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RESUMO

Introdugao: A astaxantina (AST), um carotenoide amplamente presente em organismos €
microrganismos marinhos, estd alcancando aplicacdes em diferentes areas industriais,
destacando-se o uso como ingrediente em suplemento alimentar, cosméticos e racao animal.
Devido a sua capacidade antioxidante, a AST desempenha um papel protagonista no mercado
global de carotenoides. Além disso, influencia a regulacdo do equilibrio redox e processos
biologicos, impactando o estresse oxidativo, a fisiologia, a morte celular e o metabolismo de
lipidios em seres humanos. Esses efeitos benéficos se estendem a saude da pele, ocular, sistema
cardiovascular, fun¢ao neurologica, desempenho fisico e resposta imunologica. Objetivo: este
trabalho teve por objetivo mapear as evidéncias de saude relacionadas aos efeitos da
suplementagao oral de AST em humanos. Metodologia: foi conduzida uma revisao de escopo
de acordo com as recomendacdes do Joana Briggs Institute (JBI). Os critérios de inclusdo foram
estudos primdrios relacionados a suplementagao de AST e seu impacto na saude de seres
humanos. Os critérios de exclusdo foram estudos in vitro, AST associadas a outras substancias,
registros publicados na forma de resumos ou em caracteres ndo romanos. Utilizando termos
previamente definidos, a busca foi realizada em banco de dados (Pubmed, Scopus e Web of
Science) em marco de 2023. Os estudos foram avaliados por dois revisores independentes € 0s
dados reportados de forma descritiva, com auxilio de figuras, graficos e tabelas. Resultados e
discussdo: foram selecionados 25 estudos publicados entre 2000 e 2023, destacando-se a
frequéncia de produgdo no Japao (n= 9), enquanto no Brasil ndo foram identificados estudos
sobre AST. O desenho de estudo mais frequente foi o ensaio clinico randomizado (n=23). Os
estudos triados totalizaram 1026 individuos, sendo que 374 individuos ndo apresentaram
definicdo de sexo. Dentre os participantes, a maioria foram homens, totalizando 8 estudos
exclusivos nesta populacdo. Foram investigados 10 transtornos, disturbios ou doengas frente a
interven¢do de AST, sendo a mais investigada estresse oxidativo. A AST foi avaliada em
concentracdo média de 12 mg ao dia, prevalecendo a forma farmac€utica em cépsulas (n=15)
obtida a partir de fonte Haematococcus pluvialis (n=12) e o periodo médio de tratamento de 12
semanas (n=8). O desfecho positivo foi observado em 96% (n=24) dos estudos. Conclusio:
essa revisao possibilitou 0 mapeamento de publicacdes, destacando a predominancia de efeitos
positivos das intervengdes com AST na prevencdo de varias doencas associadas a estresse
oxidativo e envelhecimento. No entanto sdo necessarias mais informagdes provenientes de
estudos de interveng@o humana, com estudos randomizados controlados realizados em grupos
populacionais definidos. Pesquisas futuras poderdo investigar abordagens mais especificas,
contribuindo para uma compreensdo mais aprofundada das alega¢des de saude relacionadas ao
uso do AST como suplemento alimentar.

Palavras-chave: antioxidante; carotenoide; substancia bioativa; suplemento alimentar.



ABSTRACT

Introduction: Astaxanthine (AST), a carotenoid widely present in marine organisms and
microorganisms, is reaching applications in different industrial areas, highlighting its use as an
ingredient in food supplements, cosmetics and animal feed. Due to its antioxidant capacity,
AST plays a leading role in the global carotenoid market. In addition, it influences the
regulation of redox balance and biological processes, impacting oxidative stress, physiology,
cell death and lipid metabolism in humans. These beneficial effects extend to the health of the
skin, eye, cardiovascular system, neurological function, physical performance and immune
response. Objective: this study aimed to map health evidence related to the effects of oral AST
supplementation in humans. Methodology: a scope review was conducted according to the
recommendations of the Joana Briggs Institute (JBI). The inclusion criteria were primary
studies related to AST supplementation and its impact on human health. The exclusion criteria
were in vitro studies, AST associated with other substances, published records in the form of
abstracts or in non-roman characters. Using previously defined terms, the search was performed
in a database (Pubmed, Scopus and Web of Science) in March 2023. The studies were evaluated
by two independent reviewers and their data analyzed descriptively, presented in graphs and
tables. Results and discussion: 25 studies were selected, published between 2000 and 2023,
highlighting the frequency of production in Japan (n = 9), while in Brazil no studies on AST
were identified. The most frequent study design was the randomized clinical trial (n=23). The
triated studies totaled 1026 individuals, and 374 individuals did not present a definition of sex.
Among the participants, the majority were men, totaling 8 exclusive studies in this population.
Ten disorders or diseases were investigated against the intervention of AST, being the most
investigated oxidative stress. The AST was evaluated at an average concentration of 12 mg per
day, prevailing the pharmaceutical form in capsules (n = 15) obtained from source
Haematococcus pluvialis (n = 12) and the average treatment period of 12 weeks (n = 8). The
positive outcome was observed in 96% (n=24) of the studies. Conclusion: This review enabled
the mapping of publications, highlighting the predominance of positive effects of AST
interventions in the prevention of various diseases associated with oxidative stress and aging.
However, more information is needed from human intervention studies, with randomized
controlled studies conducted in defined population groups. Future research may investigate
more specific approaches, contributing to a deeper understanding of health claims related to the
use of AST as a dietary supplement.

Keywords: antioxidant; carotenoid; bioactive substance; food supplement.
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1 INTRODUCAO

O uso de suplementos alimentares encontra-se em ascensao mundial, tratando-se de
produtos sujeitos a regulamentacdo minima e ndo exigéncia de prescricdo médica. Estas
caracteristicas, combinadas com ampla disponibilidade, favorecem a expansao de mercado de
forma significativa (KAMINSKI; KREGIELSKA-NAROZNA; BOGDANSKI, 2020). Esses
suplementos podem ser comercializados como féormulas contendo apenas um ingrediente ou
complexados a multiplos componentes (DWYER; COATES; SMITH, 2018).

Os carotenoides sdo comuns na natureza, conferindo uma colora¢do amarela, laranja
ou vermelha a vegetais, microrganismos e alguns animais. Eles desempenham um papel
fundamental na saude humana, atuando como antioxidantes bioldgicos e protegendo células e
tecidos frente a danos causados pelos radicais livres (UENOJO; MAROSTICA JR; PASTORE,
2007).

Dentre os carotenoides, destaca-se a AST, um pigmento vermelho-alaranjado
lipossoluvel, pertencente a familia das xantofilas, derivados oxigenados dos carotenoides. Na
natureza, a AST ¢ biossintetizada por microalgas, fitoplancton, leveduras e bactérias, sendo
depois acumulada no zooplancton, crustaceos e posteriormente peixes. Ela pode ser extraida de
diversos frutos do mar, incluindo camardes, krill, lagosta, crustaceos, trutas e salmao (CHANG;
XIONG, 2020).

Desde que suas propriedades antioxidantes em sistemas biologicos foram relatadas na
década de 1990, a AST tem sido gradualmente utilizada como suplemento funcional e
ingrediente popular a nivel mundial nos setores nutracéutico e farmacéutico, bem como na
industria cosmética (CAO; YANG; QIAO; XUE et al., 2021). O uso da AST como suplemento
nutricional tem sido ampliado rapidamente em alimentos, ra¢des, nutracéuticos e produtos
farmacéuticos (AMBATI; PHANG; RAVI; ASWATHANARAYANA, 2014).

A AST possui propriedades quimicas unicas baseadas na estrutura molecular que lhe
conferem destacada atividade antioxidante e uma natureza mais polar quando comparada a
outros carotenoides. A AST possui em sua molécula dois grupos carbonila, dois grupos
hidroxila e onze ligacdes duplas etilénicas conjugadas (YUAN; PENG; YIN; WANG, 2011).

Os beneficios da AST para a saude t€ém sido extensivamente estudados em modelos
in vitro, animais e humanos. Devido as propriedades antioxidantes e privilegiada posi¢cao no
interior da membrana celular, a AST afeta o estresse oxidativo, a inflamagao ou a morte celular
por meio da regulagdo do equilibrio redox e mecanismos biologicos. Em ensaios clinicos

realizados em humanos, foi demonstrado que a suplementacdo por AST exerce efeitos
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benéficos, incluindo protecdo da pele, visdo, sistema cardiovascular, controle do
diabetes juntamente com a melhoria do desempenho do exercicio, fungao neurologica e
resposta imune (CAO; YANG; QIAO; XUE et al., 2021).

A literatura cientifica demanda evidéncias s6lidas quando se trata dos beneficios para
a saude provenientes da suplementagao humana. Nesse contexto, o objetivo desta revisao de

escopo ¢ mapear as evidéncias de satide associadas ao uso de AST em seres humanos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Mapear as evidéncias de satude relacionadas aos efeitos da suplementagdo oral de AST

em humanos.

1.1.2 Objetivos especificos

* Identificar os estudos publicados sobre a suplementagcdo de AST em humanos;

» Caracterizar a origem, ano da publicacdo, desenho de estudo e objetivo dos artigos;

* Analisar o perfil e nimero dos participantes descritos nos estudos sobre suplementacao de
AST;

* Avaliar os contextos da administracao e esquemas da intervengao de AST;

» Caracterizar os parametros avaliados, conclusdo dos estudos e desfechos da administragdo
de AST descritos nas publicagdes;

* Direcionar pesquisas futuras sobre o uso da AST na saude humana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CAROTENOIDES

Os carotenoides sdao divididos em carotenos (hidrocarbonetos que nao contém
oxigénio), como a-caroteno, P-caroteno e licopeno, e xantofilas (hidrocarbonetos contendo
elemento oxigénio) incluindo luteina, zeaxantina e AST (FIGURA 1) (ZHANG; SUN; SUN;
CHEN et al., 2014). Nas xantofilas, o oxigénio pode estar presente como grupos hidroxila,
carbonila ou como uma combinag¢do de ambos, como visto na AST (SEABRA; PEDROSA,
2010).

Os carotenoides formam um grupo de pigmentos naturais contendo aproximadamente
700 representantes de coloragdo amarela, laranja ou vermelha (TABELA 1). A presenca de
carotenoides na natureza ¢ ampla, podendo ser identificados em diversos seres vivos, desde
micro-organismos até animais. Algumas espécies de bactérias, fungos, algas e plantas
superiores tém a capacidade de produzir esses pigmentos. Nos animais, como crustiaceos
(camardes, lagostas e siris), aves (como flamingos) e peixes (incluindo trutas e salmdes), esses
pigmentos sdo providos pela dieta e se acumulam no organismo (MESQUITA; TEIXEIRA;
SERVULO, 2017).

TABELA 1- PRINCIPAIS CAROTENOIDES, COLORACAO E FONTES PRODUTORAS

Carotenoide Coloracio Exemplos de fontes produtoras

Luteina Amarela Chlorella sorokiniana (microalga)

Cucurbita moschata (abdbora goianinha)

Zeaxantina Amarela a laranja Dunaliella salina (microalga)

Milho-verde

B-caroteno Laranja Rhodotorula rubra (levedura)

Malpighia glabra (acerola)

Daucus carota (cenoura)

Bixina Laranja Bixa orellana (urucum)

Norbixina Laranja Bixa orellana (urucum)
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Cantaxantina Laranja a Haematococcus pluvialis (microalga)
vermelha
Rhodococcus maris (bactéria)

Astaxantina Vermelha Xanthophyllomyces dendrorhous (levedura)

Chlorella zofingiensis (microalga)

FONTE: (MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO, 2017)

A maioria dos carotenoides sdo tetraterpenoides de 40 carbonos unidos por unidades
opostas no centro da molécula. Ciclizagdo, hidrogenacao, desidrogenagdo, migracao de duplas
ligacdes, encurtamento ou alongamento da cadeia, rearranjo, isomerizagdo, introducao de
fungdes com oxigénio ou a combinacdo destes processos resultam na diversidade de estruturas
dos carotenoides. A cadeia poliénica pode apresentar de 3 a 15 duplas ligacdes conjugadas e o
comprimento do cromo6foro determina o espectro de absor¢do e a cor da molécula (UENOJO;

MAROSTICA JR; PASTORE, 2007).

FIGURA 1 - Exemplos de xantofilas e carotenos

Luteina

Zeaxantina

B-cryptoxantina

Astaxantina

a-caroteno

i i gl i i
B-caroteno

FONTE: (LANDRIER; MARCOTORCHINO; TOURNIAIRE, 2012)
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2.2 PROPRIEDADES DOS CAROTENOIDES

2.2.1 Atividade pro-vitamina A

A presenca de atividade pro-vitamina A de uma molécula exige a presenca de no
minimo 11 carbonos, pelo menos um anel B nao substituido e duplas ligagdes conjugadas. Como
exemplo, o B-caroteno se destaca por ser o Unico capaz de gerar duas moléculas de retinol
quando ingerido. A simetria da molécula de B-caroteno sugere que a clivagem ocorre na
posicdo central da molécula, produzindo duas moléculas de vitamina A (FIGURA 2)

(MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO, 2017).

FIGURA 2 - Clivagem do B-caroteno em duas moléculas de retinol (vitamina A)

1 molécula de beta-caroteno CH;

2 moléculas de retinol

FONTE: (MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO, 2017)

2.2.2 Atividade antioxidante

O radical oxigénio reativo (ROS) refere-se a moléculas que contém oxigénio com
elétrons de valéncia ndo pareados. Essas substancias sdo produzidas como um subproduto
natural do funcionamento celular normal e do metabolismo do oxigénio, desempenhando papéis
cruciais tanto na sinaliza¢ao celular quanto na manutencdo da homeostase intercelular. No
entanto, a exposicao a estresses ambientais, como radia¢do ionizante, radiagdo ultravioleta
(UV) ou altas temperaturas, pode ocasionar um aumento significativo nos niveis de ROS,

resultando em danos celulares consideraveis, que, ao longo do tempo, contribuem para o
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estresse oxidativo (GAMMONE; RICCIONI; D'ORAZIO, 2015). Tal desequilibrio pode ter
efeitos negativos no nivel genético (mutagdes), no risco de cancer (carcinogénicos) € no
processo de envelhecimento do corpo. (MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO, 2017).

No corpo humano, o sistema de prote¢do antioxidante pode ser dividido em dois
grupos: os antioxidantes enzimaticos € os ndo-enzimdticos. Enzimas como superoxido
dismutases (SOD), catalases e glutationa peroxidases sdo exemplos de antioxidantes
enzimaticos naturalmente sintetizados pelo organismo. Por outro lado, os antioxidantes nao-
enzimaticos, como a vitamina C, vitamina E e carotenoides sdo obtidos por meio da dieta
(CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Nos carotenoides, a estrutura quimica comum ¢ a cadeia de polieno contendo longo
sistema de duplas ligagdes conjugadas. Esta cadeia pode possuir grupos terminais ciclicos, rico
em elétrons. O sistema do polieno e os grupos finais ciclicos funcionais determinam as
atividades antioxidantes dos carotenoides (ZHANG; SUN; SUN; CHEN et al., 2014).

A capacidade antioxidante dos carotenoides se manifesta através de mecanismos
fisicos ou quimicos destinados a neutralizar os efeitos dos radicais livres de oxigénio. Na
dimensdo fisica, 0 mecanismo envolve transferéncia de energia. Neste processo, oxigénio
singlete ('O,) transfere a energia de excitagdo para a molécula de carotenoide, com formacao de
uma molécula de carotenoide e oxigénio triplete (ndo reativo). Posteriormente, a energia de
excitacdo se dissipa através de interagdes rotacionais e vibracionais e a molécula de carotenoide

se restaura a original (FIGURA 3) (MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO, 2017).

FIGURA 3 - Reagdo de supressao do oxigénio singlete por a¢do de carotenoide

10, + Carotenoide — 30, + *Carotenocide*

}Carotenocide® —> Carotenoide + Calor

FONTE: (MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO, 2017)

Por outro lado, 0 mecanismo quimico envolve a reacao quimica do carotenoide com o

oxigénio, podendo ocorrer de 3 formas (FIGURA 4):

a) Transferéncia de elétron: radicais removem um elétron do carotenoide, oxidando-o e

formando o radical cation;
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b) Abstragao de hidrogénio: ocorre remo¢ao de um atomo de hidrogénio do carotenoide,

formando o radical neutro;

¢) Adicao: adiciona um radical na molécula de carotenoide, formando o radical aduto.

FIGURA 4 - Reagdes de supressao do radical peroxil e a molécula de carotenoide

Carotenoide + ROO® — Carotenoides* +ROO" (a)

Carotenoide + ROO® — Carotenoides + ROOH (b)
Carotenoide + ROO® — ROOCarotenoides ()

FONTE: (MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO, 2017)

2.2.3 Atividade anti-inflamatoria

A inflamacdo representa um mecanismo de defesa essencial para a satde do
organismo, onde processos celulares e moleculares trabalham para reduzir lesdes ou infecgdes
iminentes, contribuindo para a restauracao da estabilidade do tecido. Contudo, a inflamagao
persistente ndo € a causa principal, mas um fator contribuinte para o desenvolvimento de
doengas cronicas. Foram identificados biomarcadores inflamatorios nas ultimas décadas, tais
como cininas, proteinas de fase aguda (APPs), fator ativador de plaquetas (PAF),
prostaglandinas, leucotrienos, aminas, purinas, citocinas, quimiocinas, moléculas de adesao e
vias de sinalizag¢do inflamatoria, como as vias do factor nuclear kappa B (NF-xB) e proteinas
quinases ativadas por mitdgenos (MAPK) (CHANG; XIONG, 2020).

O efeito da AST contra diversas doengas pro-inflamatorias foi associado a supressao
de mediadores pro-inflamatdrios e citocinas in vivo ¢ in vitro. Estudos demonstraram que a
administracdo de AST resultou na supressio da expressdo de moléculas associadas a
inflamacao, resultando em notavel redu¢do na infiltracdo de macréfagos na neovascularizagao
da coroide. Estudos relataram que a luteina tem propriedade anti-inflamatdria contra a uveite
induzida por endotoxina através da produgdo de mediadores pro-inflamatorios como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e prostaglandina E2 (PGE2) (ZHANG;
SUN; SUN; CHEN et al., 2014).

