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Gerontologia - Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Paraiba, Jodo Pessoa,
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RESUMO

Introducdo: O envelhecimento é um processo caracterizado pelo declinio gradual das funcdes
celulares, moleculares e teciduais. Evidéncias sugerem que o acimulo de células senescentes
associado ao estresse oxidativo tem sido implicado na promogdo de varias doencas na pessoa
idosa, entre elas as doencgas cardiovasculares, que sdo tidas como a maior causa de
morbimortalidade no mundo. Nesse sentido, a fim de retardar ou atenuar os efeitos do
envelhecimento, a busca por novas fontes naturais com atividade antioxidante tem despertado
bastante interesse. Objetivos: Identificar as evidéncias cientificas sobre o efeito de plantas e
seus metabolitos no envelhecimento cardiovascular em modelo animal induzido por D-
galactose; avaliar o efeito cardioprotetor do carvacrol em modelo de envelhecimento induzido
por D-galactose e; propor a deposi¢do de uma patente, sendo uma emulséo a base de carvacrol,
que possui propriedades cardioprotetoras em modelo de envelhecimento animal induzido por
D-galactose. Método: Trata-se de um estudo experimental pré-clinico, estruturado em trés
etapas: na primeira, procurou-se identificar evidéncias cientificas a partir de uma revisao
integrativa com busca de artigos cientificos nas bases de dados Web of Science, Scopus e
Medical Literature Analysis and Retrievel System On-line (MEDLINE/PubMed), utilizando os
descritores indexados aging, D-galactose cardiovascular diseases, operador booleano and e
estratégia Populacdo, Interesse e Contexto (PICo), no periodo de fevereiro a julho de 2020, com
periodo de publicacdo de 2012 a 2019. A segunda etapa foi uma pesquisa experimental pre-
clinica, em que se avaliou o efeito cardioprotetor do carvacrol em modelo de envelhecimento
animal induzido por D-galactose. Para isso, ratos de 8-9 semanas de idade foram divididos em
quatro grupos experimentais: grupo controle tratado com veiculo (CTL), grupo D-galactose
250mg/kg (Dgal) e grupos D-galactose + carvacrol nas doses de 50mg/kg e 100mg/kg
(Dgal+C50 e Dgal+C100), respectivamente, sendo submetidos a administragdes diarias, via
intraperitoneal (D-galactose) e oral (carvacrol), durante oito semanas de tratamento. A terceira
etapa compreendeu o deposito de uma patente, caracterizada como uma emulsdo a base de
carvacrol. Resultados e Discussdo: Os dados obtidos na primeira etapa compreenderam a
andlise de 8 artigos que demonstraram efeitos benéficos de plantas e seus metabdlitos sobre o
envelhecimento cardiovascular em modelo induzido por D-galactose. Na etapa dois, os dados
obtidos na pesquisa demonstraram que o carvacrol foi capaz de promover efeito cardioprotetor
sobre o estresse oxidativo e hipertensdo arterial em ratos envelhecidos por D-galactose. Os
resultados alcancados nas duas primeiras etapas do estudo subsidiaram a proposta de depdsito
de patente, apresentada como uma emulsdo a base de carvacrol, com a seguinte composicao:
6leo de carvacrol, solubilizado em cremofor® e diluido em solucgéo salina fisioldgica, de modo
a serem obtidas as doses desejadas para cada protocolo experimental. Consideracdes finais:
Apo6s demonstrados os efeitos cardioprotetores em estudo pré-clinico frente ao modelo de
envelhecimento induzido por D-galactose, foi proposta a construcdo de uma patente,
caracterizada como uma emulsdo a base de carvacrol, a ser depositada, e que apresenta um forte
potencial de uso terapéutico a ser testado inclusive em estudos clinicos.

Descritores: Envelhecimento. Estresse oxidativo. D-galactose. Carvacrol. Patente.
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ABSTRACT

Introduction: Aging is a process characterized by a gradual decline in cellular, molecular and
tissue functions. Evidence suggests that the accumulation of senescent cells associated with
oxidative stress has been implicated in the promotion of various diseases in the elderly,
including cardiovascular diseases, which are considered the greatest cause of morbidity and
mortality in the world. In this sense, in order to delay or mitigate the effects of aging, the search
for new natural sources with antioxidant activity has aroused a lot of interest. Objectives: To
identify scientific evidence on the effect of plants and their metabolites on cardiovascular aging
in an animal model induced by D-galactose; evaluate the cardioprotective effect of carvacrol in
an aging model induced by D-galactose, and propose the deposition of a patent, being an
emulsion based on carvacrol, which has cardioprotective properties in an animal aging model
induced by D-galactose. Method: This is a pre-clinical experimental study, structured in three
stages: in the first, an attempt was made to identify scientific evidence from an integrative
review with search for scientific articles in the Web of Science, Scopus and Medical Literature
databases Analysis and Retrievel System On-line (MEDLINE / PubMed), using the indexed
descriptors aging, D-galactose cardiovascular diseases, Boolean operator and strategy
Population, Interest and Context (P1Co), from February to July 2020, with period of publication
from 2012 to 2019. The second stage was a pre-clinical experimental study in which the
cardioprotective effect of carvacrol was evaluated in an animal D-galactose-induced aging
model. For this, 8-9 week old rats were divided into four experimental groups: vehicle-treated
control group (CTL), 250mg / kg D-galactose group (Dgal) and 50mg / kg D-galactose +
carvacrol groups. and 100mg / kg (Dgal + C50 and Dgal + C100), respectively, being submitted
to daily administrations, intraperitoneal (D-galactose) and oral (carvacrol), during eight weeks
of treatment. The third stage involved filing a patent, characterized as an emulsion based on
carvacrol. Results and Discussion: the data obtained in the first stage included the analysis of
8 articles that demonstrated beneficial effects of plants and their metabolites on cardiovascular
aging in a D-galactose-induced aging model. In step two, the data obtained in the research
demonstrated that carvacrol was able to promote a cardioprotective effect on oxidative stress
and arterial hypertension in rats aged by D-galactose. The results obtained in the first two stages
of the study supported the patent filing proposal, presented as a carvacrol-based emulsion, with
the following composition: carvacrol oil, solubilized in cremofor® and diluted in physiological
saline, in order to be the desired doses were obtained for each experimental protocol. Final
considerations: After demonstrating the cardioprotective effects in a preclinical study against
D-galactose-induced aging model, it was proposed to construct a patent, characterized as an
emulsion based on carvacrol, to be deposited, and which presents a strong potential for
therapeutic use to be tested including in clinical studies.

Keywords: Aging. Oxidative Stress. D-galactose. Carvacrol. Patent.
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RESUMEN

Introduccién: El envejecimiento es un proceso caracterizado por una disminucion gradual de
las funciones celulares, moleculares y tisulares. La evidencia sugiere que la acumulacion de
células senescentes asociada al estrés oxidativo se ha implicado en la promocion de diversas
enfermedades en los ancianos, incluidas las cardiovasculares, que se consideran la mayor causa
de morbilidad y mortalidad en el mundo. En este sentido, con el fin de retrasar o mitigar los
efectos del envejecimiento, la busqueda de nuevas fuentes naturales con actividad antioxidante
ha despertado mucho interés. Objetivos: Identificar evidencia cientifica sobre el efecto de las
plantas y sus metabolitos sobre el envejecimiento cardiovascular en un modelo animal inducido
por D-galactosa; evaluar el efecto cardioprotector del carvacrol en un modelo de envejecimiento
inducido por D-galactosa, y proponer la deposicion de una patente, siendo una emulsion a base
de carvacrol, que tiene propiedades cardioprotectoras en un modelo de envejecimiento animal
inducido por D-galactosa. Método: Se trata de un estudio experimental preclinico, estructurado
en tres etapas: en la primera se intent6 identificar evidencia cientifica a partir de una revision
integradora con busqueda de articulos cientificos en las bases de datos Web of Science, Scopus
y Medical Literature Anélisis y Retrievel System On-line (MEDLINE / PubMed), utilizando
los descriptores indexados envejecimiento, D-galactosa enfermedades cardiovasculares,
operador booleano y estrategia Poblacion, Interés y Contexto (PICo), de febrero a julio de 2020,
con periodo de publicacion de 2012 a 2019 La segunda etapa fue una investigacion
experimental preclinica en la que se evalud el efecto cardioprotector del carvacrol en un modelo
de envejecimiento animal inducido por D galactosa. Para ello, se dividieron ratas de 8 a 9
semanas de edad en cuatro grupos experimentales: grupo de control tratado con vehiculo (CTL),
grupo de D-galactosa de 250 mg / kg (Dgal) y grupos de D-galactosa + carvacrol de 50 mg / kg
y 100 mg / kg (Dgal + C50 y Dgal + C100), respectivamente, siendo sometidos a
administraciones diarias, intraperitoneal (D-galactosa) y oral (carvacrol), durante ocho semanas
de tratamiento. La tercera etapa consistio en la presentacion de una patente, caracterizada como
una emulsion a base de carvacrol. Resultados y Discusion: los datos obtenidos en la primera
etapa incluyeron el analisis de 8 articulos que demostraron efectos beneficiosos de las plantas
y sus metabolitos sobre el envejecimiento cardiovascular en un modelo inducido por D-
galactosa. En el paso dos, los datos obtenidos en la investigacion demostraron que el carvacrol
fue capaz de promover un efecto cardioprotector sobre el estrés oxidativo y la hipertension
arterial en ratas envejecidas por D-galactosa. Los resultados obtenidos en las dos primeras
etapas del estudio apoyaron la propuesta de solicitud de patente, presentada como una emulsion
a base de carvacrol, con la siguiente composicion: aceite de carvacrol, solubilizado en
cremofor® y diluido en suero fisioldgico, para ser las dosis deseadas. se obtuvieron para cada
protocolo experimental. Consideraciones finales: Tras demostrar los efectos cardioprotectores
en un estudio preclinico frente al modelo de envejecimiento inducido por la D-galactosa, se
propuso construir una patente, caracterizada como una emulsion a base de carvacrol, a
depositar, y que presenta un fuerte potencial terapéutico. utilizar para ser probado incluso en
estudios clinicos.

