do peixe-zebra
em batimento cardiaco usando um indicador de calcio geneticamente codificado, como o
GCaMP7a. Zhang et al. (2024) descrevem um método de analise de imagem usado para
comparar a fase do ciclo cardiaco em filmes de corte z inico do coragdo em batimento cardiaco,
permitindo a facil medi¢ao do sinal de calcio través de uso de sofiwere F1J1 2.7.0 e MATLAB
R2014a.



39

A frequéncia cardiaca do zebrafish ¢ significativamente reduzida, com um aumento nas
arritmias cardiacas ou batimentos cardiacos irregulares em animais de 52 meses em comparagao
com os de 8 meses. Ha também um aumento das dimensdes ventriculares endodiastolicas,
concomitante com uma diminui¢cdo na complacéncia ventricular e relaxamento prejudicado
durante envelhecimento. Além disso, peixes-zebra envelhecidos exibem maior densidade
miocardica do ventriculo e vasos do epicardio menores do que o do peixe-zebra jovem.
Consequentemente, a deterioracao da fungdo cardiaca neste tipo de animal envelhecido leva a
condi¢des patologicas como hipertrofia cardiaca e disfuncdo compardvel a doencas

cardiovasculares que se manifestam em humanos (Khor, et al., 2019).

3.2.4 Importincia dos estudos translacionais em Danio _rerio para a compreensdo de

mecanismos cardiovasculares e do envelhecimento

O zebrafish (Danio rerio) consolidou-se como um modelo experimental de elevado
valor translacional, devido a sua alta similaridade genética com o ser humano, a transparéncia
corporal nas fases embriondrias, ao rapido desenvolvimento, e a facilidade de manipulagao
genética e farmacoldgica. Descreve-se a seguir estudos que abordaram essa tematica, alguns ja
mencionados anteriormente, que evidenciaram o papel translacional de estudos com zebrafish:
Zhang et al. (2011), em estudo intitulado “Calcium handling in zebrafish ventricular myocytes”,
investigaram os mecanismos de regulacdo do calcio intracelular em midcitos ventriculares
isolados e demonstraram que o zebrafish apresenta transientes de Ca** e acoplamento excitagao-
contragdo altamente semelhantes aos observados no coragdo humano, dependentes de canais do
tipo L e da atividade do reticulo sarcoplasmatico. Tais achados consolidaram o modelo como
referéncia para pesquisas de disfungdes contrateis e arritmogénicas, € para a triagem de agentes
cardioprotetores.

Em estudo complementar, Hou et al. (2014), no trabalho “Simultaneous mapping of
membrane voltage and calcium in zebrafish heart in_vivo reveals chamber-specific
developmental transitions in ionic currents”, realizaram o mapeamento simultaneo da voltagem
de membrana e dos fluxos de célcio no coracdo de zebrafish em desenvolvimento. Os autores
identificaram transigdes i0nicas especificas entre atrio e ventriculo, evidenciando que, assim
como em humanos, ha uma maturagdo progressiva de correntes dependentes de calcio para
correntes dependentes de sddio. Tal constatacdo possui implicagdes diretas na compreensdo das

sindromes de QT longo e de disttrbios de conducao elétrica.
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Ja o estudo de Vicente et al. (2022), “Early calcium and cardiac contraction defects in
a model of phospholamban R9C mutation in zebrafish larvae”, utilizou uma mutagdo homodloga
a humana (PLN-R9C) para demonstrar alteragdes precoces no manuseio de calcio e¢ na
contratilidade cardiaca. O modelo reproduziu de forma fidedigna o fendtipo clinico de
cardiomiopatias hereditdrias humanas, validando o zebrafish como plataforma translacional
para testes de terapias génicas e farmacoldgicas voltadas a corre¢do de defeitos de fosfolambano
e SERCA.

De forma complementar, Martinez-Sielva et al. (2024), em “Suppression of contraction
raises calcium ion levels in the heart of zebrafish larvae”, demonstraram que a supressao da
contracdo cardiaca promove aumento dos niveis intracelulares de Ca*" e alteracdes nos
transientes de calcio, confirmando a forte interdependéncia entre a atividade mecanica ¢ o
controle i6nico cardiaco. Esses achados sao relevantes para a compreensao de miocardiopatias
e arritmias humanas associadas a disfun¢des de acoplamento excitagdo—contracdo. Ademais, o
estudo de Haverinen e Vornanen (2018) “Expression of calcium channel transcripts in the
zebrafish heart”, que permitiu a caracterizacao da expressao de transcritos de subunidades o de
canais de cdlcio do tipo L e T em atrios e ventriculos de zebrafish adultos, com propor¢des
comparaveis as observadas no coracao humano. Este mapeamento genético fornece uma base
molecular de referéncia para investigagdes futuras sobre modificagcdes nos canais de calcio
durante o envelhecimento e em modelos de senescéncia celular induzida.

Em conjunto, essas evidéncias reforcam o papel do zebrafish como um modelo
translacional de alta relevancia para a pesquisa cardiovascular e de envelhecimento. O estudo
integrado de correntes 10nicas, transientes de calcio e contratilidade neste organismo contribui
para a compreensdao de mecanismos moleculares conservados, permitindo a extrapolagdo de
resultados para o contexto humano. Outrossim, sua aplicabilidade em triagens de compostos
antioxidantes, antissenescentes e cardioprotetores confere ao zebrafish um papel estratégico na
identificacdo de novos alvos terapé€uticos e na validagdao pré-clinica de farmacos voltados a

promocao da saude e longevidade cardiovascular.

3.2.5 Evidéncias translacionais e seguranca clinica no uso de senoliticos e senomdorficos

Os senoliticos podem ser definidos como compostos capazes de eliminar seletivamente
c¢lulas senescentes (inibicdo de vias antiapoptdticas como BCL-2/BCL-xL; bloqueio de
interagdes pro-sobrevivéncia p53—-FOXO04), enquanto os senomorficos se caracterizam por

atuar modulando o fen6tipo senescente (SASP), sem induzir apoptose, modulando vias como
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mTOR e JAK/STAT. Ambos representam estratégias promissoras no campo da biogerontologia
translacional, com impacto potencial na prevencdo de doengas relacionadas a idade, como
fibrose, disfun¢ao cardiovascular e fragilidade tecidual.

Em modelos animais, diversos compostos demonstraram eficacia significativa como
pode-se observar pela combinag¢do dasatinibe + quercetina (D+Q) e o inibidor navitoclaxe
(ABT-263), ambos reduziram a carga de células senescentes e melhoraram parametros
funcionais em multiplos tecidos, embora o navitoclaxe tenha levado a efeitos colaterais, como
a presenga de trombocitopenia, considerada sua principal limitagdo (Greenberg ef al., 2024). J&
o uso do peptideo FOXO4-DRI levou a restauracao da homeostase tecidual ao promover
apoptose seletiva de células senescentes. Em contrapartida, compostos senomorficos, como
rapamicina, ruxolitinibe e metformina, mostraram reduzir a SASP ¢ o estresse oxidativo,
prolongando a fung¢do celular em roedores (Baar et al., 2017; Haverinen; Vornanen, 2018;
Saliev et al., 2025).

Os primeiros ensaios clinicos em humanos com D+Q evidenciaram viabilidade e
seguranga de curto prazo, com beneficios funcionais discretos e efeitos adversos leves (Justice
etal.,2019).J4o UBX0101, inibidor p53/MDM2 de acdo local, ndo demonstrou eficécia clinica
em osteoartrite (Unity Biotechnology, 2020). Em contraste, firmacos senomorficos apresentam
perfil de seguranca conhecido, mas com respostas mais graduais, incluindo eventos adversos
como estomatite (rapamicina), citopenias (ruxolitinibe) e desconforto gastrointestinal
(metformina) (Qin et al., 2025). A transi¢do dos modelos animais para humanos demonstra que
a janela terapéutica e a seletividade tecidual sdo determinantes criticos. Senoliticos exibem alta
poténcia, porém risco hematologico maior; senomodrficos sdo mais seguros, embora menos
especificos para eliminagdo celular. Estratégias recentes de entrega seletiva (como PROTACs

e conjugacdo com P-galactosidase) buscam otimizar eficacia e seguranca (Kramer et al., 2023).

3.3 Testes de quimioinformatica para escolha do composto a ser usado nos estudos com

zebrafish

Compostos fitoquimicos ajudam as plantas a sobreviverem as tensdes ambientais e a
protegé-las de infecgcdes microbianas e poluentes ambientais e estdo presentes em uma grande
variedade de alimentos (Si & Liu, 2014; Zhang et al., 2015). Observa-se que alguns compostos
antioxidantes presentes em frutas t€ém se destacado por apresentarem uma elevada capacidade
de eliminacdo de radicais livres, e, portanto, no tratamento de doencas cardiovasculares. As

frutas contém varios fitonutrientes como carotenoides, fenolicos, flavonoides e antocianinas.
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O Nordeste do Brasil possui uma vasta diversidade de frutas ricas em antioxidantes,
como os presentes na acerola, caju, caja, mamao ¢ manga. A ingestdo regular de vegetais e
frutas pode vir a reduzir o estresse oxidativo e seus riscos associados. Os componentes
antioxidantes das frutas e vegetais sao responsaveis pela eliminacao de radicais livres, RNS,
espécies reativas de oxigénio e inibindo o processo de desencadear a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (Abbas & Wink, 2009; Kampkdtter et al., 2008; Meléndez-Martinez et al.,
2019).

Dados disponiveis na literatura comprovam acao de alguns compostos presentes em
frutas tipicas do Nordeste do Brasil e parte de suas arvores, como o estudo com a Carica papaya
sobre o sistema de antioxidantes, que comprovou seu efeito sobre as atividades da glutationa
redutase, GST, GPX, glicose-6-fosfato desidrogenase. J4 em relacdo a estudos com a manga,
observou-se algumas ag¢des atribuidas ao seu composto mangiferina, como melhora na
disfunc¢ao estimulada por ox-LDL de células endoteliais da veia umbilical humana, restauragao
na liberagdo de 6xido nitrico, diminui¢do na geragdo de espécies reativas de oxigénio, e aumento
na expressao de p-Akt, p-eNOS. Outras atividades como a hepatoprotetora, anticarcinogénica,
anti-hiperglicémica, anti-genotoxica e na prevencao da dislipidemia foram atribuidas a acerola.
Foi observada a reducao da lipoperoxidagao no cérebro de ratos tratados com o uso do caju e a
utilizacdo de folhas do caja demonstrou agdo na disfungdo erétil e cognitiva (Asghar et al.,
Batool et al., 2018; 2016; Duangjan ef al., 2019; Jiang et al., 2019; Ojo et al., 2019; Oloyede,
2011; Prakash & Baskaran, 2018).

Historicamente, os produtos naturais tém sido documentados para seus usos
terapéuticos, que podem ser aplicados ao tratamento de doengas, cura e prevencao de doengas
(Hoch & Huang, 2000). No entanto, diante da diversidade estrutural desses compostos,
ferramentas de quimioinformatica tém sido empregadas para otimizar a sele¢do racional de
candidatos bioativos. Portanto, novas ferramentas foram desenvolvidas para revolucionar o
processo de triagem de produtos naturais ao projetar novos medicamentos. O uso dessas novas
tecnologias de triagem e o advento da triagem virtual tem facilitado a constru¢do de uma
biblioteca de compostos quimicos e modelos computacionais capazes de analisar e retornar uma
selecdo de constituintes quimicos com as propriedades desejadas (Mackel, 2004).

Procedimentos de docking molecular, junto com seus diferentes sistemas de pontuagao,
sao frequentemente usados para prever modos de ligagao e afinidades entre compostos quimicos
e sitios de ligagdo de drogas em macromoléculas bioldgicas (Makarasen et al.; 2019; Vilar et
al., 2019). Enquanto a triagem virtual é o processo de triagem de bibliotecas de moléculas

pequenas in silico utilizada para identificar estruturas quimicas que podem se ligar a um alvo
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de uma droga (Nunes ef al., 2019), tornando possivel otimizar e selecionar o composto que deve
ser submetidos a testes de atividade in vitro e in vivo (Jagoorhi et al., 2016).

Portanto, foi realizado previamente ao estudo com embrides, o estudo de
quimioinformatica que teve como objetivo utilizar, criar ¢ combinar diversas metodologias de
triagem virtual de um banco de dados de produtos naturais através de docking molecular e
algoritmos de aprendizado de maquina, utilizando descritores moleculares. Identificando assim
0s compostos presentes em frutas e partes das arvores dessas frutas, tipicas da regido Nordeste
do Brasil, ativos em vias enzimaticas envolvidas em doencas cardiovasculares associadas ao
envelhecimento.

O estudo in silico foi iniciado por um estudo prévio dos compostos presentes na
literatura cientifica e apds a identificacdo de 67 compostos, procedeu-se um estudo de
quimioinformatica para identificar a participagao dos principais compostos ativos dessas frutas,
tipicamente consumidas no Nordeste do Brasil, sobre algumas vias de sinalizacdo envolvidas
no processo de envelhecimento e riscos associados a doengas cardiovasculares. Dentre as varias
vias que estao envolvidas nesse processo, € apos os resultados do estudo de quimioinformatica,
pdde-se trabalhar primeiramente com os seguintes modelos enzimdticos: NRF2, COX2,
NADPH ¢ iNOS. E, portanto, ap0s os resultados do estudo e mediante alguns critérios adotados,
o composto escolhido para os testes em embrides e em larvas de zebrafish foi o a-terpineol, e a

via enzimatica com melhores resultados foi a da NRF2.

3.4 Abordagens sobre as caracteristicas e funcdes do a-terpineol

Os terpenoides sdao o maior grupo de metabdlitos secundarios de plantas. Existem
dezenas de milhares de hidrocarbonetos de ocorréncia natural e eles sdo uma das classes mais
estruturalmente diversas de compostos naturais. Os terpenoides consistem em C =5, 10, 15, 20,
n> 40 unidades de carbono e sdo classificados como hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos ou carotendides (C40)
e politerpenos (Cn, n> 40) (Yazaki et al., 2017).

Investigacdes biologicas extensas revelaram uma ampla gama de atividades
farmacologicas e fisioldgicas dos terpenoides e seus derivados. Os monoterpenos sdo dimeros
de isopreno, eles tém a composicao CioHie. Sdo compostos facilmente volateis de cheiro
agradavel que constituem a base dos 6leos essenciais das plantas e de frutas (Proshkina et.al.,
2020). O terpineol ¢ um alcool monoterpenoide ciclico, conforme pode ser observado na figura

6 (Bhatia et al., 2008).
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Figura 6 — Estrutura do a-terpineol

OH

alpha-Terpineol
Fonte: Bhatia et al., 2008.

3.4.1 Efeito cardiovascular e anti-hipertensivo, antioxidante e antisenescente do a-terpineol

Segundo Khaleel ef al. (2018), o terpineol ¢ descrito na literatura apresentando varias
propriedades, dentre elas, anticonvulsivante , antisedativa, melhora da perfusdo cutanea,
antinociceptiva, anti-bronquite, inseticida, anti-ulcerativa, anti-cancerigena, antioxidante,
cardiovascular e anti-hipertensiva, como observa-se na figura 7. Nao ha disponibilidade de
pesquisas relacionadas ao envelhecimento e sua associagdo com a doenga cardiovascular, com
o uso do composto em modelos de inducacdo a senescéncia por d-gal nesse aanimal. Sendo
portanto, a nossa pesquisa pioneira em utilizar essa abordagem com o a-terpineol, estando
disponivel apenas um estudo em células, que comprovou o seu efeito em reduzir a atividade

antisenescente.
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Figura 7 — Propriedades biologicas do a-terpineol

Atividade anticonvulsivante

Efeito cardiovascular e e anti-sedativa Atividade anti-
anti-hipertensivo brongquite
Propriedades
Atividade antioxidante . P’ . Atividade em melhorar a
e anti senescente Biol ogicas do penetracdo percutdnea
a-terpineol
Atividade Atividade
anticancerigena Atividade antiulcerativa e inseticida

antinociceptiva

Fonte: elaborada pela autora, 2025.

A hipertensdo arterial ¢ considerada o principal fator de risco para ataque cardiaco e
acidente vascular cerebral (Nguelefack er al., 2009), portanto a sua presenca estd forte e
diretamente relacionada aos riscos relativos de acidente vascular cerebral e doenga cardiaca.
Portanto, a hipertensdo arterial, bem como as doengas cardiovasculares aumentam o risco de
mortalidade e morbidade em todo o mundo (Mayet & Hughes, 2003; Wang ef al., 2010). Foi
demonstrado que a disfungdo endotelial na hipertensdo desencadeia um desequilibrio entre a
producao e a liberagdo desses fatores, aumentando a geracao de espécies reativas de oxigénio e
diminuindo a sintese e a biodisponibilidade de NO (6xido nitrico). A L-arginina é o precursor
da sintese de NO pela NO sintase (NOS), uma enzima que existe em trés isoformas: neuronal
(nNOS), induzivel (iNOS) e endotelial (eNOS). Além disso, a inibi¢do da atividade da eNOS,
em seguida, da biossintese de NO por meio da administracdo de analogos da L-arginina, como
o ¢éster metilico da L-nitroarginina (L-NAME), leva a hipertensdo (Moncada; Higgs, 2006;
Fernandes- Santos et al., 2006).

Consequentemente, muitos relatérios foram elaborados para investigar os efeitos
cardiovasculares e anti-hipertensivos de a-Terpineol em ratos com hipertensao induzida por L-
NAME (Ribeiro et al., 2010; Sabino et al., 2013). A sua acao foi evidenciada usando o modelo
de hipertensdo induzida por L-NAME, sendo demonstrado que o composto foi capaz de induzir
hipotensao dependente da dose em ratos acordados. Da mesma forma, quando os anéis
mesentéricos foram usados, os pesquisadores mostraram que ele produzia efeitos vaso-
relaxante, independentes de endotélio. Esse efeito pode ser atribuido, pelo menos em parte, a

inibi¢do dos canais de calcio dependentes de voltagem. Além disso, o tratamento com o
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composto por sete dias promoveu um efeito antioxidante induzido nos animais tratados com L-
NAME (Sabino et al., 2013). O composto também melhorou os pardmetros nutricionais de ratos
alimentados com uma dieta rica em gordura, sendo capaz de restabelecer a sensibilidade a
insulina e reduzir os niveis séricos das citocinas pré-inflamatorias TNF-a e IL-1B, quando
comparadas ao grupo controle (SOUZA et al., 2020).

Os antioxidantes como enzimas, vitaminas e outros exercem um efeito benéfico a satude
do organismo humano, pois protegem as células dos danos oxidativos, uma vez que sao capazes
de neutralizar os radicais livres, atuando como antioxidantes (Adorjan & Buchbauer, 2010). O
estresse oxidativo tem uma influéncia importante no desenvolvimento e na progressdo de
muitas doengas, como doengas cardiovasculares, inflamacdes, doencas neurodegenerativas e
processos de envelhecimento. Além disso, o estresse oxidativo € caracterizado principalmente
pela presenca de alta biodisponibilidade de espécies reativas de oxigénio (Touyz, 2000).

O a-Terpineol apresentou atividade antioxidante sendo capaz de suprimir a producao de
superoxido por mondcitos estimulados por agonistas, mas ndo por neutréfilos (Brand et al.,
2001). A agao antioxidante do a-terpineol reflete sua capacidade de atuar como conservante em
alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos, prevenindo a degeneragdo oxidativa de seus
componentes (Bicas et al., 2001). Visto que a hipertensao arterial pode ser desenvolvida a partir
do estresse oxidativo e atividade da enzima catalase age como um mensurador da atividade
antioxidante, esse parametro pode ser utilizado para auxiliar o desempenho da defesa
intracelular contra espécies ativas de oxigénio. Um estudo demonstrou que o a-terpineol age
sobre a catalase, confirmando a sua potente atividade antioxidante contra radicais livres
causadores de lesdes (Sabino ef al., 2013).

Células induzidas a senescéncia por D-galactose tratadas em 3 concentracdes de a-
terpineol foram capazes de reduzir a viabilidade celular, ja o tratamento com 4 concentracdes (
1,54x107; 1,54 x 101,54 x 107 ¢ 1,54 x 10 mg/mL) foram capaz de diminuir o niimero de
células senescentes quando comparadas ao grupo tratado com D-gal. Enquanto a agdo

antioxidante foi obtida apenas na concentragao de 1,54 x 10-4 mg/mL (Almeida, 2024).

3.5 Testes de toxicidade em embrides de zebrafish

A capacidade de uma determinada substancia provocar danos em um organismo vivo,
definida como citotoxicidade, ¢ de suma importancia na formulagio e comercializagdo de novos
farmacos pelo possivel potencial nocivo que pode advir de seus compostos, a fim de permitir a

criacdo de propostas capazes de estabelecer o uso seguro de tais substidncias quimicas
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(Valadares, 2006). Portanto, ¢ necessario determinar os pontos finais de toxicidade, a relagdo
dose-resposta € os mecanismos pelos quais ela se dd (Sousa, 2019). Tais elementos sao
avaliados cientificamente por testes que mensuram a toxicidade aguda e/ou cronica, observando
seus efeitos a curto prazo de doses elevadas e a longo prazo de doses moderadas a leves,
respectivamente (Braunbeck et al., 2014).

Os testes de toxicologia em modelos animais t€ém grande vantagem em relacao aos testes
in vitro, uma vez que o animal estd mais intimamente correlacionado com a toxicidade em
humanos e, de maneira mais fiel, incorpora farmacocinética, absorcao, distribuigdo e
metabolismo. O modelo de toxicidade embrionaria do zebrafish, devido a alta conservacao
genética com os humanos (87% de semelhanca), tem sido amplamente utilizado em triagens do
efeito toxico de compostos bioativos e, mais recentemente, em avaliacdes toxicologicas de
fitoterapicos (Jaysinghe & Jayawardena, 2019).

O embrido em desenvolvimento ¢ geralmente considerado o estagio mais sensivel do
ciclo de vida de um peixe. Os ensaios de embriotoxicidade com zebrafish sdo geralmente
realizados por meio da exposicao direta de embrides a substancias toxicas. Estudos prévios
revelam que a sensibilidade de embrides e larvas a agentes quimicos ¢ muito maior que para
adultos. Devido a sua imobilidade, os embrides sao mais afetados que os adultos e por
apresentarem uma imaturidade fisiologica possuem baixos niveis de enzimas necessarias para
a desintoxicacao (Lemos et al., 2020). O teste FET (Fish Embryonic Toxicity), OECD 236,
(OECD, 2013), realizado com o zebrafish, apresenta diversas vantagens que favorecem estudos
sobre os efeitos farmacologicos de plantas: tamanho pequeno, ciclo de vida curto, rapido
desenvolvimento, fecundidade, transparéncia dos ovos € embrides que permite observar os
orgdos internos, como batimento cardiaco e crescimento do coragdo, dentre outros.