2.3 ASTAXANTINA

2.3.1 Caracteristicas da AST
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A AST ¢ um carotenoide xantofila de coloragdo vermelho-alaranjado presente em
diversos micro-organismos e seres marinhos. No entanto, na natureza, o fitoplancton, bactérias,
fungos, algas e plantas tém a capacidade de produzir AST em quantidades substanciais. Os
demais organismos obtém esses pigmentos por meio da cadeia alimentar (BARROS; POPPE;
SOUZA-JUNIOR, 2011). Trata-se de um dos principais pigmentos da familia dos carotenoides,
conferindo a coloragdo caracteristica a alguns passaros (flamingo e ibis escarlate), crustaceos
(camardo e lagosta), peixes (truta e salmao) e micro-organismos (JOHNSON; AN, 1991).

As fontes primarias conhecidas de AST natural inclui microalgas ( Haematococcus
pluvialis , Chlorella zofingiensis , Chlorococcum sp.), leveduras ( Phaffia rhodozyma) e
bactérias ( Agrobacterium aurantiacum, Paracoccus carotinifaciens). As fontes secundarias de
AST incluem animais aquaticos e terrestres que ndo conseguem sintetizd-la por meio do
metabolismo, porém, a obtém de fontes primdrias dietéticas. Alguns exemplos de fontes
secundarias sdo salmao, truta, krill, camarao e lagostim (PATIL; KASABE; DANDGE, 2022).

A AST também pode ser produzida por meio de sintese quimica, envolvendo a
preparagao da AST a partir de derivados do petroleo. No entanto, apesar dos produtos sintéticos
serem mais econdmicos, eles apresentam limitagdes quanto a questdes como estabilidade,
capacidade de absorcdo e seguranca, quando comparados aos similares de origem natural. Por
isso, de acordo com as regulamentacdes da Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos, esses produtos sintéticos ndo foram autorizados para uso na alimentacao humana (LI;
GUO; WU, 2020).

Existem trés diferengas entre AST natural e a AST sintética: esterificacdo,
estereoquimica e a presenca de trés carotenodides adicionais de ocorréncia natural na AST
(CAPELLIL BAGCHI; CYSEWSKI, 2013). A AST natural ¢ composta por 95% de moléculas
esterificadas enquanto a AST sintética nao ¢ esterificada e ndo possui acidos graxos ligados a
extremidades da molécula. A AST natural contém 100% de enantiomero 3S,3'S enquanto a
AST sintética contém uma combinagao de trés diferentes enantiomeros: (3S, 3'S), (3R, 3'R) e
(3R, 3'S) em uma proporcdo de 1:2:1. E por fim, a AST sintética ndo contém carotendides de
suporte, enquanto a AST natural é formada por um complexo apds extracdo de alga contendo
aproximadamente (CAPELLI; BAGCHI; CYSEWSKI, 2013):

* 70% de AST monoesterificada;

* 10% de AST diesterificada;

* 5% de AST livre;

* 6% de beta-caroteno;
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* 5% de cantaxantina;

* 4% de luteina.

A AST apresenta formula molecular CsHs204, sendo insolivel em é&gua e
apresentando ponto de fusdo de aproximadamente 224°C. A AST ¢ soluvel em gordura e na
maioria dos solventes organicos, incluindo cloroférmio, acetona, etanol e éter (LI; GUO; WU,
2020). A AST apresenta semelhanca estrutural com outros carotenoides, como B-caroteno,
zeaxantina e luteina. Sua estrutura € composta por uma longa cadeia de polieno conjugados nao
polar e dois anéis polares de B-ionona em diferentes lados (FIGURA 5). Cada anel contém uma
por¢ao hidroxila (~OH) e uma porcao ceto (C=0O), conferindo destacada propriedade
antioxidante. Essa configuracao de duplas conjugadas € responsavel por sua cor e desempenha
papel fundamental na fungdo bioldgica, influenciando também sua capacidade antioxidante e
de absorg¢ao (LI; GUO; WU, 2020).

FIGURA 5 - Estrutura quimica da AST
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FONTE: (AMBATI; PHANG; RAVI; ASWATHANARAYANA, 2014)

2.3.2 Isomeria e Esterificacao da AST

O poder antioxidante, biodisponibilidade e a estabilidade da AST ¢ definida por trés
fatores: isomeria geométrica, isomeria Optica e grau de esterificagdo. Quanto a isomeria
geométrica, a AST se encontra em diversas formas de isomeros (cis e trans) (FIGURA 6),
devido a longa cadeia de duplas ligacdes conjugadas entre os dois anéis f-ionona (HIGUERA-
CIAPARA; FELIX-VALENZUELA; GOYCOOLEA, 2006). O isomero totalmente trans , ¢
termodinamicamente mais estavel que o isdmero cis , a principal configuracao natural da AST

(CAO; YANG; QIAO; XUE et al., 2021).
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FIGURA 6 - Isdbmeros geométricos da AST
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FONTE: (HIGUERA-CIAPARA; FELIX-VALENZUELA; GOYCOOLEA, 2006)

Em relacdo a isomeria Optica, devido a presenca de dois atomos de carbono
estereogénicos nas posicoes C-3 e C-3°, a AST possui 3 isomeros opticos (FIGURA 7): um par
de enantiomeros (3R,3’R- e 3S,3’S-astaxantina) ¢ a forma meso (3R,3’S-astaxantina), sendo
esta ultima opticamente inativa. A configuragdo (3S,3’S-astaxantina) exibe maior atividade
antioxidante do que (3R,3’R-astaxantina). Este fendmeno ¢ atribuido ao arranjo espacial dos
atomos aumentando a biodisponibilidade da AST (HIGUERA-CIAPARA; FELIX-
VALENZUELA; GOYCOOLEA, 2006). A configuracao quiral de (3S, 3'S) ¢ onipresente na
natureza (DAVAN; FAKURAZI; ALIAS; IBRAHIM et al., 2023).
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FIGURA 7 - Isdmeros opticos de AST

3R-3'S Astaxanthin

3R-3'R Astaxanthin

FONTE: (LI; GUO; WU, 2020)

Quanto ao grau de esterificacdo da AST, as fontes naturais frequentemente se
encontram conjugadas a acidos graxos, como o oleico, palmitico e estearico. Existem ao todo
trés possiveis variacdes (FIGURA 8); a AST na forma livre (grupos -OH ocupam ambas as
posigoes 3 e 3’), a AST monoésterificada (um acido graxo ligado na posi¢ao 3) e a AST diéster
(dois acidos graxos ocupando as posicoes 3 € 3°). A esterificagdo da AST possui efeito positivo
tanto na biodisponibilidade como na estabilidade térmica comparada a forma livre, onde a

forma livre ¢ propensa a oxida¢do (CAO; YANG; QIAO; XUE et al., 2021).
FIGURA 8 - Esterificacdo da AST com acidos graxos
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FONTE: (CAO; YANG; QIAO; XUE et al., 2021)



28

2.3.3 Ac¢do da AST na membrana plasmatica

A matriz estrutural linear da AST, formada a partir da estrutura lipofilica e dos
terminais hidrofilicos, atravessa a membrana celular de camada dupla e ancora ambos os lados
(CAO; YANG:; QIAO; XUE et al., 2021). A molécula de AST ¢ exposta dentro e fora da célula,
proporcionando melhor protecdo geral, sendo capaz de eliminar radicais tanto na superficie
quanto no interior da membrana fosfolipidica, embora sua cadeia de polieno insaturada retenha
radicais apenas na membrana. O B-caroteno e a vitamina C residem apenas dentro ou fora da

membrana da bicamada lipidica, respectivamente (FIGURA 9) (YAMASHITA, 2013).

FIGURA 9 - Posi¢ao da AST na membrana celular
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FONTE: (YAMASHITA, 2013)

2.3.4 Biodisponibilidade e farmacocinética da AST

A AST ¢ um composto lipossoliivel, com maior absor¢do quando consumido com
6leos dietéticos. A biodisponibilidade da AST em humanos se mostrou aumentada em
formulagdes a base de lipidios, demonstrando que a solubilidade de carotenos na fase oleosa da
matriz alimentar pode conduzir a uma maior biodisponibilidade. Estudos demonstraram que a
oferta e as propriedades antioxidantes da AST foram aumentadas no plasma e no figado de ratos
apods a administracdo de biomassa de Haematococcus dispersa em azeite (AMBATI; PHANG;

RAVI; ASWATHANARAYANA, 2014).
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Os carotenoides, incluindo a AST, sdo absorvidos pelo corpo de forma semelhante aos
lipidios, sendo transportados pelo sistema linfatico até o figado. Apos a ingestdo, a AST se
mistura com o acido biliar, formando micelas no intestino, sendo parcialmente absorvidas nas
células da mucosa intestinal que incorporam a AST nos quilomicrons. A AST, incorporada nos
quilomicrons ¢ transportada através da linfa e do sangue para o figado, onde podem ser
armazenados ou re-secretada na corrente sanguinea (CAO; YANG; QIAO; XUE et al., 2021).
Dessa forma, a AST ¢ assimilada junto as lipoproteinas e transportada para os tecidos. Dentre
os varios carotenoides naturais, a AST ¢ amplamente reconhecida como um dos mais eficazes
na protecao das células, lipidios e lipoproteinas de membrana contra danos oxidativos

(AMBATI; PHANG; RAVI; ASWATHANARAYANA, 2014).

2.3.5 Seguranga no uso da AST

A seguranca no uso da AST ¢ motivo de constante preocupagdo por se tratar de uma
substancia amplamente utilizada em diversas areas devido suas multiplas atividades bioldgicas.
Edwards e colaboradores analisaram dados clinicos experimentais, a toxicidade genética da
AST e sua carcinogenicidade em ratos, ndo identificando carcinogenicidade no ciclo de vida
destes animais (EDWARDS; BELLION; BEILSTEIN; RUMBELI et al., 2016). Embora possa
causar pigmentacdo da pele animal, a AST ndo demonstrou efeito adverso sobre plaquetas,
coagulacao e fibrindlise (LI; GUO; WU, 2020).

Em 2009, Satoh e equipe conduziram um estudo sobre a seguranga de AST em 127
adultos expostos a ingestao diaria de 20 mg de AST, durante 4 semanas, ndo sendo observados
danos aos orgdos (SATOH; TSUJI; OKADA; MURAKAMI et al., 2009). Além disso,
diferentes concentragdes resultaram em melhorias nos niveis de lipidios no sangue e na
condic¢do da pele de individuos saudadveis, sem a observacao de efeitos colaterais significativos

(TOMINAGA; HONGO; KARATO; YAMASHITA, 2012).

2.3.6 Aplicagdes Comerciais da AST

Na industria alimenticia, como também na aquicultura, a AST desempenha um papel
crucial como suplemento e aditivo alimentar. Dentre varios carotenoides, o B-caroteno ¢ a AST
se destacam na alimentagdo de aves e peixes, respectivamente. A AST ndo apenas aprimora as

caracteristicas visuais mas também eleva o valor comercial de frutos do mar, como salmoes,
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camardes, trutas, lagostas, lagostins, ovas de peixe € mesmo peixes ornamentais (PATIL;
KASABE; DANDGE, 2022).

Em 1987, a AST recebeu a autorizagao do FDA dos Estados Unidos para ser utilizado
como suplemento alimentar nas areas de aquicultura e, posteriormente, em 1999, foi novamente
aprovada, dessa vez para uso nas industrias alimenticias. A Comissao Europeia considera a
AST natural como um corante alimentar (AMBATI; PHANG; RAVI;
ASWATHANARAYANA, 2014). O crescente desenvolvimento da aquicultura e das industrias
alimentares em todo o mundo, juntamente com suas significativas demandas, contribuiu para
fortalecer o valor comercial do AST. Nesse contexto, o Japao desponta como um dos pioneiros
na producdo e pesquisas relacionadas a aplicacdoes da AST (PATIL; KASABE; DANDGE,
2022).

Alguns produtos contendo AST foram desenvolvidos por meio da combinacdo de
outros carotenoides, multivitaminas, extratos de ervas e acidos graxos 6mega-3 ou 6. Os
produtos de AST estdo disponiveis no mercado na forma de cépsula, capsulas moles,
comprimido, po, creme, bebida energética, 6leo e extrato. Estudos foram realizados para avaliar
o uso de AST na prevencao de infecgdes bacterianas, inflamagao, insuficiéncia vascular, cancer,
doengas cardiovasculares, inibir a peroxidacao lipidica, reduzir danos celulares e gordura
corporal e melhorar a fungdo cerebral e a espessura da pele (AMBATI; PHANG; RAVI;
ASWATHANARAYANA, 2014).

2.4 AST COMO SUPLEMENTO ALIMENTAR

2.4.1 Consumo dos suplementos alimentares

A medida que aumenta a expectativa de vida das populacdes globais, cresce o interesse
no aprimoramento do envelhecimento saudavel, por meio de melhorias na dieta, nos padrdes
cotidianos e busca pela longevidade (HAYASHI; ISHIBASHI; MAOKA, 2018) O aumento
significativo de individuos que consomem esses produtos de forma autonoma ou por
recomendacao popular, sem a devida orientacdao de profissional especializado, transformou-se
em preocupacdo de satde publica. Ha registros na literatura de efeitos adversos indesejaveis,
lesdes hepaticas e casos de oObitos relacionados ao consumo de suplementos alimentares
(MOLIN; LEAL; MULLER; MURATT et al., 2019).

Em 2020 a Associacdo Brasileira de Industria de Alimentos para Fins Especiais e

Congéneres (ABIAD) realizou uma pesquisa em sete capitais brasileiras chamada “Habitos de
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Consumo de Suplementos Alimentares no Brasil”. Houve um aumento de 10% do consumo de
suplementos alimentares pelos brasileiros em comparagdo a 2015. Em um total de 90% dos
lares entrevistados entendem-se que os suplementos alimentares sdo complementos da
alimentagdo, enquanto 51% dos consumidores o fazem por meio de recomendacdes por
profissionais de satide. Vitaminas, proteinas e minerais lideram os grupos de produtos

consumidos com 76% das compras de suplementos realizadas em farmacias (ABIAD, 2020).

2.4.2 Aspectos legais da AST no Brasil

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou as primeiras
legislacdes especificas para suplementos alimentares em 2018. A Resolu¢do da Diretoria
Colegiada (RDC) 243, de 26 de julho de 2018, surgiu apds debates relacionados a
suplementagdo alimentar, regulamentando sobre os requisitos sanitarios dos suplementos,
incluindo a composic¢do, qualidade, segurancga e rotulagem. Segundo a resolugdo, suplemento
alimentar € um produto para ingestdo oral, apresentado em formas farmacéuticas, destinado a
suplementar a alimentacao de individuos saudaveis com nutrientes, substancias bioativas,
enzimas ou probidticos, isolados ou combinados (ANVISA., 2018a).

A Instrucdo Normativa (IN) n°® 28 de 26 julho de 2018 foi publicada de maneira
complementar a resolu¢do citada, estabelecendo critérios como substancias permitidas, limites
maximos e minimos, além de possiveis alegacdes de saude e rotulagem complementar.
Continuamente, a ANVISA publica novas resolucdes atualizando substancias e condigdes
permitidas. A AST esta regulamentada na IN 28, sendo estabelecidas as concentragdes maxima
e minimas permitidas (TABELA 2). A fonte de AST autorizada para uso em suplementos
alimentares no Brasil sdo os ésteres de AST originados da microalga Haematococcus pluvialis

(ANVISA., 2018b).
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TABELA 2 - LIMITES DE NUTRIENTES A SEREM FORNECIDOS PELO SUPLEMENTO ALIMENTAR
AST (RECOMENDACAO DIARIA DE CONSUMO INDICADO PELO FABRICANTE)

Limites 0 a 6 7all 1 a3 4a8 9al8 > 19 Gestantes Lactantes

meses meses  anos ano anos anos

Minimo NA NA NA NA NA NE NA NA

Maximo NA NA NA NA NA 6mg NA NA

FONTE: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2018).
LEGENDA: NA (ndo autorizado); NE (ndo especificado); mg (miligrama)

2.5 AST NA PREVENCAO E TRATAMENTO DE DOENCAS

Estudos clinicos destacaram efeitos antioxidantes da AST, assim como suas diversas
vantagens para a saude e caracteristicas relacionadas a seguranga bioldgica. Atualmente, a AST
esta alcancando destaque como componente-chave em suplementos alimentares, devido a sua
atividade antioxidante extremamente poderosa, capaz de superar em 100 vezes a vitamina E,
500 vezes as catequinas do cha verde, 800 vezes a coenzima Q-10, 3.000 vezes o resveratrol e
6.000 vezes a vitamina C. As varias capacidades excepcionais da AST, como protecdo contra
radiacao UV, foto-oxidagdo, inflamagdo, cancer, ulceras, infec¢cdes por Helicobacter pylori,
envelhecimento e doengas relacionadas a idade, além de seu papel na promocao da resposta
imunolodgica, fungdes hepaticas, saude cardiovascular, visdo, articulagdes e saude da prostata,
entre outras, destaca sua importancia como componente promissor nas formulagdes e no
desenvolvimento de uma variedade de produtos nutracéuticos (FIGURA 10) (PATIL;
KASABE; DANDGE, 2022).
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FIGURA 10 - Atividade bioldgica da AST e sua acdo sobre doengas
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FONTE: (LI; GUO; WU, 2020)

2.5.1 Atividade antidiabética

Normalmente, pacientes com diabetes mellitus tipo 2 apresentam niveis
significativamente elevados de estresse oxidativo, induzidos pela hiperglicemia resultante da
disfuncdo das células B pancreaticas e que causam danos teciduais (AMBATI; PHANG; RAVI;
ASWATHANARAYANA, 2014). Um aumento ndo controlado e a longo prazo do nivel de
glicose no sangue resulta em problemas de satde potencialmente fatais, como doengas
cardiovasculares, retinopatia, nefropatia, neuropatia, gangrena e outras complicagdes
relacionadas (PATIL; KASABE; DANDGE, 2022).

A AST demonstrou diminuir o estresse oxidativo causado pela hiperglicemia nas
células B pancreaticas, melhorar significativamente a tolerancia a glicose, aumentar os niveis
séricos de insulina e diminuir os niveis de glicose no sangue, indicando que a AST pode exercer
efeitos benéficos na funcao das células B pancreaticas (YUAN; PENG; YIN; WANG, 2011).