Descriptores: Envejecimiento. Estrés oxidativo. D-galactosa. Carvacrol. Patentar.
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APRESENTACAO

O presente estudo esta inserido na linha de pesquisa “Envelhecimento e Tecnologias
Inovadoras para o Cuidado a Pessoa Idosa”, do Programa de Mestrado Profissional em
Gerontologia (PMPG), do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB).

A escolha do tema da pesquisa surgiu a partir da necessidade constante, tanto na area
académica quanto na esfera profissional, de se buscar novas tecnologias em salde que possam
contribuir para melhorias na qualidade de vida e prevencdo dos efeitos associados ao
envelhecimento humano. Evidéncias sugerem que a populagdo mundial, com o passar dos anos,
sera composta, em sua maioria, por pessoas maiores de 60 anos. Aliado a esse crescimento
acelerado, diversas doencas, principalmente as doencas cardiovasculares, tém sua prevaléncia
aumentada em decorréncia do aumento da idade, e sdo tidas como a maior causa de
morbimortalidade no mundo.

Séo exemplos de doencas cardiovasculares a hipertensdo arterial sistémica, o infarto
agudo do miocardio, acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca, entre outras. Estas
geram altos custos em salde, tanto na prevencao, quanto nos tratamentos clinicos, cirirgicos,
internacdes, causando, assim, desfechos negativos, tanto clinicos como humanisticos. Dessa
forma, gera-se um impacto tanto na vida individual, quanto em toda unidade familiar associada.

Diante dessa problematica, o incentivo ao desenvolvimento de estudos pré-clinicos na
area do envelhecimento, por meio da utilizacdo de compostos/substancias que possam
demonstrar efeitos benéficos sobre esse processo, principalmente a nivel de sistema
cardiovascular, torna-se necessario devido a relevancia e prevaléncia de condi¢des clinicas
decorrentes do envelhecimento humano.

Com isso, ingressei no Programa de Mestrado Profissional em Gerontologia justamente
com o intuito de avaliar as alteracBes cardiovasculares decorrentes do processo de
envelhecimento celular, utilizando, para isso, um modelo de envelhecimento acelerado em
animais. Outrossim, também é de meu interesse avaliar se um composto natural seria capaz de
atenuar ou retardar esses efeitos. Este estudo encontra-se estruturado em cinco tdpicos:
introducdo, revisdo da literatura, percurso metodoldgico, resultados e discussao e consideracdes
finais.

Na introducdo (exposta na se¢do seguinte), a tematica foi contextualizada de acordo com
as referéncias presentes na literatura cientifica. Apresentam-se 0s objetivos, a problematica e a

justificativa para realizacdo da pesquisa, bem como é demonstrada a questdo norteadora. A
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revisdo da literatura apontou evidéncias cientificas sobre o objeto de estudo a partir dos
resultados de uma revisédo integrativa pertinente a tematica.

No percurso metodoldgico, foram delineadas as etapas para a realizacdo da pesquisa,
incluindo tipo de estudo, local da pesquisa, amostra, protocolo experimental, aspectos éticos do
estudo e analise dos dados. Os resultados e as discussdes apresentaram o0s achados da pesquisa,
assim como subsidiaram a elaboracéo do produto tecnoldgico.

Nas consideracOes finais, sdo apresentados os conhecimentos adquiridos por meio da
pesquisa e a relevancia do estudo para as praticas relacionadas a promo¢do da saude no ambito

do envelhecimento.
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1 INTRODUCAO

O processo de envelhecimento, caracterizado pelo declinio gradual das funcbes
celulares, moleculares e teciduais, é considerado como o principal fator de risco para o
desenvolvimento de doencas ligadas a idade, incluindo as doencas cardiovasculares, que sdo a
principal causa de morbidade e mortalidade a nivel mundial (ARAMILLO et al., 2018;
PENNDORF; WITTE; KRETZ, 2018). Dados apontam que em 2050, aproximadamente um
quarto da populagdo mundial sera formada por idosos. Entretanto, 0 aumento da expectativa de
vida observado na populagdo, ndo necessariamente vem acompanhado de melhorias na
qualidade de vida (AZMAN; ZAKARIA, 2019; XU et al., 2019Db).

O actmulo de celulas senescentes tem sido implicado na promocéo de varias doencas
na pessoa idosa, entre elas as doencas cardiovasculares, que estdo associadas ao aumento da
sintese e liberacdo de Especies Reativas de Oxigénio (ROS) (XU et al., 2019b). O
envelhecimento cardiovascular € um processo dindmico causado por diversos mecanismos que
incluem uma mudanca progressiva na funcdo e estrutura, resultando no comprometimento da
homeostase cardiovascular (GUDE et al., 2018). Resumidamente, com o0 estresse oxidativo
importante, 0s vasos e 0 cora¢do tornam-se mais rigidos e com disfungéo endotelial a medida
que envelhecemos, fator que predispde ao surgimento de DCVs (Doencas Cardiovasculares)
(LAINA; STELLOS; STAMATELOPOULOQS, 2018). Devido a alta prevaléncia das DCVs no
envelhecimento, compreender as causas e 0Ss mecanismos associados € de consideravel
importancia (OBAS; VASAN, 2018; REN, ZHANG, 2018).

Foi demonstrado na literatura que ratos submetidos a oito semanas de administragédo de
D-galactose para induzir o envelhecimento mimético desenvolveram as caracteristicas do
estresse oxidativo, remodelamento vascular, mudancas na anatomia cardiaca e acumulo de
células senescentes semelhantes as de ratos naturalmente idosos, indicando que esse modelo de
envelhecimento acelerado pode ser considerado como modelo experimental confiavel de
envelhecimento no nivel de Sistema Cardiovascular, além de ser o mais utilizado por promover
menos efeitos colaterais e ser responsavel por uma maior taxa de sobrevivéncia durante o
periodo do tratamento experimental (CHEN et al., 2018; BO-HTAY et al., 2018).

A fim de desacelerar ou reverter o processo de envelhecimento, a exploracdo de
biomarcadores e a busca por novos alvos terapéuticos, sobretudo aqueles com atividade
antioxidante, que possam atuar nesse processo, tém atraido bastante interesse (XU et al.,
2019a).
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Diante disso, tem-se o carvacrol, um composto natural da classe dos monoterpenos,
constituinte do 6leo essencial produzido por plantas e especiarias, como cominho preto
(Nigella sativa L.), manjerona (Origanum majorana L.), orégano (Origanum vulgare L.)
e tomilho (Thymus vulgaris L.) (FACHINI-QUEIROZ et al., 2012). O carvacrol possui
diversos efeitos terapéuticos importantes, como antimicrobiano, bactericida, antifungico,
anticancer, imunomodulador, além de se destacar pela sua acdo antioxidante (SILVA et al.,
2018).

Considerando a problematica do envelhecimento, suas consequéncias e seus impactos
sobre a populagdo, questiona-se: Qual o efeito antioxidante do carvacrol na prevencdo ou
retardo do envelhecimento sobre o sistema cardiovascular induzido pela ingestéo cronica de D-
galactose?

Visando responder a esse questionamento, este estudo tem os objetivos de:

e ldentificar as evidéncias cientificas sobre o efeito de plantas e seus metabdlitos no
envelhecimento cardiovascular em modelo animal induzido por D-galactose;
e Avaliar o efeito cardioprotetor do carvacrol em modelo de envelhecimento induzido por

D-galactose;

e Propor o depoésito de uma patente, sendo uma emulsdo a base de carvacrol, que possui

propriedades cardioprotetoras em modelo de envelhecimento animal induzido por D-

galactose.

Apresenta-se, a seguir, a revisao da literatura pertinente a este trabalho.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Envelhecimento Populacional

O envelhecimento é um processo que se caracteriza pelo acimulo de mudancas
fisiologicas que ocorrem gradualmente, levando ao declinio funcional do individuo ao longo
do tempo (AZMAN; ZAKARIA, 2019). Além disso, o envelhecimento é considerado um fator
de risco para a progressdo de doencas cronicas, incluindo cancer, doengas pulmonares,
neurodegenerativas e cardiovasculares (REN; ZHANG, 2018).

A populacdo mundial formada por individuos com 60 anos ou mais esta aumentando e,
segundo as Nac¢des Unidas, estima-se que quase dobrard de 12% em 2015 para 22% até 2050
(AZMAN; ZAKARIA, 2019). Nesse sentido, as tendéncias demograficas atuais indicam que a
expectativa de vida tende a continuar a aumentar, e ainda ndo se sabe quando a expectativa de
vida maxima de um ser humano sera atingida (FLATT; PARTRIDGE, 2018).

Embora o0 aumento da expectativa de vida seja visto positivamente por muitos, deve-se
levar em consideracdo a necessidade de se adotar medidas de manutencédo da satde das pessoas
e, dessa forma, reduzir a taxa crescente de morbidade no final da vida (FLATT; PARTRIDGE,
2018; AZMAN; ZAKARIA, 2019).

Globalmente, o envelhecimento populacional tornou-se um desafio em varias
dimensdes, especialmente no que diz respeito as necessidades de cuidados complexos e
comorbidos de pessoas idosas nos sistemas de saude e de assisténcia social, o que pode
sobrecarregar consideravelmente o sistema publico de saude atual (CHEN, 2020; CHUNG,
2019).