Movimentos espontdneos sdo respostas motoras ndo provocadas observaveis em
embrides entre 17 e 27 hpf (Saint-Amant; Drapeau, 1998), e, portanto, mudangas na frequéncia
destes movimentos sdao consideradas manifestacdes comportamentais iniciais de
neurotoxicidade (Ogungbemi et al., 2020; Tao et al., 2020, Weichert et al., 2017). Por sua vez,
a frequéncia cardiaca pode fornecer informacgdes sobre doengas cardiovasculares causadas por
concentragdes de toxicantes abaixo daquelas que causam mudancas morfoldgicas (Cheng et al.,
2020; Fraysse et al., 2006; Sun; Liu 2017). Ressalta-se , no entanto, que apesar de seu uso
recente em embrides e larvas (Chinnappan et al., 2025), nao ha registro na literatura de estudos

com testes de toxidade.
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4 METODOLOGIA

4.1 Estudo de quimioinformatica

Nessa etapa do estudo utilizamos, criamos e combinamos diversas metodologias de
triagem virtual de um banco de dados de produtos naturais através de docking molecular e
algoritmos de aprendizado de maquina, utilizando descritores moleculares. Objetivando
identificar assim os compostos presentes em frutas e partes das arvores dessas frutas, tipicas da
regido Nordeste do Brasil, ativos em vias enzimaticas envolvidas em doengas cardiovasculares
associadas ao envelhecimento, para escolha da substancia e vias enzimaticas mais adequadas

para serem utilizadas no nosso estudo pré-clinico (Menezes et al., 2025).

4.2 Coleta de dados experimentais

4.2.1 Identificacdo de plantas

Foram identificadas cuidadosamente as plantas e o nimero do voucher da espécime de
Anacardium occidentale L. (Familia: Anacardiaceae; Espécime Voucher: JPB 65089), Spondias
mombin Linn. (Familia: Anacardiaceae; Espécime Voucher: JPB 67035), Mangifera indica L.
(Familia: Anacardiaceae; Espécime Voucher: JPB 51877), Malpighia emarginata DC. (Familia:
Malpighiaceae; Espécime Voucher: JPB 64716) e Carica papaya L. (Familia: Caricaceae;
Espécime Voucher: JPB 36711). Os dados foram coletados do Herbario da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB). (https://specieslink.net/col/JPB/ - Accessed on: 9 Dec. 2024).

4.2.2 Selecgdo de frutas

A selecdo das cinco frutas: Anacardium occidentale L. (cajueiro), Spondias mombin
Linn. (cajd), Mangifera indica L. (mangueira), Malpighia emarginata DC. (aceroleira) e Carica
papaya L. (mamoeiro) foi baseada em seus compostos bioativos bem documentados com
propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e anti-senescentes, particularmente relevantes no
contexto do envelhecimento e doengas cardiovasculares (DCVs). Abaixo ha um resumo com
relatos cientificos que justificaram a escolha das frutas e partes de suas plantas seleconadas para

o estudo 1in silico:
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1. Anacardium occidentale L. (Cajueiro): O cajueiro € rico em compostos fendlicos, flavonoides
e taninos, que demonstraram fortes atividades antioxidantes e anti-inflamatdrias. Esses
compostos ajudam a reduzir o estresse oxidativo, um fator chave no envelhecimento ¢ DCVs.
A presenca de acidos anacardicos no cajueiro foi associada a efeitos anti-inflamatorios e
antioxidantes, cruciais na prevencdo de danos vasculares associados ao envelhecimento
(Toyomizu et al., 2003).

2. Spondias mombin Linn. (Caja): O caja ¢ conhecido por seu alto teor de polifenois,
flavonoides e vitamina C, que contribuem para suas fortes propriedades antioxidantes. Esses
compostos sao eficazes em neutralizar radicais livres e reduzir o estresse oxidativo, implicado
no envelhecimento e DCVs. Um estudo de Olajide et al. (2004) destacou os efeitos anti-
inflamatorios e antioxidantes do extrato de Spondias mombin, que podem ser benéficos na
reducdo de danos vasculares relacionados a idade. A fruta também demonstrou propriedades
cardioprotetoras, provavelmente devido a sua capacidade de modular vias de estresse oxidativo
(Akinmoladun et al., 2007).

3. Mangifera indica L. (Mangueira): A mangueira ¢ uma rica fonte de mangiferina, um
composto antioxidante e anti-inflamatdrio potente. A mangiferina demonstrou modular varias
vias envolvidas no estresse oxidativo e inflamagdo, tornando-a uma candidata promissora para
doencas relacionadas a idade. Pesquisa de Muruganandan et al. (2005) demonstrou que a
mangiferina reduz o estresse oxidativo e a inflama¢do em modelos animais, sugerindo seu
potencial na preven¢do de danos vasculares relacionados a idade. Extratos de manga também
demonstraram melhorar os perfis lipidicos e reduzir marcadores de estresse oxidativo em
estudos com humanos, apoiando ainda mais seu papel na satde cardiovascular (Evans et al.,
2014).

4. Malpighia emarginata DC. (Aceroleira): A aceroleira é excepcionalmente rica em vitamina
C e outros antioxidantes, como carotenoides e antocianinas. Esses compostos sdo conhecidos
por proteger contra o estresse oxidativo e a inflamacao, contribuindo para o envelhecimento e
DCVs. Um estudo de Mezadri et al. (2008) destacou a alta capacidade antioxidante da acerola,
atribuida ao seu teor de vitamina C e outros compostos bioativos. A fruta demonstrou reduzir
marcadores de estresse oxidativo em modelos animais, sugerindo seu potencial na prevencao
de danos vasculares relacionados a idade (Assis et al., 2008).

5. Carica papaya L. (Mamoeiro): O mamoeiro € rico em papaina, flavonoides e vitamina C,
contribuindo para suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias. Esses compostos

ajudam a reduzir o estresse oxidativo e a inflamagao, criticos na patogénese do envelhecimento
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e DCVs. Um estudo de Somanah et al. (2012) demonstrou que o extrato de mamao reduz o
estresse oxidativo e a inflamacdo em modelos animais, sugerindo seu potencial na prevencao
de danos vasculares relacionados a idade. O mamao também demonstrou melhorar a fungao
endotelial e reduzir marcadores de estresse oxidativo em estudos humanos, apoiando ainda mais

seu papel na satude cardiovascular (Pandey et al., 2014).

4.2.3 Coleta de dados para construcio dos modelos

Viarias enzimas com atividades bioldgicas, disponiveis e dados de estrutura 3D foram
selecionadas e investigadas neste estudo. Os compostos quimicos foram selecionados com
atividade conhecida para as seguintes enzimas: NRF2 (CHEMBLI1075094), COX-2
(CHEMBL230), iNOS (CHEMBL4EM1) e NADPH (CHEMBL1614380). Esses compostos
foram wusados no banco de imagens para a construg¢do de modelos preditivos
(https://www.ebi.ac.uk/chembl/) (Gaulton et al., 2012). Os detalhes dos bancos podem ser
encontrados na Tabela 1.

Os compostos foram classificados com base no pICso [-log ICso (mol / 1)]. O valor ICso
representa a concentracao necessaria para 50% de inibicao. Porém, para a enzima Nrf2, foram
utilizados dados de ativagdo, pois a ativacdo dessa proteina obteria o efeito desejado. Os
compostos presentes nas frutas e partes das arvores da Anacardium ocidentalli L., Spondia
monbim, Mangifera indica L., Malphigia emarginata e Carica papaya usados para predi¢ao
foram avaliados por triagem virtual para identificar moléculas com potencial atividade para as
enzimas envolvidas no envelhecimento e doengas cardiovasculares, de acordo com os fluxos
de trabalho apresentados por Fourches ef al. (2010). Estruturas tridimensionais foram geradas

por Chemaxon Standardiser v.18.17.0, (www.chemaxon.org).

Tabela 1 — Conjunto de moléculas dos bancos de dados ChEMBL para cada enzima selecionada

no estudo
Database Active molecules Inactive molecules Total
NRF2 163 (Activity) 85 (No activity) 248
COX2 2.018 (pICso > 5.50) 1.702 (pICso < 5.50) 3.720
Inos 396 (pICso > 5.50) 367 (pICso < 5.50) 763
NADPH 159 (pICso > 4.75) 35 (pICso < 4.75) 194

Fonte: elaborada pela autora, 2025.
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4.2.3.1 Modelagem da relagdo quantitativa estrutura-atividade (QSAR)

Todos os compostos estudados com atividade biologica conhecida e os compostos
usados para predicao de atividade foram importados para o software Dragon 7.0 (Mauri ef al.,
20006), para geragao do descritor. O software Knime 3.5.3 (KNIME 3.5.3, Konstanz Information
Miner Copyright, 2018, www.knime.org) foi utilizado para realizar as analises e gerar os
modelos preditivos. O algoritmo Random Forest (RF), WEKA (Hall et al., 2009), foi usado
para construir modelos preditivos. A validagdo cruzada foi realizada para estimar o poder
preditivo dos modelos desenvolvidos.

Os desempenhos externos dos modelos selecionados foram analisados quanto a
sensibilidade (taxa positiva verdadeira ou taxa ativa), especificidade (taxa negativa verdadeira
ou taxa inativa) e precisdo (previsibilidade geral). Além disso, a sensibilidade e especificidade
da curva de caractere operacional do receptor (ROC) foram usadas porque descreve o
desempenho real de forma mais clara do que a precisdo. Os modelos também foram analisados
por meio do coeficiente de correlagdo de Matthews (MCC), que pode avaliar o modelo
globalmente, com base nos resultados obtidos na matriz de confusdo. Valores de MCC acima

de 0,5 foram considerados satisfatorios (Matthews, 1975).

4.2.3.2 Analise combinada baseada em ligante e estrutura

Quatro modelos de predi¢do foram construidos para realizar triagem virtual baseada em
ligantes. Para construir esses modelos, foram calculados descritores moleculares para moléculas
com atividade conhecida para as proteinas NRF2, COX-2, iNOS e NOX-1 obtidas no banco de
dados ChEMBL. Os poderes preditivos dos modelos de RF foram avaliados usando
especificidade, sensibilidade, precisdo, exatidao (AUC), valor previsto positivo (VPP) e valor
previsto negativo (VPN), bem como desempenho e robustez usando a curva caracteristica de
operacdo do receptor (ROC) e coeficiente de correlacao de Mathews (MCC). As curvas ROC
sdo representagdes graficas da taxa de verdadeiros positivos versus a taxa de falsos positivos
descoberta durante a varredura de um banco de dados. A area formada nestas curvas ROC, a
AUCROC, representa a probabilidade de um composto ativo ser classificado antes de um
composto inativo.

PPV refere-se a propor¢ao de valores previstos corretamente em relacdo ao ntimero total
de valores positivos no conjunto de dados. Segue o mesmo raciocinio da defini¢do de precisao.

VPN refere-se a uma definicao contraria ao VPP. Além disso, a sensibilidade e a especificidade
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da curva de carater operacional do receptor (ROC) foram usadas para descrever o desempenho
real de forma mais clara do que a precisdo. Os modelos também foram analisados por meio do
coeficiente de correlagdo de Matthews (MCC), que pode avaliar o modelo globalmente com
base nos resultados obtidos na matriz de confusao.

O acoplamento também foi realizado, e analise de consenso com resultados de predi¢ao
de atividade de docking bioldgico e molecular foram realizadas para identificar compostos
potenciais e multitarget, demonstrando as probabilidades de serem potenciais ativos para mais
de uma proteina com base no modelo de RF e docking. Neste caso, utilizamos todos os
resultados de previsdo de atividade bioldgica e os combinamos com os resultados de docking.
Além de selecionar os compostos ativos, esta andlise combinada permitiu a selecdo dos
compostos mais potentes, combinando duas importantes metodologias baseadas no ligante e na

estrutura. Para esta andlise foi utilizada a seguinte féormula:

ProbDc + (1 + ESP) X Pytivi
( ( ) Activity ,If PrOb(jomb > 05

Probeom = 2+ ESP

Onde ProbDc ¢ a probabilidade de um composto estar ativo na analise de acoplamento
molecular, ESP ¢ o valor de especificidade do modelo de RF e Pact ¢ o valor de probabilidade
de um composto estar ativo no modelo de RF. A probabilidade combinada (Probcomb), baseada
no ligante e na estrutura, pode aumentar o poder preditivo dos modelos e diminuir o nimero de
falsos positivos. Para que as moléculas sejam consideradas potencialmente ativas, os valores de
probabilidade devem ser iguais ou superiores a 0,5. Quanto maior o valor de Probcomb, maior
sera o potencial da molécula.

Ap6s a validacdo dos modelos, eles foram utilizados para analisar o conjunto de 67
compostos presentes nos frutos ou partes das plantas (Anacardium ocidentalli, Spondias
mombin, Mangifera indica, Malpighia emarginata e Carica papaya) quanto a atividade contra
as proteinas selecionadas. O banco de compostos foi entdo selecionado para escolher compostos
potencialmente ativos para as proteinas investigadas. A classificagdo foi realizada para
selecionar alguns compostos como primeira escolha, selecionando compostos que deveriam ter
um valor de atividade acima de 0,6 e serem ativos para NRF2 e outras enzimas. Esta enzima
foi escolhida entre as demais enzimas devido ao seu papel na ativacdo da cascata enzimatica

com acao antioxidante durante o aumento do estresse oxidativo.
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4.2.3.3 Docking molecular: andlises das interagoes formadas entre iNOS e NFR2

O docking molecular foi realizado utilizando o software Molegro Virtual Docker v 6.0.1
(MVD) e dois alvos foram selecionados. As estruturas 3D das proteinas utilizadas neste estudo
foram obtidas do Protein Data Bank (PDB), utilizando os seguintes codigos: PDB ID 7X5E
para NRF2 e PDB ID 4NOS para iNOS. Foram analisadas as interagdes formadas em iNOS e
NFR2. Como a COX-2 nado apresenta compostos com atividade acima de 0,7 ¢ a NOX-1 nao
apresenta estrutura cristalografica para andlises de docking, ndo foi possivel analisar as
interacdes nessas proteinas.

Inicialmente, todas as moléculas de dgua foram removidas da estrutura cristalina. Em
seguida, o desvio quadratico médio (RMSD) foi calculado a partir das posturas, indicando o
grau de confiabilidade do ajuste. O RMSD prevé o modo de conexdo proximo a estrutura
experimental e é considerado bem-sucedido se o valor for menor que 2,0 A. Angstroms (A) é
uma unidade de comprimento equivalente a 0,2 nandmetros ou 200 picometros, pois 1 angstrom
(A) = 107'° metros. Essa unidade ¢ frequentemente usada para expressar o tamanho de 4&tomos
e moléculas em fisica e quimica. Finalmente, o algoritmo de pontuagdo MolDock foi usado
como func¢do de pontuagdo para prever as melhores interagdes entre ligante e receptor. Valores

mais negativos do que os ligantes cristalograficos foram considerados resultados excelentes.

4.2.3.4 Simulagoes de dindmica molecular com mangiferina, cianidim-3-glicosideo, alfa-

terpineol e heterodimero NRF2-MAFG ligado ao PDB CSMBEI: (7X5E)

Apos a analise do potencial de atividade dos compostos em estudo, foram selecionados
0s compostos com os maiores valores de probabilidade de atividade em relacdo aos alvos em
estudo, os quais correspondem a mecanismos importantes para avaliar a atividade antioxidante.
Esse complexo NRF2-MafG (Musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog G) ¢ uma
small Maf protein (pequena proteina Maf), que ndo possui dominio de ativagdo transcricional
proprio, atua como parceiro obrigatorio de dimerizagao para fatores CNC-bZIP, como o NRF2.
O NRF2 forma um heterodimero com MafG , reconhece e se liga eficientemente a elementos a
ARES (Antioxidant Response Elements) no Dna , ativando a transcricao de genes antioxidantes
e citoprotetores. Simulagdes de Dinamica Molecular com os compostos mangiferina, cianidim-
3-glicosideo e alfa-terpineol foram realizadas para estimar a flexibilidade das interacdes entre
proteinas e ligantes usando o software GROMACS 5.0 (Programa Horizonte 2020 da Unido
Europeia, Suécia) (Abraham et al., 2015; Berendsen et al., 1995).
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As Topologias de proteinas e ligantes também foram preparadas usando o campo de
forca GROMOS96 54a7 A simulagdo de DM foi realizada usando o modelo de 4gua SPC com
carga pontual, estendido em uma caixa cubica (BONDI, 1964). O sistema foi neutralizado pela
adicdo de ions (CI” e Na') e minimizado, para remover maus contatos entre moléculas
complexas e o solvente. O sistema também foi balanceado a 300K, usando o algoritmo V-
rescale de 100 ps, representado por NVT (numero constante de particulas, volume e
temperatura), seguido de equilibrio a 1 atm de pressdo, usando o algoritmo de Parrinello-
Rahman como o NPT (particulas de pressao e temperatura constantes), até 100 ps.

As simulagdes de DM foram realizadas em 5.000.000 passos, a 10 ns. Para determinar
a flexibilidade da estrutura e se o complexo ¢ estavel proximo a estrutura experimental, os
valores de RMSD de todos os atomos de Ca foram calculados em relagdo as estruturas iniciais.
Os valores de RMSF também foram analisados, para entender os papéis desempenhados pelos
residuos proximos ao sitio de ligagao do receptor. Os graficos RMSD e RMSF foram gerados
no software Grace (Grace Development Team, http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/)

(Nachbagauer et al., 2021).

4.2.3.4.1 Desvio quadratico médio (RMSD) dos atomos de Ca do heterodimero da enzima
NRF2-MAFG ligada ao PDB CSMBEI e complexada aos compostos mangiferina, cianidina-

3-glicosideo, alfa-terpineol e resveratrol

Os valores de RMSD do inglés “Root Mean Square Desvio” de todos os dtomos de Ca
foram calculados em relacdo as estruturas iniciais para determinar a flexibilidade da estrutura e
se 0 complexo € estavel proximo a estrutura experimental. O PDB disponivel para a NRF2, foi
complexada ao heterodimero NRF2-MAFG alvo ligado ao PDB CsMBE1: (7X5E) (Sengoku
et al., 2022). A enzima heterodimera NRF2-MAFG ligada ao PDB CsMBEL: (7X5E) foi
escolhida para a analise porque os compostos em estudo, mangiferina, cianidina-3-glicosideo e
alfa-terpineol, apresentaram maior afinidade por essa proteina. Em seguida, o RMSD foi
calculado para os 4tomos de Co da enzima complexada e as estruturas de cada ligante

separadamente.

4.2.3.4.2 Flutuagdes quadraticas médias (RMSF) dos atomos do heterodimero da enzima
NRF2-MAFG ligada ao PDB CSMBEI1: (7X5E) e complexada aos compostos mangiferina,

cianidina-3-glicosideo, alfa-terpineol e resveratrol
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Os valores de RMSF do inglés “Root Mean Square Flutuation” também foram
analisados para compreender o papel desempenhado por residuos relacionados ao sitio de
ligagdo do receptor. Para compreender a flexibilidade de residuos e aminoacidos que
contribuem para a mudanca conformacional no heterodimero da enzima NRF2-MAFG ligado
ao PDB CsMBEI1: (7X5E) (Sengoku et al., 2022), foram calculadas as flutua¢des quadraticas
médias (RMSF) de cada aminoécido na proteina. Residuos com altos valores de RMSF sugerem

maior flexibilidade, e baixos valores de RMSF refletem menor flexibilidade.

4.2.3.4.3 Desvio quadratico médio (RMSD) dos atomos de ¢ do heterodimero da enzima NRF2-
MAFG ligada ao PDB CSMBEI e complexada aos compostos mangiferina, cianidina-3-

glicosideo, alfa-terpineol e resveratrol

Os valores de RMSD de todos os atomos de Ca foram calculados em relagdo as
estruturas iniciais para determinar a flexibilidade da estrutura e se o complexo ¢ estavel proximo
a estrutura experimental. Os graficos de RMSD foram gerados no sofiware Grace (Equipe de

Desenvolvimento Grace, http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/) (Nachbagauer et al., 2021).

4.2.3.4.4 Flutuagdes quadraticas médias (RMSF) dos atomos do heterodimero da enzima
NRF2-MAFG ligada ao PDB CSMBEI: (7X5E) e complexada aos compostos mangiferina,

cianidina-3-glicosideo, alfa-terpineol e resveratrol

Os valores de RMSF também foram analisados para compreender o papel
desempenhado pelos residuos relacionados ao sitio de ligacao do receptor. O grafico de RMSF
foi gerado no software Grace (Equipe de Desenvolvimento Grace, http://plasma-

gate.weizmann.ac.il/Grace/) (Nachbagauer et al., 2021).

4.2.4 Estudo com embrioes e zebrafish adulto

Embrides e adultos de D. rerio da linhagem tipo selvagem AB foram fornecidos pela
Unidade de Produ¢ao de Organismos Modelos Nao Convencionais (UniPOM), localizada no
Departamento de Biologia Molecular da Universidade Federal da Paraiba (Jodao Pessoa, Brasil).
Animais adultos foram mantidos em tanques com sistema de recirculagdo de agua com
filtragem fisica, quimica e bioldgica, temperatura de 26 + 1 °C e fotoperiodo de 14:10h

claro/escuro controlados € com monitoramento regular dos parametros de qualidade da agua
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(temperatura, pH, niveis de amonia e nitrito). Os animais foram alimentados trés vezes por dia
ad libitum, sendo 2 vezes com ragdo granulada (ColorBits, Tetra, Alemanha) e uma vez com
spirulina organica (Fazenda Tamandud, Patos, Brasil).

No dia anterior ao teste com embrides, os peixes adultos foram transferidos para um
dispositivo de acasalamento (propor¢do de 1 fémea: 2 machos) de 7 L, que consiste de um
tanque de acrilico acoplado a um aerador, cujo fundo é coberto com uma rede de nylon e uma
valvula de abertura que possibilita a coleta agil e eficiente dos embrides. Apos a desova, os
embrides com aproximadamente 1 hora pods-fertilizacdo (hpf) foram retirados, lavados e
acondicionados em meio embriondrio adaptado E3 (NaCl 5.0 mM, KCI 0.17 mM, CaCl 0.33
mM e MgSO, 0.33 mM) e analisados em microscopio de luz invertida (Televal 31, Zeiss,
Alemanha) para determinacdo do estidgio de desenvolvimento embriondrio e selecdo dos
embrides viaveis. Embrides invidveis e remanescentes dos testes foram eutanasiados com
eugenol (1,5 mL/L) e, posteriormente, armazenados a uma temperatura de - 20 °C até que sejam
encaminhados para incineragao.

O projeto foi submetido a0 Comissdo de Etica em Uso em Animais (CEUA) da UFPB/
Campus I conforme as normas editadas pela comissao pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado pelo CEUA/UFPB, conforme parecer N°
7193170122.

4.2.4.1 Substancias e solu¢oes nutritivas

Para a realizacdo dos protocolos experimentais foram utilizadas as seguintes
substancias: a-terpineol, resveratrol, alcool, sal sodico de heparina, ferrocianeto de potassio,
ferrocianato de potassio, MgCl,, D-galactose, substrato cromogénico X-gal (5-Bromo-4-cloro-
3-indoll B-D-galactopiranosideo), que foram obtidos da Sigma-Aldrich Brasil Ltda (Sao Paulo-

SP, Brasil). Todos os demais reagentes necessarios foram de grau analitico.