Em pesquisas envolvendo pacientes com diabetes tipo 2, a AST demonstrou uma

reducdo significativa nos niveis de triglicerideos (TG), colesterol de lipoproteina de densidade
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muito baixa (VLDL), pressdo arterial e resisténcia a insulina. Além disso, também exibiu
propriedades vasodilatadoras. A AST mostrou um leve aumento nos niveis de lipoproteina de
alta densidade (HDL), o qual apresentou uma correlagdo positiva com as mudangas nas
concentragdes de adiponectina (proteina especifica do tecido adiposo). No entanto, o
mecanismo subjacente ainda permanece pouco elucidado (PATIL; KASABE; DANDGE,
2022).

Estudos sugeriram que a AST pode prevenir a progressdo da nefropatia diabética
principalmente por meio da redugdo do estresse oxidativo nos rins e da preven¢ao de danos as
células renais. Também avaliaram o efeito da AST sobre as enzimas antioxidantes da glandula
salivar de ratos diabéticos induzidos por aloxana, demonstrando que a AST restaurou as
atividades enzimadticas na glandula salivar e estimulou a glutationa peroxidase em ratos
diabéticos melhorando parcialmente as complicacdes diabéticas (YUAN; PENG; YIN;
WANG, 2011).

2.5.2 Doengas cardiovasculares

Fatores de risco contribuem para doengas cardiovasculares, como obesidade,
hipertensao, dislipidemia, disfuncdes do metabolismo da glicose, estresse oxidativo, niveis
elevados de espécies reativas de oxigénio e inflamacdo. A influéncia de antioxidantes como a
AST pode restringir esses efeitos, uma vez que eles tém a capacidade de modular o equilibrio
redox, regular as respostas inflamatorias e controlar o metabolismo de lipidios e glicose,
prevenindo distirbios como dislipidemia, hipertensdo arterial e aterosclerose (PATIL;
KASABE; DANDGE, 2022).

Estudos avaliaram a relagdo dose-resposta entre a AST e o tempo de oxidagdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL), tanto em testes in vitro quanto em estudos in vivo. Isso
sugere que a AST tem a capacidade de inibir a oxida¢do de LDL e, consequentemente, pode
desempenhar um papel na prevencdo da aterosclerose. No contexto da aterosclerose, a AST
demonstrou uma reduc¢do na infiltracdo de macréfagos nas lesdes, bem como uma diminui¢ao
na ocorréncia de apoptose de macréfagos e ruptura de placas, contribuindo assim para a
estabilizacao das mesmas (YUAN; PENG; YIN; WANG, 2011).

Em estudos realizados em camundongo, a AST reduziu a pressdo arterial em ratos
espontaneamente hipertensos, enquanto a administracao a longo prazo de AST por 5 semanas

também poderia atrasar a incidéncia de acidente vascular cerebral em animais propensos,
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sugerindo que a AST pode modular a condi¢ao oxidativa e melhorar a elastina vascular e a
espessura da parede arterial na hipertensao (HUSSEIN; GOTO; ODA; IGUCHI et al., 2005).

Outro estudo realizado em animais mostrou que a AST pode aumentar o potencial da
membrana mitocondrial cardiaca e o indice de contratilidade de forma dependente da dose e
tende a diminuir as concentragdes plasmaticas de interleucina-1a, fator de necrose tumoral-a e
amiloide A sérica favorecendo o possivel efeito da AST para protec¢ao cardiaca (YUAN; PENG;
YIN; WANG, 2011).

Estudo realizado em humanos, verificou que a AST aumentou a adiponectina e o HDL,
melhorou os niveis de triglicerideos, independentemente da idade e do indice de massa corporal.
Além disso, a AST mostrou uma reducdo do tempo de transito sanguineo de 52,8+ 4,9 a
47,6+4,2s, indicando melhora da reologia do sangue humano (YUAN; PENG; YIN; WANG,
2011).

2.5.3 Atividade anticancerigena

Espécies reativas de oxigénio, como superdxido, peroxido de hidrogénio e radical
hidroxila, geradas no metabolismo aerdébio normal, em excesso contribuem para o
envelhecimento e doengas degenerativas, como cancer e aterosclerose, por meio da oxidago
do 4acido desoxirribonucleico (DNA), proteinas e lipidios. Os compostos antioxidantes
diminuem a mutagénese e a carcinogénese ao inibir o dano oxidativo as células (AMBATI,
PHANG; RAVI; ASWATHANARAYANA, 2014).

Estudos realizados em animais mostraram que a AST poderia suprimir o crescimento
de células de fibrossarcoma e estimular a imunidade contra o antigeno tumoral, sugerindo que
a AST poderia exercer atividade antitumoral utilizando-se do aumento da resposta imune. Em
camundongos, a AST poderia inibir indu¢do do estresse na atividade antitumoral das células
natural killer (NK) através de sua propriedade antioxidante e, assim, inibir a promogdo de
metastase hepatica induzida por estresse. Em outra pesquisa, foi descoberto que a AST poderia
atenuar efeitos como o estresse oxidativo, danos ao DNA e a morte celular, bem como indugao
de hepatocarcinogénese precoce em ratos induzida por ciclofosfamida (YUAN; PENG; YIN;
WANG, 2011).

O aumento da comunicacdo intercelular de jun¢des comunicantes foi observado em
células primarias de fibroblastos da pele humana tratadas com AST. A comunicagdo célula-

célula através de jun¢des comunicantes estd ausente nos tumores humanos e sua restauracao
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tende a diminuir a proliferacio de células tumorais (AMBATI; PHANG; RAVI;
ASWATHANARAYANA, 2014).

A leucemia de células T do adulto ¢ uma doenca maligna fatal dos linfocitos T causada
pela infec¢do por virus da leucemia de células T humana tipo 1, permanecendo incuravel.
Segundo estudos com AST e outros carotenoides, a AST promoveu efeitos inibitorios leves nas
linhagens de células T infectadas pelo virus da leucemia de células T humanas tipo 1

(ISHIKAWA; TAFUKU; KADEKARU; SAWADA et al., 2008).

2.5.4 Efeito protetor da pele

Danos e envelhecimento da pele sdo fatores intimamente relacionados a geragdo de
ROS e a exposicdo aos raios UV. Os eventos oxidantes relacionados ao envelhecimento da pele
incluem a formagdo de metaloproteinases de matriz que degradam o colageno, reduzem a
produgdo de antioxidantes, resposta inflamatoria, e ainda, promovem danos ao DNA (MEDHI;
KALITA, 2021). Esses processos, resultam na pigmentacao e deterioragao da textura da pele e
na formagao de rugas (PATIL; KASABE; DANDGE, 2022).

Ensaios clinicos evidenciaram que a AST oral pode melhorar significativamente as
condi¢des da pele facial humana, incluindo rugas, pigmentacdo e perda de agua trans-
epidérmica, bem como reter a elasticidade da pele. Também, foi observado que ap6s o consumo
de AST, houve uma supressao da descamagdo dos corneocitos e da presenga microbiana, ao
mesmo tempo que goticulas lipidicas aumentaram na pele de individuos de meia-idade. Assim,
a AST pode indiretamente aprimorar a fun¢do de barreira da pele humana e ajudar a reduzir o
estresse oxidativo sistémico (CAO; YANG; QIAO; XUE et al., 2021).

A AST pode prevenir alteragdes induzidas por radiagdo UV-A atuando sobre a
atividade da superdxido dismutase celular e diminuindo o contetido de glutationa celular. Em
estudo destinado a avaliar a modulagao das lesdes relacionadas a exposic¢do aos raios UV-A em
tratamentos comparando os efeitos da AST, cantaxantina e PB-caroteno sobre fibroblastos
dérmicos humanos, demonstrou que a AST apresentou efeito fotoprotetor significativo. A AST
conseguiu neutralizar, em grande parte, as alteracdes induzidas pelos raios UV-A e sua absor¢ao
pelos fibroblastos foi superior as da cantaxantina e do -caroteno, indicando que AST exerceu
uma agdo preventiva superior em relacdo as alteracdes foto-oxidativas (YUAN; PENG; YIN;

WANG, 2011),



37

2.5.5 Efeito neuroprotetor

Uma influéncia aumentada do estresse oxidativo e dos fatores da idade no
funcionamento do cérebro e sistema nervoso pode resultar em diferentes distirbios ou doencas
cognitivas, dentre elas doenga de Alzheimer, doenca de Parkinson, doenca de Huntington e
esclerose lateral amiotrofica (ELA). Neste contexto, ha também os disturbios cognitivos como
memoria, percepcdo, aprendizagem e habilidades de resolugdo de problemas, deméncia,
amnésia e delirio (PATIL; KASABE; DANDGE, 2022).

Baseado em estudo que demonstrou a capacidade da AST atravessar a barreira
hematoencefalica e a membrana mitocondrial, acumulando-se no tecido cerebral, seu uso
emergiu como fator protetor para o cérebro, contribuindo para a preservagdo da cognicdo e da
memoria (CAO; YANG; QIAO; XUE et al., 2021).

Foi constatado que a AST possui a capacidade de diminuir os danos causados pelos
radicais livres em decorréncia da isquemia cerebral, incluindo a apoptose, neurodegeneracao e
enfarte cerebral. Isso ocorre por meio da inibi¢do do estresse oxidativo, da reducao da liberagao
de glutamato e da promocao da antiapoptose. Essas descobertas indicam que a AST pode ter
um valor clinico significativo para pacientes com maior vulnerabilidade ou predisposi¢do a
eventos isquémicos (YUAN; PENG; YIN; WANG, 2011).

A AST demonstrou uma notavel capacidade protetora contra os danos causados pelo
peptideo B-amildide 25-35, sugerindo seu potencial como agente de protegao neuronal eficaz e
uma terapia adjuvante poderosa no tratamento da doenga de Alzheimer, especialmente durante
sua fase inicial (YUAN; PENG; YIN; WANG, 2011).

Estudos também indicam a potencial eficacia da AST no tratamento da doenga de
Parkinson, convulsdes e acidente vascular cerebral isquémico. No entanto, a eficacia desses
efeitos terapéuticos da AST precisa ser confirmada por meio de estudos clinicos, sendo
necessario realizar uma exploracdo mais detalhada do mecanismo de neuroprote¢do induzido

pela AST no sistema nervoso central (CAO; YANG; QIAO; XUE et al., 2021).

2.5.6 Desempenho no exercicio fisico

A AST pode ser eficaz na melhoria da fadiga muscular, proporcionando beneficios no
desempenho esportivo. Foi demonstrado que a AST pode reduzir significativamente a
concentragdo sérica de acido lactico em voluntarios adultos do sexo masculino, evitando a

fadiga muscular. Em outra pesquisa, se observou também que a AST pode reduzir as sensagdes
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de dor muscular de inicio tardio, um dos sintomas associados ao dano muscular causado pelo
exercicio (YUAN; PENG; YIN; WANG, 2011).

Em um estudo realizado com ciclistas do sexo masculino, praticantes recreativos, foi
observado que a suplementagdo diaria de 12 mg de astaxantina por um periodo de 7 dias
resultou em uma melhoria significativa no desempenho em provas de contra-relogio de ciclismo
de resisténcia. Esse efeito pode ser atribuido a maior oxidacao da gordura corporal e a reducao
da taxa de troca respiratoria observada nas fases posteriores do exercicio, sugerindo que a AST
pode oferecer um beneficio ergogénico ao promover a queima de gordura (CAO; YANG;

QIAO; XUE et al., 2021).

2.5.7 Resposta imune

Investigacdes sobre a atividade potencial da AST como estimulador e modulador do
sistema imunologico demonstraram aumento da produgdo de anticorpos de células T auxiliares
e aumento do numero de células secretoras de anticorpos em animais de laboratério. Também
foi avaliado o efeito da AST na producdo de imunoglobulinas in vitro pelas células sanguineas
humanas, sendo evidenciado aumento da producao de IgA, IgG e IgM (HIGUERA-CIAPARA;
FELIX-VALENZUELA; GOYCOOLEA, 2006).

A suplementacdo dietética de AST em humanos resultou em aumento significativo nos
niveis e na atividade das células natural killer no sangue. Além disso, houve uma diminuicao
nos biomarcadores de danos ao DNA. Os niveis de células T e B aumentaram, enquanto a
concentragdo de proteina C reativa diminuiu significativamente no grupo suplementado com
AST (PATIL; KASABE; DANDGE, 2022).

Em um estudo recente realizado em ratos imunodeficientes induzidos por
ciclofosfamida, foi constatado que a AST desempenhou um papel significativo na prevencao
de danos na mucosa intestinal e manteve o peso corporal dentro dos pardmetros normais. Além
de combater o estresse oxidativo intestinal, a AST ndo apenas aumentou os niveis de IgA e
estimulou o crescimento de células caliciformes para promover a secrecdo de muco, mas
também reduziu a quantidade de células de Paneth ¢ a expressao de peptideos antimicrobianos

(CAO; YANG; QIAO; XUE et al., 2021).

2.5.8 Protecao da saude ocular
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Os resultados de pesquisas em animais indicaram que a AST ¢ capaz de acumular na
retina de mamiferos. Dessa forma, o consumo de AST pode contribuir para a preservagao da
satde ocular, influenciando os processos oxidativos, a inflamac¢ao, o fluxo sanguineo retinal e
a reducdo da fadiga ocular (CAO; YANG; QIAO; XUE et al., 2021).

Quando os olhos sdo expostos a radiacdo luminosa, o aumento significativo na
producao de espécies reativas de oxigénio desencadeia a ativacao de vias celulares associadas
a inflamacgdo e apoptose. No entanto, em camundongos com fotoceratite induzida por radiacdo
UV que receberam administragdo oral de AST, foi observada uma reducdo da inflamagao e da
morte celular. Isso foi evidenciado pela diminui¢ao na expressao de cicloxigenase-2 (COX-2),
inibidor fosforilado de kB-a (p-IxB-a) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) no tecido da cornea
(CAO; YANG:; QIAO; XUE et al., 2021).

Os estudos demonstraram a eficacia da AST na prevengdo e tratamento de varias
doengas e disturbios oftalmicos, incluindo doencas da retina, uveite, astenopia (fadiga ocular),
catarata e distarbios da superficie ocular. Como resultado, destacaram que o uso de AST
mantém a homeostase celular, reduzindo o estresse oxidativo e controlando diferentes

atividades metabolicas (GIANNACCARE; PELLEGRINI; SENNI; BERNABEI et al., 2020).

2.6 SAUDE BASEADA EM EVIDENCIAS

A Saude Baseada em Evidéncias (SBE) teve origem na utilizacdo da literatura
publicada para aprimorar a prestagao de cuidados clinicos. Dessa forma, a SBE incorporou e
aprimorou métodos cientificos para a formulacdo de diretrizes de pratica clinica confidveis
(DJULBEGOVIC; GUYATT, 2017). A geracao de evidéncias significa que a investigacao
procura respostas para questdes de saude e bem-estar (HAAVISTO; SILTANEN;
TOLVANEN; HOLOPAINEN, 2023).

A Medicina Baseada em Evidéncia (MBE) surgiu nos anos 1980 para descrever a
abordagem de aprendizagem baseada em problemas. A Prética baseada em evidéncia (PBE) e
o cuidado em satude baseado em evidéncia compartilham os mesmos conceitos e principios da
MBE, sendo aplicados por profissionais de diferentes areas e em uma variedade de contextos
de saude (SAMPAIO; MANCINI, 2007). A MBE ¢ caracterizada pela pratica consciente,
explicita e criteriosa da utilizagdo de evidéncias para orientar a tomada de decisdes, sendo um
campo em constante evolucdo e atualizacdo (SACKETT; ROSENBERG; GRAY; HAYNES et
al., 1996).
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A selecao dos pacientes para o tratamento € o uso de grupos de controle sao fatores
que influenciam a robustez das pesquisas cientificas e, por conseguinte, resultam em diversos
desenhos de estudos. O ensaio clinico randomizado realiza a alocagdo randomizada dos
participantes incluidos, evitando vieses e real comparagdo entre os grupos testes. O ensaio
clinico nao randomizado pressupde viés em maior escala do que ensaio clinico randomizado,
visto que nao realiza a alocag¢do aleatoria dos participantes (HOCHMAN; NAHAS; DE
OLIVEIRA FILHO; FERREIRA, 2005).

As conclusdes ganham robustez quando varios estudos primarios examinam os efeitos
de uma intervengdo, fornecendo, portanto, evidéncias que corroboram as mesmas conclusdes
(SAMPAIO; MANCINI, 2007). Os estudos secundarios buscam suas defini¢des a partir da
avaliacdo dos estudos primarios e podem ser categorizados como revisdes nao sistematicas de
literatura, revisdes sistemdticas com ou sem meta-andlise, bem como artigos de revisdo

(HOCHMAN; NAHAS; DE OLIVEIRA FILHO; FERREIRA, 2005).

2.6.1 Revisao de escopo

A revisdo de escopo tem ganho reconhecimento mundial na 4rea de sintese de
evidéncias em saude. Ela ¢ sugerida para realizar um mapeamento da literatura em um campo
especifico de interesse, especialmente quando revisdes sobre o tema ainda nao foram publicadas
(PHAM; RAJIC; GREIG; SARGEANT et al., 2014). A revisio de escopo ¢é apropriada para
abordar topicos amplos, pois pode abranger uma variedade de desenhos de estudos e tem o
objetivo de reconhecer as evidéncias disponiveis. Seu propdsito ndo ¢ buscar a melhor evidéncia
sobre uma intervenc¢do ou experiéncia em saude, mas sim reunir diferentes tipos de evidéncias
e destacar como foram produzidas (ARKSEY; O'MALLEY, 2005). Por fim, a finalidade da
revisdo ndo € classificar a robustez da evidéncia, mas sim rastred-la e antecipar possiveis
potencialidades. Isso deve fornecer suporte aos pesquisadores na area e, em certa medida,
auxiliar os profissionais de saude, gestores e formuladores de politicas de saude (LEVAC;
COLQUHOUN; O'BRIEN, 2010).