2.1.1 O papel das Espécies Reativas de Oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (ROS) desempenham um papel importante nas varias
funces fisiologicas dos organismos vivos e na fisiopatologia de diversas doencas (YANG;
CHEN; SHI, 2019). Esses compostos sdo altamente reativos e incluem tanto radicais livres de
oxigénio (como superdxido, radicais hidroxila e radicais peroxila), quanto ndo radicais (como
perdéxido de hidrogénio, acido hipocloroso e 0zbnio), que sdo produtos de numerosas reacdes
enzimaticas que ocorrem em varios locais das células, como no citoplasma, no reticulo
endoplasmatico, na mitocondria e nos peroxissomos (FORRESTER et al., 2018; KRYLATOV
et al., 2018).
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Em concentragdes fisiologicas, as especies reativas de oxigénio desempenham
importantes papeis como segundos mensageiros que traduzem sinais intracelulares envolvidos
em varios processos bioldgicos (SENONER; DICHTL, 2019; KRYLATOV et al., 2018).
Porém, quando acontece um desequilibrio entre a producdo dessas espécies reativas e no
sistema de defesa antioxidante, como enzimas — por exemplo, superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), peroxirredoxina (Prx) e glutationa peroxidase (GSH-Px) — bem como
compostos ndo enzimaticos — por exemplo, tocoferol, vitamina E, beta-caroteno, ascorbato,
glutationa (GSH) e nicotinamida —, ocorre 0 estresse oxidativo, que leva a danos nas estruturas
celulares (SENONER; DICHTL, 2019; FARIAS et al., 2017).

As principais morfologias celulares afetadas por ROS sdo proteinas, lipidios e DNA,
causando e acelerando uma série de condi¢bes patologicas, como o envelhecimento e o
aparecimento de varias doencas, incluindo distarbios neurodegenerativos, cancer, doencas
renais, doencas pulmonares e doengas metabolicas (INCALZA et al., 2018).

Além disso, as ROS também estdo envolvidas em patologias cardiovasculares, pois
varios fatores de risco cardiovascular, como diabetes mellitus tipo 2, hipertenséo, fibrilacdo
atrial, doenca periférica arterial, obesidade, sindrome metabdlica, dislipidemia, habito de fumar
e poluicédo estdo associados com um aumento da producdo dessas espécies (PIGNATELLI et
al., 2018; FARIAS et al., 2017). As ROS podem estimular o crescimento miocérdico, a
remodelacdo da matriz e a disfuncdo celular pela ativacdo de varias cinases de sinalizacdo de
hipertrofia e fatores de transcricdo (SENONER; DICHTL, 2019).

As principais fontes de ROS no coracgdo séo constituidas por anion superéxido (02 ),
peréxido de hidrogénio e radical hidroxila, devido as mitocondrias presentes nos
cardiomiocitos. Além disso, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidases (NADPH) e
sintase de 6xido nitrico (NOS) sdo outras duas fontes importantes de producdo de ROS e sua
geracdo desregulada promovem a expressdo de caracteristicas de senescéncia (células in vitro
em cultura) e envelhecimento (in vivo, modelos animais e humanos), o que acaba contribuindo
para a patogénese de doencas cardiovasculares, incluindo aterosclerose, insuficiéncia cardiaca,
cardiomiopatia e hipertrofia cardiaca (DONG et al., 2019; PAPACONSTANTINOU, 2019).

As respostas fisiologicas as ROS enddgenas e/ou exdgenas envolvem uma série
complexa de interacbes proteina-proteina sensiveis a essas espécies, alteracOes
conformacionais de proteinas e modificacbes de proteinas que resultam na formacdo de
complexos macromoleculares que promovem processos fisiologicos de senescéncia,
envelhecimento e doencas associadas a idade (PAPACONSTANTINOU, 2019). Dessa forma,

0 aumento dos niveis de ROS promove sérias implicacdes na inicia¢do e progressdo de doengas
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cardiovasculares, pois medeiam vérias vias de sinalizacdo que fundamentam a fisiopatologia
cardiovascular (LEBARON et al., 2019).

2.2 Senescéncia e Remodelamento vascular

O envelhecimento € um processo universal que tem como caracteristica principal a
perda gradual de funcdo, ou degeneracdo, que ocorre tanto nos niveis moleculares, teciduais,
bem como nos niveis celulares. O acimulo de células senescentes tem sido implicado na
promocdo de varias doengas na pessoa idosa.

Esse fendmeno foi descrito por Hayflick e Moorhead, em 1961, e é caracterizado
como uma parada irreversivel do ciclo celular, que ocorre em resposta ao estresse
(CALCINOTTO et al., 2019; VICENTE et al., 2016). Séo observadas em células senescentes
a expressdo elevada de pl9ARF, p53 e PAI-1, sendo utilizados como biomarcadores do
processo de senescéncia celular (CALCINOTTO, ALIMONTI, 2017).

Uma das caracteristicas que definem as células senescentes ¢é a interrupcdo do ciclo
celular. Esta saida do ciclo ocorre por meio da ativacao das principais vias supressoras de tumor:
p27, p53/p21°"™ e p16'NK44/Rb, levando a mudangas generalizadas na organizagdo da
cromatina das celulas, pois estas crescem em volume e adotam morfologia achatada, além
de alteracbes na expressao génica das mesmas. Essas alteragcdes incluem a secrecdo de
citocinas pro-inflamatorias, interleucinas, proteases e fatores de crescimento, que foram
relatados como SASP, um Fendtipo Secretor Associado a Senescéncia (CALCINOTTO et al.,
2019; HERRANZ; GIL, 2018).

Tais citocinas, quando liberadas, resultam, entre outros efeitos, hum processo crénico
de inflamacdo celular, que é caracteristico do envelhecimento, sugerindo, assim, que o
processo de senescéncia celular pode desempenhar um papel importante na progressao das
patologias associadas a idade (CALCINOTTO et al., 2019; HERRANZ; GIL, 2018).

Na homeostase, 0s vasos tém a capacidade de responder a varios estimulos, tais
como vasoconstricdo, devido a uma resposta agonista adrenérgica ou circulatéria (por
exemplo, angiotensina Il ou endotelina). Por outro lado, tém a missdo de equilibrar o ténus
vascular através de mediadores vasodilatadores, como o Oxido Nitrico (NO), o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio e algumas prostaglandinas (por exemplo, PGI2)
(SANTULLI; IACCARINO, 2016).

De fato, a produgdo de NO é o principal marcador da funcdo vascular. No vaso, sua

sintese é realizada principalmente pela sintase de o¢xido nitrico endotelial (eNOS),
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estando processo de envelhecimento relacionado a uma diminuicdo na producdo desse
mediador. Em modelos de camundongos submetidos ao processo de senescéncia acelerada,
a disfuncdo endotelial esté ligada a disfuncdo da eNOS (RIBEIRO et al., 2016).

A liberacdo aumentada de espécies reativas de oxigénio (estresse oxidativo),
consequente diminuicdo da biodisponibilidade de NO, processos inflamatérios, proliferacéo
de células musculares lisas, entre outros, sd0 mecanismos importantes que podem
desencadear o processo de envelhecimento vascular. Esses fatores estdo envolvidos em
mudancas especificas na estrutura (remodelamento vascular) e funcdo de artérias e pequenos
vasos, gerando um comprometimento no relaxamento do vaso dependente do endotélio
(RI1ZZONI et al., 2019; RIBEIRO et al., 2016; VENDROV et al., 2015).

O processo de envelhecimento vascular resulta no espessamento da camada intima e
média do vaso, bem como a diminuicdo gradativa de elasticidade arterial, tendo como
consequéncia o fendmeno da rigidez vascular. Varios processos, como o aumento de colageno
e a diminuicdo do contetdo de elastina, inflamagdo vascular, aumento da glicosilacdo de
proteinas, além da atividade de metaloproteinases da matriz e estimulos sistémicos, como
a via de sinalizacéo da angiotensina Il, estdo ligados a esse fendmeno, que estad relacionado
com a propensdo a doencas cardiovasculares (CALCINOTTO et al., 2019; WANG;
KHALIL, 2018; MESCHIARI et al., 2017).

A vasculatura também desempenha um papel importante na conexdo de todos o0s
tecidos através do fluxo sanguineo. De fato, a inflamacdo vascular se estende a outros
componentes do organismo, levando a um efeito a nivel sistémico. No sangue jovem, ha
predominio de fatores de crescimento em detrimento de mediadores inflamatérios, além de
células progenitoras endoteliais, que sdo essenciais para a “limpeza” e a regeneracao vascular.

Por outro lado, no sangue envelhecido hd predominio de fatores pré-inflamatorios,
largamente liberados por células senescentes, além de uma falha no sistema imunolégico,
resultando no acumulo de células senescentes no tecido vascular, levando a um “ambiente
estressante”, que esta associado ao desenvolvimento e progressdo das doencas
cardiovasculares (CANNATA et al., 2017; GREGERSEN et al., 2016; MINCIULLO et al.,
2016).

Assim, o remodelamento vascular, pelo processo de envelhecimento ou
decorrente de patologias, é acompanhado pelo estresse oxidativo e inflamacéo, resultando no
aumento de células senescentes nesses tecidos (CALCINOTTO et al., 2019). Sendo assim,
compreender o processo de envelhecimento é necessario ndo apenas para aprender sobre a

etiologia relacionada aos processos degenerativos, mas fundamental para conhecer e
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desenvolver técnicas capazes de atenuar ou retardar os efeitos da senescéncia cardiovascular,
criando um ambiente favoravel que atenua a progressdo da disfungdo endotelial e o
remodelamento vascular associado (ALMEIDA; RIBEIRO; MEDEIROS, 2017).