4.2.4.2 Preparagdo da solugdo de D-galactose, do o -terpineol e do resveratrol

A D-galactose ¢ um monossacarideo com formula quimica de CsHi20¢, tem peso
molecular de 180, 156 g/mol e foi diluida em meio E3. O resveratrol (C14H1203, CAS 501-36-
0, pureza 99%) foi diluido em DMSO e a- terpineol (Ci0HisO, CAS 98-55-5, pureza 90%) em
etanol, ambos foram adquiridos pela Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil). O a-terpineol possui

peso molecular de 154,25 g/ mol e densidade relativa de 0,935 g/cm3, equivalente a 0,935 g/
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mL e a 935.000 mg/L. No seu estado fisico ¢ claro, cor incolor e ponto de fusdao de 31-35° C
(Figura 8). A solucdo estoque foi preparada diluindo a substancia pura em etanol na propor¢ao
de 1:1, obtendo, portanto, a concentragdao 467.500 mg/L. O resveratrol possui massa molar de
228 g. mol "'. A solugdo estoque de resveratrol foi preparada na concentragido de 10 mg de

resveratrol em 1 mL de DMSO.

Figura 8 — Propriedades e caracteristicas fisico-quimicas do a-terpineol

ESTADO FiSICO: CLARO
COR: INCOLOR
PONTO DE FUSAO: 31 .38 °C

Fonte: elaborada pela autora, 2025.

4.2.5 Protocolos utilizados em embriéoes e larvas de zebrafish
4.2.5.1 Teste de toxicidade aguda
4.2.5.1.1 Determinacao dos parametros de toxicidade (CLso, LOAEL e NOAEL)
Os testes de toxicidade aguda com o a -terpineol foram realizados de forma pioneira
pela nossa equipe, conduzidos de acordo com o guia da OECD 236 (Fish mbryo acute toxicity

FET test) adaptado para placas de 96 pogos (Figura 9). Foi estabelecida a concentragdo de 100

mg/L como a concentracao limite, de acordo com a recomendacao da OECD 236. Embrides
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(até 3 hpf, n=20/grupo/concentra¢do) foram distribuidos individualmente em placas de 96
pocos (0,3 ml/pogo), expostos as concentragdes de 0; 6,25; 12,5; 25; 50 ¢ 100 mg/L ,
representando 0; 0,00625; 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1 em mg/mL do a-terpineol. Foram realizados
dois grupos controle nas mesmas condi¢des, sendo um com embrides expostos somente em

meio E3 (n = 20) e o outro exposto ao etanol 0,01% (n=20).

Figura 9 — Ilustragdo da distribui¢do das solug¢des de a-terpineol no ensaio de toxidade aguda

em embriodes de Danio Rerio
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Fonte: Adaptado de OECD 236.

Os embrides foram mantidos em uma camara para embrides (Sciencelabor). A
temperatura foi mantida em 26 £ 1 °C e fotoperiodo de 14h claro: 10h escuro. O tempo de
exposicao foi de 96h. A cada 24 h os embrides foram observados sob um microscopio de luz
invertida, num aumento de 50 x, para verificar o surgimento de endpoints letais e subletais por
um periodo total de 96 h. Os indicadores de letalidade foram: coagulacdo de ovos fertilizados,
auséncia na formagao de somitos, auséncia de batimentos cardiacos e nao destacamento da
cauda (Figura 10). Os dados de mortalidade e de efeitos ndo letais foram utilizados para célculo

da CLso através de uma analise de probit (Finey, 1971).
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Figura 10 — Indicadores de letalidade em embrides e larvas de zebrafish

Fonte: Adaptado da OECD 236.

Notas:

Legenda: A figura mostra os indicadores de letalidade em embrides e larvas de zebrafish. (A) Ovo coagulado; (B)
Nao destacamento da cauda (C); Auséncia de somitos; (D) Auséncia de batimentos.

4.2.5.1.2 Movimentos espontaneos da cauda e frequéncia cardiaca

As andlises foram realizadas em trés repeti¢des bioldgicas independentes. Para medir
essas variaveis utilizou-se trés concentracdes abaixo da CLso, em que nenhum efeito tenha sido
observado nos grupos expostos, para indicar se estes poderiam ser indicadores de toxicidade
mais sensiveis do que o “endpoint” (ponto final) observado. As concentra¢des de a-terpineol
de 0, 1,56, 3,12 e de 6,25 mg/L , representando 0; 0,00156; 0,00312; 0,00625 em mg/mL foram
utilizadas para avaliar os batimentos da cauda e os batimentos cardiacos.

Movimentos espontaneos da cauda de 10 embrides escolhidos aleatoriamente foram
observados individualmente por 1 min a 24 hpf (+ 1 h) como citado por OGUNGBEMI et al.,
2020 e TAO et al., 2020. Por sua vez a 48 hpf (= 1 h), os batimentos cardiacos observados por
outro 1 min adaptando o protocolo citado por Fraysse et al. (2006); e Sun e Liu, (2017). Ambas
as variaveis foram contadas manualmente em menos de 60 min para evitar diferengas de idade

entre embrides ao final das observagoes.

4.2.5.2 Estabelecimento do modelo de inducdo a senescéncia por D-galactose em larvas de

zebrafish

4.2.5.2.1 Teste piloto de efeitos sobre a taxa de mortalidade (%) de embrides (6 hpf) expostos
a D-Gal
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No periodo de realizagcdo dos primeiros testes para avaliar os efeitos sobre a taxa de
mortalidade (%) com D-gal com D-gal nas concentragdes de 400, 350, 300, 250, 200 Mmol/L,
ainda nao havia sido disponibilizado na literatura, resultados dos testes com d-gal em zebrafish
adultos, para que pudéssemos adaptar protocolos ou concentragdes. Portanto, utilizou-se nesses
testes iniciais uma adaptag¢do do protocolo do modelo de inducdo a senescéncia com uso do
perdxido, utilizado por Li et al. (2021) para obtermos a CLso de D-gal.

Para tal, os embrides foram expostos a solu¢cdes em 4 concentragdes de D-gal em placas
de cultura de células de 6 ou 24 pocos, num total de 10 embrides para cada concentracio e mais
10 para o grupo E3 (Total n=50 embrides). Foram observados por 24, 48, 72, 96 e 120 horas
num microscodpio para calculo da taxa de mortalidade, taxa de ma formag¢ao e da CLso. Todas

as alteracdes morfologicas foram anotadas, seguindo o protocolo adotado por Li et al. (2021).

4.2.5.3 Avaliagdo das altera¢oes morfologicas subletais em embrices 6 HPF até 6 DPF

induzidos por D-gal e tratados com a. - terpineol

Sequencialmente, foram realizados testes com duas concentragdes de a- terpineol de
0,468 mg/1 (0,e de 4,68 mg/l e com D-gal na concentra¢do de 200 mMol/l (36,03 mg/ml) para
observacgdo apenas das alteracdes morfoldgicas, também com adaptacdo do protocolo de Li et
al. (2021). No entanto, ndo desenvolveu-se nesse momento, testes para avaliagdo da
senescéncia. Os embrides foram divididos nos seguintes grupos: Grupo 1: meio E3 (controle
negativo), grupo 2: D-gal 200 mMol, grupo 3: D-gal 200 mMol (36,03 mg/ml) + terpineol alto
(4,68 mg/L), grupo 4: D-gal 200 mMol (36,03 mg/ml) + terpineol baixo (0,468 mg/L), grupo
5: terpineol alto (4,68 mg/L), grupo 6: terpineol baixo (0,468 mg/L).

A exposicao foi feita em embrides 6 hpf até 6 dpf (140 hpf) de forma estética (sem
renovacao das solugdes) em 30 pogos, sendo 1 embrido por pogo em 0,3 mL de solugdo controle

ou teste. Foram utilizadas 10 larvas para cada grupo, no total de 60 larvas.

4.2.5.4 Avaliacdo da funcionalidade do modelo de indugdo a senescéncia por D-gal e atuagdo
dos compostos sobre a morfologia e sobrevivéncia, senescéncia, dano oxidativo e frequéncia

cardiaca em larvas de zebrafish

Ap0s a etapa de avaliag@o apenas das alteracdes morfoldgicas subletais em embrides 6

hpf até¢ 6 dpf induzidos por D-gal e tratados com a- terpineol, realizamos testes de avaliacao
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da senescéncia com avalaiacdo da atividade da SABG seguindo o mesmo protocolo. No entanto,
os resultados obtidos nesta etapa nao foram satisfatorios, em relacdo a coloragdo produzida pelo
corante cromogénico x-gal que demonstram a atividade da SABG em zebrafish. Pois em
condi¢gdes normais, levaria a producao de uma colora¢ao azul, mas evidenciou-se um tom de
azul muito escuro, quase preto, ndo compativel com a coloracdo disponivel na literatura
impedindo a leitura de pixel adequada. Esses resultados podem ter sido influenciados pela
concentracdo dos compostos utilizados e pelo tempo total de exposi¢ao dos embrides.
Portanto, tais resultados serviram como parametro para o inicio da proxima etapa, com,
com utilizagdo de novo protocolo para indugdo a senescéncia nesse animal e desenvolvimento
do novo modelo, ajustanndo assim a concentracdo e o tempo de exposic¢ao. A figura 11 explana

o delineamento desta fase do estudo, que sera descrita nos topicos a seguir:

Figura 11 — Delineamento experimental do modelo de indugdo a senescéncia por D-gal

SELECAD INiCIO FINAL DA
DA EXPOSICAO EXPOSICAO
120 HPF
0,3 ML DE SOLUGAO POR POGO MONITORAMENTO DAS
D-GAL (30 MG/ML) , TERPINEOL (0,047 MG/L) ALTERACOES MORFOLOGICAS
SELECAO DOS EMBRIGES VIAVEIS (0,094 MG/L), RESVERATROL (10 MG/L) OU DE TODAS AS LARVAS (120 horas) TESTES DA CATALASE
n =20 POR GRUPO CONTROLE (MEIO E3) n =10 POR GRUPO

7
] LINHA DO TEMPO
24HP HORAS
SN .
» ~— inicio da exposicdo TESTES DA B-GALACTOSIDASE

n =10 por grupo

l

e
r
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CONTAGEM DOS
6 HPF BATIMENTOS CARDIACOS
n =10 LARVAS POR GRUPO

Fonte: elaborada pela autora, 2025.

4.2.5.4.1 Grupos experimentais e condigdes de exposi¢ao

A literatura ndo expde dados de testes com o a- terpineol em zebrafish, com atividade
antienvelhecimento em embrides de ZF. J4 o resveratrol tem sua atividade validada no
antienvelhecimento induzido por D-gal em varios modelos animais, mas ndo ha também
exposi¢ao de dados em estudos com embrides de zebrafish, induzidos ao envelhecimento por
D-galactose.

Ja em relagdo ao resveratrol, a literatura disponibiliza dados sobre a CLso, que ¢ de

75,33 mg/L com ensaio em estagio embriolarval 96 h de duracdo e com 168 h de duragao de
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50,87 mg/L (Cavalcante, 2017). A concentragdo de resveratrol utilizada no nosso estudo foi de
10 mg/L (0,01 mg/mL) , embasada no estudo de Jiang et al., 2023, sendo diluido em DMSO.
Ja os demais passos como formagao dos grupos e teste para verificacao da atividade SA-beta-
gal, com uso de x-gal, foram adaptados de um modelo para avaliagdao da senescéncia utilizado
por Kish et al. (2008).

As concentragdes de 0,000468 e de 0,00468 mg/mL de a- terpineol foram testadas no
novo protocolo estabelecido para o desenvolvimento do modelo, porém levaram a resultados
negativos em relacdo a reducdo da atividade da SABG. Portanto, as concentracdes dos testes
para a avaliacao da capacidade do alfa-terpineol foram modificadas para 0,000047 e 0,000094
mg/mL. Para tanto, cinco grupos experimentais foram formados como se descreve a seguir,
sendo 20 embrides por cada grupo, num total de 100 embrides (48 hpf ). Grupo 1: Meio E3
(controle negativo); grupo 2: D-gal (167 mM /30 mg/mL); grupo 3: D-gal (167 mM /30 mg/mL)
+ alfa-terpineol (baixa concentracdo, 0,000047 mg/mL); grupo 4: D-gal (167 mM /30 mg/mL)
+ alfa-terpineol (alta concentragdo, 0,000094 mg/mL); grupo 5: D-gal (167 mM /30 mg/mL +
resveratrol 0,01 mg/mL).

A exposi¢ao em regime semi-estatico foi realizada em placas de 96 pocgos, por 72 horas
com um embrido por pogo, utilizando 0,3 mL de solugdo teste ou controle por poco. Ao final
do periodo de exposi¢ao , dez larvas de cada grupo foram destinadas a verificagao da atividade
da B-galactosidase e outras dez para a quantificagdo da atividade da enzima catalase conforme

descrito adiante.

4.2.5.4.2 Monitoramento de alteragdes morfologicas

Durante o periodo de exposi¢do, o monitoramento das alteragdes morfologicas foi
realizado diariamente, 24 horas apos o inicio da exposi¢do até o final da exposi¢do. Foram
analisadas as 20 larvas de cada grupo, sendo 100 larvas no total, registrando-se as alteracdes
letais e nao letais descritas em Von Hellfeld ef al. (2020). No caso da presenca de alteragoes, as
larvas foram fotografadas com camera digital Moticam 5+ (Motic, Canada) acoplada a um
estereomicroscopio (Olympus), num aumento de 50 x, garantindo uma imagem representativa
de cada tipo de efeito observado. Na auséncia de alteragdes, apenas uma larva de cada grupo

foi fotografada no ultimo dia de monitoramento.

4.2.5.4.3 Analise de atividade da Peta-galactosidase
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Para a etapa de fixagdo, ao final da exposi¢do, dez larvas escolhidas aleatoriamnete de
cada grupo (50 larvas), foram transferidas para microtubos de 1,5 mL, adicionou-se 1,0 mL de
formaldeido em solucao salina tamponada com fosfato (PBS), € os tubos foram mantidos em
geladeira. Durante a lavagem, o formaldeido foi removido com pipeta automatica, substituindo-
o por 1 mL de PBS (pH 7,4) a 4 °C, repetindo-se por trés vezes, com intervalos de 1 h.
Posteriormente, foi realizada uma lavagem adicional de 1 h em PBS ( pH 6,0).

Ja para a etapa de coloragdo , no dia posterior, o formaldeido foi removido, e 500 puL de
solucao de coloragdo (5 mM de ferrocianeto de potassio, 5 mM de ferricianeto de potéssio, 2
mM de MgCl2 e 1 mg/mL de X-gal em PBS foram adicionados. As larvas foram incubadas em
estufa a 37 °C. O registro fotografico e analise dos dados ocorreu na manha seguinte a
coloracdo, na qual as larvas foram transferidas para microtubos contendo 1 mL de PBS (pH
6,0). Das 10 larvas, cada uma foi fotografada individualmente na mesma posicao (vista lateral,
com a nadadeira dorsal voltada para a direita), utilizando os mesmos parametros de captura.
Ap6s o registro fotografico, as larvas foram mantidas congeladas para, posteriormente, serem
encaminhadas para incineragao.

Das 10 larvas fotografadas de cada grupo, foram selecionadas as 3 larvas com o
posicionamento mais lateralizado possivel para garantir a padronizacdo das medigdes. A
intensidade da coloracao das larvas foi medida como Unidades Arbitrarias de azul, utilizando o
software gratuito ImageJ (https://imagej.net/software/imagej). A analise considerou parametros
relacionados a média de pixels na escala do canal Red (vermelho) , Green (verde) e blue (azul)
dentro da area selecionada (todo o plano corporal da larva, excluindo apenas as nadadeiras e o
saco vitelinico), quantificando o brilho presente na regido analisada. Foram aplicados testes
estatisticos globais em 3 canais de cor vermelha, verde e azul para verificar se ha pelo menos
uma diferenga significativa entre os grupos em cada canal de cor.

Os testes de Levene e Bartlett indicam heterocedasticidade, isto é, variancias diferentes
entre 0s grupos, pois os p-valores desses testes foram extremamente baixos (proximos a zero),
0 que permite rejeitar a hipotese nula de igualdade de variancias. Como consequéncia, testes
como a ANOVA tradicional e o teste de Tukey tornam-se inadequados, pois pressupdem
homocedasticidade (varidncias iguais). Apos analise das médias e testes estatisticos nos 3
canais, utilizou-se apenas os valores da mediana do canal blue (azul), considerando que ¢ a
coloragao produzida pelo corante x-gal, e reflete a atividade da enzima beta-galactosidase.

Foram aplicados testes estatisticos globais para verificar se hd pelo menos uma diferenga
significativa entre os grupos em cada canal de cor. Como os dados apresentaram

heterocedasticidade e distribuicdo possivelmente nao normal, optou-se por testes nao
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paramétricos. O teste de Dunn com corre¢do de Bonferroni foi utilizado por ser adequado nesse
cenario, especialmente com grandes amostras e multiplos grupos. Como aproximacao, utilizou-

se o teste de Mann-Whitney para pares, com corre¢cao de Bonferroni.

4.2.5.4.4 Avaliacao da frequéncia cardiaca

Os batimentos cardiacos podem fornecer informagdes sobre alteragdes cardiovasculares
em concentragdes abaixo daquelas que causam mudancas morfoldgicas (Cheng et al., 2020;
Fraysse et al., 2006; Sun; Liu, 2017). Os batimentos cardiacos foram contados 24 horas apos o
inicio da exposi¢do em 10 larvas/grupo escolhidas aleatoriamente, num total de 50 larvas. A
contagem foi realizada manualmente durante 20 segundo entre cada larva, utilizando o

aplicativo gratuito para Android BPM Counter.

4.2.5.4.5 Avaliagao do dano oxidativo

Ao final do periodo de exposi¢do, 50 larvas, sendo 10 larvas/grupo, foram rapidamente
congeladas e armazenadas a -20 °C até o momento da analise. Os grupos de larvas foram
homogeneizados com agua destilada fria na propor¢ao de 1 larva para 20 pL de solvente. Os
homogeneizados foram centrifugados a 2500-3000 x g, por 10 min, a 4 °C, e os sobrenadantes
pos-mitocondriais (SPM) resultantes foram utilizados para as medicdes.

A quantificagdo de proteinas soltiveis no sobrenadante foi determinada pelo método
fotométrico desenvolvido por Bradford (1976). Inicialmente, uma curva padrao foi construida
utilizando albumina sérica bovina e a absorbancia das amostras foi medida em um comprimento
de onda de 595 nm, utilizando o leitor de microplacas Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific).
As andlises foram realizadas em quadruplicata para cada amostra.

Para avaliar a atividade da catalase, 15 uL. de SPM foram adicionados a 135 pL. de uma
solucdo de reagdo contendo perdxido de hidrogénio (30 mM) e 150 pL de tampao fosfato (0,05
mM). A absorbancia da mistura a 240 nm foi monitorada a cada 10 segundos, durante 2 minutos,
conforme a metodologia de Claiborne (1986). O ensaio enzimatico foi realizado com quatro

réplicas técnicas.

4.3 Analise estatistica
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Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o software Python (versao 3.9).4*
bibliotecas NumPy, Pandas, SciPy e Statsmodels foram empregadas para manipulacdo dos
dados e realizacdo das andlises estatisticas. Os resultados foram apresentados como média +
desvio padrdo. As diferengas entre os tratamentos foram avaliadas por analise de variancia
(ANOVA) de uma via, utilizando a fun¢do f oneway da biblioteca SciPy, seguida pelo teste de
Tukey, implementado na biblioteca Statsmodels (p < 0,05), para comparar as médias dos
diferentes tratamentos.

Para analise estatistica da quantificacdo da enzima beta-galactosidase, utilizou-se os
testes ndo paramétricos de Dunn (ou aproximagdes como Mann-Whitney com correcio de
Bonferroni) ,por serem mais robustos e confidveis para comparagdes multiplas com dados nao
paramétricos. uma vez que os dados apresentaram heterocedasticidade e distribuigdo
possivelmente ndo normal. A andlise estatistica foi aplicada as imagens com o objetivo de
verificar a existéncia de diferencas significativas nos valores de intensidade dos canais de cor
(R, G, B) entre diferentes grupos experimentais. Os pixels brancos (com valores RGB = 255,
255, 255) foram desconsiderados em todos os calculos, pois representam fundo ou auséncia de
informagdo util. O resultado obtido ¢ um valor numérico que reflete de forma objetiva a
intensidade da cor na area avaliada. Considerou-se aqui apenas o canal blue (azul) que reflete a

coloragdo obtida pelo corante azul , indicando a atividade da enzima beta-galactosidase.
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5 RESULTADOS

5.1 Testes prévios de quimioinformatica

As frutas e suas arvores, tipicas do Nordeste do Brasil, Anacardium ocidentalli L. (caju),
Spondia monbim (cajd), Mangifera indica L. (manga), Malphigia emarginata (acerola) e Carica
papaya (mamao) foram analisadas nesse estudo prévio para escolha do a-terpineol, composto
utilizado no estudo, nos testes em embrides e posteriormente em zebrafish adultos. Investigou-
se 0s 67 compostos dispostos na literatura cientifica como constituintes dessas cinco frutas e de
suas arvores e sua a¢ao sobre as vias descritas acima, através de estudo de quimioinformatica.

Esses compostos foram utilizados para predi¢do e foram avaliados por triagem virtual
para identificar moléculas com potencial atividade nas enzimas envolvidas no processo de
envelhecimento. Varias enzimas disponiveis com atividades biologicas e dados de estrutura 3D
foram selecionadas e investigadas. Descritores moleculares foram calculados para moléculas

com atividade conhecida para as enzimas NRF2, COX-2, iNOS ¢ NADPH.

5.1.1 Analise combinada com base em ligante e estrutura

5.1.1.1 Modelagem quantitativa da relacdo estrutura-atividade (OSAR) e docking molecular

A tabela 2 descreve os parametros dos modelos, em termos de poder preditivo e
robustez. Quatro modelos de predi¢do foram construidos para realizar a triagem virtual baseada
em ligantes. Os resultados mostraram que os modelos apresentam excelente classificagdo,
desempenho e robustez, com a maioria das métricas acima de 0,7, e o coeficiente de correlacao

de Mateus(CCM) que apresentou valores igual ou superior a 0,5.
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Tabela 2 — Resumo dos parametros correspondentes aos resultados obtidos para todos os

modelos
Parametros  lidacio Especificidade Sensibilidade Acuricia VPP VPN CCM ROC
Enzima
Test 0.76 0.75 0.76 0.86 061 050 0.83
NRF:
Cross 0.63 0.78 0.73 0.80 060 041 081
Test 0.71 0.83 0.78 0.77 078 055 0.84
COX-2
Cross 0.70 0.81 0.73 0.76 076 052  0.84
Test 0.74 0.87 0.81 0.78 084 062 0.87
iNOS
Cross 0.74 0.85 0.80 0.78 082 060 0.87
Test 0.91 0.76 0.82 092 073 067 0.90
NADPH
Cross 0.66 0.89 0.80 079 082 058 078

Fonte: elaborada pela autora, 2025.