A revisdo de escopo pode ser conduzida por quatro razdes (ARKSEY; O'MALLEY,
2005):

1) para examinar a extensao, abrangéncia e natureza da atividade de pesquisa, que pode nao
detalhar os resultados, mas identifica areas de conhecimento com caréncias;
2) para determinar o valor de realizar uma revisdo sistematica abrangente, onde esse

mapeamento ajuda a avaliar a praticabilidade;
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3) para sintetizar e divulgar os resultados da pesquisa, detalhando as evidéncias especificas na

area;

4) para identificar lacunas na literatura existente, fornecendo uma conclusdo sobre o estado

geral da atividade de pesquisa e destacando areas onde ainda ndo houve investigacao.
Considerando essas defini¢des, as aplicacdes clinicas do AST sdo variadas e

complexas, demandando uma revisao de escopo ampla e minuciosa das evidéncias disponiveis

na literatura.

As etapas metodoldgicas para a realizagdo de uma revisao de escopo foram publicadas
primeiramente por Arksey e O’Malley em 2005 e reforcada por Levac e colaboradores em
2010. As estapas foram divididas em 6 estagios:

1. Identificar questdo de pesquisa;
Identificar estudos relevantes;
Selecionar estudos;

Mapear os dados;

Confrontar, resumir e relatar os dados;

A i

Consultar as partes interessadas para informar ou validar os resultados do estudo

(opcional).
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3 METODOLOGIA

A etapa de coleta e sintese de dados seguiu as diretrizes do Joanna Briggs Institute
(JBI), as quais orientam os processos de realizacdo de uma revisao de escopo (TRICCO;
LILLIE; ZARIN; O'BRIEN et al., 2018). O Preferred Reporting Items for Systematic reviews

and Meta-Analyses extension for Scoping Review (PRISMA-ScR) foi considerado para reportar
dos dados (PETERS; GODFREY; KHALIL; MCINERNEY et al., 2015).

3.1 IDENTIFICACAO DA PERGUNTA DE PESQUISA

A pergunta de pesquisa desta revisdo foi estruturada conforme o acréonimo PCC

(populacdo, conceito, contexto) (QUADRO 1).

QUADRO 1 - Estrutura do acréonimo PCC

Populacao Seres humanos
Conceito Efeitos da suplementacao de astaxantina
Contexto Aberto

FONTE: A autora (2023)

Pergunta: Quais as evidéncias de saude relacionadas a suplementagdo de astaxantina em

humanos?

3.2 IDENTIFICACAO DE ESTUDOS RELEVANTES

3.2.1 Estratégia de busca

Foram combinados termos relacionados a astaxantina. Este termo foi combinado com
auxilio do operador boleano “AND” a suplemento dietético, alimento funcional, nutracéutico e
dieta. Os descritores foram adaptados conforme as bases de pesquisas. Estes termos deveriam
estar citados em titulos, resumos ou palavras-chaves dos artigos.

As buscas foram conduzidas no PubMed, Scopus € Web of Science em 20 de margo de
2023 (estratégias de buscas completas apresentadas no APENDICE I). Pesquisa na literatura
cinza foi complementada por busca manual, por meio de consulta nas listas de referéncias dos

estudos incluidos na revisdao. Nao foram aplicados filtros relacionados a data ou idioma durante
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as buscas. Os estudos recuperados das bases de dados foram exportados para o gerenciador de
referéncias EndNote® (Clarivate Analytics, Philadelphia, PA, EUA), no qual foram excluidas
as duplicatas entre as bases. Os estudos remanescentes foram entdo exportados para o web-app
Rayyan® (OUZZANI; HAMMADY; FEDOROWICZ; ELMAGARMID, 2016), por meio do

qual se deu o processo de selecao dos estudos (etapas de triagem e elegibilidade).

3.2.2 Critérios de inclusdo e exclusao

Estudos primérios sobre suplementacao oral de AST em alguma situagao relacionada a
saude ou ao bem-estar de seres humanos foram incluidos. Estudos avaliando a AST em
associacdo com outra substancia, bem como registros publicados em resumo de congresso ou

em caracteres ndo romanos (e.g., chinés) foram excluidos.

3.3 SELECAO DE ESTUDOS

O processo de selecao dos estudos ocorreu em dois niveis, sendo o primeiro relativo a
triagem (leitura de titulos e resumos) e o segundo referente a elegibilidade (leitura na integra
dos estudos incluidos na triagem). Ambos foram realizados por dois pesquisadores
independentes (PMT e CERG). A concordancia entre os pesquisadores em relagdo aos critérios
de inclusao e exclusdo foi delineada em uma amostra dos estudos, garantindo a robustez da
captura de artigos relevantes. Em caso de discordancia entre os pesquisadores, um terceiro
(HHLB) foi acionado para a discussao do artigo.

Ap6s a selegdo, os estudos incluidos foram enviados ao Microsoft Office Excel®.

3.4 EXTRACAO DOS DADOS

Os dados dos estudos incluidos foram extraidos com o auxilio de planilha organizada
e desenvolvida para esta finalidade no Microsoft Office Excel®. O formulario da extragdao dos
dados foi discutido e implementado para garantir que todas as informagdes relevantes fossem
transcritas. Esta etapa também foi realizada de forma independente pelos pesquisadores PMT e
CERG. As discrepancias foram discutidas com o terceiro revisor, HHLB.
A planilha de extragdo de dados incluiu os seguintes elementos:
a) Estudo:

* Revista fonte do artigo;
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* Origem de realizagao;
* Ano de publicagao;
* Desenho do estudo;
* Objetivo.
b) Participantes e condi¢des:
* Numero total;
* Sexo;
* Idade;
* Caracteristicas e condi¢oes de saude;
» Doenca, sindrome ou transtorno avaliado.
c) Caracteristicas da intervengao:
» Forma farmaceéutica;
» Composig¢ao;
* Esquema de administracao;
* Concentracao de AST;
* Fonte de obtencao de AST;
* Duragao da suplementagao.
d) Desfecho:
» Parametros avaliados;
* Conclusao do autor;

» Efeito da suplementacao.

3.5 ANALISE DOS DADOS

Os dados foram tabulados, agrupando os achados em comum sempre que possivel, e

reportados de forma descritiva, com auxilio de figuras, graficos e tabelas.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

observado que 1741 eram duplicados. A triagem de titulos e resumos foi realizada com 2147
estudos, sendo selecionados 64 estudos para etapa posterior, leitura na integra. Apos o
esgotamento dos recursos, dois estudos ndo foram encontrados, impossibilitando a inclusao
destes na revisdo. A leitura na integra permitiu a inclusdo de 25 artigos contendo AST isolada
em seus estudos (FIGURA 11). O motivo da exclusdo dos artigos lidos na integra estdo descritos
no APENDICE II. De forma complementar, estudos contendo AST associada a outras

substancias foram analisados, sendo exposto em tabela suas composi¢des e indicagdes

(APENDICE I1I).

A partir das buscas nas bases de dados foram identificados 3888 estudos, sendo

FIGURA 11 - FLUXOGRAMA DE SELECAO DE DADOS

Identificaciao de estudos por meio de banco de dados e registros

Registros removidos antes da
triagem:
Registros removidos por

duplicidade (n = 1741)

Registros excluidos

(n=2083)

Registros  identificados de
)
’§~ Bases de Dados (n = 3888)
2]
| PubMed (n = 657)
=
§ Web of Science (n = 1457)
Scopus (n=1774)
v
Registros triados (n = 2147)
=
go
2
= Registros avaliados para
elegibilidade (n = 64)
_§ Estudos incluidos na revisao
= (n=25)
L=

FONTE: A autora (2023);

Registros excluidos:

- Nao encontrados (n = 2)

- Sem reporte de AST no desfecho

(n=2)

- Sem evidéncias em saude (n = 4)

- AST associada a outras

substancias (n = 31)

LEGENDA: n (ntimero de estudos)




46

4.1 CARACTERISTICAS DOS ESTUDOS SOBRE ASTAXANTINA

Aproximadamente 88% (n=22) das 25 publicagdes apontaram o pais onde os estudos
foram realizados, sendo reportados 8 paises (GRAFICO 1). Os paises que se destacaram foram:
Japao (n=9), Sérvia (n=3), Ird (n=3) e Coréia do Sul (n=2). No Brasil, ndo foi identificado a

publicacao de estudos sobre evidéncias de saude relacionadas a AST.

GRAFICO 1 - Origem dos artigos sobre evidéncias de satide relacionas a AST (n=25)
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FONTE: A autora (2023).
LEGENDA: n (nimero de estudos), EUA (Estados Unidos da América)

Os artigos foram publicados entre os anos 2000 a 20 de margo de 2023, ressalvando-
se que a partir do ano de 2011 houve um ligeiro aumento nas publicacdes referente aos
beneficios da AST. (GRAFICO 2). Este comportamento crescente é esperado, visto que a AST
¢ um suplemento relativamente recente que vem alcangando destaque em relacdo aos beneficios

propostos a satide humana (CAO; YANG; QIAO; XUE et al., 2021).
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GRAFICO 2 - Ano de publicagdo dos artigos incluidos de AST (n=25)
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FONTE: A autora (2023).
LEGENDA: n (nimero de estudos)

Em relagdo ao desenho de estudo, foram classificados como ensaio clinico
randomizado quando apresentaram a informagdo de randomizagdo ao longo do texto e ensaio

clinico ndo randomizado quando houve um grupo comparador sem randomizagio (GRAFICO
3).

GRAFICO 3 - Frequéncia (%) dos desenhos de estudos de intervengio de AST (n=25)

H Ensaio clinico radomizado M Ensaio clinico ndo radomizado

FONTE: A autora (2023).
LEGENDA: n (nimero de estudos).
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Todos os estudos identificados foram de intervenc¢do, incluindo ensaios clinicos
randomizados (n=23) e ensaio clinico ndo randomizado (n=2). O ensaio clinico randomizado
evita vieses entre os grupos testes e ¢ considerado uma técnica adequada para evidenciar a
eficacia da interven¢do na 4rea médica, investigando a efetividade de tratamentos
(HOCHMAN; NAHAS; DE OLIVEIRA FILHO; FERREIRA, 2005).

O periodo de tratamento com AST nos estudos selecionados variou entre 1 semana a
16 semanas, prevalecendo a duragdo de 12 semanas (n=8) (GRAFICO 4). Os estudos avaliaram
ampla faixa de concentragdes de AST, oportunizando uma anélise de impacto em diferentes
niveis de concentragao. A dosagem de AST avaliada nos estudos variou de 1,8 mg a 40 mg

administrados por dia, prevalecendo a concentracio de 12 mg (n=5) (GRAFICO 5).

GRAFICO 4 - Duragio de tratamento com AST (n=25)
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FONTE: A Autora
LEGENDA: n (ntimero de estudos)
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GRAFICO 5 - Dosagens da AST avaliada nos estudos* (n=25)
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Em um comparativo com o preconizado pela legislagdo brasileira, em que ha um limite
para indicacao de AST em concentragdao de 6 mg ao dia, observa-se que os artigos analisados
variam suas concentragdes, chegando a 40 mg ao dia. Em um dos artigos analisados na revisao,
Kim et al pesquisou as dosagens de AST (5, 20 e 40mg) durante 3 semanas para avaliar o
estresse oxidativo em fumantes. A administracdo visou mostrar uma diminui¢do de
biomarcadores de estresse oxidativo dependendo da dose da AST. A intervengdo das diferentes
concentracdes mostrou que nao houve efeitos adversos ou toxicidade da ingestao de AST,
exceto por alteragdes nas coloracdo avermelhada das fezes, e os niveis de isoprostano mostrou

uma diminui¢do dependente da dose (KIM; CHANG; CHOI; YOUN et al., 2011).

42 CARACTERISTICAS DA POPULACAO NOS ESTUDOS SOBRE A AST

Os estudos selecionados nesta revisao de escopo somaram 1026 individuos, sendo que
374 individuos ndo apresentaram definicdo do sexo. Participantes do sexo masculino
totalizaram 41% dos individuos (n=421), destacando-se 8 estudos direcionados a esta
populagdo especifica (BLOOMER et al., 2005; KARPPI et al., 2006; DJORDJEVIC et al.,
2012; BROWN et al., 2021 e SAEIDI et al., 2023). Dentre esses estudos, 3 avaliam o estresse



50

oxidativo observado em atletas durante treinamentos (BARALIC et al., 2013; BARALIC et al.,
2015 ¢ MCALLISTER et al., 2022)

A idade dos individuos nos estudos variou entre 19 e 80 anos. Dentre os artigos
avaliados, destacaram-se pesquisas em participantes com idade igual ou superior a 40 anos
(n=6), evidenciando-se o direcionamento de avaliagdes em individuos de meia-idade e idosos.
Os principais efeitos a satde pesquisados e desempenhados pela AST nessa faixa etaria
referem-se ao estresse oxidativo relacionado a distirbios da idade, como a alteracao da fungao
cognitiva (HAYASHI et al., 2018 e KATAGIRI et al.,2012) e distarbios da pele (CHALIK et
al. 2017 e ITO et al. 2018).

43 FONTES DE OBTENCAO DE AST E FORMAS FARMACEUTICAS AVALIADAS

A maioria dos estudos utilizou capsulas (n=15) como meio de intervengao, seguida de
comprimidos (n=2) e géis (n=2). Por outro lado, 6 estudos ndo reportaram a forma farmacéutica
utilizada. No Brasil, a definicdo de suplemento alimentar limita esses produtos a itens ofertados
em formas farmacéuticas (ANVISA., 2018b).

A fonte de obtengdo da AST utilizada nas intervencdes foi informada em 15 estudos.
Aproximadamente 48% dos estudos relataram utilizar AST obtida de microalga
Haematococcus pluvialis (n=12), enquanto 8% relataram que a AST foi originada da bactéria
Paracoccus carotinifaciens (n=2) e 4% do Krill. Em consonancia com a principal origem da
AST caracterizada nessa revisao de escopo, no Brasil, a ANVISA limita o uso comercial da
AST a produtos obtidos a partir da Haematococcus pluvialis conforme define a RDC 243, que

dispde sobre os requisitos sanitarios dos suplementos alimentares (ANVISA., 2018b).

4.4 MEDIDAS DE DESFECHO DOS ESTUDOS SOBRE AST

Em relacdo aos parametros avaliados apds a suplementacio com AST,
aproximadamente 38% dos estudos investigaram a avalia¢cdo de biomarcadores relacionados ao
estresse oxidativo (n=9), visto que a ingestdo de AST tem como caracteristica a acdo
antioxidante no organismo. Os biomarcadores mais citados nas avaliacdes foram o
malonaldeido (MDA) analisado em 6 estudos, o superoxido dismutase (SOD) analisado em 4
estudos e o isoprostano (ISP) analisado em 2 estudos. Seis estudos avaliaram os pardmetros em

relagdo ao perfil lipidico, 3 estudos avaliaram marcadores inflamatorios como a IL-6, 3 estudos
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avaliaram perfil imunondgico como os leucdcitos e 4 estudos avaliaram o indice de massa
corporal (IMC).

A partir da conclusdo dos autores, foi possivel classificar os efeitos como positivo,
negativo ou nulo para os 25 estudos incluidos. Os desfechos foram classificados como positivos
quando ao menos um parametro resultou em melhora pos-suplementacao, desde que nao
houvesse piora de parametros; foram categorizados como nulos quando a suplementagdao nao
demonstrou melhora ou piora dos parametros; e por fim, foram classificados como negativos
quando demonstraram piora de a0 menos um parametro.

Os principais efeitos relacionados a condigdes de saude influenciadas pela
suplementagio com AST e os desfechos estdo descritos no GRAFICO 6. O desfecho foi
positivo na ampla maioria dos estudos avaliando o uso da AST em humanos. Em
aproximadamente 96% (n=24) dos estudos, houve melhora nos pardmetros mediante a
suplementagdo com AST, destacando-se (n° de estudos/frequéncia de desfecho positivo): acao
antioxidante (7/100%); modulagdo de resposta imune e inflamatoria (4/75%); diabetes mellitus
tipo 2 (3/100%); desempenho fisico e oxidagdo de gordura (3/100%); fungdo cognitiva
(2/100%); rejuvenescimento e agdo antioxidante na pele (2/100%); acuidade visual (1/100%);
sono (1/100%); perfil lipidico (1/100%) e fatores antropométricos (1/100%). Desfecho nulo
ocorreu em apenas um estudo, no qual a AST ndo atenuou a lesdo muscular apés exercicios
fisicos em homens treinados em atividades de resisténcia. Nao houve desfecho negativo nos

estudos analisados.

GRAFICO 6 - Condicdes de saude avaliadas com suplementagdo de AST e o desfechos positivos nos

estudos (n=25)
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4.5 CARACTERISTICAS DOS ESTUDOS SOBRE AST RELACIONADOS AS
CONDICOES DE SAUDE

4.5.1 Acao antioxidante

A AST proporcionou efeitos positivos sobre os biomarcadores de estresse oxidativo,
suprimindo de forma geral a peroxidacao lipidica e estimulando a atividade do sistema de defesa
antioxidante em 7 artigos avaliados (TABELA 03).

Efeitos da AST no estresse oxidativo foram analisados em 23 adultos coreanos com
sobrepeso ou obesos durante 3 semanas. Dez individuos do sexo masculino com peso corporal
normal foram incluidos como grupo controle. Os individuos com sobrepeso ou obesos foram
randomizados para os grupos de dose de AST 5 mg (normal) e 20 mg (alta) e instruidos a ingerir
a dose de AST uma vez ao dia com café da manha por 3 semanas. Biomarcadores de estresse
oxidativo como MDA, isoprostano (ISP), SOD e TAC foram mensurados no inicioe 1,2 ¢ 3
semanas apos a administracdo de AST. Em comparac¢do com a linha de base dos individuos
com sobrepeso ou obesos, os niveis de MDA e ISP foram significativamente reduzidos,
enquanto os niveis de SOD e TAC foram significativamente aumentados nos dois grupos de
dose apos a intervencao de 3 semanas. A concentragdo plasmatica de AST no grupo de 20 mg
foi significativamente maior do que no grupo de 5 mg durante 3 semanas. No entanto, nenhum
dos biomarcadores foi significativamente diferente entre os dois grupos suplementados durante
a intervengao de 3 semanas. Isso indica que a concentragao plasmatica e o efeito clinico do AST
ndo sdo proporcionais. (CHOIL; KIM; CHANG; KYU-YOUN et al., 2011).