2.2.1 Modelo de envelhecimento induzido por D-galactose

O modelo de envelhecimento induzido por D-galactose é baseado na teoria metabdlica
do envelhecimento, cujos sintomas séo semelhantes aos do processo natural de envelhecimento
(KONG et al., 2018). Entre os modelos de envelhecimento conhecidos, é o preferido devido a
sua conveniéncia, menos efeitos colaterais e maior taxa de sobrevivéncia durante o periodo
experimental (AZMAN; ZAKARIA, 2019).

A D-galactose € um monossacarideo redutor que esta presente naturalmente no corpo e
também em muitos alimentos, como leite, manteiga, queijo, iogurte, mel, beterraba, ameixa,
cereja, figo e salsdo (AZMAN; ZAKARIA, 2019). Alem disso, € um nutriente fisiologico, que
pode ser metabolizado pela acdo das enzimas D-galactoquinase e galactose-1-fosfato
uridiltransferase em concentrag6es fisioldgicas normais (LIU et al., 2020).

No entanto, quando ocorre acumulo excessivo de D-galactose, esta é convertida em
aldose e peroxido de hidrogénio sob a catalise da enzima galactose oxidase, resultando na
producdo de ROS, bem como de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) (LIU et al., 2020;
AZMAN; ZAKARIA, 2019).

A formacdo em excesso de ROS resulta diretamente em estresse oxidativo e respostas
pro-inflamatorias, o que ocasiona desequilibrio redox, resultando em oxidacdo de proteinas,
peroxidacdo de lipidica e danos mitocondriais e ao DNA, que podem inibir precisamente as
funcdes celulares normais e até mesmo causar apoptose (KONG et al., 2018). Além disso, 0s
AGEs podem se acumular em varios tecidos e 6rgaos do corpo, levando a danos continuos as
células, tecidos e dérgdos e, por fim, acelerar o envelhecimento.

Nesse sentido, a preservacao da funcdo da defesa antioxidante bem como a inibicdo do
estresse oxidativo sdo métodos importantes para retardar e controlar o processo de
envelhecimento (WANG et al., 2020).

2.2.2 O Carvacrol
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O interesse por produtos naturais que possuem atividade bioldgica tem estimulado
significativamente estudos envolvendo plantas. Os produtos vegetais e seus derivados tém sido
considerados uma fonte de elementos terapéuticos desde a antiguidade (SAMARGHANDIAN
etal., 2016). Esses produtos representam mais de 50% de todos os medicamentos em uso clinico
no mundo (VEERESHAM, 2012).

As propriedades farmacéuticas de plantas aromaticas sdo parcialmente atribuidas a
presenca de 6leos essenciais em sua constituicdo, que sdo constituidos por uma mistura
complexa de terpenos e alguns nao-terpenos (NAKAMURA DE VASCONCELOS et al.,
2018). Atualmente, existe um grande interesse sobre a pesquisa em 6leos essenciais de
diferentes fontes vegetais com potencial atividade antioxidante.

Comumente, 0leos essenciais tém sido relatados como promissores no desenvolvimento
de agentes terapéuticos aplicados a doencas cardiovasculares (DE ANDRADE et al., 2017). Os
monoterpenos sdo componentes volateis de baixo peso molecular que representam cerca de
90% dos 0leos essenciais e sdo dotados de varias propriedades bioldgicas e farmacoldgicas
(COSTA et al., 2019).

O carvacrol, 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (figura 1), cuja formula molecular é C1oH140,
€ um monoterpeno fendlico constituinte do éleo essencial de algumas espécies de plantas da
familia Lamiaceae, tais como orégano (Origanum vulgare), tomilho (Thymus vulgaris) e
pimenta (Lepidium flavum) (L1U; QIAO; ZHANG, 2019; SHARIFI-RAD et al., 2018).

Figura 1 — Estrutura quimica do carvacrol
CHs

OH

H,C CH,
Fonte: ZHANG et al., 2018.

Ele possui peso molecular de 150,22 g/mol e densidade de 0,977 g/mL a temperatura de
25°C (SAMARGHANDIAN et al., 2016). Ademais, € um metabdlito secundario volatil que é


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&term=Veeresham+C&cauthor_id=23378939
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liquido a temperatura ambiente, alem de ser insoltvel em &gua, mas soluvel em etanol (LIU;
QIAO; ZHANG, 2019).

Na literatura cientifica, alguns estudos sobre a toxicidade do carvacrol foram relatados.
Uma dose letal média (DL50) de carvacrol de 810 mg/kg de peso corporal foi observada em
ratos tratados por gavagem oral, enquanto que, em camundongos, os valores de DL50 de 80
mg/kg, 73,30 mg/kg e 680 mg/kg foram relatados para administragdo intravenosa,
intraperitoneal e subcutanea, respectivamente (MARCHESE et al., 2018). Em sua estrutura
quimica, o grupo —OH esta presente na posicdo —orto em relagdo ao grupo metil presente no
anel aromatico. A posicdo e a presenca dos substituintes sdo essenciais para as propriedades
quimicas e atividades bioldgicas do composto (MARCHESE et al., 2018).

Varios estudos indicam que o carvacrol apresenta uma variedade de atividades
importantes, incluindo suas propriedades anti-inflamatoria, antitumoral, analgésica, anti-
hepatotoxica, antimicrobiana e inseticida (SAMARGHANDIAN et al., 2016). Além disso,
pesquisas demonstram que o carvacrol possui fortes propriedades antioxidantes por aumentar
significativamente os niveis de algumas enzimas antioxidantes, tais como GSH, e por sua
capacidade de eliminacao de espécies reativas de oxigénio, prevenindo, assim, contra o estresse
oxidativo, fendmeno presente em doencas cardiovasculares e no envelhecimento. Desse modo,
sugere-se que o carvacrol pode ser eficaz na prevencdo e atenuagdo de diversas doencas
(SAMARGHANDIAN et al., 2016; MELUSOVA et al., 2014).

2.3 Evidéncias cientificas sobre os efeitos de plantas e seus metabdlitos no envelhecimento

do sistema cardiovascular em modelo induzido por D-galactose

Para elaboracdo da Revisdo Integrativa, se obteve a amostra final de oito artigos, sendo
0 mais antigo deles, publicado em 2012, ja o mais recente, em 2019, dos quais um (12,5%) foi
publicado em 2012, um (12,5%) em 2014, dois (25%) em 2016, um (12,5%) em 2017, um
(12,5%) em 2018 e, por fim, dois (25%) em 2019. Em relacéo ao idioma presente dos estudos,
todos foram publicados em inglés e em periddicos internacionais.

Em relacdo a localizacdo da realizacdo dos trabalhos, todos foram concentrados no
continente Asiatico, com seis deles sendo realizados exclusivamente na China (75%) e dois
(25%) em Taiwan. Com relacdo ao método, houve a predomindncia de delineamento
quantitativo e de estudos do tipo experimental para todos os oito artigos analisados (100%).

A relagdo dos estudos incluidos na revisao esta sintetizada no Quadro 1 e organizada de

acordo com os autores, ano de publicacdo, objetivos, exposicdo/intervencdo e 0s
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desfechos/conclusé@o. Na presente revisdo integrativa, foram selecionados um total de 8 artigos
que demonstraram os efeitos de varias plantas e seus metabolitos (Ginkgo biloba, ginsenosideo,
Antocianinas, Cuscuta chinensis Lam, AOF, folhas e flores de Paeonia rockii e extrato do cha
de Apocynum venetum) na terapéutica de doengas cardiovasculares causadas pelo
envelhecimento induzido por D-galactose em ratos.

De acordo com o quadro 1 observa-se que todas as substancias dos estudos selecionados
demonstraram possuir efeitos benéficos sobre o envelhecimento a nivel de sistema
cardiovascular em ratos submetidos ao envelhecimento acelerado induzido por D-galactose em
diferentes doses.

As pesquisas mostram que o tratamento com os extratos Alpinate Oxyphyllae Fructus
(AQOF), ginsenosideo e o de Ginkgo biloba em ratos envelhecidos promoveu, de forma geral,
diminuicdo na expressdo de proteinas relacionadas a senescéncia e seus biomarcadores,
sugerindo que os mesmos podem exercer um efeito cardioprotetor contra o processo de
envelhecimento celular. Alem disso, os tratamentos com Aronia melanocarpa e Alpinate
Oxyphyllae Fructus promoveram efeitos benéficos sobre as alteracdes ao nivel de anatomia do
musculo cardiaco por meio da melhora do processo de fibrose e do quadro de hipertrofia
cardiaca.

Ainda, alguns extratos como Sementes de Cuscuta chinensis Lam, flores e folhas de
Paeonia rockii, o Alpinate Oxyphyllae Fructus e o cha de Apocynum venetum também
demonstraram efeitos benéficos sobre o envelhecimento do sistema cardiovascular por
promoverem aumento na expressao de enzimas antioxidantes, efeito protetor contra o processo

de apoptose celular, além de diminuirem a expresséo de fatores pré-inflamatorios.
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Quadro 1 — Sintese das caracteristicas dos estudos incluidos na revisdo integrativa de acordo

com os autores, ano de publicacdo, objetivos, exposicdo/intervencdo e o desfecho/resultados

utilizados - 2020.

Artigos

Objetivos

Exposicao/Intervencéo

Desfecho/Resultados

Artigo 1- LIU et al.,
2012, China, Oxidative
Medicine and Cellular

Longevity.

O objetivo do presente
estudo foi investigar o0s
potenciais efeitos do
EGB761 (Extrato de Ginkgo
biloba) em cardiomidcitos de
ratos submetidos ao
envelhecimento  acelerado
induzido por D-galactose.