A tabela 2 mostra os resultados da probabilidade combinada entre o modelo de predicao
e a andlise de docking molecular (Probcomb) para atividade potencial contra as enzimas
investigadas de todos os compostos. Os compostos considerados ativos (com Probcomb igual
ou superior a 0,50) e a probabilidade de atividade bioldgica (ProbAc) estdo destacados em
cinza. Apos a validacao dos modelos, eles foram utilizados para analisar o conjunto de 67
compostos presentes nos frutos ou partes das plantas (Anacardium ocidentalli, Spondias
mombin, Mangifera indica, Malpighia emarginata e Carica papaya) quanto a atividade contra
as proteinas selecionadas.

O banco de compostos foi entdo selecionado para escolher compostos potencialmente
ativos para as proteinas investigadas. ApOs realizar a andlise combinada, identificamos 48
moléculas potencialmente ativas para duas ou mais proteinas do conjunto de compostos
analisados, destacados em negrito na Tabela 3. Usando Probcomb, foram selecionados 14
compostos ativos para COX-2 com chances de 50-63%; 42 compostos ativos para iNOS com
chances de 50-75%; e 56 compostos potencialmente ativos para NRF2 com chances de 50-77%.

Nas anélises de probabilidade de atividade bioldgica na auséncia de docking (ProbAct),
selecionamos 12 compostos ativos contra NOX-1 com chances de 53-75%. Destacamos cinco
compostos com atividade Probcomb ou ProbAct (para NOX-1) acima de 0,6: (-)-epicatequina,

anteraxantina, acido clorogénico, fenchona e palmitato de isopropila. Também foram
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identificados, entre os 48 compostos considerados multialvo, com atividade para duas ou mais
proteinas.

Dez compostos apresentaram atividade bioldgica contra trés proteinas: 3-cubebeno, (E)-
B-cariofileno, 6xido linaloico, anteraxantina, eugenol, fenchona, germacreno-D, metil galato,
a-terpinoleno e B-selineno. Observou-se que a maioria desses compostos apresentou boa
atividade (acima de 0,6) para o fator nuclear NRF2, e outros apresentaram atividade 6tima
(acima de 0,7), como cianidina-3-glicosideo, mangiferina, violaxantina e zeaxantina. Trés
compostos apresentaram atividade Otima para inativar NOX-1, como (-)-epicatequina,
anteraxantina ¢ acido clorogénico, ¢ os compostos humuleno e malvidina-3,5-diglicosideo

apresentaram atividade 6tima para inativar iNOS.

Tabela 3 — Resultados da probabilidade combinada entre o modelo de predi¢do e a analise de

docking molecular (Probcomb) para atividade potencial contra as enzimas dos compostos

investigados
Pcomb Pact
D Compostos COX2 iNOS N2 Noxi  Multiplos
alvos

1 0.62 0.31 0.57 0.43 2
2 0.63 0.60 0.52 0.23 3
3 0.47 0.55 0.40 0,73 2
4 0.52 0.59 0.53 0.29 3
5 0.36 0.51 0.53 0.48 2
6 0.57 0.54 0.66 0.40 3
7 3,4 Acido Diidroxibenzoico 0.24 0.32 0.55 0.13 1
8 0.09 0.50 0.50 0.75 3
9 Apigenina 0.45 0.47 0.55 0.38 1
10 0.35 0.62 0.59 0.32 2
11 0.36 0.53 0.58 0.46 2
12 Carvone 0.43 0.51 0.44 0.49 1
13 0.15 0.56 0.45 0.73 2
14 0.28 0.63 0.54 0.36 2
15 0.29 0.50 0.77 0.47 2
16 0.33 0.49 0.63 0.56 2
17 0.51 0.55 0.60 0.30 3
18 0.40 0.50 0.55 0.66 3
19 0.18 0.32 0.57 0.53 2
20 0.48 0.57 0.65 0.44 2
21 0.52 0.63 0.47 0.43 2
22 0.57 0.58 0.50 0.38 3
23 0.31 0.75 0.50 0.24 2
24 0.27 0.60 0.64 0.44 2
25 Palmitato de isopropila 0.12 0.49 0.31 0.69 1
26 0.31 0.64 0.58 0.44 2
27 0.42 0.50 0.67 0.45 2
28 0.27 0.57 0.60 0.44 2
29 Linalol 0.27 0.29 0.52 0.17 1
30 Luteina 0.31 0.33 0.63 0.40 1
31 Licopeno 0.18 041 0.69 0.19 1
32 0.18 0.71 0.65 0.24 2




35 Mentona
36
37
38
39
40
41
42 Acido Palmitico
43 -Cimeno
44
45
46
47
48 Acido estearico
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52 Violaxantina
53 Zeaxantina

0.48
0.50
0.41
0.38
0.50
0.19
0.26
0.24
0.52
0.26
0.40
0.47
0.14
0.28
0.30
0.29
0.29
0.40
0.19
0.22
0.42
0.56
0.52
0.27
0.30
0.38
0.45
0.48
0.29
0.41
0.23
0.46
0.55
0.53
0.44

0.55
0.40
0.56
0.44
0.52
0.53
0.52
0.56
0.43
0.41
0.39
0.51
0.51
0.57
0.59
0.43
0.58
0.52
0.34
0.34
0.39
0.56
0.48
0.66
0.43
0.48
0.54
0.42
0.41
0.54
0.55
0.46
0.58
0.54
0.49

0.65
0.72
0.49
0.55
0.63
0.61
0.59
0.62
0.53
0.64
0.35
0.53
0.30
0.23
0.63
0.61
0.59
0.54
0.57
0.71
0.73
0.56
0.52
0.57
0.54
0.57
0.60
0.68
0.63
0.53
0.49
0.54
0.51
0.49
0.58

0.29
0.43
0.44
0.56
0.45
0.44
0.46
0.44
0.47
0.48
0.73
0.37
0.56
0.59
0.49
0.49
0.41
0.27
0.59
0.11
0.17
0.46
0.24
0.45
0.33
0.46
0.42
0.17
0.37
0.35
0.35
0.32
0.32
0.32
0.46
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Fonte: elaborada pela autora, 2025.

Os compostos considerados ativos (com Probcomb igual ou superior a 0,50) e a

probabilidade de atividade bioldgica (ProbAc) estdo destacados em cinza. Seus respectivos

valores e o multialvo em duas ou mais enzimas estdo destacados em negrito. O nome dos

compostos com atividade para 3 proteinas estdo destacados em negrito. Ja os valores dos

compostos com excelente atividade (acima de 0,7) para inativar Nox1 estdo destacados em

laranja, para inativar iNOS estdo destacados em verde e para ativar NRF2 estdo destacados em

azul (Tabela 4).
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Tabela 4 — Compostos selecionados com melhor atividade (>0,6) enzimatica para 2 ou mais
enzimas, incluindo a NRF2, presentes em cada fruta estudada e comprovagdo de estudos

cientificos nas vias enzimaticas do envelhecimento e doencas cardiovasculares

ID

Pcomb Pcomb Pcomb pAct Multi
COX-2 iNOZ NREF: NOX1 alves PE DCV

10

11

12

13

14

15

16

0.57 0.54 0.66 0.40 3 - -

0.29 0.50 B o4 2 v -
0.33 0.49 0.63 0.56 2 - v
0.51 0.55 0.60 0.30 3 v v
0.48 0.57 0.65 0.44 2 v v
Isomangiferina 0.27 0.60 0.64 0.44 2 - -
Acido
Lignocérico 0.42 0.50 0.67 0.45 2 - -
Limoneno 0.27 0.57 0.60 0.44 2 v v

Malvidina-3,5-

Diglicosideo 0.18 0.71} 0.65  0.44 2 - -

Compostos
de Frutas/
Plantas CP SM

(2)- Oxido
linaloico
Cianidina-3-
glucosideo
Acido
Dodecanoico
Eugenol
Acido Galico

Mangiferina-6-

galato 0.48 0.55 0.65 0.29 2 - -
Mangiferina 0.50 0.40 0.72 0.43 2 v v
Metil galato 0.50 0.52 0.63 0.45 3 - v
Mirceno - 019 053 061 044 2 - v
Ocimeno 0.24 0.56 0.62 0.44 2 - -
Ramnetina 0.30 0.59 0.63 0.49 2 - v
a-Terpineol 0.45 0.54 0.60 0.42 2 v v

Fonte: elaborada pela autora, 2025.
Notas:

Legenda: Os compostos presentes nos diferentes frutos ou partes de suas plantas sdo destacados de acordo com a
cor: vermelho (Malpighia emarginata DC.), laranja (Carica papaya L.), amarelo (Spondias mombin Linn.), verde
(Mangifera indica L.), marrom (Anacardium occidentale L.); A confirmacdo de estudos cientificos envolvendo
compostos nas vias enzimaticas de doengas cardiovasculares e/ou processo de envelhecimento é marcada com um
“V”’; ID = identificagdo; PE = processo de nvelhecimento; DCV = doengas cardiovasculares; O melhor valor da
enzima NRF2 ¢ destacado em vermelho. Os melhores valores da enzima iNOS sdo destacados em azul.
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Outra classificacdo foi realizada para selecionar alguns compostos como primeira
escolha (Tabela 4). Para os critérios de classificacdo, os compostos deveriam ter um valor de
atividade acima de 6,0 e ser ativos para NRF2 e outra enzima. NRF2 foi escolhida entre as
outras enzimas devido ao seu papel na ativacao da cascata enzimatica com acao antioxidante
durante o aumento do estresse oxidativo. Portanto, 16 compostos foram selecionados: (z)- 6xido
linaloico; cianidina-3-glicosideo; acido dodecanoico; eugenol; acido gélico; isomangiferina;
acido lignocérico; limoneno; malvidina-3,5-diglicosideo; mangiferina-6-galato; mangiferina;
metil galato; mirceno; ocimeno; rametina e a-terpineol (Tabela 1). Destaque para Malvidina-
3,5-diglicosideo em azul com valor de 0,71 para a Inos e para a Cianidina-3-glicosideo com

valor de 0,77 para a NRF2.

5.1.1.1.1 Anadlise de interagao no sitio ativo da INOS e COX-2

Foram selecionados alguns dos melhores resultados para analisar as interagdes no sitio
ativo. Os critérios de sele¢ao foram resultados do Probcomb acima de 0,7. Foram analisadas as
interagdes formadas em iNOS e NFR2. Como a COX-2 ndo apresenta compostos com atividade
acima de 0,7 e o NOX-1 ndo apresenta estrutura cristalografica para andlises de docking, nao
foi possivel analisar as interagcdes nessas proteinas.

A Figura 12 destaca as interagdes 3D e 2D de dois compostos potencialmente ativos
contra iNOS. Foram investigadas as interagdes entre os aminoacidos do sitio ativo da enzima
iNOS e os compostos humuleno (humulene) e malvidina-3,5-diglicosideo (malvidin 3,5

diglycoside) . Observa-se que o composto humuleno apresentou duas interagdes hidrofobicas

t120 463

com os aminoacidos Me . O composto malvidina-3,5-diglicosideo apresentou

e Trp
iversas ligacoes de hidrogénio com os aminoacidos Ser r e r € eu
d 1 de hid dos Ser''®, Arg'®. 11620, Arg®®!, T1e*2, Leu*

e Val*®%; Interagdes de Van der Waals com os aminoacidos Ile!!"” e Gly!!” e ligagdes eletrostaticas

t120 381

com os aminoacidos Met =" e Arg”®". O composto malvidina-3,5-diglicosideo provou ser uma

molécula muito estavel no sitio ativo da iNOS.
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Figura 12 — Interagdes 3D e 2D de dois compostos (humuleno; malvidina 3,5 diglicosideo)

potencialmente ativos contra iNOS.

INOS - humclene

&t

INOS - malvidin 3,5 diglycoside

Fonte: elaborada pela autora, 2025.

Notas:

Legenda: Os compostos descritos em inglés na figura referem-se ao humuleno (humulene) e a malvidina-3,5-
diglicosideo (malvidin 3,5 diglycoside). As liga¢des de hidrogénio sdo destacadas em verde, as interagdes de Van
der Waals sdo destacadas em verde claro, as intera¢des hidrofobicas sdo destacadas em rosa, as interagdes
eletrostaticas sdo destacadas em laranja e as interagdes estéricas sdo destacadas em vermelho.

Dentre os quatro compostos que obtiveram valores de Probcomb 0,7 para NFR2,
selecionamos dois para analisar as interagdes no sitio ativo desta proteina: cianidina-3-
glicosideo e mangiferina. A cianidina-3-glicosideo (cianidin-3-glucoside) formou uma ligagao

de hidrogénio com Arg’?, uma interagio de Van der Waals com o aminoicido Arg®, uma

522

interagdo hidrofobica com o aminoacido Ile’ e duas interagdes eletrostaticas com o0s

aminoacidos Lys™ e Lys!®. Enquanto a mangiferina (mangeferin) formou uma ligacio de

752 173 e

hidrogénio com os aminoacidos Lys’¢, Lys>!® e Arg’*?, uma intera¢o hidrofobica com Va

uma interagdo estérica com Leu’!® (Figura 13).
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Figura 13 — Interacdes 3D e 2D de dois compostos (cianidina-3-glicosideo; mangiferina)

potencialmente ativos contra NFR2

AR
ARG
A:72
o 8k5)
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cianidin-3-glucoside
Probcomb 0.77

Oq ' X

.
.
N
N
N
N
.

i : @

wey VS
B:518 A:76

GLN75

mangeferin
Probcomb 0.71

Fonte: elaborada pela autora, 2025.

Notas:

Legenda: Os compostos descritos em inglés na figura, referem-se a cianidina-3-glicosideo (cianidin-3-glucoside)
e a mangiferina (mangeferin). As ligagdes de hidrogénio sdo destacadas em verde, as interagdes de Van der Waals
s30 destacadas em verde claro, as intera¢des hidrofobicas sdo destacadas em rosa, as interagdes eletrostaticas sao
destacadas em laranja e as interagdes estéricas sdo destacadas em vermelho.

5.2 Simulac¢oes de dinAmica molecular
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Ap6s analise do potencial de atividade dos compostos em estudo, foram selecionados
0s compostos com maiores valores de probabilidade de atividade frente aos alvos em estudo,
que correspondem a mecanismos importantes de avaliagdo da atividade antioxidante.
Simulagdes de dindmica molecular foram realizadas com os compostos testes Mangiferina,
Cianidina-3-glicosideo e alfa-terpineol para avaliar a flexibilidade da enzima e a estabilidade
das interacdes na presenca de fatores como solvente, ions, pressao e temperatura.

Em relagdo ao heterodimero alvo NRF2-MAFG ligado ao CsMBE1 PDB: (7XS5E) a
analise da métrica RMSD (Root Mean Square Deviation ou Desvio Quadratico Médio) da
proteina (Figura 14) mostrou que o complexo mais estavel correspondeu ao referente a enzima
(preto), conforme este apresentou valores de RMSD inferior, sendo observado também que este
apresentou baixa ocorréncia de flutuagdes até o periodo de 70 ns, no qual foram observados
valores de RMSD de 0,5 nm, aumentando para 1,0 nm.

O composto alfa-terpineol (azul) foi o segundo composto mais estavel, tendo
apresentado valores de RMSD mais proximos dos valores apresentados pelo complexo proteico,
correspondentes a 0,7 nm, sendo observada instabilidade neste complexo a partir do tempo de
60 nm com valores de 1,5 nm a 70ns e 2,1nm a 90ns. A cianidina-3-glicosideo (verde) foi o
terceiro complexo mais estavel com valores de RMSD de 0,7 nm até um periodo de 40 ns em
que foram observados picos de instabilidade de até 2,1 nm.

O composto controle resveratrol demonstrou estabilidade apenas no inicio da simulagdo
até 10 ns com valor de RMSD de até¢ 0,8 nm, apds esse periodo apresentou flutuagdes que
atingiram valores de RMSD de até 1,8nm em 30ns e 2,5nm em 90ns. A mangiferina (vermelho)
foi o composto mais instavel, pois apresentou maiores valores de RMSD ao longo da simulagao,
sendo observadas flutuagdes nos periodos de Sns com RMSD de 1,3nm, 30ns com RMSD de
1,5nm, 40ns com RMSD de 2,1nm e 90ns até o tempo total de simulagdo com RMSD de 2,5
nm. A estabilidade do heterodimero NRF2-MAFG ligado a proteina CsSMBE1 PDB: (7X5E) ¢

essencial para manter os compostos ligados ao sitio ativo.
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Figura 14 — RMSD dos atomos Ca da enzima heterodimero NRF2-MAFG ligado ao CsMBE1
PDB: (7X5E) (preto) e complexado aos compostos Mangiferina (vermelho), Cianidina-3-

glicosideo (verde), Alfa terpineol (Azul) e Resveratrol (amarelo)

o

RMSD (nm)
:I

0,5

Tempo (ns)

Fonte: dados da pesquisa, 2025.

Ao analisar a estabilidade dos ligantes na presenca de solventes (Figura 15), verificou-
se que, conforme visto nos resultados referentes ao RMSD da proteina, no RMSD do ligante, o
alfa terpineol (verde) foi o composto que apresentaram os menores valores de RMSD,
correspondentes a 0,05nm, enquanto a cianidina-3-glicosideo (vermelho), o composto controle
Resveratrol (azul) e a mangiferina (preto) foram os compostos mais instaveis, pois
apresentaram os maiores valores de RMSD, correspondendo a respectivamente 0,20 nm, 0,25
nm e 0,23 nm. Portanto, sugere-se que o alfa-terpineol tende a permanecer no sitio ativo mesmo

na presenga de diferentes fatores como temperatura, pressao, solvente e ions.
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Figura 15 — RMSD dos atomos de Ca dos compostos Mangiferina (preto), Cianidina-3-

glicosideo (vermelho), Alfa-terpineol (verde) e Resveratrol (azul)
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Fonte: dados da pesquisa, 2025.

Para entender a flexibilidade de residuos e aminoéacidos que contribuem para a mudanca
conformacional no heterodimero da enzima Nrf2-MafG ligado ao CsMBE1 PDB: (7X5E), as
flutuacdes quadraticas médias, (RMSF) root mean square flutuation, de cada aminodcido na
proteina foram calculadas. Residuos com valores elevados de RMSF sugerem mais
flexibilidade e valores baixos de RMSF refletem menos flexibilidade. Considerando que
aminoacidos com flutuacdes acima de 03nm contribuem para a flexibilidade da estrutura do
canal verificou-se que entre os aminodcidos presentes na proteina residuos nas posigdes 453-
460 462-468 475-484 486-494 503, 506 e 508-558 contribuem para a mudanga conformacional
da proteina complexada com os compostos Mangiferina, Cianidina-3-glicosideo, alfa-terpineol

e Resveratrol (Figura 16).
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Figura 16 — RMSF dos atomos da enzima heterodimero NRF2-MAFG ligado ao CsMBE1
PDB: (7X5E) (preto) e complexado aos compostos Mangiferina (vermelho), Cianidina-3-

glicosideo (verde), Alfa terpineol (Azul) e Resveratrol (amarelo)
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Fonte: dados da pesquisa, 2025.

5.3 Teste de toxicidade aguda em embrides

5.3.1 Determinacgdo dos pardmetros de toxicidade

5.3.1.1 CLso, LOAEL

Ap6s a andlise dos resultados encontrados nos testes de quimioinformatiaca, avaliamos
pela primeira vez, teste de toxicidade do composto selecionado, a-terpineol, para utilizagdo de
concentragdes seguras, nos testes futuros com o modelo de indugdo a senescéncia proposto, ja
que ndo ha até o momento, disponibilidade de resultados na literatura. Portanto, a faixa de
toxicidade foi determinada e novas exposi¢cOes foram realizadas para determinar a CLso
(concentragao letal mediana) e LOAEL (Lowest Observable Adverse Effect Level), em trés
repeti¢des biologicas independentes. Os resultados seguem expostos nas figuras 18, 19 e 20.

A figura 17 mostra as taxas de mortalidade e de ma formagdo. O a-terpineol nas

exposicoes testadas ndo causou mortalidades acima de 50%, portanto conclui-se que a LCso esta
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acima de 100 mg/L , ou seja, 0,1 mg/mL (Figura 17 A). A taxa de méa formagao aumentou de
modo concentragdo-dependente. A alteragdo morfoldgica mais presente foi o edema de saco,
que apareceu em todas as concentragdes (Figura 17 B). Portanto, dos parametros de toxicidade,

foi possivel identificar que a LOAEL foi a concentracao de 6,25 mg/L, ou seja, 0,00625 mg/
mL.

Figura 17 — Teste de toxicidade do desenvolvimento em embrides de zebrafish expostos ao a-

terpineol nas concentragdes de 6,25; 12,5; 25; 50; 100 mg/L
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Fonte: dados da pesquisa, 2025.

Notas:

Legenda: A figura expde o Teste de toxicidade do desenvolvimento em embrides de zebrafish expostos ao a-
terpineol nas concentragdes de 6,25; 12,5; 25; 50; 100 mg/L, ou 0,00625; 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1 mg/mL, com
n=120 larvas, sendo 20 p/ grupo . A.Taxa de mortalidade. B. Taxa de ma formag&o. Os resultados estdo expressos

como média + erro padrdo da média. Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way,
seguido do pods-teste de Tukey. *p < 0,05.
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Figura 18 — Batimentos das caudas de 10 embrides de zebrafish (24 hpt) expostos ao a-terpineol

nas concentragoes de 1,56, 3,12 ¢ 6,25 mg/L
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Fonte: dados de pesquisa, 2025
Notas:
Legenda: A figura expde o teste de batimentos da cauda por minuto de embrides de zebrafish expostos ao a-

terpineol nas concentragdes de 0; 1,56; 3,12; 6,25 mg/1, ou 0; 0,00156; 0,00312; 0,00625 mg/mL, com n=80 larvas,

sendo 20 p/ grupo. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. Os dados foram analisados
utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05.

A figura 18 representa o nimero de batimentos das caudas de embrides (24 hpf) nas
diversas concentracdes de a-terpineol, sendo que o grupo controle (Meio E3), representado pela
concentracao 0, obteve-se um valor de mediana de 4, ja as demais concentracdes de 1,56 mg/ L
(0,00156 mg/mL), 3,12 mg/L (0,00312 mg/mL) e de 6,25 mg/mL ((0,00625 mg/mL) os valores
das medianas foram respectivamente de 3, 4 e 2 batimentos da cauda por minuto. Observa-se
que ndo houve diferenca significativa nos valores de batimentos da cauda de larvas de embrides
de zebrafish quando comparamos o grupo controle com os demais grupos expostos as trés

concentracoes de a-terpineol.
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Figura 19 — Batimentos cardiacos por minuto de embrides de zebrafish (48 hpf) expostos ao a-

terpineol nas concentragoes de 1,56, 3,12 ¢ 6,25 mg/L
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Fonte: dados de pesquisa, 2025.

Notas:

Legenda: A figura expde o teste de batimentos cardiacos por minuto de embrides de zebrafish expostos ao a-
terpineol nas concentragdes de 0; 1,56; 3,12; 6,25 mg/L, ou 0; 0,00156; 0,00312; 0,00625 mg/MI, com n=80 larvas,
sendo 20 p/ grupo. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. Os dados foram analisados
utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguido do pds-teste de Tukey. *p < 0,05.