Foi conduzido um estudo com o proposito de investigar como a suplementagdo de AST
atua na protegao contra os efeitos do estresse oxidativo em pessoas saudaveis fumantes. Trinta
e nove fumantes (=20 cigarros/dia) e 39 ndo fumantes foram incluidos neste estudo. Os
fumantes foram divididos aleatoriamente em trés grupos de dosagem para receber AST em
doses de 5, 20 ou 40 mg (n = 13, cada) uma vez ao dia, durante 3 semanas. Biomarcadores de
estresse oxidativo, MDA, ISP, SOD e TAC, ¢ os niveis de AST no plasma foram medidos no
inicio e apos 1, 2 e 3 semanas de tratamento. Em comparac¢do com a linha de base, os niveis
plasmaticos de MDA e ISP diminuiram, enquanto o nivel de SOD e a TAC aumentaram em
todos os grupos de intervengao durante o periodo de 3 semanas. Em particular, os niveis de ISP
mostraram uma diminui¢do dependente da dose apos a ingestdo de AST. As descobertas

indicam que a administragdo de AST como suplemento pode impedir os danos causados pela
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oxidagdo em individuos que fumam, inibindo a oxidacao dos lipidios e promovendo a atividade
do sistema antioxidante nos fumantes (KIM; CHANG; CHOI; YOUN et al., 2011).

A suplementacdo de AST combinada com chocolate amargo melhorou sua
biodisponibilidade e influenciou marcadores de hipoxia e estresse oxidativo em individuos
idosos saudaveis do Reino Unido. Trinta e dois individuos com idade entre 60 e 70 anos foram
suplementados conforme segue descricdo: o primeiro grupo recebeu por via oral 10 g de
chocolate amargo (DC); o segundo grupo recebeu 7 mg de AST; o terceiro grupo foi
suplementado com 10 g de DC e 7 mg de AST ingeridos simultaneamente; e tltimo grupo de
individuos recebeu 10 g de uma formulagao de DC contendo 7 mg de AST cocristalizado (L-
DC-AST), uma composi¢ao nutrac€utica altamente biodisponivel recentemente desenvolvida
de DC contendo flavonoides de cacau e AST. A suplementag@o ocorreu durante 4 semanas. A
AST sérica, o 6xido nitrico, MDA, LDL oxidado e os pardmetros de oxigenacdo foram
avaliados. Ap6s um més de consumo, a formulagdo de AST resultou em um aumento sérico 20
vezes maior da substancia, enquanto a formulagdo L-DC-AST apresentou um aumento de 40
vezes em relagdo aos valores iniciais. Ambos os antioxidantes ingeridos separadamente
reduziram os niveis séricos de LDL oxidada e MDA. No entanto, o efeito da formulacao L-DC-
AST foi mais proeminente. Valores mais elevados do nivel de 6xido nitrico foram observados
apos ingestdo de DC e AST, especialmente no caso da formulagao L-DC-AST, sugerindo
efeitos aditivos/sinérgicos de DC e AST na produ¢do de 6xido nitrico. Essas mudangas estdo
em acordo com o aumento em transporte de oxigénio no plasma e saturagdo de oxigénio nos
tecidos vistos em voluntarios suplementados com formulagdo L-DC-AST (PETYAEV;
KLOCHKOV; CHALYK; PRISTENSKY et al., 2018).

Efeitos da suplementag¢do da AST sobre o estresse oxidativo também foi estudada em
jovens jogadores de futebol de Belgrado, na Sérvia. Quarenta atletas saudaveis com idade entre
26 e 32 anos foram suplementados com AST 4 mg/dia ou placebo durante 90 dias
(aproximadamente 12 semanas). Coleta de sangue foi realizada em trés momentos: antes da
suplementacdo (linha de base), apos 45 dias de suplementacao e apos 90 dias de suplementagao.
Colesterol total, HDL e TG foram avaliados. A atividade da enzima paraoxanase tipo 1 (PON1)
e os biomarcadores de estresse oxidativo também foram examinados: conteudo total de grupos
sulfidrila (grupos -SH), substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), produtos de
proteinas de oxidacdao avancada (AOPP) e balango redox. A suplementacdo com AST pode
aumentar o contetdo total de grupos SH e melhorar a atividade de PON1. Os niveis de TBARS
diminuiram apds 45 dias e aumentaram apds 90 dias de treinamento regular de futebol em

ambos os grupos (treinamento, p < 0,001). O equilibrio redox diminuiu significativamente em
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resposta ao treinamento regular, independentemente do grupo de tratamento. Os parametros
lipidicos medidos permaneceram dentro dos limites normais de referéncia laboratorial. Assim,
a AST pode ser de especial interesse para os atletas mais suscetiveis ao estresse oxidativo,
fornecendo suporte adicional para sistemas de defesa antioxidante enddégenos enzimaticos e ndo
enzimaticos, a fim de atenuar aumentos na produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs).
(BARALIC; DJORDJEVIC; DIKIC; KOTUR-STEVULIEVIC et al., 2013).

Em jovens ativos, a AST demonstrou a capacidade de elevar os niveis de glutationa,
enquanto ndo teve impacto na oxidacao de gordura durante a atividade fisica. Quatorze homens
com média de idade de 23 anos, foram suplementados com 6 mg/dia de AST ou placebo durante
4 semanas. Amostra de sangue em jejum foi obtida para avaliar marcadores de estresse
oxidativo: glutationa, perdéxido de hidrogénio, AOPP e MDA. Os participantes também
completaram um teste de exercicio graduado apds tratamento para determinar a utilizagdo do
substrato durante o exercicio em niveis crescentes de intensidade. A glutationa foi
aproximadamente 7% maior ap6s a suplementa¢do de AST em comparagdo com o placebo. O
peroxido de hidrogénio plasmatico e o MDA nao foram diferentes entre os tratamentos (p >
0,05). Embora ndo estatisticamente significativo (p = 0,45), os AOPP foram reduzidos em
aproximadamente 28%. Durante um periodo de quatro semanas, a administragao diaria de 6 mg
de AST resultou em um aumento de glutationa em homens jovens ativos. No entanto, ndo houve
influéncia nos indicadores de estresse oxidativo nem na utilizagdo de substratos durante o
exercicio. Isso sugere que a AST possui potencial como agente para elevar o nivel de
antioxidantes endégenos de forma eficaz (MCALLISTER; METTLER; PATEK; BUTAWAN
etal.,2022).

Pacientes com deméncia apresentam um acimulo anormal de hidroperdxidos
fosfolipidicos (PLOOH) nos eritrdcitos, sendo que xantofilas dietéticas, como a AST, sdo
consideradas capazes de prevenir esse acimulo. Trinta individuos japoneses saudaveis com
idade entre 50 e 69 anos foram suplementados com AST por 12 semanas (6 mg, 12 mg ou
placebo). Antes e depois do periodo de suplementacdo (semanas 0 e 12, respectivamente), dados
antropométricos (altura, peso corporal e pressdo arterial) e amostras de sangue foram coletados
dos individuos. Ao completar 12 semanas de tratamento, observou-se que nos grupos que
receberam doses de 6 e 12 mg de AST, as concentragdes dessa substancia nos eritrocitos eram
superiores em comparagdo ao grupo que recebeu placebo. Em contrapartida, nos grupos que
receberam AST, as concentragdes de PLOOH nos eritrécitos foram inferiores as do grupo
placebo. No plasma, também foram registrados niveis ligeiramente menores de PLOOH apo6s o

tratamento com AST. Os resultados indicam que a AST ¢ absorvida apds a ingestdo, sendo
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posteriormente distribuida e armazenada nos eritrocitos. Nesse contexto, a AST desempenha o
papel de um antioxidante ao reduzir os niveis de PLOOH, que servem como marcadores de
estresse oxidativo (NAKAGAWA; KIKO; MIYAZAWA; CARPENTERO BURDEOS et al.,
2011).

A atenuagdo do estresse oxidativo e dano muscular foi investigada em jovens
jogadores de futebol de elite através da suplementagdo de AST. Trinta e dois individuos
masculinos de Belgrado foram suplementados com 4 mg de AST ou placebo durante 90 dias
(aproximadamente 12 semanas). Foram avaliados antes e ap6s 90 dias a analise de TBARS, de
AQPP, anion superoxido, TAC, SH, SOD, creatina quinase sérica e aspartato aminotransferase
(TGO). Apo6s analise dos resultados, os niveis de TBARS permaneceram praticamente
inalterados em ambos os grupos, apds periodo observacional. Niveis basais de AOPP nao
mudaram ao longo do estudo. As concentracdes de anion superoxido aumentaram
significativamente apos o exercicio no grupo placebo, enquanto ndo houve alteragdo no TGO
ao mesmo tempo. Os niveis de TAC diminuiram pos-exercicio em ambos 0s grupos, mas essas
mudangas atingiram significancia estatisticas apenas no grupo placebo (P<0,01). Ambos os
grupos AST e placebo experimentaram aumento no contetdo total dos grupos SH (em 21% e
9%, respectivamente). A atividade da SOD diminuiu significativamente tanto em P quanto em
no grupo suplementado no final do estudo. Os resultados do estudo sugerem que o exercicio e
o treinamento de futebol estdo associados a produgdo altamente aumentada de radicais livres e
estresse oxidativo (observado através de anion superdxido e TBARS), o que pode diminuir a
eficiéncia do sistema antioxidante (observado através da diminuigdo de SOD e TAC), como
seus componentes sao usados para extinguir os radicais nocivos produzidos. A suplementacio
com AST pode prevenir a indu¢do da produ¢do de radicais livres e a deplecdo da defesa
antioxidante ndo enzimatica em jovens que praticam exercicio fisico (DJORDJEVIC;

BARALIC; KOTUR-STEVULIJEVIC; STEFANOVIC et al., 2012) (TABELA 03).

4.5.2 Modulagado da resposta imune e inflamacao

Homens e mulheres foram recrutados em 4 estudos para investigar o efeito do
suplemento dietético contendo extrato de AST sobre a resposta imune e inflamacao (TABELA
4).

O efeito da suplementacgdo de AST foi avaliado em mulheres climatéricas saudaveis
para avaliar os parametros hepaticos e leucocitarios. Foram avaliadas vinte e nove mulheres

com idades entre 46 e 56 anos. Quatorze mulheres receberam 12 mg/dia de AST, enquanto 15
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mulheres receberam placebo, durante um periodo de 3 meses (aproximadamente 13
semanas). Seus respectivos parametros laboratoriais foram determinados antes e apos o
tratamento. Foram analisadas concentracdes de enzimas hepaticas, como aspartato
aminotransferase (TGO) e alanina aminotransaminase (TGP), derivados de metabolitos reativos
de oxigénio (d-ROMs), 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina urinario (8-OHdG), potencial
biologico antioxidante (BAP) e leucocitos. O aumento significativo de leucocitos no sangue
apos a suplementagdo de AST foi inesperado neste estudo e merece mais investigagdes. A
reducdo leve, mas significativa, nos niveis de TGP e TGO durante a suplementagdo de AST se
mostrou interessante. Nao foram observadas alteragdes significativas nos niveis de d-ROMs
séricos ¢ 8-OHdG urinério, além dos niveis de BAP apds o tratamento com AST (CHEN;
KOTANI, 2017).

Um estudo foi realizado em Seul na Coreia para avaliar a modula¢do da resposta
imune, estado oxidativo e inflamagdo em quarenta e duas mulheres adultas jovens saudaveis
com média de idade de 21,5 anos. As participantes receberam 0, 2 ou 8 mg de AST diariamente
por 8 semanas. Avaliagdes da resposta imune foram conduzidas nas semanas 0, 4 e 8, enquanto
o teste tuberculinico foi executado durante a semana 8. Em cada uma dessas semanas, sangue
foi colhido de todos os 42 participantes em um unico dia. A fun¢do imune e o estado oxidativo
foram analisados a partir das amostras de sangue coletadas dentro de um periodo de 24 horas.
Os marcadores imunolédgicos significativamente aumentados pela ingestdo de AST incluiram
proliferagao de linfocitos induzida por mitégenos de células T e células B, atividade citotoxica
de células natural killer (NK), producdo de interferon-gama (IFN-y) e IL-6. Aprimoramento
desses marcadores imunoldgicos corresponderam ao aumento do ntimero de células T e B totais
circulantes. Além disso, os individuos que receberam AST também mostraram uma resposta
aumentada a tuberculina, um teste clinico confiavel para avaliar a fun¢do das células T in vivo.
A AST diminuiu um biomarcador de dano oxidativo do DNA (8-OHdG) mas nio influenciou
significativamente as concentragdes plasmaticas de isoprostano em todos os periodos estudados
(ndo houve diferenca na peroxidacdo lipidica no estudo). A concentracio média geral de
isoprostano se manteve igual em todos os tratamentos (PARK; CHYUN; KIM; LINE et al.,
2010).

Para testar o estresse oxidativo e a inflamacdo em jovens jogadores de futebol, foi
realizado uma investigagao com quarenta atletas de Belgrado na Sérvia. Os jogadores de futebol
foram distribuidos aleatoriamente em grupos AST ou placebo. Sob procedimentos duplo-cegos,
os individuos receberam suplementos de AST (4 mg por dia) ou placebo durante 90 dias

(aproximadamente 12 semanas). Foi investigado o efeito da suplementagdo de AST na
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Imunoglobulina A salivar (sIgA) e no estado de estresse oxidativo no plasma, juntamente com
alteragdes nos parametros bioquimicos e na contagem total/diferencial de leucocitos. Amostras
de saliva e sangue foram coletadas no inicio do estudo e apds 90 dias de suplementacido. Apos
90 dias de treinamento e suplementagdo, ocorreu um aumento significativo da concentracao
absoluta e da taxa de secre¢do de sIgA no grupo suplementado apos 90 dias quando comparado
aos valores basais, enquanto ndo houve alteracdes significativas no grupo placebo. A
suplementagdo com AST melhorou a resposta de sIgA e atenuou o dano muscular,
provavelmente devido ao restabelecimento do equilibrio redox, prevenindo assim a inflamagao
induzida pelo treinamento fisico rigoroso (BARALIC; ANDJELKOVIC; DJORDIJEVIC;
DIKIC et al., 2015).

A administragdo de suplementos de AST nao apresentou efeitos de redugdo na lesdo
muscular apds exercicios excéntricos em homens com treinamento de resisténcia. Vinte homens
americanos saudaveis com idade média 25 anos foram suplementados com 8mg/dia de AST ou
placebo por 3 semanas. A dor muscular, a creatina quinase ¢ o desempenho muscular foram
medidos antes e 96 horas apds o exercicio. Para todas as varidveis dependentes, ambos os
grupos de tratamento apresentaram respostas semelhantes, o que sugere que a suplementacao
de AST ndo tem um efeito positivo sobre os marcadores indiretos de lesdo muscular esquelética
apods exercicios excéntricos em homens com treinamento em resisténcia. O uso de AST antes e
durante os dias ap6s o exercicio excéntrico ndo foi associado a efeitos benéficos em homens
treinados em resisténcia. Baseado nesses dados, recomendagdes para o uso de AST para fins de
atenuagdo de marcadores de lesdes musculares ndo se justificam (BLOOMER; FRY;

SCHILLING; CHIU et al., 2005) (TABELA 4).

4.5.3 Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)

A AST pode ser considerada benéfica na modificacdo do estresse oxidativo e na
prevengao de complicagdes do DM2, conforme os 3 artigos avaliados nessa revisdao (TABELA
5).

A AST foi suplementada em pacientes com DM2 para avaliar os efeitos antioxidantes
e anti-inflamatdrio na expressao dos microRNAs (miR-146* e miR-126), niveis circulantes de
MDA e IL-6. A patogénese do DM2 estd associada ao estresse oxidativo cronico e a
inflamagdo. E bem conhecido que a expressdo de alguns miRNAs, como o miRNA-146a, ¢
aumentada em pacientes diabéticos e hiperglicémicos, enquanto o0 miRNA-126 circulante ¢

reduzido. Foram administrados 8 mg/dia de AST por via oral ou placebo a um grupo de 44
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pacientes durante de 8 semanas, todos com idades entre 30 e 60 anos, que sofriam de DM2. A
suplementagdao de AST diminuiu os niveis plasmaticos de MDA e IL-6 (P < 0,05), além de
reduzir o nivel de expressdo de miR-146a ao longo do tempo (P < 0,05) comparado com o
placebo. Enquanto isso, um aumento no nivel de miR-126 foi detectado, mas ndo foi
estatisticamente significativo (SHOKRI-MASHHADI; TAHMASEBI; MOHAMMADI-ASL;
ZAKERKISH et al., 2021).

A AST atua como um antioxidante e, nos ultimos anos, ocorreu uma crescente atengao
para seu emprego na prevencao de condi¢cdes como diabetes e aterosclerose. Foram analisados
os efeitos da suplementacdo de AST por 12 semanas nos niveis de hemoglobina glicada
(HbAlc), perfis lipidicos e pardmetros bioquimicos. Os participantes também foram
submetidos a um teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) de 75 g, teste de funcdo endotelial
vascular e medicdo da 4area de gordura visceral. Cinquenta e trés voluntarios japoneses
saudaveis, incluindo individuos pré-diabéticos, com idade de 20 a 74 anos foram suplementados
com 12mg/dia de AST ou placebo. Apds a suplementacdo de AST por 12 semanas, os niveis
de glicose apds 120 min em TOTG de 75 g diminuiram em comparagao com aqueles antes da
suplementagdo. Além disso, os niveis de HbAlc (5,64 + 0,33 vs. 5,57 + 0,39% (p< 0,05),
apolipoproteina E (4,43 + 1,29 vs. 4,13 = 1,24 mg/dL (p <0,05) e VLDL modificada com MDA
(87,3 £ 28,6 vs. 76,3 £ 24,6 U/L (p < 0,05) foram também diminuidos, enquanto os niveis de
colesterol total (CT), TG e HDL permaneceram inalterados. O indice de Matuda, que ¢ um dos
parametros de resisténcia a insulina, melhororam no grupo AST em comparagao aos resultados
prévios a suplementacao. AST diminui o nivel de HbA1c em voluntérios saudaveis e individuos
com pré-diabetes (URAKAZE; KOBASHI; SATOU; SHIGETA et al., 2021).