Os cardiomiocitos primarios de
ratos foram tratados com D-
galactose e D-galactose+
EGB761 por 48 h. Apbs o
tratamento, mediu-se a
percentagem de células positivas

para SA-B-gal, producdo de
AGEs, a atividade da bomba de
calcio do reticulo
sarcoplasmatico cardiaco

(SERCA), captacdo de calcio e
niveis relativos de proteina.

Neste estudo, foi possivel
concluir que o EGb761 foi
capaz de aliviar a rigidez
miocardica e a tensdo de
repouso, protegendo ©s
cardiomidcitos contra a

disfuncdo diastdlica
associada ao
envelhecimento. Além

disso, 0 EGB761 atenuou a
formagdo intracelular de
AGES e retardou 0 processo
de senescéncia celular.

Artigo2 — Ll etal.,
2016, China, Genetics

and Molecular
Research.

Este estudo teve como
objetivo investigar o efeito
do ginsenosideo Rgl no
processo de envelhecimento
celular induzido por D-
galactose em musculares
lisas vasculares (CMLVs).

Células do Mdsculo Liso
Vascular foram cultivadas e
divididas em grupos controle, D-
galactose (D-gal), Rgl-L e Rgl-
H, que foram cultivadas sem e
com D-gal, e com baixa e alta
concentracdo de Rgl,
respectivamente. A senescéncia
celular induzida por D-gal foi
identificada pela coloracdo de
beta-galactosidase e  foram
observadas alteracBes ultra-
estruturais nas células. A
expressdo de p16, p21 e p53 nos
quatro grupos de CMLVs foi
determinada  por  Western
blotting, e o ciclo celular foi
investigado por citometria de
fluxo.

Os resultados mostram que
0 ginsenosideo Rgl pd6de
reduzir a expressao de
proteinas relacionadas a
senescéncia (p16, p2l e
p53), além de diminuir o
numero de celulas
senescentes,  protegendo
contra o0 processo de
envelhecimento a nivel
celular.

Artigo 3 — XU
2019a, China,
Journal
Pharmaceutical
Education
Research.

et al.,
Indian
of

and

O estudo teve como objetivos
identificar e esclarecer os
efeitos da Aronia
melanocarpa (espécie de
arbusto da familia Rosaceae)
sobre 0 modelo de
envelhecimento induzido por
D-galactose  através  de
simulagdes dindmicas
moleculares.

Para acelerar o envelhecimento,
ratos da espécie Kunming
receberam injecdo de D-
galactose, na dose de 150
mg/kg/d e foram tratados com
antocianinas na dose de 20 e 40
mg/kg.

Os resultados mostraram
gue as Antocianinas,
pigmentos presentes na

Aronia melanocarpa,
foram capazes de diminuir
a lesdo cardiaca

consequente do processo de
envelhecimento, através da
diminuicdo do grau de
fibrose cardiaca. Dessa
forma, sugere-se que esses
compostos  podem  ser
eficazes em retardar a
degeneracdo cardiaca no
envelhecimento.
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Artigo 4 — CHANG et
al, 2017, Taiwan,
Evidence-Based
Complementary  and
Alternative Medicine

O presente estudo teve como
objetivo investigar o efeito
protetor de Alpinate
Oxyphyllae Fructus (AOF)
contra a hipertrofia cardiaca
em modelo de
envelhecimento animal
induzido por D-galactose.

34  ratos  Sprague-Dawley
machos, com 8 semanas de
idade, foram divididos em 5
grupos: um grupo controle
normal e os outros quatro foram
submetidos ao processo de
envelhecimento induzido por D-

galactose (150mg/kg/dia).
Desses, trés grupos foram
tratados com AOF nas doses de
50, 100 e 150mg/kg/dia,
respectivamente. Os  tecidos
cardiacos  coletados  foram
corados com hematoxilina-
eosina e, para andlise das
proteinas  presentes, foram

utilizados os métodos de
eletroforese e Western-Blot.

Verificou-se que 0s grupos
tratados com AOF tiveram
melhora na hipertrofia
cardiaca, de uma maneira
dependente da dose. Além
disso, os biomarcadores de
senescéncia estiveram
diminuidos em comparacao
ao grupo tratado apenas
com D-galactose,
sugerindo que o tratamento
com AOF pode exercer
efeito cardioprotetor contra
0 processo de senescéncia.

Artigo 5 — SUN et al.,
2014, China, Molecular
Biology Reports

Investigar o mecanismo de
apoptose em células do
miocardio de ratos idosos
induzidos por D-galactose e

estudar o efeito do
Polissacarideo isolado das
Sementes de Cuscuta

chinensis Lam (PCCL) na
apoptose de cardiomidécitos.

50 ratos Sprague Dawley
machos foram divididos
aleatoriamente em 5 grupos:
Grupo controle normal (NC).
Grupo de  envelhecimento
induzido (D-galactose 100 mg/

kg/d por 56 dias),
Dgalactose+100 mg/kg/d do
composto PCCL,

Dgalactose+200 mg/kg/d de
PCCL, e D-galactose+400
mg/kg/d de PCCL.

Mesmo volume de solucgdo (agua
ou solucdo aquosa de PCCL) foi
dado por gavagem por 56 dias.
Em seguida, os coracdes foram
coletados e os pardmetros de
apoptose foram avaliados. A
caspase-3 (proteina apoptética) e
Citocromo c foram determinadas
por espectrometria de
fluorescéncia, a taxa de apoptose
foi avaliada pelo método
Anexina-FITC por citometria de
fluxo, [Ca2+] | e [Ca2+]
sobrecarregado por KCL foram
observados por microscopia
confocal de varredura a laser
(LSCM). Bcl-2 e Bax (prot
antiapoptaticas) foram
examinadas imuno-
histoquimica

por

Verificou-se que o PCCL
exerceu um efeito protetor
no processo de apoptose

(morte celular) em
cardiomidcitos de ratos
envelhecidos  por  D-

galactose, pois diminuiu a
expressdo de proteinas pro-
apoptéticas, mantendo um
equilibrio entre os niveis de
fatores pré-apoptéticos e
anti-apoptdticos
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Artigo 6 — CHANG et
al, 2016, Taiwan,
International Journal Of
Molecular Sciences.

O presente estudo teve como
objetivo investigar os efeitos
Anti-Apoptéticos e de Pro-
Sobrevivéncia do Alpinate
Oxyphyllae Fructus (AOF)
em coracdo envelhecido por
D-galactose.

Ratos Sprague-Dawley (SD)
machos com 8 semanas de idade
foram segregados em 5 grupos:
grupo controle, grupo de
envelhecimento induzido por D-
Galactose e os outros 3 tratados
com AOF nas doses de 50, 100 e
150 mg/kg/dia. Apds 8 semanas,
os coragdes foram medidos por
coloracdo com hematoxilina-

eosina, por marcacdo com
extremidade de entupimento
terminal de desoxinucleotidil-

transferase dUTP (TUNEL) e
Western blot.

8 semanas de tratamento
com AOF proporcionou
beneficios notaveis em
ratos envelhecidos por D-
galactose. Esses resultados
demonstraram  que 0
tratamento com  AOF
atenua eficientemente a
apoptose dos
cardiomidcitos em ratos
idosos, além de promover a
prevencdo da remodelacdo

Artigo 7 — BAO et al,,
2018, China, Molecules.

Este estudo teve como
objetivo investigar 0
potencial antioxidante de
folhas e flores de Paeonia
rockii e identificar seus
compostos antioxidantes por
meio de  UHPLC-ESI-
HRMSn e uma reacdo DPPH
pré-coluna.

Ensaio in vivo: Ratos foram
divididos aleatoriamente em 6
grupos, cada um contendo 10
ratos. Grupo I: recebeu solucéo
salina normal (100 mg/kg) por
via subcuténea, 1x ao dia por 6
semanas. Os grupos II-VI
receberam doses de 100 mg/kg
de D-Gal, via intraperitoneal, 1x
ao dia durante 6 semanas. O
grupo Il recebeu solucdo salina
normal (100 mg/kg), Vvia
gavagem, e o grupo Il recebeu
acido ascérbico (100 mg/kg em
agua salina). Os grupos IV-VI
receberam doses altas (400
mg/kg), moderadas (200 mg/kg)
e baixas (100 mg/kg) de extrato
metandlico das flores de Paenia

rockii, via gavagem, por 3
semanas.  Também  foram
realizados testes para

determinacdo dos componentes
antioxidantes  presentes  nas
flores e folhas de Paenia rockii
(via DPPH-UHPLC-ESI-
HRMSn).

ventricular em doencas
cardiovasculares
aumentadas pelo
envelhecimento.
Este estudo revelou a
presenca de compostos

antioxidantes nas flores e
folhas de Paenia rockii,
através do método DPPH-
UHPLC-ESI-HRMSn  in
vitro. A capacidade
antioxidante das flores de
Paeonia rockii foi
evidenciada pela reducdo
de 8-iso PGF2a e proteina
carbonil e por um aumento
simultdneo dos niveis de
SOD e GSH (enzimas
antioxidantes) in vivo.

Artigo 8 - LI et al,
2019, China,
Antioxidants.

Este estudo teve como
objetivo avaliar o efeito
protetor do extrato do cha de
Apocynum venetum (AVTE)
e determinar seus compostos
bioativos, em modelo de
envelhecimento induzido por
D-galactose em
camundongos.