A figura 19 representa o numero de batimentos cardiacos por minuto (48 hpf) nas
diversas concentracdes de a-terpineol de 1,56; 3,12 e 6,25 mg/L (0,00156; 0,00312; 0,00625
mg/mL) e o grupo controle representado pela concentracao 0 (exposto ao Meio E3). Observa-
se que os valores de mediana para as concentragdes 0; 1,56; 3,12; e 6,25 mg/L (0,00156;
0,00312; 0,00625 mg/mL) foram respectivamente de 96, 99, 95 e 103 batimentos cardiacos por
minuto. No entanto observa-se uma diferenca significativa no grupo de embrides expostos a
concentracdo de 6,25 mg/l (0,00625 mg/mL) de a-terpineol quando comparado ao grupo
controle.

Os testes utilizados foram Shapiro-Wilk para avaliagdo da normalidade dos dados, € o
teste ndo-paramétrico Kruskall Wallis seguido do post teste de Dunn para avaliar as diferengas

entre os grupos (p<0,05).
5.4 Modelo para inducio ao envelhecimento por D-galactose em embrides de zebrafish

5.4.1 Teste piloto de efeitos sobre a taxa de mortalidade (%) de embrides de embrioes (6 hpf)
expostos a D-Gal
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Até o momento da realizagao dos testes apresentados a seguir com D-galactose em 2022,
ndo havia disponibilidade de estudos na literatura com modelos de inducdo por D-gal em
zebrafish, cujos resultado em adultos, foram publicados posteriormente a nossa analise.
Portanto, iniciamos os testes para avaliar a taxa de mortalidaade e alteragdes morfoldgicas
utlizando véarias concentracdes de D-gal, 400, 350, 300, 250, 200 Mmol/L (72,06; 63,05; 54,05;
45,03; 36,03 mg/mL) para obter a concentracdes que fosse abaixo da CLso, que seguem

expostos na figura 20, a seguir.

Figura 20 — Efeitos sobre a taxa de mortalidade (%) de embrides (6 hpf) expostos a D-gal nas
concentragdes de 200; 250; 300;350 e 400 Mmol/L por 120 hpf e imagens microscopicas

representativas das larvas dos grupos controle e d-gal.
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Fonte: dados da pesquisa, 2025.

Notas:

Legenda: a figura 20 A expde a taxa de mortalidade no desenvolvimento de embrides e larvas de zebrafish (6hpf)
expostos a D-gal em diversas concentragdes até 120 hpf (200; 250; 300; 350; 400 Mmol/L), ou seja, 72,06; 63,05;
54,05; 45,03; 36,03 mg/mL. A figura 20 B expde imagens microscopicas representativas das larvas dos diversos
grupos. B1: larva do Grupo 1 controle sem alteragdes subletais; B2; B3 : larvas do Grupo 2 expostas a D-gal com
alteracdes subletais adicionais: ESV: edema de saco vitelinico, AE: atraso na eclosdo; RD; retardo no
desenvolvimento e com alteragdes subletais com potencial de regeneragdo: ESC-escoliose ; LOR: lordose. Os
resultados estdo expressos como média + erro padrio da média. Os dados foram analisados utilizando o teste
estatistico ANOVA one way, seguido do pods-teste de Tukey. Diferenca significativa com *p < 0,05 quando
comparado o grupo d- gal 200 Mmol/l com os demais grupos
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A figura 20 A apresenta a taxa de mortalidade no desenvolvimento de embrides e larvas
de zebrafish (6 hpf) expostos a D-gal até 120 hpf em diversas concentragdes de 200 Mmol/L
(36,03 mg/mL); 250 Mmol/L (45,03 mg/mL); 300 Mmol/L (54,05 mg/mL); 350 Mmol/L (63,05
mg/mL); 400 Mmol/L (72,06 mg/mL). A figura 2 B mostra imagens microscopicas
representativas das larvas dos diversos grupos.

Observa-se que a concentracao de letalidade foi de 250 mMol/l (45,03 mg/ml) levando
a letalidade de mais de 50% das larvas e provocou alteragdes morfologicas em grande parte da
amostra. Enquanto a concentracdo de 200 mMol/L (36,03 mg/mL) ndo causou letalidade, mas
foi capaz de provocar alteracdes subletais (atraso no desenvolvimento, atraso na eclosdo,
auséncia ou redu¢do na pigmentacao, ma formagao da notocorda, deformagao/ edema do saco
vitelinico, reabsor¢do reduzida da gema, escoliose e lordose) expostas nas imagens
microscopicas da Figura 20 B2 e B3.

J& as concentragdes mais altas, iguais ou acima de 300 mMol/I (54,05 mg/mL) levaram
a mortalidade de 100% das larvas e as demais alteracdes descritas acima. A larva exemplificada
na imagem 20 B1 pertence ao grupo controle, onde ndo observamos nenhum tipo de alteracao

morfolédgica, nem letalidade.

5.4.1.1 Distribui¢do das alteragoes morfologicas subletais em embrioes 6 hpf até 6 dpf

induzidos por D-gal e tratados com o- terpineol

Ap0s a realizagdo da etapa descrita anteriormente, foram realizados testes com duas
concentragdes de a- terpineol de 0,468 mg/L (0,000468 mg/mL)e de 4,68 mg/L (0,00468
mg/Ml) e com D-gal na concentragao de 200 mMol/L (36,03 mg/mL) para observagao das
alteragcdes morfologicas e acdo do o- terpineol, porém sem a realizagdo ainda de teste para

confirmagdo da senescéncia (Figuras 22 e 23).
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Figura 21 — Distribui¢do das alteragdes morfologicas subletais em embrides 6 hpf até 6 dpf

expostos a D-gal e tratados com a- terpineol
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Fonte: dados de pesquisa, 2025.

Notas:

Legenda: testes foram realizados em embrides e larvas 6 hpf até 6 dpf n=60 larvas, sendo 10 p/ grupo; Grupo 1:
meio E3 (controle negativo); Grupo 2: D-gal (200 mM/L: 36,03 mg/mL ); Grupo 3: D-gal 200 mM/L(36,03
mg/mL)+ a-terpineol 4,68 mg/L (0,00468 mg/mL); Grupo 4: D-gal 200 mM/L(36,03 mg/mL) + a-terpineol baixo
0,468 mg/L(0,000468 mg/mL); Grupo 5: a-terpineol alto 4,68 mg/L(0,00468 mg/mL); Grupo 6: a-terpineol baixo
0,468 mg/L (0,000468 mg/mL). Os resultados foram analisados pelo teste y 2, vs. o grupo controle: * p < 0,05,
encontrando-se diferenga significativa entre os demais grupos e o grupo controle.
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Figura 22 — Distribuicao dos tipos de alteragdes morfologicas subletais em embrides 6 hpf até

6 dpf expostos a D-gal e tratados com a- terpineol
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Fonte: dados de pesquisa, 2025.

Notas:

Legenda: A figura 22 expde as alteracdes morfologicas em larvas de zebrafish expostas a D-gal e a- terpineol até
144 hpf tipificadas como sub letais adicionais: A: retardo no desenvolvimento; B: atraso na eclosdo; C: auséncia
ou redugdo na pigmentacdo; D: ma formag@o na notocorda; E: edema pericardico; F: deformagdo/ edema do saco
vitelinico e G: reabsor¢ao reduzida da gema. E outras alteracdes subletais com potencial de regeneragdo: H:
escoliose e I: lordose.

A figura 21 representa a distribui¢do das alteragdes morfologicas subletais e figura 22 a
tipificagdo das alteragdes dos diversos grupos. Grupo 1: meio E3 (controle negativo); grupo 2:
D-gal (200 mMol/L: 36,03 mg/mL); grupo 3: D-gal 200 mMol/L(36,03 mg/ mL) + a -terpineol
alto: 4,68 mg/L (0,00468 mg/mL); grupo 4: D-gal 200 mMol/L (36,03 mg/ mL) + a- terpineol
baixo: 0,468 mg/L(0,000468 mg/mL); grupo 5: a- terpineol alto :4,68 mg/1 (0,00468 mg/mL) ;
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grupo 6: a- terpineol baixo: 0,468 mg/L (0,000468 mg/mL) com exposi¢ao em embrides 6 hpf
até 6 dpf, de forma estatica.

A analise das alteragdes morfologicas em larvas de zebrafish expostas a D-gal e a-
terpineol até 144 hpf evidenciam as seguintes alteragdes tipificadas como sub letais adicionais
tais como retardo no desenvolvimento; atraso na eclosdo; auséncia ou redu¢ao na pigmentacao;
ma formacdo na notocorda; edema pericardico; deformacdo/ edema do saco vitelinico e
reabsor¢ao reduzida da gema. E as escolioses e lordoses que sdo classificadas como alteragdes
subletais com potencial de regeneracdo. As alteragdes A, B e C da figura 22 foram comuns a
todos os grupos, ja as demais alteragdes foram comuns apenas ao grupo tratado com D-gal.

A seguir esta apresentada a descri¢ao dos grupos (G) com resultados do tempo de inicio
das alteragdes (hpf), seguido do niimero de alteragdes (tipos), seguido dos percentuais de
embrides com alteracdes no inicio e final da exposicdo (%). Os grupos apresentaram os
seguintes resultados, G1: 72 hpf /1tipo (33,3/ 3,33%); G2: 48 hpf /9 tipos (93,3/80%); G3: 72
hpf/ 3 tipos (63,33/ 56,67%); G4: 24 hpt/ 3 tipos (56,67/ 53,33); G5: 96 hpt/ 3 tipos (70/10%);
G6:96 hpf/1 tipo (43,33/10%).

A andlise em relagdo ao percentual de embrides que apresentaram alteragdes finais,
permite destacar que o grupo tratado apenas com D-gal foi o que apresentou maior valor (80%),
quando comparado aos demais grupos E3, G3, G4, G5 e G6 (3,33%; 56,67%; 53,33%;10%;
10%) respectivamente (p < 0,05). Além disso, os grupos expostos apenas ao o-terpineol nas
duas concentragdes (G5 e G6) apresentaram tipos finais de alteracdes similares ao meio E3.
Enquanto os grupos expostos a D-gal (200 mM/L:36,03 mg/mL) nas duas concentragdes de o -
terpineol (G3 e G4) foram similares entre eles e diferentes do grupo exposto ao D-gal, sendo
maior que o E3 (p <0,05).

Ja em relagdo ao numero de alteragdes tipificadas, observa-se similaridade entre o grupo
E3 (1tipo) e os demais grupos G2 e G3 (1 e 3 tipos) respectivamente, diferentes das
apresentadas pelo grupo D-gal (9 tipos) (p < 0,05). J& em relagdo ao inicio das alteracdes
morfologicas do G2, tratado com D-gal, observa-se um inicio mais precoce (48 hpf) e que
perduraram em 80% dos embrides até o final do experimento, enquanto os demais apresentaram
inicio das altera¢des mais tardias (entre 72-96 hpf) que perduraram tempo menor, atingindo
apenas 3% (Grupo E3) e 10% (Grupo 5 e 6), tratados apenas com a- terpineol. A excegao,
observa-se apenas no grupo G4 (D-gal 200 mM/L :36,03 mg/ mL + a-terpineol baixo 0,468
mg/1 (0,00468 mg/mL), onde o inicio foi a partir das 24 hpf, inicio mais precoce que o do grupo

D-gal.
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Ressalta-se, ainda, na observancia da figura 22 que a D-galactose quando administrada
sozinha foi capaz de provocar mais sete efeitos sub letais persistentes até o final do experimento,
além do retardo no desenvolvimento (90%), como o atraso na eclosdo (53,3%) e auséncia ou
reducdo na pigmentagdo (30%). Os demais efeitos, peculiares apenas a esse grupo,
apresentaram os seguintes percentuais: Ma formagao na notocorda (6,67%), edema pericardico
(6,67%), edema/deformidade do saco vitelinico (3,33%), reabsor¢ao reduzida da gema (3,33%),
escoliose (3.33%) e lordose (3,33%). Observa-se que as alteracdes “atraso na eclosdo” foi a
unica apresentada no grupo E3, e os demais grupos com exce¢do do grupo tratado apenas com
D-gal apresentaram apenas mais duas “auséncia ou redu¢do na pigmentacao” e “retardo no
desenvolvimento”.

Vale ressaltar que o grupo 3 tratado com D-gal 200 mM/L (36,03 mg/ ml) + a -terpineol
(4,68 mg/l) apesar de apresentar dois tipos de alteragdes a mais que o grupo E3, sendo as
mesmas tipificadas como “auséncia ou redugdo na pigmentagdo” (43%) e “retardo no
desenvolvimento” (36,67%), reduziram esse percentual a 72 hpf, chegando ao final do
experimento para 3,33% e 6,67% respectivamente, permanecendo apenas a alteracdo atraso na
eclosdo.

Verifica-se também no grupo 4, uma pequena redugdo nos percentuais iniciais e finais
das alteracdes “atraso na eclosao” iniciado nas 48 hpt (33%; 26,67 %) “auséncia / retardo na
pigmentacao” (16,67 %;13,33 %) e “retardo no desenvolvimento™ (13,33%; 10%) iniciados a
partir das 72 hpf. Constatando-se, portanto, um maior percentual de redugdo nas alteragdes até
o final do experimento para o grupo 3, quando comparado ao grupo 4, que foi tratado com a
menor concentragdo de a- terpineol (p < 0,05). J4 o grupo 6, que foi tratado com terpineol na
concentracdo baixa 0,468 mg/l, apresentou similaridade ao grupo E3, de ter até o final da
exposi¢do, apenas uma larva com um tipo de alteracdo (retardo no desenvolvimento) e
permaneceu dessa forma até as 144 hpf, enquanto o grupo 5, ndo apresentou similaridade ao

E3.

5.4.2 Avaliacdo da funcionalidade do modelo de inducdo a senescéncia por D-gal em larvas
de zebrafish e da agdo do a- terpineol pela mensuracio da atividade da enzima beta-

galactosidase

Baseado nos resultados encontrados nos testes de avaliagdo da taxa de mortalidade e
alteragcdes morfoldgicas provocadas pela D-galactose, foram montados alguns protocolos e

testadas outras concentragdes de D-gal e do alpha -terpineol , além das expostas anteriormente,
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no entanto os resultados nao foram conclusivos, pois as larvas ficaram com a coloragdo muito
escura, atipica para o padrao metodoldgico exposto na literatura com uso do x-gal.

Portanto, ap6s novos testes, seguindo novo protocolo, desenvolvemos o modelo de
inducgdo a senescéncia por D- galactose, cujos resultados serdo expostos a seguir, com figuras
que expoem dados sobre a avaliagdo da senescéncia, avaliacdo da sobrevivéncia, avaliacdo da

atividade da atividade da catalase e da frequéncia cardiaca.
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Figura 23 — Avaliacdo da atividade da enzima B-galactosidase em larvas de peixe-zebra tratadas
com D-galactose e diferentes concentragdes de alfa-terpineol por 72 horas
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Fonte: dados de pesquisa, 2025.

Notas:

Legenda: A) Avaliagdo da atividade da enzima [3-galactosidase em larvas de peixe-zebra tratadas com D-galactose
e diferentes concentragdes de alfa-terpineol no periodo de 72 horas mensurada pela intensidade da coloragdo de
Unidades Arbitrarias de azul dos diferentes tratamentos. A intensidade esta expressa como mediana + desvio-
padrdo (n = 15/ 3 por grupo). B) Imagens representativas das larvas dos diferentes grupos experimentais. As
diferentes tonalidades de azul foram produzidas pelo x- gal, substrato cromégeno evidencindo o aumento da
enzima beta-galactosidase. Controle: Meio E3 (controle negativo); D-gal: D-galactose 30 mg/mL (167 mM); D-
gal(30 mg/mL) + a-T Baixo: 0,047 mg/L(0,000047 mg/mL) ou D-gal 30 mg/mL + a-T Alto: 0,094 mg/L(0,000094
mg/mL) ou D-gal (30 mg/mL) + resveratrol: 10 mg/L (0,01 mg/mL) (controle positivo).. Testes estatisticos de Dunn
com correcao de Bonferroni orm aplicados.
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A figura 23 apresenta a atividade da enzima beta galactosidase nos diversos grupos de
larvas de peixe-zebra (n=15) nos diversos tratamentos até 120 horas pds-fertiliza¢ao (hpf). E a
figura B mostra imagens representativas das larvas dos diferentes grupos experimentais,
evidenciando as diferentes tonalidades de azul produzidas pelo x- gal, substrato cromogeno
utilizado como marcador do aumento da enzima beta-galactosidase. A andlise dessa figura
revela resultados valiosos para o estudo.

Os resultados revelaram aumento da atividade da enzima beta- galactosidase no grupo
2 tratado com d-gal 30 mg/MI com valor de mediana(VM) de 116, quando comparada ao grupo
controle tratado com meio E3 (VM=103), comprovando aumento da senescéncia com o uso do
acucar. Ja o grupo 3(VM=104 ) tratado com D-gal + a-Terpineol baixo ( 0,000047 mg/mL)
apresentou similaridade ao grupo E3 e o grupo 5 (VM=93) tratado com D-gal + RESV (0,01
mg/mL) conseguiu ser menor que o E3, revelando que ambos atenuaram a senescéncia induzida
por D-gal. Enquanto que o grupo 4 tratado com D-gal (30 mg/mL) + a- terpineol alto (0,000094
mg/mL) (VM=118) apresentou similaridade com o grupo tratado apenas com D-gal, ndo sendo

efcaz em atenuar a senescéncia.

5.4.3 Avaliacao da sobrevivéncia e alteragcoes morfologicas de larvas de zebrafish expostas a

D-galactose em diferentes concentracoes de a- terpineol

A necessidade de avaliar se as concentragdes de D-gal sdo seguras e se sdo capazes de
comprometer a morfologia para esse modelo de inducao a senescéncia proposto, conduziu aos

resultados dos testes expostos na figura 24.
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Figura 24 — Efeitos sobre a taxa de sobrevivéncia (%) e sobre alteragdes morfoldgicas de larvas

expostas ao tratamento com D-galactose e ao a- terpineol em diferentes concentragdes por 72

horas.
A 100
90
80
s 70
e : Grupos
o< 60 —e— Controle
[¥]
& D-gal
> 50 —e— D-gal+ alfa terpineol baixo
; —e— D-gal+ alfa terpineol alto
2 40 —e— D-gal+ Resveratrol
0
30
20
10
0
72h 96h 120h
Tempo (horas)
9 Controle
“"‘. D-gal
* D-gal+TB
<=
D-gal+TA
-
"ﬁ D-gal+RESV

Fonte: elaborada pela autora, 2025.

Notas:

Legenda: A) Sobrevivéncia (%) das larvas de zebrafish durante o periodo de exposicao por 72 horas expressa como
média (n = 100, sendo 20 por grupo), mostrando taxas > 95% em todos os grupos. B) Imagens representativas das
larvas dos diferentes grupos experimentais ao final do periodo de exposi¢cdo (120 hpf), evidenciando padrao
morfologico normal em todos os tratamentos. Controle: Meio E3 (controle negativo); D-gal: D-galactose 30
mg/mL (167 mM); D-gal(30 mg/mL) + TB : o-T Baixo 0,047 mg/L(0,000047 mg/mL) ;D-gal 30 mg/mL + TA: a-
T Alto 0,094 mg/L(0,000094 mg/mL);D-gal (30 mg/mL) + resveratrol:10 mg/L (0,01 mg/mL) (controle positivo).
Os resultados foram analisados pelo teste x 2, vs. o grupo controle: p < 0,05, ndo encontrando-se diferenga
significativa entre os demais grupos e o grupo controle, quanto a taxa de sobrevivéncia e padrdo morfologico.

A figura 24 apresenta informagdes valiosas sobre a taxa de sobrevivéncia e morfologia
de larvas de peixe-zebra expostas a D-galactose e demais compostos em diferentes
concentragdes. A figura 24 A expde dados percentuais da sobrevivéncia das larvas de zebrafish
durante o periodo de até¢ 120 hpf. J4 a 24 B refere-se a imagens representativas das larvas dos

diferentes grupos experimentais ao final do periodo de exposi¢ao (120 hpf).
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Observa-se que em todos os grupos a taxa de sobrevivéncia foi acima de 95 % (Figura
25A) e as imagens mostradas ao final do periodo de exposi¢ao (120 hpf) revelam um padrao

morfologico normal em todos os grupos experimentais (Figura 24 B).

5.4.4 Avaliacdo da frequéncia cardiaca em larvas de Zebrafish expostas a D-galactose e a

diferentes concentragoes de a- terpineol

Tendo-se obtido os resultados expostos nas tabelas anteriores em relagao ao modelo de
senescéncia induzido por D-gal, foi avaliado sequencialmente se o modelo levaria a prejuizos
no sistema cardiovascular, especificamente na frequéncia cardiaca e se os compostos
antioxidantes seriam capazes de restaurar o dano cardaco, caso houvesse. Portanto, no intuito
de responder a essas questdes realizou-se testes para avaliagao da frequéncia cardiaca, com os

resultados expostos na figura 25.

Figura 25 — Efeitos sobre a frequéncia cardiaca de larvas de zebrafish expostas ao tratamento

com D-galactose e a diferentes concentracdes de alfa-terpineol por 72 horas.
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Fonte: elaborada pela autora, 2025.

Notas:

Legenda: Os resultados estdo expressos como média + desvio-padrdo (n = 50, sendo 10 por grupo). Letras
sobrescritas diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05). Os dados foram analisados
utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguido do pos-teste de Tukey. Diferenca significativa com *p <
0,05. Controle: Meio E3 (controle negativo); D-gal: D-galactose 30 mg/mL (167 mM); D-gal(30 mg/mL) + a-T
Baixo: 0,047 mg/L(0,000047 mg/mL) ou D-gal 30 mg/mL + o-T Alto: 0,094 mg/L(0,000094 mg/mL) ou D-gal
(30 mg/mL) + resveratrol:10 mg/L (0,01 mg/mL) (controle positivo).

A analise da figura 25, que representa os efeitos sobre os batimentos cardiacos de larvas

de zebrafish expostas a diferentes tratamentos, oferece um panorama claro sobre como as
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alteracdes nas condi¢des experimentais influenciam a frequéncia cardiaca dessas larvas. O
grupo controle apresenta a mediana de batimentos cardiacos basais (134 BPM), indicando uma
frequéncia saudével, possivelmente favorecida pelas condigdes do meio E3. O grupo de
tratamento com D-Galactose foi capaz de alterar a frequéncia cardiaca demonstrando dano ao
sistema, com valores em torno de (111 BPM) , similarmente ocorreu com os grupos 3 tratados
com D-Gal + Terpineol Baixo ( a-T Baixo: 0,000047 mg/mL ) e o 4 ,tratado com D-Gal +
Terpineol alto ( 0,000094 mg/mL), com reducdo dos batimentos cardiacos de 112 BPM e de
112 BPM, respectivamente, sendo similares ao grupo tratado com D-gal, demonstrando que os
compostos ndo influenciaram na reparagdo do dano. Entretanto, o tratamento com D-Gal +
Resveratrol apesar de provocar um aumento na frequéncia cardiaca (118 BPM) quando
comparado aos grupos D-Gal, ndo conseguiu apresentar similaridade estatistica com o grupo

controle.