A suplementagdo da AST em terapia combinada com metformina avalia a reducdo do
estresse oxidativo e a defesa antioxidante em pacientes com DM2. Cinquenta individuos
iranianos com idade entre 20 e 60 anos diagnosticados com DM2 foram suplementados com 10
mg/dia com AST-+metformina ou placebo+metformina por 12 semanas. A concentracdo de
MDA e a capacidade antioxidante total (TAC) sérica foram avaliadas como indices
oxidativos. Também foi avaliado o Fator nuclear derivado de eritréide 2 (Nrf2) como o fator de
transcricdo mais critico da defesa antioxidante. Além disso, a atividade das enzimas
antioxidantes, superoxido dismutase (SOD) e catalase foram calculadas. A combinacdo de
suplementagdo de AST-metformina causou um aumento significativo nas atividades de SOD e
catalase, bem como induziu a expressdo da proteina Nrf2 em comparagdo com o grupo
placebo. No entanto, ndo teve um efeito significativo nos niveis de MDA e TAC. A AST

controlou o estresse oxidativo por meio de um efeito sinérgico com a metformina e melhorou a
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capacidade antioxidante geral ao induzir o fator de transcrigdo e ativar a SOD e a catalase
em pacientes com DM2. Como resultado, a terapia combinada de AST e metformina pode ser
considerada benéfica na modificacdo do estresse oxidativo e na preven¢do de complicagdes do
DM2 (ROUSTAEI RAD; MOVAHEDIAN; FEIZI; AMINORROAYA et al., 2022) (TABELA
5).

4.5.4 Desempenho fisico e oxidagao de gordura

Esta revisdo de escopo identificou que homens e mulheres saudaveis foram recrutados
em 3 estudos para investigar o efeito do suplemento dietético contendo AST no desempenho
fisico, oxidacdo de gordura e estresse oxidativo (TABELA 6).

O efeito da suplementagdo de AST no desempenho e oxidac¢ao de gordura durante um
contra-relogio de ciclismo de 40 km foi avaliado no Reino Unido em 12 ciclistas do sexo
masculino treinados recreativamente. Esses individuos tinham entre 21 e 33 anos de idade e
foram suplementados com AST 12mg/dia ou placebo por 7 dias (1 semana). Frequéncia
cardiaca, classificacdes de fadiga e avaliagdes de esfor¢o percebido para o corpo inteiro e
membros inferiores foram medidos a cada 10 km. Uma amostra de sangue capilar por picada
no dedo foi coletada em repouso e a cada 10 km durante o desempenho no contra-relogio para
determinar o lactato sanguineo, glicose e triglicerideos. O ar expirado respiracao a respiragao
foi obtido durante o 10°, 20°, 30° e 40° km do contra-relogio. Os dados dos gases respiratorios
foram entdo usados para calcular as taxas de oxidagdo de gordura corporal e carboidratos
(FATox e CHox, respectivamente). O tempo para completar o contra-relogio de ciclismo de 40
km melhorou em 1,2 + 1,7% apds a suplementacdo de AST, de 70,76 + 3,93 min na condi¢ao
placebo para 69,90 + 3,78 min na condi¢ao com AST. As taxas de oxidagao de gordura corporal
total também foram maiores e a taxa de troca respiratéria menor entre 39—40 km na condigao
de AST (BROWN; WARNER; DEB; GOUGH et al., 2021).

Por outro lado, a influéncia da adicdo de AST a capacidade de locomogdo e a
diminui¢do do estresse oxidativo foi examinada em um grupo de 24 idosos saudaveis, com
idades entre 67 e 95 anos, que residiam em institui¢des de longa permanéncia para idosos no
Japao. Os individuos do grupo AST receberam suplementagdo com 24 mg/dia; enquanto o outro
grupo ingeriu placebo por 16 semanas. Esses individuos foram comparados usando medidas de
componentes corporais (peso corporal, porcentagem de massa muscular e porcentagem de
gordura corporal), niveis séricos de d-ROM, distancia percorrida em 6 minutos de caminhada,

niveis de lactato sanguineo apos o teste de caminhada de 6 minutos e for¢ca muscular (pico de
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torque de extensdo do joelho e a forga de preensdao manual). A distancia percorrida foi
significativamente maior no grupo da AST do que no grupo placebo, apesar de uma reducao
significativa nos niveis de lactato apds caminhada. No entanto, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos na massa e for¢a muscular. Nao foram encontradas
diferencas significativas na composi¢ao corporal em nenhum dado. O suplemento de AST
durante 16 semanas ¢ eficaz para aumentar a capacidade de resisténcia dos idosos. Portanto,
efeito foi provavelmente acompanhado por um aumento na resisténcia em vez de um aumento
na for¢ca muscular (NAKANISHI; KANAZASHI; TANAKA; FUJINO, 2022).

A suplementagdo de AST foi avaliada em homens finlandeses saudaveis afim de
avaliar a peroxidacao lipidica, absor¢ao da AST na corrente sanguinea e a seguranca deste
suplemento. Foi examinado um grupo de 40 individuos com idade entre 19 e 33 anos, em que
metade ingeriu placebo e outra metade ingeriu 8 mg/dia de AST durante 3 meses
(aproximadamente 13 semanas). Os parametros avaliados nesses individuos foram: perfil
lipidico, pressao arterial, hemoglobina, hematocrito, eritrocitos, marcadores inflamatorios (IL-
6 ¢ IL-2, proteina C reativo), leucdcitos e enzimas do figado como a TGP e gamma-
glutamiltransferase. Foi observado que os niveis plasmaticos de 4cidos graxos 12- e 15-hidroxi
foram reduzidos de forma estatisticamente significativa no grupo AST (p = 0,048 ep = 0,047,
respectivamente) durante a suplementagdo, mas nao no grupo placebo. O estudo sugere que a
absorcao intestinal de AST entregue na forma de capsulas ¢ adequada e bem tolerada. Para os
demais parametros avaliados nao houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo
AST e placebo (KARPPI; RISSANEN; NYYSSONEN; KAIKKONEN et al., 2007) (TABELA
0)..

4.5.5 Fungdo cognitiva

Homens e mulheres saudaveis foram recrutados em dois estudos para investigar o
efeito do suplemento dietético contendo extrato rico em AST sobre a fun¢do cognitiva
(TABELA 7).

O primeiro estudo foi realizado no Japao e avaliou 54 individuos entre 45 e 54 anos,
suplementados com 4 unidades didrias de geleias (2 apds café da manha e 2 apds jantar), sendo
cada geleia fonte de 2 mg de AST. Assim, a suplementacdo diaria de AST alcangou a
concentragdo de 8 mg/dia e ocorreu durante 8 semanas (HAYASHI; ISHIBASHI; MAOKA,
2018). A fonte de obtencao da AST desse estudo foi a Paracoccus carotinifaciens, uma bactéria

Gram-negativa aerobia isolada do solo (TSUBOKURA; YONEDA; MIZUTA, 1999). Os
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grupos foram comparados utilizando testes de memoria de palavras, fluéncia verbal e Stroop.
O grupo da AST experimentou um aumento (0,173 0,058 pg/ml) no nivel de AST no sangue
quando comparado ao grupo placebo. No entanto, ndo houve diferengas significativas nos
resultados dos testes entre os grupos AST e placebo. Por outro lado, uma anélise de subgrupo
foi realizada apo6s a divisao dos individuos nas faixas etarias <55 anos e >55 anos. O resultado
de "palavras lembradas apds 5 minutos" no teste de memoria de palavras aplicados a individuos
<55 anos demonstrou melhora significativa no grupo AST quando comparado ao grupo
placebo. Este melhor desempenho da AST nao foi observado em individuos com idade >55
anos (HAYASHI; ISHIBASHI; MAOKA, 2018).

O segundo estudo, também realizado no Japao, avaliou 89 individuos (55,743,7 anos
de idade) que se queixavam de esquecimento relacionado a idade. Este estudo teve como
objetivo validar os efeitos benéficos da AST obtida da Haematococcus pluvialis na avaliagdo
da fungdo cognitiva em seres humanos. Baseado nos resultados preliminares da pesquisa, uma
dose elevada de 12 mg/dia e uma dose baixa de 6 mg/dia foram avaliadas num periodo de 12
semanas de suplementacao. Essas dosagens foram selecionadas para avaliar a existéncia de uma
eventual resposta a dosagem. A fun¢do cerebral foi avaliada utilizando os testes CogHealth e
Groton Maze Learning Test (GMLT), permitindo a obtencdo de medidas objetivas em um
amplo numero de individuos. As pontuagdes da bateria CogHealth melhoraram somente no
grupo de alta dosagem (12 mg de astaxantina/dia) ap6s 12 semanas. As pontuacdes do GMLT
melhoraram nos grupos de baixa dosagem (6 mg de astaxantina/dia) e de alta dosagem
comparado ao grupo placebo (KATAGIRI; SATOH; TSUJI; SHIRASAWA, 2012) (TABELA
7).

4.5.6 Rejuvenescimento e protecdo antioxidante da pele

Individuos saudaveis foram recrutados em 2 estudos para investigar o efeito da AST
no rejuvenescimento e proteg¢do da pele (TABELA 8).

A AST foi suplementada em trinta ¢ uma pesssoas de ambos o sexo para avaliar
alteragdes morfoldgicas relacionadas a idade dos componentes residuais da superficie da pele
(RSSC) em voluntarios de meia-idade. Os participantes foram analisados na cidade de Saratov
na Russia e tinham mais de 40 anos. Eles foram suplementados com 4 mg/dia de AST por 4
semanas. Nao havia grupo de controle separado (placebo), mas foi usado o design longitudinal
(“antes-depois™), garantindo que o ponto inicial (pré-suplementago) do estudo serviu como um

controle interno para medi¢des pos-intervencao feitas em cada participante do estudo. Amostras



62

de sangue foram coletadas nos dias 0, 15 e 29 para medir os niveis plasmaticos de MDA que
permitiram avaliar o estresse oxidativo sistémico. Analise morfologicas com amostras RSSC
foram coletadas usando swabs de poliéster da superficie da pele facial (lados do nariz) nos dias
0 e 29. Quando os niveis de MDA nos dias 15 e 29 foram expressos como % do valor inicial
(dia 0), a quantidade de MDA detectavel no dia 15 foi de 88,8% do inicial, e esse valor diminuiu
ainda mais para 78,3% no final do estudo (dia 29). A descamacgao de cornedcitos em amostras
colhidas antes da AST consumo (dia 0) e ap6s quatro semanas de ingestdo de AST (dia 29)
foram reduzidos na maioria dos voluntarios (CHALYK; KLOCHKOV; BANDALETOVA;
KYLE et al., 2017).

O papel protetor da AST para a deterioragdo da pele induzida por radiacdo UV em
pessoas saudaveis foi avaliada em 22 individuos japoneses com idade de 30 a 56 anos. Uma
capsula de AST de 4 mg ou placebo foi administrada todos os dias durante 9 semanas. Para
avaliar o efeito dos raios UV na pele, foi utilizado a pele do dorso da area a ser avaliada, pois
costuma receber menos exposi¢ao solar didria. Foi determinada a dose minima de eritema e
analisadas as mudangas na umidade provocadas pela exposicao aos raios UV, assim como a
perda transepidérmica de agua, no inicio do estudo e apos 9 semanas de suplementacdo. As
condi¢des subjetivas da pele foram avaliadas por meio da escala visual analdgica. Esses valores
foram medidos em 1 e 7 dias ap6s a irradiagdo. Uma area ndo irradiada perto da area irradiada
foi usada para normalizag¢do. Estas condigdes objetivas da pele foram avaliadas antes e depois
da suplementagdo. Para condi¢des subjetivas semanais da pele foi analisada “textura da pele”,
“clareza da pele”, “melhoria da pele aspera”, “melhoria dos pés de galinha”. O grupo de AST
apresentou aumento da dose minima de eritema em comparag¢ao com o placebo. Além disso, o
grupo da AST teve uma perda reduzida de umidade da pele na area irradiada em comparagao
com o placebo. As condigdes subjetivas da pele para “melhoria da pele aspera” e “textura” em
areas nao irradiadas foram significativamente melhoradas pela AST. A AST parece proteger a
deterioracdo da pele induzida por UV e ajuda a manter a pele sauddvel em pessoas

2 ¢¢

saudaveis. Nao houve diferencas significativas em “claridade da pele”, “melhoria dos pés de
99 ¢

galinha”, “melhoria do opacidade da pele” e “melhoria dos sulcos nasolabiais” (ITO; SEKI;

UEDA, 2018) (TABELA 8).

4.5.7 Acuidade visual

Homens e mulheres japonesas envolvidos em trabalho regular com computador,

frequentemente apresentam fadiga ocular. Os efeitos de uma dieta que inclui AST foram
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examinados em um conjunto de pessoas que desempenham atividades no computador.
Cinquenta e nove adultos saudaveis foram suplementados com 9 mg/dia de AST ou placebo
por 6 semanas. A acuidade visual, a acuidade visual funcional e a taxa de constri¢do da pupila
foram medidas antes e depois do trabalho terminal de exibi¢do visual. Em participantes com
idade >40 anos, a acuidade visual apds o trabalho terminal de exibi¢ao visual demonstrou um
maior efeito protetor no grupo AST versus o grupo controle (p<0,05). Em participantes com
menos de 40 anos, nenhuma diferenga significativa foi observada entre os grupos AST e
controle. Além disso, nenhuma diferenca significativa foi encontrada na acuidade visual
funcional e na taxa de constricdo pupilar entre os grupos AST e controle. Esses resultados
sugerem que a AST reduz o estresse oxidativo causado pelo trabalho do terminal de exibicao
visual em pessoas de meia-idade e idosos (SEKIKAWA; KIZAWA; LI; MIURA, 2023)
(TABELA 9).

4.5.8 Melhora o sono

A suplementacdo de AST foi investigada sobre o estado de estresse € sono em
individuos japoneses. Cinquenta e quatro voluntarios com idade de 20 a 64 anos foram
suplementados com 12 mg/dia de AST ou placebo por 8 semanas. Foram avaliados com o
Profile of Mood States 2nd Edition para estresse € Oguri—Shirakawa—Azumi Sleep Inventory
para a versdo de meia-idade e idade para dormir. Nao foram observadas diferencas
significativas entre grupos no estresse € no sono. Uma andlise de subgrupo foi realizada apds a
divisdo dos sujeitos em dois grupos: aqueles que pontuaram >65 e aqueles que pontuaram <65
na dimensdo “Depressdo—Dejecdo” do Profile of Mood States 2nd Edition. O sono de
individuos que pontuaram > 65 ("Depressao-Deje¢ao'") mostrou melhora significativa no grupo
AST em comparacdo com o grupo placebo, enquanto nenhuma melhora significativa foi
observada no estresse e nos outros parametros (HAYASHI; KAWAMURA; KAWASHIMA;
UEMURA et al., 2020) (TABELA 10).

4.5.9 Perfil lipidico

Nesta revisao, € possivel caracterizar a AST como um suplemento com propriedades
antioxidantes e, atualmente, estd sendo avaliada para determinar sua capacidade de inibir a

oxidacdo do LDL, associada ao desenvolvimento da aterosclerose.
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Vinte e quatro voluntarios japoneses saudaveis com idade média de 28 anos foram
suplementados com concentragdes crescentes de AST: 1,8 mg, 3,6 mg, 14,4 mg ou 21,6 mg.
Seis individuos foram examinados como controle. A suplementagdo se deu por 14 dias (2
semanas). Os niveis séricos de lipidios (CT, TG, LDL, HDL) e niveis de apoliproteina foram
avaliadas. Os niveis séricos de CT, TG, LDL, HDL e apolipoproteina ndo se alteraram
significativamente durante o estudo. O tempo de laténcia do LDL foi maior (5,0, 26,2, 42,3 ¢
30,7%, respectivamente) em comparagdo ao dia O apds consumir AST nas doses de 1,8, 3.6,
14,4 ¢ 21,6 mg por 14 dias em comparagdo com o dia O, mas ndo houve diferenca na oxidagado
de LDL entre o dia O (lag time 59,9 + 7,2 min) e o dia 14 (57,2 + 6,0 min) no grupo controle
(IWAMOTO; HOSODA; HIRANO; KURATA et al., 2000) (TABELA 11).

4.5.10 Fatores antropométricos

Em homens com obesidade, a combinagao de treinamento funcional de alta intensidade
com suplementagao de AST resulta na redugdo dos niveis de adipocinas e fatores de risco
cardiovascular. Sessenta e oito homens iranianos com obesidade, apresentando indice de massa
corporal (IMC) médio de 33,6 kg/m e idade entre 19 e 36 anos foram estratificados
aleatoriamente em quatro grupos de dezessete individuos cada: grupo controle, grupo
suplemento, grupo treinamento e grupo treinamento mais suplemento. Os participantes foram
submetidos a 12 semanas de tratamento com AST ou placebo (capsula de 20 mg/dia dia). O
protocolo de treinamento consistiu em 36 sessoes de treinamento funcional de alta intensidade,
60 min/sessdes e trés sessoes/semana. Perfis metabolicos, composi¢do corporal, medidas
antropométricas, indices cardiorrespiratorios, niveis de adipocina e fatores de diferenciacdo de
crescimento 8 e 15 (GDF8 e GDF15)] foram medidos. Os resultados indicam que 12 semanas
de suplementacdo de AST e treinamento fisico diminuiram os niveis de adipocinas, a
composicao corporal, fatores antropométricos como o IMC e melhoraram os perfis lipidico e
metabolico. Esses beneficios foram maiores em homens obesos que praticaram exercicios e
usaram suplementacdo de AST (SAEIDI; NOURI-HABASHI; RAZI; ATAEINOSRAT et al.,
2023) (TABELA 12).

4.5.11 Condigoes variadas
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Algumas condi¢des variadas como o estudo da concentragdo plasmatica, absorgao,
seguranca ¢ biodisponibilidade da AST foram relacionadas em 4 artigos identificados
(TABELA 13).

A concentrag¢do plasmatica foi avaliada antes e depois da suplementacdo de AST em
individuos de meia-idade e idosos japoneses. Vinte individuos com idade de 40 a 69 anos foram
suplementados com AST nas doses de 1mg ou 3mg por dia durante 12 semanas. O sangue foi
coletado, depois de terem jejuado durante a noite, antes e depois do periodo de suplementacdo
(no inicio e apos 4 e 12 semanas). A suplementacdo com AST oportunizou concentracdo maior
apos 4 e 12 semanas nos niveis plasmaticos, quando comparado as analises prévias (tempo 0
semanas) (MIYAZAWA; NAKAGAWA; KIMURA; SATOH, 2011).