Os ratos foram divididos em 4
grupos (grupo controle, grupo
modelo, grupo de baixa dose e
grupo de alta dose), a fim de se
estudar o efeito preventivo do
extrato em  modelo de
envelhecimento induzido por D-
galactose. O grupo controle ndo
recebeu tratamento adicional. Os
ratos dos outros 3 grupos
receberam 120 mg/kg/d de D-
galactose injetados por via
intraperitoneal. Os ratos do
grupo de baixa dose receberam
250 mg/kg/d do extrato
administrado por via oral
enguanto 0s camundongos do

Em resumo, os efeitos do
AVTE (250, 500 mg/kg)
sobre o0 modelo D-gal

incluem  melhoria  da
morfologia, edema e
inflamacéo dos
hepatdcitos; regulacdo

positiva de SOD, CAT,
GSH, GSH-Px, T-AOC e
regulagdo negativa dos
niveis de MDA reducbes
na concentragdo de fatores
pré-inflamatorios  (IL-6,
TNF-a e IL-1B) e aumento
na concentragdo de fator
anti-inflamatoério 1L-10.
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grupo de altas doses receberam
500 mg/kg/d, também
administrado por via oral.
Também  foram  realizadas
analises histoldgicas, medidas de
citocinas, etc.

Fonte: Autoria prépria (2021).

A D-galactose tem sido amplamente usada em estudos farmacoldgicos experimentais
relacionados ao envelhecimento, principalmente para avaliar alteracdes a nivel cardiovascular
(BO-HTAY et al., 2018). Na presente revisao integrativa, foram selecionados um total de 8
artigos que demonstraram os efeitos de varias substdncias na terapéutica de doencas
cardiovasculares causadas pelo envelhecimento induzido por D-galactose em ratos.

De acordo com Chang et al (2017), que utilizou o Alpinate Oxyphyllae Fructus (AOF)
em seus estudos, esta planta medicinal € responsavel por induzir um efeito protetor contra a
hipertrofia cardiaca em ratos idosos, impedindo a deterioragdo funcional cardiaca relacionada
a idade. Foi demonstrado que o tratamento com AOF proporciona efeitos potencialmente
positivos na morfologia das células cardiacas e na contracéo cardiaca.

Além disso, foi verificado que o AOF também foi responsavel por inibir a apoptose
(morte celular) cardiaca em ratos envelhecidos por D-galactose por aumentar os niveis de
algumas proteinas anti-apoptéticas, como Bcl-2 e Bcl-xL, além de diminuir significativamente
0s niveis de varias proteinas pré-apoptoticas, como Caspase-3,8 e 9. Estes resultados sugerem
que o tratamento com AOF atenua eficientemente a apoptose de cardiomidocitos em ratos idosos,
além de prevenir contra a remodelacdo ventricular presente em doencas cardiovasculares no
envelhecimento (CHANG et al., 2017).

Outra substancia que exerceu um efeito cardioprotetor contra as doencas
cardiovasculares em decorréncia do processo de envelhecimento foi o Polissacarideo isolado
de sementes de Cuscuta chinensis Lam (PCCL) (SUN et al., 2014). A partir dos resultados do
estudo foi possivel observar que esse composto natural foi capaz de prevenir o fenbmeno de
apoptose celular por causar uma diminuicdo da expressdo de proteinas pro-apoptoticas,
sugerindo ser um importante candidato a ser utilizado na terapéutica contra os efeitos
cardiovasculares relacionados ao envelhecimento (AHMAD et al., 2017; DONNAPEE et al.,
2014).

De acordo com os estudos feitos por Liu et al. (2012), que objetivaram investigar 0s
potenciais efeitos do EGB761 (Extrato padronizado de Ginkgo biloba) sobre a disfuncéo
diastdlica celular em ratos envelhecidos por D-galactose, foi possivel concluir que este extrato

aliviou a rigidez miocéardica, protegendo contra a rigidez diast6lica associada ao
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envelhecimento nos cardiomiocitos. Além disso, ocasionou diminui¢do significativa de
marcadores de senescéncia cardiaca e de produtos de glicacdo avangada (AGES) que sdo toxicos
e estdo relacionados a varias doencas, como a diabetes.

O extrato de Ginkgo biloba tem sido utilizado na medicina tradicional chinesa ha
milhares de anos para tratar varias doengas associadas ao envelhecimento. Este trabalho € o
primeiro a comprovar diretamente a eficacia da disfuncéo diastolica anti-idade associada ao
EGB761 em cardiomidcitos in vitro (LIU et al., 2012).

O EGDh761 pode aliviar a rigidez miocardica e a tensdo de repouso, protegendo o coragdo
contra a disfungdo diastdlica associada ao envelhecimento nos cardiomidcitos. Outras
substancias estudadas, como as Antocianinas presentes na Aronia melanocarpa e o
ginsenosideo Rgl, também demonstraram efeitos sobre a senescéncia celular através da
inibicdo deste processo e da diminuicéo da expressao de proteinas relacionadas a senescéncia,
alem de terem sido responsaveis pela diminuicédo da lesdo cardiaca causada pelo processo de
envelhecimento. Isso sugere que essas substancias podem servir de base para mais pesquisas e,
futuramente, serem utilizadas na terapéutica de doencas relacionadas ao envelhecimento
cardiovascular (LI et al., 2020; XU et al., 2019a; L1 et al., 2016).

Um dos fendmenos presente no processo de envelhecimento e nas patologias
cardiovasculares é o estresse oxidativo, que decorre do aumento da producdo de especies
reativas de oxigénio, causado por uma série de processos celulares complexos, como o acimulo
de peroxido de hidrogénio, radicais hidroxila e &nions superoxido. O acumulo de ROS e
consequente diminuicdo de enzimas antioxidantes enddgenas (como CAT, SOD e GPx) leva a
um dano oxidativo no DNA, em proteinas e lipidios, gerando disfuncdo celular (SENONER;
DICHTL, 2019; RITCHIE et al., 2017; TOYOKUNI, 2016).

O estudo realizado por Bao et al, em 2018, buscou determinar o potencial antioxidante
do extrato de flores e folhas da Paenia rockii, bastante utilizada na medicina tradicional chinesa
e com propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, antimicrobianas e cardioprotetoras,
principalmente contra o fenbmeno do estresse oxidativo.

O tratamento com D-galactose para induzir o envelhecimento acelerado em roedores
promoveu aumento dos niveis de 8-iso PGF2a ¢ MDA, que sdo indicadores bioquimicos no
figado e no cérebro, além de ter sido capaz de reduzir os niveis das enzimas antioxidantes SOD
e GSH.

Os resultados da pesquisa mostraram que o extrato de flores de Paenia rockii foi capaz

de promover aumento dos niveis da enzima antioxidante SOD, e uma diminui¢do dos niveis de
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indicadores bioquimicos, que normalmente estariam aumentados em decorréncia da a¢éo da D-
galactose.

Essa atividade antioxidante do extrato deve-se a presenca de grandes quantidades de
flavonoides totais e de &cidos fendlicos presentes. Diante disso, sugere-se o potencial
terapéutico dos extratos de flores e folhas de Paenia rockii na prevencdo ou tratamento de
doencas causadas pelo estresse oxidativo (BAO et al., 2018).

Outro possivel candidato na prevencdo/atenuacdo das doencas citadas acima é o extrato
do cha de Apocynum venetum, o qual também faz parte da medicina tradicional chinesa. Li et
al (2019) buscaram avaliar o efeito protetor desse extrato em modelo de envelhecimento
induzido por D-galactose em ratos, além de analisar seus compostos antioxidantes.

Com relagdo aos resultados, foi possivel verificar seu efeito anti-inflamatério, pois
diminuiu a concentracdo de fatores pro-inflamatoérios (IL-6, TNF-a e IL-1p), houve aumento
da expressdo de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GSH-Px), além de melhorar os quadros de
edema, necrose e inflamacé&o no figado em decorréncia do processo de envelhecimento induzido
por D-galactose. Sendo assim, € possivel sugerir que o cha feito a base de Apocynum venetum
possui propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias que sdo de extrema importancia no
tratamento de doencas causadas pelo estresse oxidativo e envelhecimento (LI et al., 2019).

A proxima secdo se destina aos aspectos metodologicos deste trabalho.
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3 PERCURSO METODOLOGICO

3.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo experimental pré-clinico. De acordo com a ANVISA (BRASIL,
2013), os ensaios pre-clinicos caracterizam-se pelas pesquisas realizadas com a finalidade de
se descobrir ou comprovar a eficacia farmacoldgica, e os possiveis efeitos toxicos do produto
farmacéutico em experimentacédo, podendo ser realizados in vivo, in vitro ou ex vivo.

Dessa forma, este estudo buscou avaliar os efeitos de um composto natural, o Carvacrol,
sobre o sistema cardiovascular, em modelo de envelhecimento animal induzido por D-

galactose.

3.2 Etapas da Pesquisa

3.2.1 Revisdo integrativa

Trata-se de uma revisédo integrativa de literatura, no intuito de sumarizar os resultados
de estudos publicados sobre o tema, com a finalidade de cooperar para a obtencdo de
conhecimento cientifico e o cuidado em salde baseado em evidéncia. Esse tipo de revisdo
decorre da premissa que a combinacdo de métodos de pesquisa pode contribuir na melhora do
cuidado prestado (LACERDA et al., 2012; FLEMMING, 2007).

Para tanto, seguiu-se as seguintes fases: introducéo e justificativa do tema e elaboracéo
da pergunta norteadora: O efeito antioxidante desses compostos naturais € suficiente para
prevenir os efeitos do envelhecimento sobre o sistema cardiovascular induzido pela ingestao
crénica de D-galactose?

Depois, partiu-se para a busca nas bases de dados, a coleta de dados, analise critica dos
resultados dos estudos incluidos, discussdo desses resultados e apresentacdo da revisdo
integrativa. Seguiu-se o percurso metodoldgico de acordo com PRISMA.