5.4.5 Avaliacao da capacidade da D-Gal aumentar o estresse oxidativo e do a-terpineol

restaurar o dano oxidativo induzido por D-galactose através de testes da catalase

O modelo de indugdo a senescéncia por D-galactose ¢ um modelo bem caracterizado
pelo aumento do dano oxidativo, portanto foram feitos testes com a catalase para avaliar se o

acucar D-gal aumenta o estresse oxidativo e a-terpineol restaura o dano oxidativo (Figura 26).
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Figura 26 — Efeitos sobre a atividade cataldsica em larvas de zebrafish expostas a D-galactose

e diferentes concentragdes de a- terpineol (n=50) por 72 horas.
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Fonte: elaborada pela autora, 2025.

Notas:

Legenda: efeitos sobre a atividade catalasica em larvas de zebrafish expostas a D-galactose e diferentes
concentragdes de o- terpineol por 72 horas. Os resultados estio expressos como média £ desvio-padrdo (n = 50/
sendo 10 por grupo) como micromoles por minuto por miligrama de proteina (umol min/mg/proteina). Letras
sobrescritas diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05). Os dados foram analisados
utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguido do pos-teste de Tukey. Diferenga significativa com *p <
0,05. Os valores de atividade enzimatica sdo expressos em uMol/g/pt. Os dados foram analisados por one-way
ANOVA seguido de teste post hoc de Tukey. Controle: Meio E3 (controle negativo); D-gal: D-galactose 30 mg/mL
(167 mM); D-gal(30 mg/mL) + a-T Baixo: 0,047 mg/L (0,000047 mg/mL) ou D-gal 30 mg/mL + a-T Alto: 0,094
mg/L(0,000094 mg/mL) ou D-gal (30 mg/mL) + resveratrol:10 mg/L (0,01 mg/mL) (controle positivo).

A anélise dos dados apresentados na figura 26 sobre a atividade cataldsica em larvas de
zebrafish expostas a D-galactose e a diferentes concentracdes de a-terpineol revela alguns
dados interessantes. O grupo controle (Meio E3) apresenta a atividade catalasica mais baixa (8
pmol/min/mg.prot), quando comparado ao grupo tratado com D-gal (30 mg/mL) que
apresentou valor de 45 pMol/min/mg.prot, demonstrando que a adi¢do do aclicar aumentou a
atividade cataldsica em compara¢do com o controle. Este aumento ¢ esperado, dado que a D-
galactose pode induzir estresse oxidativo, provocando uma resposta adaptativa nas larvas.

Entretanto, os grupos D-gal (30 mg/mL) expostos ao a-terpineol baixo (a 0,000047
mg/mL) e ao a-terpineol alto (0,000094 mg/mL) demonstraram similaridade estatistica de
atividade cataldsica com o grupo exposto apenas ao D-gal, com valores respectivos de 52 e 56
pMol/min/mg.prot. Demonstrando impossibilidade de atenua¢do do dano oxidativo pelo
composto antioxidante. O grupo D-gal + resveratrol demonstra uma atividade catalasica
reduzida (39 pMol/min/mg.prot ) em relagdo aos grupos com a-terpineol nas duas
concentragdes, porém ndo apresenta similaridade com o grupo controle, sem propiciar

atenuacao total do dano oxidativo.
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6 DISCUSSAO

O envelhecimento ¢ o fator de risco independente mais importante para doencas
cardiovasculares, devido aos seus efeitos notaveis no coracao e no sistema arterial (Wang et al.,
2021). Evidéncias cientificas mostram que as propriedades de Anacardium ocidentalli,
Spondias mombin, Mangifera indica, Malpighia emarginata e Carica papaya, frutas tipicas do
Nordeste do Brasil, podem atuar positivamente nas vias de DCV relacionadas a idade (Alfthili;
Aljuraiban, 2021; Almeida, 2024; Batool et al., 2018; Cheng ef al. 2021; Duangjan et al., 2019;
El-Far et al., 2022; Guo et al., 2020; Jiang et al., 2018; Khurana et al., 2014; Lee et al., 2020;
Mnafguiet al., 2016; Ojo et al., 2019 ; Papanastasiou et al., 2017; Pastrana et al., 2010; Prakash;
Baskaran, 2018; Rivera- Sivasinprasasn et al., 2016; Sousa et al., 2020; Tian et al., 2020;
Umadevi et al., 2012; Wang et al., 2021).

A quimioinformatica oferece novas ferramentas facilitadoras no processo de escolha de
alvos para estudos in vivo, o estudo de quimioinformatica na busca de detectar compostos ativos
nas vias enzimaticas atuantes na doenga cardiovascular associadas ao envelhecimento (NRF2,
iNOS, NOX E COX), identificou 48 compostos potencialmente ativos presentes nas frutas e
partes de suas arvores, com multiplos alvos nessas vias. Sendo 16 escolhidos com atividade
maior ou igual a 0,6, incluindo os ativos para enzima NRF2. Os compostos anteraxantina,
malvidina-3,5-diglicosideo e violaxantina apresentaram atividade para trés tipos de proteinas
(igual ou acima de 0,5), incluindo um valor acima de 0,7, que pode ter atividade contra proteinas
envolvidas no desenvolvimento de doencas cardiovasculares e no processo de envelhecimento,
dado pela primeira vez relatado na literatura. Maior énfase ¢ dada ao composto Cianidina-3-
glicosideo, que apresenta um valor de atividade de 0,77.

Foi possivel observar que a maioria dos compostos apresentou maior atividade da
enzima NRF2 acima de 0,6, indicando que esse fator nuclear ¢ possivelmente um dos principais
mecanismos de ativacdo do potencial redox, comprovado em estudos in vitro € in vivo,
corroborando com os dados de Almeida et al. (2020). Também se observou que dois compostos
apresentaram boa atividade para inativar iNOS, como a isomangiferina e a Malvidina-3,5-
diglicosideo. Apesar do menor valor de atividade (acima ou igual a 0,5), os compostos das frutas
e partes de suas arvores apresentaram atividade para ativar ou inativar as demais enzimas.

Foram selecionados, entdo, alguns dos melhores resultados (Probcomb acima de 0,7)
para analisar as interacdes no sitio ativo da iNOS e NFR2 e as interagdes entre os aminoacidos
do sitio ativo da enzima iNOS e os compostos que apresentaram melhores valores para essa

enzima, humuleno e malvidina-3,5-diglicosideo, sdo proximos aos aminodacidos relatados na
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literatura por Li e colaboradores (2014). J4 para NRF2 foram encontrados os aminoacidos
cianidina-3-glicosideo e a mangiferina. Tais analises sdo importantes, pois além da identificagdo
de novos compostos, a analise da ligacdo permite identificar quais compostos naturais t€ém o
potencial de ativar a via Nrf2 e/ou inibir a expressao de iNOS, sugerindo um efeito terapéutico
e dependendo do tipo de ligagdo e sua for¢a, podem também prever a poténcia e a duragcdo do
efeito do composto, ajudando a otimizar seu uso. Ao compreender os mecanismos de interagao,
¢ possivel desenvolver estratégias terap€uticas futuras, mais eficazes e personalizadas para
pacientes com doenga cardiovascular no envelhecimento.

Simulagdes de dindmica molecular foram realizadas com os compostos de teste
mangiferina, cianidina-3-glicosideo e o alfa-terpineol, pois foi um composto que apresentou
otimos resultados no estudo in silico e comprovacgao na literatura de sua acdo nas doengas
cardiovasculares associadas ao envelhecimento. Nessa etapa avaliou-se a flexibilidade da
enzima ¢ a estabilidade das interagdes na presenca de fatores como solvente, ions, pressao e
temperatura. Essas informagdes sdo valiosas, uma vez que complementam os resultados de
docking e permite avaliar se os compostos permanecem fortemente ligados as enzimas
estudadas na presenga de fatores encontrados na espécie humana e nos modelos animais em
estudo.

Para isso, foi escolhida para andlise a enzima: heterodimero NRF2-MAFG ligado ao
CsMBEI1 PDB: (7X5E) (Sengoku et al., 2022), pois os compostos em estudo Mangiferina,
Ciandim-3-glicosideo e Alfa-terpineol apresentaram maior afinidade por esta proteina. Em
seguida, o RMSD foi calculado para os atomos de Ca da enzima complexada e para as estruturas
de cada ligante, separadamente. A analise da RMSD demonstrou que o composto alfa-terpineol
foi o segundo composto mais estavel, apresentando valores de RMSD mais proximos dos
valores apresentados pelo complexo proteico, e a Cianidina-3-glicosideo foi o terceiro
composto mais estavel.

O composto controle resveratrol demonstrou estabilidade apenas no inicio da simulagao.
Enquanto a mangiferina foi o composto mais instavel. J4 ao analisar a estabilidade dos ligantes
na presenca de solventes, verificou-se que o alfa-terpineol foi o composto que apresentou os
menores valores de RMSD, enquanto a cianidina-3-glicosideo, o composto controle resveratrol
e a mangiferina demonstraram ser os compostos mais instaveis.

Considerando que aminoacidos com flutuagdes acima de 0,3 nm contribuem para a
flexibilidade da estrutura do canal, verificou-se que entre os aminodcidos presentes na proteina,
residuos nas posi¢oes 453460, 462468, 475-484, 486—494, 503, 506 e 508—558 contribuem

para a mudanca conformacional da proteina. Esses dados sdo cruciais para otimizar o design de
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drogas, por exemplo, desenvolver drogas que se liguem melhor a proteinas alvo, aproveitando
ou explorando a flexibilidade de certas regides. Bem como compreender o mecanismo de agao,
como, por exemplo, explicar como a droga afeta a proteina em nivel estrutural e como isso se
relaciona com a atividade bioldgica.

Logo, as andlises com Mangiferina, Cianidina-3-glicosideo e alfa-terpineol ligados ao
alvo NRF2-MAFG foram importantes para complementar os resultados de docking e
permitiram demonstrar que o alfa-terpineol foi o composto mais estavel em relagdo ao alvo
heterodimero ligado ao Nrf2-MafG, que também apresentou maior estabilidade, sugerindo que
o composto tende a permanecer no sitio ativo mesmo na presenca de fatores adversos.

Evidencia-se na literatura cientifica que os terpinoides sdo uma fonte subestimada de
potenciais geroprotetores que podem influenciar efetivamente os mecanismos do
envelhecimento ¢ das doencas relacionadas a idade (Proshkina, 2020). Diante dos otimos
resultados expostos pelo estudo in silico com o a-terpineol, esse composto foi escolhido para
estudos in vivo. Além do fato de ndo apresentar estudos disponiveis na literatura até o0 momento
com a sua utilizagdo em modelos zebrafish com indugdo ao envelhecimento por D-gal in vivo,
nem em testes de toxicidade.

O composto ¢ um Oleo essencial encontrado em espécies de plantas tais como,
Melaleuca alternifolia, Salvia officinalis e Carthamus tinctorius, também no mamao no terceiro
estagio de maturacdo do fruto e na polpa da acerola. Possui efeito anti-convulsivante,
antisedativo, melhora da perfusdo cutinea, antinociceptivo, anti-bronquite, inseticida, anti-
ulcerativo, anticancerigeno, antioxidante, melhora no sistema cardiovascular e anti-
hipertensivo (Khaleel et al., 2018). Recentemente foi demonstrado o seu poder seneolitico em
células adrticas de ratos induzidos a senescéncia por d-galactose (Almeida, 2024). Ja em
embrides de zebrafish, o composto reduziu efetivamente as anormalidades de desenvolvimento
de embrides expostos ao MPTP, indutor de Parkisson, e também ndo afetou adversamente os
estagios de desenvolvimento dos embrides de zebrafish (Chinnappan et al., 2025). Embora o
monoterpeno ter demonstrado um leque de atividades bioldgicas promissoras, possui limitagdes
importantes relacionadas a sua farmacocinética e toxicidade que precisam ser consideradas para
um potencial uso terapéutico.

A literatura especifica que o a-terpineol demonstra baixa solubilidade em agua, ja que é
um composto lipofilico. Apesar de ser diluido em alcool, a exposi¢do em meio aquoso com
DMSO, pode ter limitado a sua biodisponibilidade e absor¢do pelo organismo. Ademais, a sua
volatilidade pode ter influenciado a sua estabilidade e a forma de administragdo, o que

representa um desafio para o desenvolvimento de medicamentos sist€émicos. Ao passo que a sua
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cristalizacdo a baixas temperaturas, dificultaria a sua administragdo, situa¢do que foi contornada
com a preparacao de uma solugao estoque.

Na auséncia de testes de toxicidade disponiveis na literatura com esse modelo animal,
realizamos testes pioneiros utilizando o modelo de toxicidade embrionaria do zebrafish, FET
(Fish Embryonic Toxicity) (OECD, 2013). Essa modelagem tém sido amplamente utilizada em
triagens do efeito toxico de compostos bioativos e, mais recentemente, em avaliagdes
toxicoldgicas de fitoterapicos (Hill et al., 2005; Jaysinghe; Jayawardena, 2019), devido a sua
alta conservagdo genética com os humanos (87% de semelhanca).

Dentro dessa abordagem, foram realizados, também, testes de movimentos espontaneos,
como os de batimentos da cauda, que servem como indicadores de toxicidade mais sensiveis do
que o “endpoint” (ponto final) observado. Enfatizando que mudancas na frequéncia desses
movimentos sao consideradas manifestacdes comportamentais iniciais de neurotoxicidade
como tem sido bem relatado pela literatura (Ogungbemi et al., 2019; Ogungbemi et al., 2020;
Tao et al., 2020; Weichert et al., 2017). Aliado a esse procedimento, foram feitos testes de
frequéncia cardiaca, que poderia fornecer informacgdes sobre doengas cardiovasculares causadas
por concentragdes de toxicantes abaixo daquelas que causam mudangas morfologicas (Cheng
et al., 2020; Fraysse et al., 2006; Sun; Liu, 2017).

Explorando os resultados obtidos nessa fase, assinala-se que apesar dos dados
encontrados revelarem que a LCso do composto estd acima de 100 mg/L (0,1 mg/mL),
considerada baixa, os testes de toxidade aguda do a-terpineol em embrides e larvas de zebrafish
nas concentracdes de 1,56, 3,12 e 6,25 mg/l (0,0015; 0,0031; 0,0062 mg/mL) resultou numa
LOAEL de 6,25 mg/L (0,0062 mg/mL). Embora o nimero de movimentos espontaneos da
cauda nao ser afetado nessas concentragdes, nao importando em prejuizos ao desenvolvimento
neurologico dos embrides, o numero de batimentos cardiacos por minuto (48 hpf) apresentou
diferencga significativa comparada ao controle na concentragdo 6,25 mg/l (0,0062 mg/mL),
representando efeitos negativos sobre a fungdo cardiaca. Recomenda-se, portanto, a nao
utilizacao de valores iguais ou acima dessa concentragdao do a-terpineol em testes futuros com
esse modelo animal.

Os resultados de toxicidade com o a- terpineol foram comparados aos dados de
pesquisas realizados com outros tipos de animais marinhos, como de artémias, onde verificou-
se elevada toxicidade (Rocha et al., 2019), e de salmao e trutas, que revelaram baixa toxicidade
(Stroh et al., 1998). Os dados obtidos de toxicidade com o a- terpineol na nossa pesquisa,
apontam para novas perspectivas para uso em estudos futuros em modelos zebrafish, que até

entdao, nao estavam disponiveis na literatura cientifica.
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E valido abordar que apesar d o- terpineol ter toxicidade em elevadas concentragdes em
outros animais, mesmo nessas condi¢des o composto pode vir a causar irritacdo na pele e nas
vias respiratdrias. Como comprovam dados de estudo recente que avaliou o perfil
toxicogenético do a-terpineol em células vegetais, mostrando efeitos citogenotdxicos em certas
concentragdes, indicando a necessidade de mais pesquisas sobre a seguranca a longo prazo
(Khaleel et al., 2018). Portanto, a consideragdo desses aspectos € cruscial para uso de testes que
visem estabelecer concentragdes para uso em humanos, principalmente no contexto da doenga
cardiovascular associada ao envelhecimento.

Existe atualmente, uma necessidade urgente de aumentar a compreensdo dos
mecanismos subjacentes ao processo de envelhecimento e encontrar intervengdes terapéuticas
antienvelhecimento eficazes. Visto que o envelhecimento ¢ um processo caracterizado pelo
acimulo de mudancas bioldgicas que ocorrem gradualmente, levando a um declinio funcional
do ser humano ao longo do tempo, e que o aumento da expectativa de vida deve ser
acompanhado pelo aumento de anos de vidas saudaveis, ao invés de anos adicionais com
deficiéncias e presenga de doengas.

Outrossim, existe uma necessidade premente de desenvolver modelos in vivo que
reproduzam o envelhecimento com capacidade de rastreio de alto rendimento, identificando de
forma rapida e eficiente compostos antisenescentes com potencial terapéutico associados a
doencas nesse ciclo de vida, principalmente as doengas cardiovasculares. Em decorréncia de
efeitos notaveis de seus efeitos no coragao e no sistema arterial, tornando o envelhecimento, o
fator de risco independente mais importante para essas doengas.

O zebrafish mostrou-se ser um excelente modelo com boa relagdo custo-beneficio nos
nossos experimentos, devido ao seu pequeno tamanho, com uso de concentragdes de compostos
e solugdes em pequenas quantidades, e a sua alta fecundidade, disponibilizando assim rapidez
na obtencdo de embrides. A facil criacdo e estadgios embriondrios e larvares transparentes,
também foram fatores facilitadores, pois dispensaram a utilizacdo de técnicas mais custosas e
complexas, quando comparado a outros animais, corroborando com vdrios achados da
literatura, como o descrito por Patton et al. (2021).

Ademais, algumas outras vantagens levaram ao uso desse modelo animal, visto que ele
tem despontado nas pesquisas que investigam os mecanismos do envelhecimento, conforme
afirma Lopez-Otin et al. (2013). Além do fato da gerontologia ter se beneficiado
significativamente da extensa caracterizacdo da biologia basica do zebrafish, sendo a maior
parte do seu genoma sequenciada e possuir alta similaridade com os humanos (Barbazuk et al.,

2000; Woods et al., 2000). Outros pontos favoraveis para o uso desse animal, sao que: ele esta
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sujeito a um envelhecimento gradual como nos humanos e comegam a apresentar sinais de
envelhecimento por volta dos 2 anos (enquanto no método em questdo foi induzido ao
envelhecimento em uma semana, pelo favorecimento da fisiologia do animal).

Muitas das caracteristicas reconhecidas do envelhecimento demonstraram evoluir nele,
abrangendo varias das teorias tradicionais do envelhecimento, conforme afirmam Kishi ef al.
(2009); Kishi (2011), e Van Houcke et al. (2015). A ampla disponibilidade de procedimentos
experimentais especificos desse animal e recursos aumentaram significativamente os esforcos
na pesquisa de envelhecimento nesta espécie, como relata Gerhard (2003). Processos como
sinalizacdo redox, atividades de enzimas antioxidantes e metabolismo de lipidios sdo muito
semelhantes em peixes, mas as principais enzimas antioxidantes geralmente estdo presentes em
niveis mais elevados em comparagdo com mamiferos (Cailliet et al., 2001; Gerhard, Cheng,
2002; Kelly et al., 1998; Winston, 1991); E por fim, ele esta sujeito a oxidagdo de proteinas e
lipidios com o envelhecimento (Van Houcke et al., 2017).

Nao obstante a existéncia de varios modelos para indugdo da senescéncia em células in
vitro e em animais com o uso da D-galactose, esse método de indugdo sé passou a ser utilizado
recentemente num modelo de envelhecimento associado a sarcopenia, em zebrafish adulto
(Chen et al., 2023). Ao passo que em larvas, ndo temos a confirmag¢ao da senescéncia pelo uso
apenas do D-gal como modelo de envelhecimento, apenas com cloreto de aluminio para indugao
ao Alzheimer, associados a variadas concentragdes de d-gal e com confirmagdes de testes que
validam tal modelo (Luo et al., 2024). Logo, constata-se que apesar do uso do modelo de
indugdo a senescéncia por D-gal vir aumentando, nosso estudo se torna pioneiro, pois nunca
havia sido testado em embrides e larvas de zebrafish.

Segundo evidéncias consolidadas na literatura cientifica, a avaliacdo de alteracdes
morfoldgicas sdo muito relevantes na defini¢do de novos modelos de senescéncia em zebrafish,
bem como também, a taxa de mortalidade. Em decorréncia desse fato, foram desenvolvidos os
primeiros testes para avaliar a taxa de mortalidade com D-gal, adaptando a avaliacdo de
alteragdes morfoldgicas dos protocolos usados por alguns pesquisadores para desenvolvimento
de alguns modelos em zebrafish como o renomado “modelo de peixe-zebra do metabolismo
oxidativo da dopamina induzido pela neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA)” usado pelo
Dr. Maiquan Li da Universidade de Zhejiang, para estudar o efeito do glicosideo de fenetil
etanol na prevencao da sindrome de Parkinson.

Em sua relevante contribui¢ao, Liu Jiao, Ph.D. da Universidade Médica de Nanjing,
usou o colesterol 27-hidroxil para influenciar o comportamento neural e a senescéncia em

peixes-zebra jovens. Enquanto o grupo de pesquisa Li Hongyan da Universidade Oceanica de
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Qingdao estudou peixes-zebra e propds que CA2, MYL2A, MYL2B e SELENBP1 poderiam
ser usados como marcadores moleculares de senescéncia. Esses grupos avaliaram previamente
a capacidade da substincia causar alteragdes morfologicas e letalidade e usaram varios
marcadores de senescéncia.

Todavia, apesar de priorizar nesses primeiros testes as alteracdes morfologicas e taxa de
letalidade causada por D-gal, ndo foi possivel utilizar marcadores de senescéncia, devido a
alguns fatores de ordem logistica. Portanto, os protocolos iniciais para os testes de taxas de
mortalidade com D-gal, relacionados ao inicio da exposi¢do, idade do embrido e do tempo total
de exposicdo, bem como analise das alteragdes, foram baseados nos modelos de senescéncia
utilizando alcool e peroxido desenvolvidos por Li et al., 2021, na mesma linha dos protocolos
relatados anteriormente. Reitera-se que no periodo havia auséncia de dados literarios com
protocolos com o uso de D-gal em zebrafish, uma vez que o primeiro trabalho foi publicado em
2023, com o uso de d-gal em zebrafish adulto (Chen et al., 2023) .

A escolha das concentragdes de D-gal testadas nesse protocolo inicial, baseou-se nas
usadas em estudos com diversas células de animais e de humanos, justificado pelo pequeno
tamanho dos embrides. Todavia, as possibilidades das respostas no periodo, seriam
imprevisiveis, considerando-se variaveis como concentragao, inicio e tempo total da exposig¢ao,
visto que o D-gal ¢ um agucar, diferente do uso de peroxido e alcool, e o uso de embrides de
zebrafish € considerado um modelo mais sensivel a substancias toxicas.

Foram iniciados, portanto, testes as seguintes concentragdes de D-gal 400; 350; 300;
250 e 200 Mmol/L ou seja, 72,06; 63,05; 54,05; 45,03; 36,03 mg/mL, respectivamente. As
exposicoes foram feitas em embrides 6hpf, por 120 hpf (5 dias), durante os protocolos iniciais,
cada grupo de 20 embrides foi analisado criteriosamente pelo microscopio e fotografado, para
verificagdo de alteracdes morfologicas e obtengdo da CLsp de D-gal. Alguns testes com
concentragdes maiores acima de 400 Mmol/L (72,06 mg/mL) foram também realizados, sem
exposicao de dados, ja que induziu a mortalidade de todos os animais.