A cinética da AST no plasma e eritrocitos (globulos vermelhos) foi avaliada em 4
adultos holandeses saudaveis com idade entre 29 a 41 anos. Os individuos foram suplementados
com uma unica dose oral de 40 mg. A concentracdo de AST no plasma e nos eritrocitos foi
mensurada durante 72 h. Posteriormente, ap6s 5 dias da primeira dose de 40mg, uma dose didria
de 8 mg/dia foi administrada durante 17 dias. A concentragao de AST no plasma e eritrocitos
foi avaliada todas as manhas. Quanto a dose Unica de 40mg, a AST plasmatica atingiu um pico
(de 79 para 315 nmol/L) apdés 8 h e depois declinou (meia-vida, 18 h). Em 72 h, a AST
plasmatica havia retornado a linha de base. A AST nos eritrdcitos atingiu um pico (de 63 para
137 nmol/L células compactadas) em 12 h e posteriormente desapareceu (meia-vida, 28
h). Durante a dose diaria, a AST plasmatica aumentou até o dia 10 (187 nmol/L) e depois
diminuiu para uma concentragdo estavel semelhante a alcancada apos 2 dias. A AST oral ¢
rapidamente absorvida e incorporada nas hemadcias. O rapido declinio subsequente sugere que,
para um status acima da linha de base, a AST deve ser consumida diariamente (RUIZ-NUNEZ;
SCHUITEMAKER; DIJCK-BROUWER; MUSKIET, 2014).

Outro estudo sobre a absor¢ao da AST, nesta oportunidade combinada a habitos
tabagicos foi conduzido com 20 individuos japoneses homens e mulheres de 18 a 60 anos. A
suplementagdo foi realizada por meio de trés diferentes tratamentos: 40 mg AST 2h antes da
refeicao, 40 mg AST 10 min apos refeicao e 40mg AST 10 min apos refeicao de tabagicos. Os
3 grupos foram suplementados por 12 semanas. Amostragem de sangue foi realizada antes (0)
e4,6,8,24, 72 e 168 h apos a administracdo de AST. Andlises hematologicas, bioquimicas
sanguineas ¢ de AST também foram conduzidos nas amostras de sangue de 0 e 168 horas. A
concentragdo sérica de AST do grupo antes da refeicdo aumentou até o horario de 8 horas,
diminuindo gradativamente apos esse periodo. No grupo pos-refeicdo, a concentragao sérica de

AST aumentou gradualmente até o tempo de 24 h. Depois de um lento diminuir, em comparagao
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com o grupo antes da refeicao, a concentragdo sérica de AST também voltou ao nivel inicial
apos o ponto de tempo de 168 h. A concentracao sérica de AST do grupo pés-refeicdo fumante
aumentou até o ponto de tempo de 6 horas, e a partir dai foi diminuindo gradativamente até
atingir o nivel inicial ap6s 168 horas. A biodisponibilidade do grupo apds a refeicdo foi
significativamente superior ao do grupo antes das refeigdes. O ato de fumar teve um impacto
significativo na farmacocinética, levando a uma diminui¢do no tempo de concentracao sérica
de AST apds a sua administragdo (OKADA; ISHIKURA; MAOKA, 2009).

Com o objetivo de analisar a seguranga no consumo do suplemento de AST, um estudo
foi realizado com 35 americanos saudaveis com idade entre 35 e 69 anos. Os individuos foram
suplementados com 6mg/dia de AST ou placebo durante 8 semanas. Testes de pressao arterial
e quimica do sangue, incluindo um painel metabdlico abrangente e contagem de células
sanguineas, foram realizados no inicio do estudo e apds 4 e 8 semanas de suplementacdo. Nao
foram detectadas diferencas significativas entre os grupos tratamento e placebo apds 8 semanas
de suplementa¢dao com o extrato de algas nos parametros analisados. Esses achados indicam
que a ingestao diaria de 6 mg de AST ¢ segura para individuos adultos em boa satde (SPILLER;
DEWELL, 2003) (TABELA 13).
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5 CONCLUSAO

Pesquisas realizadas nos ultimos 20 anos avaliaram o uso de AST sobre a saude
humana, caracterizando-a como um suplemento alimentar com destacada capacidade
antioxidante. Essa revisao possibilitou o mapeamento de publicacdes, destacando a
predominancia de efeitos positivos das intervengdes com AST na prevengdo de doencas como
diabetes, envelhecimento da pele, transtornos cognitivos e sono, além da perda de acuidade
visual e deslipidemias. No entanto, ainda que os estudos demonstrem a seguranca de seu
consumo, sao necessarias maiores informagdes provenientes de estudos de intervengao humana,
randomizados, controlados e realizados em grupos populacionais definidos. Pesquisas futuras
poderao elucidar abordagens especificas, contribuindo para uma compreensao aprofundada das

alegacdes de satde relacionadas ao uso do AST como suplemento alimentar.
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APENDICE I — ESTRATEGIA DE BUSCA
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#1 astaxanthine [Supplementary Concept] OR astaxanthin*[Title/Abstract]

#2 "dietary supplement*"[Title/Abstract] OR "Dietary Supplements"[MeSH Terms] OR
"functional = food*"[Title/Abstract] OR  "Functional Food"[MeSH Terms] OR
nutraceutical*[ Title/Abstract] OR "food supplement*"[Title/Abstract] OR diet[ Title/Abstract]
#1 AND #2
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#1 TITLE-ABS-KEY (astaxanthin®)

#2 TITLE-ABS-KEY ("dietary supplement*" OR "functional food*" OR nutraceutical* OR
"food supplement*" OR diet)

#1 AND #2

WEB OF SCIENCE

#1 TS=(astaxanthin*)

#2 TS=("dietary supplement*" OR "functional food*" OR nutraceutical* OR "food
supplement*" OR diet)

#1 AND #2
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anti-ageing biomarkers after diet | A.; Gajewska,
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C.; Balagopal, P. B.

Efficacy of a red yeast rice based
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Cicero, A. F.

G.; Benvenuti, C.
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Improvement of Executive
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S.; Lombardi, F.; Castelli,
V.; Cicero, A. F.

G.; Cimini, A.; Ferri,

C.; Desideri, G.;
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Choroidal Changes in Blood Flow
in Patients with Intermediate AMD
after Oral Dietary Supplement
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Vitamin D3, Folic Acid, Lutein, and

Antioxidants.

D’Aloisio, R.; Di
Antonio, L.; Toto,

L.; Rispoli, M.; Di lorio,
A.; Delvecchio,
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heart failure: Results from a pilot

study.
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T.; Kasai, T.; Sato,

A.; Yatsu, S.; Matsumoto,
H.; Shitara, J.; Murata,
A.; Shimizu, M.; Suda,
S.; Matsue, Y.; Naito,

R.; Hiki, M.; Daida, H.
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trial testing the effects of a novel
nutraceutical compound on plasma
cardiovascular  risk

lipid and

factors: Results of the interim
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R.; Volpe, M.;

Associacao de AST

Effect of antioxidant

supplementation on  exercise-
induced cardiac troponin release in

cyclists: a randomized trial.

Klinkenberg, L. J.; Res,
P. T.; Haenen, G.

R.; Bast, A.; van Loon, L.
J.; van Dieijen-Visser, M.

P.; Meex, S. J.;

Associacao de AST

Effect of multiple dietary

supplement  containing  lutein,

astaxanthin, cyanidin-3-glucoside,
and DHA on accommodative
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Kono, K.; Shimizu,
Y.; Takahashi,
S.; Matsuoka, S.; Yui, K.;

Associagdo de AST

Effects of a New Combination of
Medical Food on Endothelial
Function and Lipid Profile in
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Pilot Randomized Trial.

Dyslipidemic
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cancer: a preliminary study.
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Astaxanthin supplementation | Liu, S. Z.; Valencia, A. Associacao de AST
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G.; Sposato, B.; Massaro,
R.; Grieco, F.; Rosano,
G.;
Comparison of Low-Dose Statin | Marazzi, Associacao de AST
Versus Low-Dose | G.; Campolongo,
Statin + Armolipid Plus in High- | G.; Pelliccia,
Intensity Statin-Intolerant Patients | F.; Quattrino, S.; Vitale,
With a Previous Coronary Event | C.; Cacciotti,
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F.; Campolongo,
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modifications after 1 year. Piermarocchi, S.
Carotenoids in Age-related | Piermarocchi, Associacao de AST
Maculopathy Italian Study | S.; Saviano, S.; Parisi,
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a randomized study. M.; Panozzo, G.; Scarpa,
G.; Boschi, G.; Lo
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cardiometabolic risk: Results of | M.; Mombelli,
a randomized, double-blind | G.; Macchi, C.; Bosisio,
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A.; Sirtori, C. R.; Magni,
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A combined effect of | Birudaraju, Associagdo de AST
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Gamma -linoleic acid (Omega-6) | A.; Chaganti, B.
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R.; Butrico, L.; Buffone,
G.; Calio, F.
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F.; Ferrarese, A. G.; de
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Bacopa monnieri, astaxanthin,

phosphatidylserine, and vitamin E

in subjects with mild cognitive
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exploratory clinical study.

Eulipidemic effects of berberine | Cicero, AF; Rovati, Associacao de AST
administered alone or in | LC; Setnikar, I.
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single-blind clinical investigation

Effect of nutraceutical with | Marchitto, N.; Sindona, Associacao de AST
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associated with intolerance to

statins and metabolic syndrome.

Use of a lipid-lowering food | Zanardi, M.; Quirico, Associagao de AST
supplement in patients on hormone | E.; Benvenuti,

therapy following breast cancer. C.; Pezzana, A,

The Role of Nutraceutical | Villano, I.; La Marra, Associacao de AST

Supplements, Monacolin K and
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Cholesterol Homeostasis in Patients

with Myopathy.

M.; Allocca, S.; Ilardi, C.
R.; Polito, R.; Porro,
C.; Chieffi, S.; Messina,




97

G.; Monda, V.; Di Maio,
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Supplementating  with  dietary | Yoon, H. S.; Cho, H. Associagdo de AST
astaxanthin combined with collagen | H.; Cho, S.; Lee, S.

hydrolysate improves facial | R.; Shin, M. H.; Chung, J.

elasticity and decreases matrix | H.;

metalloproteinase-1 and -12

expression: A comparative study

with placebo.

Effects of dietary supplementation | Imai, A.; Oda, Y.; Ito, Associacao de AST
of astaxanthin and sesamin on daily | N.; Seki, S.; Nakagawa,

fatigue: A randomized, double- | K.; Miyazawa, T.; Ueda,

blind, placebo-controlled, two- | F.;

way crossover study.

Effects of Composite Supplement | Ito, N.; Saito, H.; Seki, Associacao de AST
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People with Mild Cognitive
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Trial.

S.; Ueda, F.; Asada, T.;

Plasma carotenoid concentrations
before and after supplementation
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Miyazawa, T.; Nakagawa,
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Bioavailability of astaxanthin in
haematococcus algal extract: The
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BIWO[01I1S9[0d10dTH

Joperedwod wog

BUTJUBXE)SE 3P W ()

901 O BWIZU0D 3p 3W 7 ‘0J1[0) OPIO
op Sw Z° ‘stouesodrjod op Sw ()|
‘(seurjoorUOW p SW ¢ B AUI[LAINDI)

OY[OWLIdA ZO1Ie 9P 0JelIxd 9p Sw ()¢

D ‘nnuaAudyg o

"] 'V “01001)

OTId[019)S3[0Y21adAY
Jo sdnoi3qns
o31e] UI [RONNOORIINU PISEq

9011 1SBIA Pl © JO A0BIIJH

opepIsaqo
wod SedULRLID

o [eUIIOpqe

[019J020)-A 3p Sw ()] @ LSV P

q °d ‘edo3eeq D

Apms joid v :udapyIyd

opepisodipe 31 00¢ ‘ouadoor) op Swi ()] ‘BuUIUBXEIZ | ‘OUIIAYIS o[ ‘UIBSSOH 'D) | ul Aysodipe [euriopqe pue

9p o[nwnoe op 3w 7 ‘euroiny 9p Sw ()| ‘0u}0IRD 'V ‘UBMODDA -V saurjodipe uo sproudjored

0 o seurodipy 0qade[d | -0 9p 31 ¢ ‘oudtored- g op 1N 000 QLIYOOT Y [ ‘seur)) POXIW JO S}

[012J0903-0 W G/ | “ ‘lerwazg D) ‘zsoyred . uonejuowdddns

9 [0IOJ10[8I9[09 31 ¢ “BUIUONIAWOU[IS NAzopmed S Hq JUSLIINUOIOTW

3w ¢¢ ‘eunuexesz Jw ‘eysmonold 191p I9)Je SIoYIeWOIq

JATJBPIXO JSSAISI [ “euron Sw ¢ ‘ouddodr] 3w ¢/ ‘1S -BYSUAZIQIORIN 'V Surade-nue pue Ayoedes

9 OJUSWIIAY[OAUH 0gaoeld | Sw g7 ‘euoumnbiqn Sw (¢ ‘¢-eSow | ‘eysmafen iy YAzoreoreq JuBpIXONUE PAdUBYUY

VAVI'IVAV

OVIIANOD AOAVIVIINOD OYIISOdINOD STIOLNV OTNIIL

66

SHQOVIDOSSY INA LSV vd 0SN — 111 ADIANIdV




wod sajudroed wo

Ooﬁﬁa%ﬁ@w oxnyJ ou

-91euoon|3 10ddod 3w [ 9 oourz Sw ()]
‘00110 Op1OY Zow 0y ‘A NA SW 0€ ‘d
NA IN000T D NA SW OZ] ‘Bule[owolq

‘ouor I N
‘rodsry 1 ‘010, ]

juowdddng Are1di( 810

Io)e (QINV QIeIpauLIoju]

M SJUdNRJ U MO[]

SIEPIOIO0D SOQIBIY 0qaoe[d Sw g ‘ISV Sw Z] ‘euroin] Sw (0] | ‘oruojuy I Y ‘OISI0[V.( | poorg ur saduey)) [eproioy)
D ‘ISR D "ApiS 2ATOMIVTY

HEREE AAIULUIO REY) SUL :TId UruenA

]V 01D A | pue urqjuexeisy ‘Quddoos

I[[aIse) 4 ‘iprequio 'S ‘edooeg Sururejuo)

‘QUOIZOJIN] Y “Q[eoog "' XIJA SIUBPIXOIUY

qsseln Iy ‘opaezziN -°d ue JO uonensmuIupy

SIOABPNES SOSOPI 714 BUTWBIIA ‘1zziqeq < ‘TUBRRIN Y | WID [ -MOYS 1918 Uonoun,j

wo eARIUZ00 0BdUN] 0qooe[d 2 eunjuexe)se ‘ouadoor] ‘edooeg ‘IuejlS ¢ ‘BIS01) | 9ANNOAXH JO JudwdAoxduy

OATJBPIXO 9SSANSH

Joperedwod wog

"00119F
op1oe 3ow ()0Z @ 01O BWIZUL0D Fw
001 “LSV 3w ¢°( “eulrdaqiag Sw g4
3] eUIjOORUOW SW ()] ‘B[We W ()

‘mbew Sw ()¢ ‘0soINIX0IpIY SW G|

UA 1zum) Sy

100N[0)) ' ‘IH0J0L] D)
‘eaonIwi( ‘NS

‘0SIN 'V ‘1ZZaAR)) D)
TISOIN Y ‘I1S10D)

"Apmis 10[1d ® WO
SINSAY :SSANS AANBPIXO
puUE WSI[0qBIdWSA(]

ul [BO1INAOBINN

juouodwosn iy

paseg-joudydLjod vV

oonjoead [eoruro

Kep K19A9 ur $303[qns

001




(Bw

007) B[V SNION :S10)0B]J YSLI JR[NOSBAOIPIRD

pue (3] UIJOOBUOIN pue pidi| ewse[d

Sw ¢¢ Sw (Bw 7) 010 2wAzud0)) pue (Sow uo punodwod [ednnddeINU

0Z2) Iopmod 2011 | 007) proe o110 ‘(Sw ¢'()) QUIYIUBXEISY SN OdIoA Sy [9AOU B JO S109JJ0

158K Py ‘(Sw ‘(8w 0¢) duraqrag ‘(I urjodruOW ‘0zz] A N ‘TZUBIN Y oy 3unso) [eLn pafjonu

soonewse[d [€S) duLRgIg 3w ¢ Sw ()07) 2011 I1sBAA pay ‘(Sw R10ON[0)) 'O ‘TOI0], IV | 00 ‘PIAZIWOPURI “dNUIN N
soorprdrg ‘@MI1O1do] 01) [ouesod1[od : @sn|d prdijowry ‘uoIsmeg A 0dIBWILL], ‘purjq 93ulg
"Apnys

opnes € epeuolIoR[al
BPIA Jp opepienb
BU O BpERIE[OLIOINE
©OISIJ OpepIAle

BU SBSURPNIA

Joperedwod wog

(O eurwre)ia)
03pIS091[3-7 091qI0JSE-T OPIdL
op 3w ()¢ 9 (g BUIUE}IA) [OUILII00}

op Sw oy woo 1SV 9p Sw 7]

"H ‘epred N ‘DIIH ¥
‘0JIeN A ‘OnsieA 'S
‘epng N nziuys -y
‘ereany <[ ‘erenys cH
‘ojownsieA 'S ‘nsie A -y
‘ojeg I, ‘1esey L

‘oyey 'S ‘eleMIUS]

1071d ® wWoiy s) NSy :2In[Iej
weay yum syuaned ur
uoneyuowdddns uryuexe)se
yjuow-¢ 3urmoj|oJ

9J11 Jo Ayenb payejox
-p[eay pue A1Aanoe [eorsAyd
payodai-jjos ur saduey)

BLIBIPOULIIUL

Ie[noew ogderoud3ap

¥ ‘enbsedonsey <D
‘OI029A[( 'V

‘sjuepIxonuy
pue ‘w)ng proy o104
‘e urwe) A ‘urejoworg

‘urquexeisy uo paseq

101




9500113

Bp owsIjoqeouw

$'0) LSV ‘(8w
00S) dulqIog
‘(3] urjooeuow 3w
€ ‘3w 0Q7) 20U
158K Py ‘(Sw

01) [ouesod10( :

1

eUI[0ORUOW W § 3w ()()[) OPLIUULIDJ
OU[OULIdA ZO1IB 9 (9JU[BALI}
OwoId P 3oW ()]) +€ XoUIOL)