As bases pesquisadas foram: Medline, Scopus e Web of Science, e usando os descritores
indexados no Mesh Terms e seus cruzamentos “aging”, “D-galactose”, “Cardiovascular
diseases’’, com o uso do operador booleano AND. Realizou-se ajuste na estratégia de busca de
acordo com as especificidades de cada base, adequando-se a pergunta norteadora e aos critérios
de inclusdo do estudo. Nao foi utilizado limitador de tempo e de idioma, nem como a pesquisa

em literatura cinzenta.


https://mooc.campusvirtual.fiocruz.br/rea/medicamentos-da-biodiversidade/ensaios_prclinicos.html#t31ad9d85-4ef2-f81c-ea6c-36f8343b34bc
https://mooc.campusvirtual.fiocruz.br/rea/medicamentos-da-biodiversidade/ensaios_prclinicos.html#t234457d1-ab99-21fc-5d09-93dd404b4988
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Assim, os critérios de inclusdo foram: artigos cientificos de dados primarios, que
abordassem estudos avaliando os efeitos de plantas e seus metabdlitos sobre as doencas
cardiovasculares no modelo de envelhecimento induzido por D-galactose em ratos. Os critérios
de excluséo, por sua vez, foram os seguintes: artigos de reviséo; artigos que nao utilizaram o
modelo de envelhecimento induzido por D-galactose em ratos; estudos que ndo avaliaram
efeitos de compostos naturais; capitulos de livro; trabalhos cientificos apresentados em
congressos; artigos duplicados.

A partir da busca nas bases de dados, 0 método de selecdo e de inclusdo dos estudos foi
baseado nas seguintes etapas: primeiro, foram retirados os artigos que ndo se encaixavam ao
tema da pesquisa, sendo assim, do total de 243 artigos, foram excluidos 218. Em seguida, foi
realizada a leitura dos titulos e resumos dos 25 artigos restantes, de acordo com os critérios de
incluséo do estudo. A partir dai, foram excluidos 8 artigos que ndo se encaixavam as propostas
e se procedeu a leitura, na integra, de 17 artigos, sendo 9 excluidos por ndo responderem a
questdo norteadora desta revisdo e ndo contemplarem o objetivo da pesquisa. Sendo assim,
concluiu-se com uma amostra composta por 8 estudos selecionados. A Figura 2, exposta na

pagina seguinte, mostra o processo de selecdo dos estudos desta revisdo integrativa.
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Figura 2 - Fluxograma de selecéo e de incluséo dos estudos da revisdo integrativa

-

Medline/PubMed: 206 \

Scopus: 13

Web of Science: 14
\__ Artigos repetidos: 10/

)

Total de artigos: 243 J

Descritores: aging AND Cardiovascular
diseases AND D-galactose

-
Artigos excluidos por ndo se ]
enquadrarem  na tematica: Total de artigos

218 restantes: 25
-
———1 Artigos excluidos por leitura Total de artigos
L de resumo e titulo: 8 restantes: 17
Artigos excluidos por leitura [ Amostra final: 8 }
completa do texto: 9 arfions

Fonte: Autoria prépria (2021).

3.2.2 Experimento ex vivo

Tratou-se de uma pesquisa experimental, com ensaios in vitro realizados no Laboratério
de farmacologia cardiovascular do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
IPeFarM/UFPB, bem como ensaios in vivo, realizados no Laboratdrio de Ensaios Pré-Clinicos
de Envelhecimento, localizado no Instituto Paraibano de Envelhecimento. A pesquisa objetivou
avaliar o efeito do Carvacrol, um monoterpeno, sobre as doencas cardiovasculares em modelo

de envelhecimento acelerado induzido por D-galactose.

3.2.3 Produto: Emulséo a base de carvacrol
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O produto objeto desta pesquisa € uma emulsdo com a seguinte composi¢do: 6leo de
carvacrol (mL), solubilizado em cremofor® (na proporcdo de 0,03%) e diluido em solucéo
salina fisiol6gica (NaCl 0,9%), de modo a serem obtidas as doses desejadas para cada protocolo
experimental.

Este produto foi encaminhado para a Agéncia de Inovagdo da UFPB-INOVA-UFPB
para que seja depositada a sua patente. Esta estd tramitando em sigilo, com vérias

reivindicacgdes, dentre as quais por sua atividade antioxidante e anti-senescente.

3.3 Local da Pesquisa

A pesquisa foirealizada no Laboratério de Farmacologia Cardiovascular do
Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos IPeFarM/UFPB, bem como no Laboratdrio
de Ensaios Pré-Clinicos de Envelhecimento, localizado no Instituto Paraibano de

Envelhecimento.

3.4 Populacédo e Amostra

Neste estudo, foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus), machos, todos entre
8-9 semanas de idade, provenientes da Unidade de Producdo Animal (UPA) do IPeFarM
da Universidade Federal da Paraiba. Estes animais foram mantidos sob condicGes
controladas de temperatura (21+1°C), ventilacdo, com ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo
livre acesso a agua e alimentacdo. Os animais foram instalados em gaiolas plasticas de
dimensdo 49x34x16 (CXLXA, em cm), com no maximo 4 ratos cada uma. O modelo de
envelhecimento acelerado foi induzido através da injecdo de D (+) galactose, na dose de 250
mg/kg/dia por via intraperitoneal.

Os ratos foram divididos em 4 grupos:
- Grupo Controle (CTL): Ratos que receberam solucdo salina, por via oral e intraperitoneal,
por 8 semanas (n=8);
- Grupo D-Galactose (Dgal): Ratos submetidos a 250mg/kg/dia, i.p. de D-galactose durante 8
semanas (n=8);
- Grupo D-Galactose + Carvacrol 50 mg/kg (Dgal+C50): Ratos submetidos a
250mg/kg/dia, i.p.de D-galactose durante 8 semanas, e tratados com carvacrol na dose de 50

mg/kg, por via oral (n=8);
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- Grupo D-Galactose + Carvacrol 100mg/kg (Dgal+C100): Ratos submetidos a
250mg/kg/dia, i.p.de D-galactose durante 8 semanas, e tratados com carvacrol na dose de 100
mg/kg, por via oral (n=8);

A solucéo de carvacrol foi diariamente preparada nas doses utilizadas no estudo. Todos
0S grupos experimentais descritos foram submetidos a administracdo diaria, por via
intragéstrica (i.g.) em volume padronizado igual ou inferior a 5 mL/Kg, nos seus respectivos
tratamentos, durante o periodo de oito semanas. Os animais que pertenceram aos grupos
submetidos ao tratamento com D-galactose (Dgal, Dgal+C50, Dgal+C100) receberam
administracdo diaria, por via intraperitoneal (i.p.), de D-galactose, durante as oito semanas de
tratamento. Os grupos CTL (controle) e Dgal receberam solucdo salina solubilizadas em

cremofor®, na mesma proporc¢éo utilizada para a solubiliza¢do do carvacrol.

3.4.1 Substancias

Para a realizacdo dos protocolos experimentais, foram utilizadas as seguintes
substancias: carvacrol, cremofor®, cloridrato de acetilcolina (ACh), fenilefrina (FEN),
nitroprussiato de sodio (NPS), di-hidroetidio (DHE) e D-galactose. Todos foram obtidos da
Sigma-Aldrich Brasil Ltda (Sdo Paulo-SP, Brasil). J4 o Cloridrato de xilazina e cloridrato de

cetamina foram obtidos da Syntec; Santana de Parnaiba — SP, Brasil.

3.4.2 Solucéo nutritiva

Nos protocolos in vitro foi utilizada solucéo de Tyrode, aerada com mistura carbogénica
(95% de O2 e 5% de CO2) e mantida a 37° C. Para preparacéo dessa solu¢éo nutritiva foram
utilizados os seguintes sais: NaCl; KCI; MgClz. 6H20; NaH2PO4H20;NaHCO3; Glicose;
CaCl,.2H,0:; todos obtidos da Sigma-Aldrich®.

3.4.3 Obtencao e preparacdo das solugdes de carvacrol

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) foi adquirido da Sigma-Aldrich Brasil LTDA
(Cat#282197). Para preparacdo das solugdes estoques, o carvacrol foi previamente solubilizado
em cremofor® e diluido em solugéo salina fisiologica (NaCl 0,9%), de modo a serem obtidas

as doses desejadas para cada protocolo experimental. As concentracbes de cremofor® em
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solucdo ndo excederam 0,03%, e esse solubilizante foi testado com a finalidade de comprovar
a auséncia de efeito bioldgico.

3.5 Procedimentos para Coletas dos Dados

3.5.1 Aspectos Eticos do Estudo

Todos os protocolos experimentais foram realizados de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), com projeto
aprovado na Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba
(CEUA-UFPB), sob o nimero de protocolo 31831209109.

3.5.2 Metodologia de medida da presséo arterial (Tail Cuff)

O sistema de aquisicdo de pressdo arterial ndo invasivo CODA 8 (Kent Scientific,
Torrington, CT) foi usado para todas as medi¢fes do punho da cauda. Este sistema usa VPR
(Gravacdo de Volume de Pressdo) para detectar a pressdo arterial com base nas alteracdes de
volume da cauda. A desobstrucdo da oclusao e dos manguitos VPR foi verificada rotineiramente
antes do inicio dos experimentos. Os estudos de medi¢cdo da pressao arterial e procedimentos
de aclimatacdo dos animais foram realizados em uma area tranquila, sem barulho excessivo, e
em condicdes de temperatura ideal (22 + 2 ° C) (WILDE et al., 2017).