Mediante tais evidéncias, foram expostos os resultados dos testes das 5 concentragdes
observando-se que as concentracdes de D-gal acima de 300 mMol/L (54,06 mg/mL) levaram a
letalidade da maioria das larvas e provocavam alteragdes morfoldgicas em grande parte da
amostra, provando que o agucar nessas concentracdo compromete o desenvolvimento dos
embrides. Importa destacar, no entanto, que a concentracao a partir de 200 mMol/L (36,03
mg/mL) ndo causou a letalidade das larvas, apesar de provocar alteragcdes subletais (edema
pericardico, atraso no desenvolvimento, atraso na eclosdo, auséncia ou redu¢ao na pigmentacao,

ma formagdo da notocorda, deformacdo do saco vitelinico, reabsor¢cao reduzida da gema,
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escoliose e lordose) na maioria das larvas, dados que corroboraram com os achados de Li ef al.
(2021), confirmando que o D-gal nessa concentragao provocou alteragdes similares a provocada
por outros agentes indutores da senescéncia.

Dando sequéncia aos experimentos e seguindo o mesmo protocolo anterior, foi
investigado quais seriam as respostas, em relacdo apenas a alteragcdes morfologicas dos
embrides (6 hpf) com o uso do alpha-terpineol em duas concentragdes de 0,46 mg/L; 4,68 mg/L
(0,00046 mg/mL; 0,0046 mg/mL), frente a exposicdo ao D-gal (120 hpf) na concentracao de
200 mMol/L (36,03 mg/mL). Visto que o uso de D-gal no estudo provocou o fenomeno da
curvatura da coluna, considera-se que provavelmente esse efeito poderia ter sido causado por
condi¢des musculares anormais, o que ¢ consistente com as caracteristicas humanas na
morfologia, corroborando com resultados demonstrados na literatura. Dentre as similaridades
relacionadas as alteragdes morfoldgicas encontradas no grupo D-gal no uso desse protocolo
durante o nosso estudo e os citados acima, pode-se destacar a lordose e a escoliose (Kishi et al.,
2008; Li et al., 2021; Tsai et al., 2007).

Pode-se afirmar que tanto os animais zebrafish envelhecidos naturalmente, exibem
curvatura espinhal (Rosa et al., 2010), bem como aqueles submetidos a indugdo ao
envelhecimento acelerado com utilizacdo de D-gal. Apesar da exposi¢ao dos embrides ao D-
gal e ao a- terpineol 4,68 mg/L (0,0046 mg/mL), poder ter permitido que eles tivessem uma
menor diversidade de alteracdes (3), estadiamento do aparecimento das alteracdes quando
comparados aos demais grupos (72 hpf) e redugdo da permanéncia de duas alteracdes, a um
percentual minimo (3,33% e 6,67%), configurando uma tentativa do terpineol restaurar o dano
morfoldgico, porém ndo observou-se similaridade estatistica com as alteragdes apresentadas no
grupo E3. Quando comparamos o uso do composto na reversao de alteracdes morfologicas
provocadas por um indutor de Parkison em embrides e larvas de zebrafish, constata-se dados
similares ao nosso estudo, uma vez que o composto foi capaz de causar atenuagdo das
anormalidades fenotipicas e aumentar a taxa de eclosao (Chinnappan et al., 2025).

Posteriormente, testou-se esse mesmo protocolo, incluindo, porém, testes de
senescéncia com avaliagdo da atividade da enzima SA-B-gal. Todavia, os resultados ndo foram
expostos, uma vez que a atividade da enzima nao pode ser corretamente avaliada, devido a uma
anormalidade na coloracao de azul com o uso do x-gal, caracterizando-se muito escura em todo
o corpo das larvas, com resultados diferentes do padrao apresentado pela literatura, além de
comprometer o padrao fotografico.

Consequentemente, reformulou-se o protocolo, com o intuito de evitar tais efeitos

indesejados, com redugdo do tempo de exposicao e em diferente estagio de desenvolvimento
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dos animais, uma vez que nos estudos anteriores o inicio da exposi¢do ocorreu em embrides 6
hpf. Desenvolvendo-se assim o protocolo final para o desenvolvimento do modelo de
senescéncia com larvas de zebrafish expostas a d-gal por 72 horas e confirmando-se a
senescéncia com a concentracao de 167 mM ou 30 mg/mL. Fazendo uma anélise comparativa
a outros estudos, observa-se que no estudo de Chen et al., 2023, com o uso de D-gal num
modelo de sarcopenia induzido por d-gal em zebrafish adulto, os animais apresentaram sinais
consideraveis de senescéncia no musculo esquelético apos a imersdo por 4 semanas em solugao
de D-gal a 0,8 mg/mL, mas com tempo e modo de exposi¢do bem diverso do nosso estudo,
dada a idade do animal. Além disso, o marcador para confirmagao da senescéncia utilizado no
estudo foi diferente do utilizado no nosso estudo. Ja quando partimos para a comparagao com
modelo em larvas de zebrafish, temos um estudo que induziu ao Alzheimer com uso conjunto
de cloreto de aluminio e d-gal, com confirmacdo da senescéncia nas concentragdes de d-gal
proximas a que utilizamos. Apesar disso, difere quanto ao uso adicional do cloreto de aluminio
ao d-gal , quanto a sua metodologia e quanto a presenca de alteragcdes morfologicas no grupo
senescente em seus seus resultados (Luo et. al., 2024). Toda essa discussao torna-se relevante
na construcdo de protocolos para novos modelos de indugdo a senescécia, devido a necessidade
da padronizagdo de novos modelos de senescéncia induzidos por d-gal nesse modelo animal.

Ja comparando apenas a presenca de alteracdes morfoldgicas, sem confirmagdo da
senescéncia, encontradas nos resultados dos protocolos iniciais da nossa pesquisa com
concentragdes maiores de D-gal, constata-se semelhancas com os resultados de Rosa et al.
(2010), ressaltando-se que provavelmente essas alteragdes podem ter sido provocadas por
provaveis mudancas estruturais musculares, causadas por D-gal. Possivelmente, o agucar pode
ter modificado estruturalmente os animais causando lordose , escoliose, edema. No que
concerne a pesquisas com células de outros animais e humanas in vitro, relata-se que a inducao
a senescéncia com D-gal confirmados pelo aumento da enzima SA-B-gal, foi efetivada usando
concentragdes diferenciadas (8,0 mg/mL; 9,91 mg/mL; 18,02 mg/mL) das do nosso estudo
(36,03 mg/mL). Esses achados com alteragdes morfolodgicas encontradas no grupo D-gal
corroboram com os resultados anteriores e os expostos na literatura com estudos com larvas
submetidas a senescéncia por diversos métodos de indugdo. (Kishi et al., 2008; Li et al., 2021,
Tsai et al., 2007).

Convém pontuar que nesses estudos descritos pela literatura, em tecidos de animais
tratados com d-gal, observou-se degeneragado celular, aumento da vacuolizacgdo citoplasmatica,
aumento da lipofuscina, ao passo que em estudos in vitro em células humanas e de mamiferos,

aumento do tamanho e achatamento celular, maior granulosidade citoplasmatica, reducao da
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densidade celular e alteracdo de adesdo ao substrato, alteracdo no citoesqueleto d actina e
reorganizacao celular (Azman; Zakaria, 2019).

Reforca-se que a escolha do método de envelhecimento, de indugdo a senescéncia por
D-gal, adotado nesta pesquisa pode ser justificado por ser baseado na teoria do estresse
metabodlico, e por vir merecendo destaque na literatura, dentre os modelos experimentais in vitro
propostos para investigar a senescéncia celular e por suas diversas vantagens (Azman; Zakaria,
2019). Por conseguinte, os dados da nossa pesquisa revelam que o modelo proposto exibiu uma
alta taxa de sobrevivéncia entre os animais, € mostrou ser de simples execu¢ao com um tempo
curto, e custo relativamente baixo, devido as baixas concentragdes necessarias de todos os
compostos e reagentes utilizadas no modelo, quando comparado a outros animais maiores.
Dentro desta perspectiva, ¢ evidenciado que o trabalho corrobora com as abordagens
experimentais em estudos em animais e in vitro (Budni et al., 2017; Chen et al., 2023; Cui et
al., 2006; Gao et al., 2015; Dulcy et al., 2012; Hsieh et al., 2011) que testificam o aumento na
sua escolha, baseado na sua conveniéncia, menos efeitos colaterais e maior taxa de
sobrevivéncia ao longo do periodo experimental (Azman; Zakaria, 2019), quando comparado a
outros modelos animais.

Enfatiza-se, ainda, que em relagdo aos efeitos danosos da d-gal, a literatura registra que
o agucar redutor, que se combina com a glicose para formar o nutriente lactose, ¢ digerido e
absorvido em condi¢des normais pelo corpo. No entanto, pode provocar disturbios metabolicos
e, eventualmente, levar ao envelhecimento no caso de acumulo excessivo, podendo se converter
em aldose, peroxido de hidrogénio e galactose oxidase, resultando na geracdo de anion
superoxido e de radicais livres derivados de oxigénio. Portanto, a inflamacao, apoptose, parada
do ciclo celular o aumento da producao de espécies reativas de oxigénio sdo caracteristicas do
modelo de envelhecimento acelerado, induzido pela D-(+)-galactose (Dgal) (Hu et al., 2015).

Em consonéncia com esse entendimento, ¢ comprovado que o estresse oxidativo cronico
reduz a expectativa de vida em muitas espécies e leva ao envelhecimento acelerado, e que ele
esta relacionado a condigdes de perda muscular neurodegeneragao, alteracdes do sistema
cardiovascular, sistema nervoso, condigoes relacionadas ao envelhecimento (Kish ez al., 2008),
com fenotipos que se assemelham aos sinais naturais do envelhecimento, incluindo danos
endoteliais, conforme relata Azman e Zakaria (2019). Ademais, pode-se destacar outro
diferencial, quando compara-se o uso desse modelo de envelhecimento no zebrafish com outros
animais como ratos, camundongos, que sao moldados por inje¢do in vivo, o que tende a causar
danos adicionais aos mesmos, podendo induzir a inflama¢do abdominal. Ao passo que no

peixe-zebra, que € um animal aquéatico, a exposi¢ao ¢ realizada por imersao nos compostos,
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podendo ter favorecido a alta eficiéncia de absorcdo, descrita na literatura por Zhao et al.
(2021).

Para comprovacgao de senescéncia no nosso trabalho, foi utilizada como uma ferramenta
metodoldgica, testes com o corante cromogénico x-gal, que pela intensificagdo da coloragao
azul, testifica o aumento da enzima - galactosidase, como tem sido observado vastamente na
literatura (Kischi et al., 2008). Adiciona-se ainda que apesar de ser um marcador generaizado
da senescéncia, a expressao aumentada da enzima SA-B-gal associada a senescéncia, ¢ um
marcador de envelhecimento que tem aumentando linearmente no tecido da pele de zebrafish
entre 5 e 57 meses de idade (Kishi ef al., 2003; Tsai et al., 2007) e ser detectado da mesma
forma em fatias de cérebro de peixes de 26 meses, em comparagdo com animais de 8 meses
(Arslan-Ergul ef al., 2016).

Considerando portanto, os dados obtidos no desenvolvimento do nosso modelo pela
acao do agucar d-galactose (30 mg/mL ) no aumento da enzima beta-galatosidase, observa-se o
reforco na associagdo desse composto a efeitos negativos que potencialmente levam ao
envelhecimento celular, como bem descrito na literatura. No entanto, deve-se considerar que
além desse marcador universal de senescéncia, varios estudos sobre envelhecimento com D-gal
tem demonstrando aumento no uso de outros marcadores de envelhecimento, como produtos
finais de glicagao avancada (AGE), receptores para produtos finais de glicacdo avangada
produtos (RAGE), aldose redutase (AR), sorbitol desidrogenase (SDH), encurtamento do
comprimento dos telomeros, atividade da telomerase, enzima de clivagem da proteina
precursora de amiloide do sitio beta 1 (BACE-1), beta amiloide proteina (Abl1-42), genes
associados a senescéncia (P16,P21, P53, P19Arf, P21Cip1/Wafl) (Shwe et al., 2018).

Enfatiza-se, nessa abordagem, que a valorizacao dos dados do nosso estudo, seria mais
expressiva com o uso de marcadores da expressao dos genes p53 e p21, identificadores de danos
ao DNA, que ativam a via de apoptose apds danos ao DNA e causam apoptose celular e
envelhecimento bioldgico. Uma vez que a p53 € uma proteina de estresse que ¢ rapidamente
regulada positivamente apos estimulagcdo celular, ativando o gene p21, inibindo assim a
atividade de ciclinaA/ECDK2 e impedindo a fosforilagdo de RB e a progressao do ciclo celular.
Marcadores da p53/p21 e de varias vias de senescéncia celular induzidas por estresse oxidativo
envolvem as mudancas da expressao do gene p53/p21. Consequentemente, quando a D-gal foi
utilizada como um indutor da senescéncia , o peroxido poderia induzir danos ao DNA e ativar
a via de sinalizagdo p53/p21 por meio do estresse oxidativo.

Contextualizando ainda para o aprimoramento dos resultados, a realiza¢do da andlise da

atividade telomeral, que surge como uma restricdo metodologica, contribuiria de forma
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exponencial, uma vez que o encurtamento telomeral traduz danos ao DNA nuclear e
mitocondrial que aceleram a senescéncia. Conquanto, os mecanismos de reparagdo sdo eficazes,
o dano celular pode ser reparado. Ou seja, quando esses mecanismos falham, o DNA danificado
se acumulara, obstruindo a fun¢ao celular e causando senescéncia. Todas essas caracteristicas
celulares podem ser consideradas como marcas (ou possiveis biomarcadores) de senescéncia
(Bernadotte, 2016; Zhang et al., 2007).

Ainda, de notavel importancia para a pesquisa, seria a analise quantificada de espécies
reativas de oxigénio, subproduto natural do metabolismo normal do oxigénio, € que parecem
exercer um papel duplo no envelhecimento (Lapointe, Hekimi, 2010), apesar de outros estudos
demonstrarem seus efeitos deletérios (Skibska; Goraca, 2015). Essa espécies regulam varios
aspectos fisiologicos, especialmente os mitocondriais e além deles outras substancias
mitocondriais efetoras causam alteragdes redox e alteragao do metabolismo (Pole et al., 2016).
Tais analises, portanto minimizariam a chance de ocorréncia de falsos positivos na interpretagao
da atividade da enzima SA-B-gal.

Outra abordagem que vém ganhando evidéncia no cenario de pesquisas no
envelhecimento associado a doengas € o o uso de senoliticos e senomorficos. Uma vez que
senoliticos eliminam seletivamente células senescentes ao induzir sua apoptose (ex.: inibi¢ao
de vias antiapoptoticas como BCL-2/BCL-xL; bloqueio de interagdes pro-sobrevivéncia pS3—
FOXO04). Por outro lado, os senomorficos ndo as eliminam, mas atenuam o fendtipo senescente,
em especial a SASP (senescence-associated secretory phenotype), modulando vias como
mTOR e JAK/STAT. Em roedores, senoliticos sdo capazes de reduzirem a carga de células
senescentes € melhorarem a funcao tecidual (metabolismo, fragilidade, fibrose, vasculatura).
enquanto senomorficos diminuem SASP/ inflamacao e preservam funcao em multiplos 6rgaos.
Em sintese, a escolha entre apoptose (sendlise) ou modulagdo (senomorfia) depende do tecido-
alvo, janela de seguranca e objetivo terapéutico (Saliev; Singh, 2025).

Algumas novas estratégias t€ém sido comprovadas de agdo senoterapéutica de alguns
outros compostos (Smer-Barreto et al., 2023) e alguns t€ém destaque por atuarem como
senoliticos. Dentre eles, evidencia-se um papel peculiar para a quercetina e fisetina (Chaib et
al., 2022; Robbins et al., 2021). Ambas mostraram potencial para mitigar fenodtipos de
envelhecimento e doengas associadas em roedores e outros modelos. Em suma, as evidéncias
translacionais apontam que a modulagdao ou remocao de células senescentes ¢ tecnicamente
viavel e biologicamente relevante, mas ainda requer padronizacao de biomarcadores e defini¢ao
de protocolos de dose e periodicidade antes de ampla aplicacdo clinica. O teste prévio de

toxicidade com terpineol realizada no nosso estudo, confirmam os resultados encontrados nessa
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fase posterior, uma vez que as alteragdes morfologicas e na frequéncia cardiaca com o a-
terpineol nos nossos testes de toxicidade foram observadas apenas em concentragdes bem mais
elevadas de 6,25 mg/L (0,0062 mg/mL), enquanto o uso de concentracdes menores se
comportaram mais similares ao grup E3.

Avaliando-se, portanto, a agao dos compostos utilizados na nossa pesquisa, num enfoque
de geroprotetores, os resultados aqui obtidos evidenciam o provavel poder do a-terpineol no
grupo 3 D-gal + a-Terpineol baixo 0,047 mg/L (0,000047 mg/mL) e do 5 (D-gal + resveratrol
10 mg/L (0,01 mg/mL) reduzirem a senescéncia induzida por d-gal (30 mg/ml). Esses dois
compostos foram pela primeira vez testados em larvas de zebrafish no modelo de
envelhecimento induzido por D-gal, bem como confirmados, pela reducdo da atividade da
enzima beta -galactosidase nos referidos tratamentos. A coloragdo do canal azul reduzida no
tecido corporal das larvas induzidas a senescéncia e tratadas com os compostos, confirma a
reducdo desse processo de senescéncia nos animais. Outro estudo comprovou destaque para a
acao do a-terpineol em 4 concentragdes (0,00000015 mg/mL; 0,0000015 mg/mL; 0,000015
mg/mL; 0,00015 mg/mL) em diminuir o nimero de células adrticas senescentes de ratos quando
comparadas ao grupo tratado apenas com D-gal ( Almeida, 2024). A concentragdo de 0,000015
mg/mL foi a que se aproximou mais da utilizada no nosso estudo com poder contra a
senescéncia (0,000047 mg/mL).

Alguns pontos suscetiveis de aperfeicoamento nessa linha de investigacdo da nossa
pesquisa, podem ser mencionados aqui, pois a redugdo da atividade da beta galactosidase na
concentragdo menor de a-terpineol, merece ser associada a testes complementares com outros
marcadores para comprovagao da sua acdo em vias senoliticas ou senomorficas. Por exemplo,
avaliando-se, se ha inibi¢cdo de vias antiapoptoticas como marcadores para BCL-2/BCL-xL ou
bloqueio de interagdes pro-sobrevivéncia como marcadores para pS3—FOXO4. De igual modo,
a analise de marcadores para observar se o composto modula as vias mTOR e JAK/STAT
tornaria nossos dados mais robustos. Por conseguinte, compostos que possuem essas agdes, Sao
de grande interesse nas pesquisas que abordam envelhecimento e satide, uma vez que a redugao
de células senescentes podem potencialmente reverter ou melhorar condigdes relacionadas a
idade, promover a regeneracdo tecidual e aumentar a longevidade saudavel em humanos. apesar
do estudo utilizar células de ratos.

A enzima CAT catalisa a conversao do radical livre H202 em 4gua nos peroxissomos
(Krysko et al.,2010), logo, foi investigado o seu comportamento no modelo para avaliar o poder

de dano oxidativo do D-gal e os provaveis papéis reparadores dos antioxidantes. No entanto,
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deve-se considerar que varios fatores podem interferir no comportamento cataldsico e no seu
aumento perante o estresse oxidativo na senescéncia

Podendo ser uma resposta adaptativa pelo acumulo de perdxido, e mecanismos de
deteccao de espécies reativas de oxigénio, na tentativa de restaurar o equilibrio redox, como
ocorreu em estudo com fibroblastos senescentes por Chen et al. (2004). A disponibilidade de
co-fatores capacidade de sintese, como o co-fator heme,o limite de resposta que ocorre durante
o processo de senescéncia, pelos danos as mitocondrias, DNA, proteinas etc., que podem vir a
afetar a produgdo da catalase, justificando que mesmo na presenca de antioxidantes, a célula
pode tentar aumentar a catalase, mas nao obter éxito.

Os resultados com aumento da atividade catalasica, encontrados no desenvolvimento do
modelo de inducdo a senescéncia por D-gal, podem ser interpretados como uma resposta
compensatdria ao estresse oxidativo persistente, como demonstrado no trabalho de Chen ef al.
(2004) com aumento da expressao de catalase (e de SOD e HSP27) em fibroblastos humanos
induzidos a senescéncia com H:0., mas apenas depois que as caracteristicas completas de
senescéncia se manifestaram. Tais resultados do alpha -terpineol nao ter reduzido a atividade
da catalase nos grupos tratados com d-gal, ndo invalida a sua agdo antioxidante, observada em
outros estudos, podendo inferir que o composto pode atuar em outras vias, como por exemplo
estimular defesas endogenas, como a via do NRF2, ou atuando na redu¢do de outros marcadores
(ROS, NOX).

Ja um aumento dos seus niveis de atividade também foi descrito em larvas de zebrafish
apds a exposicao a substincias toxicas, mas apds as primeiras 24-48 horas, uma vez que a
substancia induziu a produgdo de espécies reativas de oxigénio e aumentou a atividade de outras
enzimas de defesa, possivelmente refletindo danos aos sistemas antioxidantes devido ao
estresse oxidativo (Jiang et al., 2018). Alteracdes substanciais em zebrafish adultos induzidos
ao envelhecimento com D-galactose, incluindo reducdo da area transversal do musculo
esquelético, aumento da fibrose tecidual, diminui¢do da motilidade, aumento das espécies
reativas de oxigénio no musculo esquelético foram encontrados nesses animais (Chen et al.,
2023).

Tem sido bem descrito que o estresse oxidativo ¢ um fator patogénico chave no
desenvolvimento e progressdo de diversas doencas, incluindo doencas cardiovasculares,
inflamatorias, neurodegenerativas e processos de envelhecimento, caracterizado pela presenga
de espécies reativas de oxigénio em alta biodisponibilidade (Touyz, 2000). Sendo também de

conhecimento da comunidade cientifica que os antioxidantes desempenham um papel crucial
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na manutencdo da saide humana, protegendo as células contra danos oxidativos ao neutralizar
radicais livres e mitigar o estresse oxidativo (Adorjan; Buchbauer, 2010).

Contudo, espécies reativas de oxigénio parecem ter um duplo efeito, atuando
primeiramente, como ativadores de uma resposta compensatoria homeostatica que aumenta
com a idade para manter a sobrevivéncia, através da inducdo de varios mecanismos de defesa,
sobrevivéncia celular e, a partir de certo ponto, como um fator exacerbador dos danos
associados ao envelhecimento (Lapointe; Hekimi, 2010). Portanto, a manutencao dos niveis de
espécies reativas de oxigénio durante o envelhecimento pode levar a beneficios inerentes ao
controle do destino celular (Lennicke; Cochemé, 2021). A quantificagdo de espécies reativas de
oxigénio no estudo, e de outras enzimas antioxidantes em todos os grupos, em tempos diferentes
do tratamento, como no inicio e no final, traria mais robustez aos dados, complementando assim
os testes com a atividade da catalase, com testes com a comprovagao do aumento de espécies
reativas de oxigénio no grupo D-gal e reducdo nos grupos tratado com o a-terpineol e com o
resveratrol.