‘(8w 0oy) ¢-eSowQ ‘(erwedioq snnr)

“y ‘opmbrjojueg 1
‘orojues g ‘ruoddnip 'y
‘0131010 I(] ©'V ‘19SoN 'H
‘MIZIBIA Y TUBA[RD) ©°f

‘erezzey S ‘uies A

TeLLL paZiwopuey 107

V :$302[qng orwdprdifsA( ur
d[yoid prdr pue uonoun,g
[er[atpopuy uo pooq

[BOIPAIA] JO UOTIBUIqUIO))

o ootpydiy [g19d | @snid pidijounry 3wl (07) M1ALSIog @ SN[ [09STY 'V “QUOMBIA '] ‘IpURT] MON B JO 19917
VHA ‘Anpiqe

op 3w ()G 9 LSV 9p Sw 4 (S0IBIIXD JAJRPOWIOIIE U0 VH(

SO SOqUIB WA 0IPISOII3-¢-BUIPIULID pue ‘opIsoon|3-¢-urpruekd

op Sw ¢z ap (8103 win) BRRId BlOS Op | Y ‘INA ¢°S ‘BjonsIeN ¢S ‘urqiuexe)se ‘urIN|

BOSEO 9P 0JeNXd 9p SW ‘97 @ O ‘Iyseyeyel, ¢ A Sururejuod judwoddns

Ie[noo e3ipeq 0qooR[d | Op 03eNXd 9p Sw ()7 ‘BurdIny 9p Sw ()| ‘nziuys Sy ‘ouoy Kreja1p ordynuw Jo 30049
UL°S XN ©°d ‘[eLI} paZrwiopuel ©

‘N JOSSIA-USIAI( | :SISI[OAD ur aseafal utuodon

"SOpEBUIAI} SE)SI[IID UBA [ T ‘UOOT UBA &Y ORIPIBD PAONPUI-ISIIIIXD
wd duepixonue gseq ¥ ‘D ‘ududey ‘. uo uonejuowdddns
opeproede) 0qade[d | WA SW O] d D NA SW (09 LSV SW | "d “SNY [ "] “‘SroquauIy Jueprxonue Jo 109JJ4

‘sIsA[eue

WILIOJUL A} JO SINSY

01




"SOSOPI
wo apepryIqow

9 BIOUQ)SISAI

oouIrz 3wg

S Y AQquo)

‘A YounIeA g
‘UBARIURYSOY 'D) "H
‘puepjueys - Aoy @
W Treqdwe) =S

"A[I9p[o ur ururen
[euonounj YIm UOIB[NULIOJ
ulyjuexejse ue ursn

A)NIqow pue ‘QouBINPUd

‘ed10J opuInIISu0)) 0Qa9e[d | 9 [0UdL0d0) SwW()| ‘BUNUBXEISE SW 7| VUV 7 °S ‘nrg ‘p3uons Surp[ing
" “[PWOdRLD Y
‘onerd CIN ‘orezzi[dd Y
‘Ioupoqua33y SN
‘ounuaso)) A ‘Apms Areurwrjasd
‘ounuaso) Y € :100UBD AIRULINOIUAS Ul
9SA[[A10)) ' | SSAMS JAIBPIXO pue AJJIXO0)
OLIPULINIUOF (wrSHoduQ) sdookp1od o eUUBXE)SE ‘I[ese1d ¢\ ‘10S0H Y PoIR[2I-]UdUNBAT) [01UOD
IoouBd ou ‘[oneIaASAI ‘eUBSO)NND ‘BlULIO) O ‘azzn SN qresng o | 03 uonenuioy juowdddns
OAIJBPIXO 9SSAINSH 0Qo9B[{ | SIIUAWAS ‘BUIISIO[OB-N ‘BUILINIINY) ‘o1e0[og 'V ‘eppd1 | piepuess euueyd eimjeu y
(Bw
0) 010 dwAzu20)
pue (3ouwr 007)

proe o1jo,] “(Sw

€01




(eunejseansol

No BUIIB)SEAIO)R

(Bu1)BISEANSOI NO BUIJBISBAIOIR
‘eunejseaurs) euneisd + (Sw ) 010
BWIZUJ09 d (Sw ¢¢()) eunjuexelse ‘(Sw
T°0) 091[0F Op1oR (S ()S) BULIDQIAq

9 (3w 1) Touesoorjod ‘(eurjoorUOW

D ‘ouesoy SN
TURLIDNOA Y
‘0JeSSRIN (]

‘Mo1RY ) IBMA ¢S

AIeU0I0)) SNOJUBINJIdJ PUE
JUAAH ATRUOIO)) SNOIAJI]

B A\ SIUSNRJ JURID[OIU]
-unels Ajsudul-ysryg

ur snjg prdrjouwry + unejs

‘BUIIBISBAUIS) op 3w ¢ & duapuodsariod ‘Fw ()0g) | ‘ourmen) ¢ ‘BIIII[[Q] D 9S0(J-MOT SNSIDA UNeS

BIWD[019)$9]021adIH BUnNRISH OY[oWLIOA ZOIE - @ snd prdijowry | ‘o3uojodwe)) 0 ‘1zzerej 9s0(-m01T Jo uosuedwo))

D ‘ouesoy g ‘sjuaned

‘000LID) Y ‘OJeSSBIA ' JIWA[019)SI[0YDIdAY

(Sw ¢‘p epunuexeise 9 Sw | ‘ojesodg 0 ‘BruIWR)) SN K[19p[o ur

07 010 BWIZU0D ‘W Z¢() 091]0J OpIOL ‘TURIIA[OA 1| (Jouesoorjod 9011 358K par

‘SW ()()Z OPLIUAWLIDJ OY[QULIDA ZOLI. ‘ere] o “BIOOI[[dd 1 ‘QUIIdQIAQ) S[edrINddeINU

BIWO[019)$9]021adIH 0qaoe[d | “‘Sw (] [ouesoorjod ‘Sw ()G BULIDQIOY ‘1I01008)) ') “1ZZBIRIN JO 10919 wIo}-3uo ]
A SPundIeN g

3 ‘Aduo) g NREI

‘ueARIUBYUSOY 'D) oY) ur 3urures) d1qoIde

‘H ‘puepueys °d yum uoneydepe orjoqeiow

BOI[OqEBIOW ooulz 3w 9 ‘N ‘UaIoqueA ©°d sdoueyud uonejudwddns

ogdeydepy 0Q29B[{ | 9 [OUALII020) SW ()] ‘BUNUBXRISE SW 7| "V BIOUD[RA 77 °S ‘NI uIyjuexe)sy

Y0l




(RIAQ) opepr ¢
BPRUOIOR[AI Te[noewl

ogdeIrouadog

0qaoe[d

‘(3w §) eUnUEBXE)SE

9 (Sw ) eunjuexedz ‘(3w ()1 ) eurAIn|
‘(8w 1) 21q09 ‘(8w ¢‘77) ooulz (3w
0€) d euTwe)A ‘(3w (g1) D BUIWEIA

D “dorpnin

07 -'D ‘1yosod D
‘ediedg 0 ‘ozzoued SN
“TYOSIPIL =" A “ISHR] *°S

‘ouRIALS o°S ‘IO20JeULIdL]

"Apnjs pazIwopuel g Jo
S)[nsal Jedk-om) (SIINAVD)
Apmg uere)] Ayjedonoey

PoIe[21-33 Y Ul SPIOUd}0IR))

opep] & epeuoIoR[dY

enedornoey

0qade[d

‘(3w §) eUnUEXE)SE

9 (Sw 1) eunjueXEIZ (3W ()) BUIAIN]
‘(8w 1) 21q09 ‘(8w ¢‘77) odoulz (3w
0¢€) A eurweyiA ‘(3w 0g1) D BUIRIA

‘S

‘Tyod0JelLIdI] *S ‘OuRIARS
N ‘ouRIRA D) ‘OJeul[[eD)
“IN TYOSIPR, A “ISHR]

"JedA | JoYe SuonedIyIpow
weI3ouraIo}o9[d (oo nu
:Apnys uerpen Ayjedornoew
Pa1e[21-03€ Ul SJUBPIXONUR

pue sprousjore))

BUBLIBUOIO)) BIUO(]

o eruwpldifsiq

'Sw([ eqIUNAZY

(Buw ) 010

BWIZUQ0 9 (3w G°()) eunjuexejse ‘(Sw
T°0) 091]0F op1oR (S (0S) BULIDQIAq
9 (8w 1) Touesoorjod ‘(eurjoorUOW
op Sw ¢ & duopuodsariod ‘3w ()()7)

OU[QULIdA ZOMI® - @ sn|q prdijowry

D ‘ouesoy D

‘orpnen) A ‘TUBLIQIOA -]
‘I101298)) ©*S

‘ourigen() <D
‘oguojodwe) g

“BIODI[Qd D) ‘IZZBIRN

"0seasI( MeoH
Kreuo10)) ynm erwdprdijsAq
)M SJUdLIEJ JUBIS[OIU]
-une)S ul uoneuIqUIO))

pue 9qIuIAzZH SnSIOA (Snjd
prdijounry) s[eonnadennN

Jo ssaunjasn

(e, AONAYAHAY)

UOTIUAIIU]

SOI




wnisselod Sw /71 ‘NI000T -€d
urwe) A J0s0IA [ AXOIpAH 3w G7°9

“N Jopng S
'S ‘KoY g ‘SAI0T] 'S
‘TewreH &Y “YPreys L

ur (Ovd)) (9-e3sw(Q)
proe JI9]oul[- BUILRL) pue

urjuexelsy ‘(sg-e3awQ)

[e1[10puUd ‘SJOUQLII000 ], POXIIA SW G'Z] V1D ‘g ‘nuedey) -y proe orouorjuadesoory
opepIAnel 3w ¢ g ‘uruexe)sy 3w ¢ ‘¢ 3w ‘Jo3uruury 1 ‘UrundINOBAR))
9 ogdeweul 0qooe[d 3w ¢/ 9 ‘urumoindeae)) Sw ()OS | ‘wNIAY) ' ‘nlerepnug JO 1931J9 pauIquiod y
(Buwz) 010
BWIZU0D 9 (3w G°()) eunjuexelse ‘(Sw
T°0) 00110] Op1oE (SW ()0§) BULIAQIq
9 (8w (1) ouesodrjod ‘(eurjoorUOW “erudprdi[sAp
erewid BOURLINIPAW op Sw ¢ & duapuodsariod ‘3w ()()7) Arewnid jo juounean oy
erwaprdisiq BJAIQ OY[QUWLIdA ZOLIE - @ Snd prdijowry oD ‘sosseln) g ‘seprueg | Ul S[eonnadennu Jo 901 Y,
“d
‘TSI <Y D HOMIS I
(Bw ) 01O | ‘TPIoUTY T ‘IseIqere) D snjq prdrjowry
BWIZUJ09 9 (3w () eunuexe)se ‘(3w ‘o[joueaed g yIm Apnis I9A0SSOIO pue
7°0) 091103 op1ok (3w ()()¢) BULIDQIOq ‘Iu0ddnzzed <Y | PUI[Q-9[qnOP ‘pozIwiopuel g
9 (3w 1) Touesoorjod ‘(eurjoorUOW ‘orsisog D JO Sy NSy YSLI
opeIopowt op 3w ¢ ' duopuodsariod ‘Fw ())7) | ‘TYIIRN D IPQUION N J1[0qBIdWOIPIE) )BIOPOW
JRINOSBAOIPIBD 00STY euUIjR)SRARI] OY[OULIDA ZOLIR - @ SN[ PIdI[OWIy | ‘TYISeIewon) A “Borosny 01 yoeoidde JeonnasennyN

901




JAJ[ 0ANIUZ0D

" eUIWEBIIA SW ()€ O BULIDS[IPIIBJSOJ

D ‘1pjouog '§

Juduredwn 9ARIUZ09 priwd

M $393[Qns ur 7 urure)ia
pue ‘QuusiApneydsoyd
‘urgiuexe)se ‘LIDIUUOW
edooeg Jo 101X WOL

opew judw[ddns Arejarp

ojudwndwoidwo) |  Joperedwod wag 8w (¢ ‘edooeg Sw (O ‘LSY Sw 7 ‘Ieoung ¢ ‘enouez © JO S109JJ9 9ANIU30)
g ‘srosioueig
3p =T HIRIED =D
‘IpLER) 3p 1D Y

‘Bw o1 eoE O Sw | ‘9sarenndq ¢ ‘mourdg SN "UONRIII[N SNOUIA ITUOIYD

091 O[IIw ‘3w ()G BIPUI BP BUUBISED | ‘BIBSSBIN 'V g ‘0ZZIy ¢V | ynm syuoned ur siojowered

‘Sw ¢ eunuexeIse ‘3w (¢ eunni ‘Sw | Qde[nbg 'H * ‘oe) 'H Je[no9[OW pue [BIIUI[D

BIIUOI)) 001 eurpuadsay ‘Sw (O] BUIUSOI(] ‘Quoyng 1 ‘oornng Y U0 d2uB)SqNS [ednnadennu

BSOUD A 0BIRIIN)

0qade[d

‘@ UOABXY

‘OpueIn) Y ‘BLI_S

MU B JO SO

‘Apmys
pajonuod-oqaoed ‘purq
-9[qnop ‘paziwiopuelr ©

-S109JUN[0A AUj[edy

LOT




"BOT[OqRIOUI
QWOIPUIS 9 Seulelsd
© BIOURID[OJUT B
BPRIOOSSE BpRISPOW
€ exIeq erwopidifsip

woJd sajuaIded

Joperedwod wog

"001[0J OpIde 3 ()| BWIZUI0D
‘eunjuexe)se ‘QUBWOU BISSBI ‘BY[OULIDA

BINPIAJ] ‘BULIOQIOQ ‘[OUBSOII[O]

D ‘Tpuowrey :°S
‘osewie(] -'S
1ZZ0odIpuy N

MNRN -V ‘01Zlqe] -
“QUOPUIS "N ‘ONIYIIRIA

"QWOIPUAS

O1]0QeIdW PUB SUTR)S 0}
QOURID[OJUI YJIM PIIBIDOSSE
erwoprdi[sAp 91eI0pOW-MO]|
ynm syudned ur owAzua0d
010 pue sunuexe)se
‘QUIBWIOU BISSBD Q011 1SBIK
paI ‘QuLRgIaq ‘[ouesodrjod

M [BO1INOOBNNU JO JOIPH

BIWD[019)S910210dIH

BULIDQIOY

LSV 9 091[0} oproe

‘eurjooeuowW ‘Jouesodrjod ‘euraqrog

B IEENEOS
‘TRAOY ‘V ‘01901D)

uone3nsaAul

[ed1U1[0 PUI[q-o[3UIS

"sjud3e FULIOMO[-]0I)SI[OYD

[eInjeu JOYI0 YIIM
UONeUIqUIOD UI JO QUO[E
PAI9ISTUTWIPE. JULIDQINq

JO $109330 orwoprding

"Apnys 1eoruro K1oyeropdxa

“Qaneredwosuou y

801




Vv :uolssadxa g - pue
[-oseurajordof[ejowr XLeuw

SOSBAI0OP pue AJIo1Se[d

“H | Teroey saaoxdwr 91esA[0IpAy
[eroey [ Suny) CH N ‘uIys <y USL[[00 UM PAUIqUIOD
OJUSWIIIAY[JAUD0I0] OpeSI[OIPIY OUd3L[0d 'S 997 'S ‘oyD C'H uryjuexe)se A1eaIp
2 opepronse[g 0Qaoe[d | ®BIP/3 € WOD epeUIqUOD | SV BIp/SW 7 "H ‘oyD 'S "H ‘U00 X yim Sunejuowo(ddng
“V BUISSON D ‘Aypedok A ym
‘O1eIN I(J “°A “BpPUOIAN "D Sjudned Ul SISL}ISOQWOH
BUISSIN +°S “YJAIYD D [0191S910Y ) pOoTd
‘0110d Y ‘0N[Ood Y | uI3LI(J pue ‘UIyjuexeIsy pue
ISV | "D “IpIe[[ &S ‘@I00[[V SN | I urjooruoly ‘syudwdjddng
odun3ues [019)$3[0) 0Qaoe[d op 3w () + 3] BUI[OJBUOAN p 3w § ‘RLIBJN B T ‘OUR[[IA [eonnasennN Jo [0y YL,
‘S 60
“BUIRW eunuexe)se 0 w 7 ()10 BWIZUd09 ‘Sw
op 19oued sode 7°0 09110F op1oe ‘3w ()] Jouesodrjod "I90UBD JSBAIq
[euowoy erdeio) ‘(seurjooruOW p SW ¢ B AJUI[LAINDI) “y ‘euezzdd D | Suimojoj Adeidy) suowoy
wo sojuaroed wd 3w ()7 OPRIUSWLIDJ OY[OULIDA ‘nnuaAudg g uo syuanyed ur Juoworddns
BIWO[019)$9]021adIH BIOI(] | ZOlIe dp 0JeNXd ‘BULINQIdQ P SW ()()S ‘oon() <IN ‘Ipieuez | pooj Surromol-pidif & Jo asn)

601




"TeLLL, PA[[onu0)
-0Qa9e[d ‘puIlg-o[qnoq
‘pazrwopuey v :Juounreduy
AANIUS0D PIIA Yim 9]dod
ur suonoun dANIU30))

U0 UIWESIS pue UIYIULXe)sy

QA9 ©L ‘epesy ' ‘epaN 'S Sururejuo)) juowdddng

BADIUS00 OBdUN] 0qooe[d BUILIESIS Op Sw G @ [ SV op Sw ¢ ‘DS 'H ‘oires N ‘01 ansodwo)) Jo s109139
"Apm3s IOA0SS0Id Aem-0Mm])

‘par1onu09-0qade[d ‘purq

-9[qQnop ‘pazIwopuel

“q :on3ney Arep

‘epo() "L ‘BMBZBAIA S | UO UIIBSAS PUB UIYJUBXE)SE

‘emedeyeN 'S ‘TPS N Jo uoneyuoworddns

eLIRIp B31pR] 0qa2e[d BUIWIESIS Op SW ¢ 9 [ SV 9p Swi ¢ ‘01 ¢ A ‘BpO 'V ‘Tew] K1e391p JO S101H
‘0qaoerd

ynm Apms aaneredwod

(8