Reitera-se ainda que determinadas condigdes do nosso estudo merecem ser interpretadas
cuidadosmente, como o resultado que constatou o aumento da enzima catalase nos dois grupos
tratados com a-terpineol, com comportamento similares ao do grupo D-gal. Pois tais dados
podem ter sido influenciados pelo fato de que concentragdes em excesso de antioxidantes,
também poderiam levar ao aumento do estresse oxidativo. Seria recomendavel, portanto testes
com o uso do alpha-terpineol nas duas concentragdes isoladas.

Nao obstante aos resultados obtidos com alpha terpineol, outros resultados se
diferenciam dos dados achados no nosso trabalho, constituindo ao composto um papel de
destaque na literatura, pela sua atividade antioxidante significativa, como os descritos a seguir:
Reducdo de espécies reativas de oxigénio em embrides e larvas de zebrafish induzidos ao
Parkison e tratados com o composto na concentragdo de 0,000046 mg/mL (Chinnappan et al.,
2025); Supressao na produgdo de superdxido por mondcitos estimulados por agonistas, embora
nao tenha apresentado efeito similar em neutréfilos (Brand ef al., 2001); Seu uso como agente
conservante eficaz em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos, prevenindo a
degradacdo oxidativa de seus componentes (Bicas et al., 2001); Acdo na concentragdo de
0,00015 mg/mL em células endoteliais aorticas de ratos induzidos a senescéncia por D-
galactose (Almeida, 2024), assinalando que esse resultado obteve-se com uma concentragao
maior do que as utilizadas no estudo e em células; efeito antioxidante induzido em ratos tratados

com L-NAME (Sabino et. al., 2013).
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Considerando-se o fato da indisponibilidade de dados cientificos sobre o efeito do
resveratrol contra os danos advindos do estresse oxidativo nesse modelo de indugdo ao
envelhecimento em sistema modelo zebrafish, torna-se relevante uma breve discussao sobre o
seu efeito nesse animal e nas mesmas concentragdes utilizadas na nossa pesquisa 0,01 mg/L (10
mg/L). Logo, o estudo referido na literatura comprovou a sua ac¢do contra o dano cardiaco,
destacando-se que o composto mitigou efetivamente o estresse oxidativo e a apoptose em
células do coragdo de larvas de zebrafish, induzidos pelo fungicida PEN (Jiang et al., 2023),
enfatizando que o tempo de exposi¢ao foi diferente do da nossa pesuisa e nao avaliou danos
provocados pela senescéncia.

Linhas de investigacdo com uso de outras concentragdes de resveratrol, demonstraram
que o composto protegeu contra defeitos cardiacos, inibindo o estresse oxidativo no zebrafish
exposto a PM2,5 e alcool, indicando o uso potencial de resveratrol como tratamento
antioxidante (Almeida et al., 2021; Ren et al., 2020; Wang et al., 2019). Nao obstante os efeitos
positivos observacionais do resveratrol descritos na literatura, infere-se que no estudo ele nao
foi capaz de atenuar o estresse oxidativo, urgindo a necessidade do uso de um outro controle
positivo eficaz e/ou utilizando-se mais duas concentragdes do composto. Seguindo a mesma
linha de raciocinio da hipdtese da acdo do a-terpineol, vislumbramos a probabilidade do
resveratrol, ter atuado como pro- oxidante, nessa concentracdo, ou nao estd na concentragao
adequada para o tempo de exposi¢do. Estudos com controles positivos sao imprescindiveis, para
melhor interpretacdo dos resultados.

De modo sintetizado pode-se inferir que, apesar dos dados comprobatorios desses
agentes como antioxidantes, as concentracdes utilizadas com esses dois compostos no nosso
estudo, nao foram capazes de reparar o dano oxidativo causado por D-gal, com o uso apenas de
um método de avaliagdo da capacidade antioxidante, aferido pela atividade da catalase. O uso
de testes adicionais comprovando com outros marcadores suas acdes antioxidantes, levariam a
comprovagao da acdo ampla e total, associada a agcdo antisenescente dos compostos, constatada
pelo aumento da beta galactosidase no grupo D-gal e reducao nos demais grupos.

Torna-se essencial salientar que aliado ao fato do modelo desenvolvido ser um método
novo, com indisponibilidade de mais estudos sobre a magnitude do dano oxidativo causado pela
d-galactose, temos algumas peculiaridades bioldgicas inerentes ao modelo zebrafish, remetendo
assim a necessidade de mais testes, utilizando outras concentragdes dos antioxidantes, bem
como de outros marcadores do estresse oxidativo, como SOD, GPX, e marcadores da expressao

do NRF2, que vamos abordar com mais propriedade a seguir. Esses testes contribuiriam para
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que pudéssemos ter a possibilidade de resultados positivos na agdo desses compostos contra o
dano oxidativo no envelhecimento induzido por D-gal.

O NRF2 ¢ indubitavelmente uma das vias mais cruciais para as células lidarem com o
estresse oxidativo gerado a partir da exposi¢do a produtos quimicos exdgenos e enddgenos
(Silva-Palacios et al., 2016; Zhang et al., 2015), por ser um fator que liga ao elemento de
resposta antioxidante na regido promotora de uma série de genes, codificando para a fase [ e a
fase II enzimas antioxidantes e proteinas citoprotetoras. Portanto, ¢ considerado o principal
regulador do sistema enzimdtico antioxidante, pela inducdo da transcricdo de enzimas
antioxidantes como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx) (Halliwell, 2024). De modo geral, este sistema ¢ o principal mecanismo de defesa contra
a producdo de EROs. Dados confirmados na literatura cientifica da regulacdo positiva da
expressdo desse gene em larvas de zebrafish expostos a um poluente ambiental constataram que
as expressoes do gene Nrf2 e heme oxigenase-1 (HO-1) foram maiores significativamente em
comparagdo com o grupo controle. Alguns compostos antioxidantes podem reduzir
significativamente o estresse oxidativo induzido pelo envelhecimento em coragdes de ratos
envelhecidos induzidos por D-galactose, induzindo a via NRF2 como relata Bo-Htay et al.
(2018) em seu estudo de revisao.

Foi constatado por nosso estudo de quimioinformdtica que o a-terpineol esta ativo nessa
via e na inativagdo da iNOS, apresentando 6timos resultados relacionados a dinamica molecular
do heterodimero NRF2-MAF-G ligado ao composto. Portanto, a realizacdo de testes para
avaliar a expressdo especificamente do NRF2b em larvas de zebrafish, por RT-qPCR, western
blot, consolidaria o ciclo dos achados da quimioinformatica e a sua associagdo com os estudos
in vivo, tornando o trabalho mais robusto integrando a quimioinformatica com a biologia
experimental.

Contextualizando a associacdo do envelhecimento com associa¢do a danos sistémicos.
Demonstra-se que em consequéncia dos danos deletérios das doencas cardiovasculares no
coragdo e no sistema arterial, o envelhecimento torna-se o fator de risco independente, mais
importante para essas doengas (Fajemiroye et al., 2018). Aliado a esse fato, temos um
componente importante, das doengas cardiovasculares aumentarem o risco de mortalidade e
morbidade em todo o mundo (Mayet; Hughes, 2003; Wang et al., 2010).

Concernente ao envelhecimento especificamente do sistema cardiovascular no
zebrafish, ha evidéncias cientificas que demonstram que o coragdo do zebrafish envelhece
paralelamente ao dos humanos e sabe-se que o miocardio, sua vascularizagdo e sua funcao

contratil degradam com o avanco da idade (Sun et al, 2017). Além disso, zebrafish
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envelhecidos exibem maior densidade miocardica do ventriculo e vasos do epicardio menores
do que o do zebrafish jovem. Consequentemente, hipertrofia cardiaca e disfun¢ao comparavel
a doencas cardiovasculares que se manifestam em humanos (Khor, et. al., 2019).

Alguns métodos sao utilizados como marcadores da fungao cardiaca em zebrafish, como
a impedancia elétrica de cardiomiocitos, usada como um indice quantitativo para analisar a
senescéncia. Assim, tanto a condutincia do citoplasma quanto a capacitincia da membrana
celular mostraram aumentar monotonamente em célula entre 3 e 18 meses de idade (Cha et al.,
2016). Portanto, ¢ comprovado que no zebrafish, as modificagdes funcionais relacionadas a
idade sdo altamente associadas com mudangas fisiopatologicas no cora¢do, ndo muito diferente
do declinio progressivo das fungdes cardiovasculares, levando ao aumento do risco de
hipertensao, aterosclerose e enfarte do miocardio presentes em humanos.

Complementando a abordagem sobre marcadores, o uso da frequéncia cardiaca do
zebrafish, se destaca, e tem demonstrado ser significativamente reduzida, com um aumento nas
arritmias cardiacas ou batimentos cardiacos irregulares em animais de 52 meses em comparagao
com os de 8 meses. H4 também um aumento das dimensdes ventriculares endodiastolica,
concomitante com uma diminui¢do na complacéncia ventricular e relaxamento prejudicado
durante o envelhecimento.

Apesar de poder-se argumentar que essas diferengas estruturais proeminentes entre o
coragdo humano e o de zebrafish, esse animal possui um sistema de condugdo cardiaca
semelhante ao coragcdo humano e a frequéncia cardiaca ¢ controlada por um grupo de células
marcapasso na regido sinoatrial. A frequéncia cardiaca, bem como a forma do potencial de agao
ventricular, sdo semelhantes ao correlato humano. Isso contrasta fortemente com outros
sistemas de modelo, como camundongos, cujas frequéncias cardiacas e caracteristicas de
repolarizagdo diferem fundamentalmente do coragdo humano.

Assim, o peixe-zebra ¢ um modelo interessante e complementar para estudar disturbios
eletrofisiologicos, como a sindrome do QT longo, onde a fase de repolarizacao apds o batimento
¢ anormalmente lenta, onde, onda Q, representa o inicio da despolarizagdo ventricular, e o fim
da repolarizagdo (onda T). Evidencia-se em estudo disponivel na literatura que o
desenvolvimento de for¢a no miocardio ventricular de peixe-zebra adulto requer ndo apenas o
fluxo transsarcolemal de Ca 2%, mas também a ciclagem de Ca 2* do reticulo sarcoplasmatico
intacto. Em contraste com os mamiferos, a relacdo de forca de contracdo do miocardio e
relacionada a frequéncia de estimulagdo ¢ fortemente negativa no coracao do peixe-zebra. Esses
aspectos precisam ser considerados ao usar o peixe-zebra para modelar doengas humanas de

contratilidade miocardica (Stoyek et al., 2018).
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A andlise da frequéncia cardiaca na pesquisa frente a acdo da D-galactose, permite
constatar que esse acucar impactou negativamente na fungdo cardiaca, demonstrando
parcialmente, a relacdo da senescéncia provocada por D-gal com a doenga cardiovascular, uma
vez que diminuiu a frequéncia cardiaca, talvez pelo fato de ser um agente potencialmente
estressante. Esses dados corroboram com a evidéncia de que o ritmo cardiaco anormal ¢ a
disfuncdo cardiaca mais comum no peixe-zebra, incluindo bloqueio atrioventricular, contragao
prematura, taquicardia e bradicardia (Shen et al., 2019). Pesquisas comprovam o poder de
impacto negativo da D-galactose no sistema cardiaco de animais, bem como o efeito benéfico
do a-terpineol nesse sistema em outros modelos animais.

A literatura expde dados amplos e concisos sobre a acdo do D-gal sobre o sistema
cardiovascular, como relata-se a seguir. A D-gal administrada em ratos induzidos ao
envelhecimento aumentou o peso total do coragdo e do ventriculo esquerdo, um fendmeno
comum associado a condi¢des como elevagdo da pressdo arterial e envelhecimento e foi capaz
de ativar outras vias de envelhecimento como a via inflamatoria, bem como danos ao acido
desoxirribonucleico (DNA) e vias de resposta e reparo (Azman; Zakaria, 2019).

Ha evidéncias cientificas do dano do D-gal, provocando disfunc¢do endotelial em vasos
sanguineos de pequeno calibre e em artérias de grande calibre, como a aorta. Além disso,
pesquisas demonstram que o D-gal induz remodelamento patoldgico em 6rgaos essenciais,
incluindo coracao, rins e figado (Azman et al., 2021; El-Far et al., 2020; Wang et al., 2022).
Estudos recentes conduzidos por Rezende e colaboradores demonstraram que a exposigdo
prolongada ao D-gal (8 semanas) leva a disfuncdo erétil, caracterizada pelo aumento da
atividade da beta-galactosidase associada a senescéncia (SA-B-gal) no tecido peniano, elevagao
dos niveis de espécies reativas de oxigénio e reducdo da resposta vasodilatadora a acetilcolina
(Rezende et al., 2021).

E relevante destacar que apesar da administragdo de D-galactose induzir a reducio da
frequéncia cardiaca dos embrides no nosso estudo, também ¢ comprovada que ela reduz a
funcao mitocondrial cardiaca. Estudos demonstraram que a integridade mitocondrial diminui
com o envelhecimento, evidenciando a importancia da disfun¢do mitocondrial na senescéncia
celular. Além da perda de integridade mitocondrial, a disfun¢do mitocondrial relacionada a
idade ¢ caracterizada pelo aumento da formacao de espécies reativas de oxigénio mitocondriais
(MitoROS), diminui¢ao do potencial de membrana mitocondrial (MMP) e eficiéncia da
biogénese mitocondrial, alteragdes na dinamica mitocondrial e controle de qualidade deficiente

por autofagia, como descrito por Bo-Htay ef al. (2018).
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Portanto, a quantificacdo aumentada de espécies reativas de oxigénio mitocondrial no
grupo D-gal do nosso modelo traria mais respaldo as nossas analises confirmando a associagao
do modelo ao dano oxidativo. Ademais para melhoria dos nossos resultados seria necessario a
realizagdo de testes como a impedancia elétrica de cardiomidcitos, uma vez que € considerada
um indice quantitativo para analisar a senescéncia, e ainda andlise de canais de calcio de
cardiomidcitos.

E conhecido o papel benéfico de alguns compostos antioxidantes e terpenoides sobre o
sistema cardiovascular. O efeito do a-terpineol foi também comprovado usando o modelo de
hipertensao induzida por L-NAME, sendo demonstrado que o composto foi capaz de induzir
hipotensdo dependente da dose em ratos jovens acordados. Da mesma forma, quando os anéis
mesentéricos foram usados, os pesquisadores mostraram que ele produzia efeitos vaso-
relaxante, independentes de endotélio. Esse efeito pode ser atribuido, pelo menos em parte, a
inibi¢do dos canais de célcio dependentes de voltagem (Sabino et al., 2013).

O uso do composto melhorou também os parametros nutricionais de ratos alimentados
com uma dieta rica em gordura, sendo capaz de restabelecer a sensibilidade a insulina e reduzir
os niveis séricos das citocinas pré-inflamatoérias TNF-a e IL-1p, quando comparadas ao grupo
controle (Souza et al., 2020). Esses resultados apresentam-se diferente dos encontrados na
nossa pesquisa, uma vez que evidenciamos que o tratamento com o a-terpineol nas duas
concentragdes utilizadas nao conseguiu reverter os efeitos negativos da D- galactose. Destaca-
se ainda a auséncia de dados disponiveis comparativos sobre o efeito desse monoterpeno no
modelo zebrafish, no modelo de envelhecimento induzido por D-gal. No entanto, em modelo
de inducao ao Parkisson em embrides e laravas de zebrafish o composto nas concentragdes de
0,000007 mg/mL; 0,000015 mg/mL e de 0,000046 mg/mL foi capaz de restaurar a bradicardia
induzida pelo uso de MPTP (Chinnappan et al., 2025), diferentemente do nosso estudo.

O resveratrol, conhecido fitoquimico antioxidante, tem demostrado efeito protetor em
diferentes doencas cardiacas (Cheng ef al., 2020; Hu et al.,2021). Algumas limita¢des devem
ser consideradas no nosso estudo, pois ndo teve um controle positivo eficaz, o que prejudicou
a melhor interpretacdo das andlises. Pelo fato desse composto nunca ter sido usado nesse
modelo de envelhecimento com associacdo ao dano cardiovascular, o uso de duas ou mais
concentragoes de resveratrol poderiam ter preenchido essa lacuna. Por outro lado, estudos que
avaliem o efeito desse composto no reparo ao dano cardiaco associado ao envelhecimento,
induzido por D-gal em larvas de zebrafish ndo foram achados disponiveis na literatura. De outra

forma, merece destaque relatar, a luz da literatura vigente, a sua a¢do em atenuar ma formagdes
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cardiacas induzidas por substancias quimicas ambientais em larvas de zebrafish (Almeida et
al.,2021; Ren et al., 2020).

Algumas pontos passiveis de aprimoramento podem ser apontados, nessa abordagem
sobre os efeitos do composto antioxidante, pois apesar da redugdo da [-galactosidase apods
tratamento com a-terpineol ser considerada efeito antissenescente, ndo se observou restauracao
do estresse oxidativo, nem melhora funcional cardiaca. Por conseguinte, algumas analises
otimizariam os nossos resultados, como a utilizacao de testes para avaliar se ha inibi¢do de vias
antiapoptoticas, como marcadores para BCL-2/BCL-xL ou bloqueio de interagdes pro-
sobrevivéncia, como marcadores para pS3—FOXO4. De igual modo, a analise de marcadores
para observar se o composto modula as vias mTOR e JAK/STAT, relacionados ao aumento do
SASP. Além do uso de marcadores da expressdo de genes relacionados ao aumento estresse
oxidativo (NRF2b), quantificacdo de EROs celular e especificamente em cardiomiocitos e do
envelhecimento em cardiomiécitos (p53 e p21), e da atividade de outras enzimas antioxidantes
(SOD, GPX), além da mensuracdo da CAT e das mesmas no inicio e no final do experimento.

A ampliagdo do escopo experimental deste estudo foi condicionada por fatores
temporais, logisticos e estruturais, incluindo o prazo institucional para conclusio e defesa da
tese, os impactos da pandemia de COVID-19, a limitagdo de recursos financeiros e de
infraestrutura laboratorial compartilhada. Adicionalmente, a complexidade metodologica e a
necessidade de expertise para a padronizacao dos ensaios de senescéncia no modelo zebrafish
demandaram maior tempo de validagdo experimental. Esses aspectos justificam a delimitagdo

do namero de testes realizados.
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7 CONCLUSAO

No estudo de quimioinformatica identificou-se 48 compostos potencialmente ativos
encontrados nos frutos ou partes de arvores de Anacardium occidentale L., Spondias mombin
Linn., Mangifera indica L., Malpighia emarginata DC. e Carica papaya L. na ativacio de
NREF2 e inibigdo das vias NOX-1, iNOS e COX-2 com multiplos alvos, demonstrando atividade
contra proteinas envolvidas no desenvolvimento de doencas cardiovasculares no processo de
envelhecimento, relatadas pela primeira vez na literatura. Os compostos anteraxantina,
malvidina-3,5-diglicosideo e violaxantina merecem destaque, pois podem possuir atividade
contra proteinas envolvidas no desenvolvimento de doencas cardiovasculares e no processo de
envelhecimento, dado pela primeira vez relatado na literatura. Ainda se evidencia os 6timos
resultados apresentados pelo alfa-terpineol no estudo in silico, emergindo como o composto
mais estavel. Essas descobertas representam um avango significativo na compreensido do
potencial desses compostos em futuras analises farmacoldgicas relacionadas ao envolvimento
do complexo NRF2-Maf-G. O estudo combinou quimioinformatica com experimentacao in
vivo, o que ¢ uma abordagem moderna e integrativa.

Em relagdo aos estudos experimentais in vivo, pode-se afirmar que o modelo de
envelhecimento induzido por D-gal, pela primeira vez testado em embrides e larvas de
zebrafish, destaca-se com pontos relevantes como um modelo de envelhecimento acelerado
induzido em zebrafish, referente ao fato de ser simples, rapido, acessivel e inovador, sobretudo
pela aplicacdo em embrides e larvas, o que amplia o uso do modelo para estudos de senescéncia
precoce. Destaca-se alguns resultados positivos como os referentes ao aumento da enzima beta-
galactosidase, no grupo D-gal, aumento do estresse oxidativo, confirmado pelo aumento dos
niveis da catalase e alteracdo da funcdo cardiaca, demonstrada pela redugdo da frequéncia
cardiaca. Alguns outros aspectos favoraveis podem ser destacados como as ag¢des benéficas do
alpha terpineol e do resveratrol, uma vez que foram testados pela primeira vez em embrides de
zebrafish, nesse modelo de envelhecimento, sendo capazes de reduzir os valores da enzima
beta-galactosidase.

Em sintese, recomenda-se a utilizacdo deste modelo como uma nova ferramenta
cientifica para estudos de envelhecimento cardiovascular, especialmente em fases iniciais de
investigacao, podendo ser complementado por abordagens moleculares e funcionais adicionais
para aprofundamento mecanistico. Uma vez que a literatura expde de forma consolidada, que a
reducdo de células senescentes podem potencialmente reverter ou melhorar condigdes

relacionadas a idade, como a pré-disposicdo a doengas cardiovasculares, e promover a
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regeneragdo tecidual, aumentando a probabilidade do aumento da longevidade saudavel em

humanos.
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8 PERSPECTIVAS

Visto a funcionalidade do modelo de envelhecimento acelerado induzido por D-gal em

embrides e larvas de zebrafish e os resultados antissenescentes do composto alpha terpineol

terem as suas limitagdes expostas nas conclusdes, recomenda-se o uso do modelo proposto com

uso de algumas dessas abordagens :

a)

b)

d)

2)

realizagdo de testes para avaliar se haveria inibicdo de vias antiapoptdticas, como
marcadores para BCL-2/BCL-xL ou bloqueio de interagdes pro-sobrevivéncia, como
marcadores para pS3-FOXO4;

analise de marcadores para observar se o composto modularia as vias mTOR e
JAK/STAT, relacionados ao aumento do SASP;

uso de marcadores da expressao de genes relacionados ao aumento estresse oxidativo
(NRF2b), que trariam evidéncia sobre o papel antioxidante dos compostos e
confirmaria, se haveria ligagdo da via, com a acdo pro oxidante provocado pelo D-gal,
além de propiciar um desfecho conclusivo dos resultados obtidos com a
quimioinformatica e sua relagdo com estudos in vivo;

quantificagdo de ROS celular e especificamente em cardiomidcitos, além da
mensuragao de calcio nos mesmos;

mensuragao da atividade de outras enzimas antioxidantes (SOD, GPX), além da
mensuracdo da CAT e das mesmas no inicio e no final do experimento.

testes para comprovacdo de envelhecimento em cardiomidcitos com o uso de
marcadores genéticos para expressdao da p53 e p21, aliando o aumento do estresse
oxidativo aos danos cardiovasculares;

utilizacdo de mais uma concentragdo de alpha terpineol, e um controle positivo
provavelmente eficaz, com mais duas concentracdes de resveratrol, propondo assim o

aumento de mudangas positivas em suas acoes.
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