Depois de aquecidos por 30 minutos, os ratos foram entdo encorajados a entrar nos tubos
de contencdo de acrilico, e os suportes de extremidade desses tubos foram ajustados para evitar
movimento excessivo do animal. O manguito de oclusdo foi colocado na base da cauda e o
manguito do sensor VPR foi colocado adjacente ao manguito de oclusdo. Os ratos foram
aquecidos por 5 minutos antes e durante as gravacdes da pressdo arterial. Para medir a pressao
arterial, o0 manguito de oclusdo é inflado a 250 mm Hg e desinflado por 20s. Os sensores de
pulso captaram os estimulos mecanicos e transformaram em estimulo elétrico, tendo a medida
do pulso (WILDE et al., 2017).

Ao observar que o sinal do pulso estava estavel, foram realizadas as medidas de pressao
arterial. Promoveu-se uma interrupcdo do fluxo sanguineo na artéria ao inflar a bomba do
sistema, perdendo assim o pulso captado pelo sensor. Quando foi retornado o pulso do animal,
caracterizou-se a pressdo sistélica, e o posterior retorno do pulso a sua amplitude total
caracterizou-se a pressao diastolica (WILDE et al., 2017; FRITZ; RINALDI, 2008).
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Os sinais a partir dos sensores de pressao e sensores de pulso foram convenientemente
amplificados e depois registrados em um software adequado (Labchart) no qual foram
visualizadas as medidas de pulso, pressdo e frequéncia cardiaca. Em seguida, tais medidas
foram salvas para avaliar posteriormente todo procedimento (WILDE et al., 2017).

3.5.3 Preparacéo de anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

Para realizacdo dos ensaios de reatividade foram utilizados uma média de 4 animais
por grupo. Imediatamente apds a eutanasia dos animais, as artérias mesentéricas superiores
foram identificadas, removidas e imediatamente colocadas sob solucdo gelada de Tyrode, onde
0 vaso foi dissecado e seccionado em anéis (1-2mm de comprimento), preservando a camada
muscular e endotelial.

Em seguida, os cortes foram transferidos para um sistema de banho de 6rgaos isolados.
Estes aneis foram montados em duas hastes de aco, sendo uma fixa, e outra acoplada a um
Transdutor de forca (PowerLab, ADInstruments, MA, EUA) sujeito a variacdes de tensdes
isométricas. As artérias foram mantidas em cubas com capacidade para 10ml, contendo solugéo
de Tyrode, a 37°C e aeradas com uma mistura carbogénica de 95% de O2 e 5% de CO2.
Dependendo do protocolo, o endotélio de alguns anéis foram removidos atraves de atrito
mecanico entre as paredes internas do vaso e uma haste de metal.

Todos os aneis foram submetidos a uma tensao basal de 0,75 g, por um periodo de
estabilizacdo de 1 hora (60 minutos). Durante este periodo, a solucdo de Tyrode foi trocada a
cada 15 minutos para prevencdo do acumulo e interferéncia de metabolitos, e a tenséo basal foi
ajustada quando necessario (ALTURA; ALTURA, 1970).

3.5.4 Avaliacdo da resposta contratil em anéis de artéria mesentérica superior

Apos avaliar a integridade funcional dos segmentos vasculares, os anéis de artéria
mesentérica foram submetidos a um novo periodo de estabilizacdo. Em seguida, concentracfes
crescentes e cumulativas de fenilefrina (FEN, 10° — 10* M) foram adicionadas as cubas do
Sistema de banho de 6rgaos, e as respostas obtidas apos a adicdo do agonista foram utilizadas

para a criacdo de uma curva concentragao-resposta.
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3.5.5 Auvaliacdo da resposta relaxante em anéis de artéria mesentérica superior

No tonus da contragdo induzida pela adicdo cumulativa de FEN (fenilefrina) (10°M),
foram adicionadas concentragfes crescentes e cumulativas de acetilcolina (ACh, 102°-10+
M) ou nitroprussiato de sddio (NPS, 1012 — 10° M) no sistema de banho de 6rgdos. As

respostas adquiridas foram utilizadas para a criagdo de uma curva concentragao-resposta.

3.5.6 Auvaliacdo dos efeitos do carvacrol sobre a hipertrofia cardiaca

Ap6s a eutandsia dos animais, a cavidade tordcica foi aberta e os coracfes
removidos e perfundidos com solugédo salina tamponada para remoc¢éo de todo o sangue. Para
avaliacdo da hipertrofia cardiaca, o coracéo foi dissecado e tanto o VE (ventriculo esquerdo)
quanto o VD (ventriculo direito), foram retirados e separados. O grau de hipertrofia ventricular
foi calculado atraves da relagéo entre o peso dos ventriculos direito e esquerdo do coracgdo e 0
peso corporal dos animais, em mg/g (ZHANG; WANG, 2019).

3.5.7 Avaliacao dos efeitos do carvacrol sobre a producéo de anions superéxidos

Para realizacdo dos ensaios moleculares, foi utilizada uma média de 5 animais por
grupo. Imediatamente apds a eutanasia dos animais, as artérias mesentéricas superiores foram
retiradas sob solucdo gelada de Tyrode. As artérias foram isoladas, seccionadas, embebidas
em Tissue Tek Compound (OCT) e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
guardadas a uma temperatura de -80°C para posteriores analises. Em seguida, foram cortadas
(espessura = 7 pum) em micrétomo a temperatura de 20°C (Cryostat Leica, Nussloc,
Alemanha), e acondicionadas em laminas apropriadas. As laminas com os segmentos de
artéria mesentérica foram lavadas com solucdo salina tamponada (PBS) e, em seguida,
acondicionadas com uma sonda fluorescente para deteccdo de espécies reativas de oxigénio, o
DHE (10 uM), nos diferentes grupos utilizando microscopia de fluorescéncia (NIKON Eclipse
Ti- E, NIKON, Japao).
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3.6 Analise dos dados

Os dados foram expressos como média *= erro padrdo da média (e.p.m). Para a
analise estatistica das curvas concentracdo-resposta foram utilizados os valores de Eméax ou
pD2, que foram calculados a partir da regressao nao linear das respostas obtidas.

Foram utilizados os testes t de Student (ndo pareado) e analise de variancia “one-way”
ANOVA com o pds-teste de Bonferroni e foram considerados estatisticamente significativos
os valores de P < 0,05. Todas as andlises realizadas foram calculadas pelo programa
estatistico Graph Pad Prism versdo 7.0®.

Os resultados e discussdo deste estudo encontram-se no capitulo posterior.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados e discussao sobre os dados obtidos da pesquisa
4.1.1 Avaliagdo dos efeitos cardioprotetores do carvacrol em modelo de envelhecimento animal
induzido por D-galactose

O principal achado deste estudo foi que o tratamento por oito semanas com o carvacrol
foi capaz de prevenir o estresse oxidativo e de atenuar 0 aumento de pressao arterial envolvidos
no modelo de envelhecimento estudado. O primeiro ponto importante considerado na
concepgdo deste trabalho foi em relacdo & abordagem metodoldgica mais apropriada para
estudar o efeito induzido pela substancia em modelo ‘“ndo-clinico” de envelhecimento.
Geralmente, os modelos de envelhecimento podem ser classificados em duas categorias:
modelo de envelhecimento natural e modelo de envelhecimento acelerado.

O modelo de envelhecimento natural consome tempo e acarreta um grande gasto;
portanto, modelos de envelhecimento acelerado séo preferiveis devido a sua facil aplicacao,
menor duracdo do estudo e maior taxa de sobrevivéncia dos animais ao longo do periodo
experimental. Existem vérios tipos de modelos de envelhecimento acelerado, que incluem
tratamento com hidroxiuréia e induzido por D-galactose para estudos in vitro e induzidos por
radiacdo, camundongos Klotho, com timo removido e induzido por D-galactose para estudos in
vivo. Entre esses modelos de envelhecimento, o induzido por D-galactose € um dos preferidos
pelos pesquisadores devido a sua conveniéncia, menos efeitos colaterais e maior taxa de
sobrevivéncia ao longo do periodo experimental (CEBE et al. 2014; YANAR et al., 2011).

O estresse oxidativo induzido por D-Galactose em modelos animais mimetiza o
envelhecimento natural e tem sido amplamente utilizado em estudos farmacoldgicos anti-
envelhecimento (CHANG et al., 2017). Além disso, o envelhecimento acelerado promovido
por D-galactose € um modelo interessante, capaz de induzir aumento da senescéncia, disfungédo
endotelial, apoptose cardiaca e inflamacdo. Diante disso, 0 modelo D-galactose € um modelo
atil para se estudar o envelhecimento a nivel cardiovascular devido as suas habilidades de imitar
as caracteristicas de senescéncia do envelhecimento natural (AZMAN; ZAKARIA, 2019).

O processo de envelhecimento é caracterizado pelo declinio gradual das fungdes
celulares, moleculares e teciduais, associado com um declinio progressivo na estrutura e funcdo
cardiovascular. Com a idade, o coracdo e os vasculares apresentam desequilibrio gradual da
homeostase, bem como alterages importantes nas suas morfologias, levando a adaptacdes do
tecido (HUMPHREY; MILEWICZ, 2017).
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4.1.2 Avaliacdo da resposta contratil em anéis de artéria mesentérica superior
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Gréfico 1 - Curvas de concentracdo-resposta para FEN (10-9 — 3x10-4 M), em seccdes de
artéria mesentérica superior isoladas de ratos dos diferentes grupos experimentais, apos oito
semanas de tratamento.

Grupos: CTL (controle, n=11); Dgal (Grupo D-galactose, n=9); Dgal+C50 (ratos envelhecidos
por D-galactose tratados com 50mg/Kg de carvacrol, n=9); Dgal+C100 (ratos envelhecidos por
D-galactose tratados com 100mg/Kg de carvacrol, n=7). Os resultados estdo expressos como
média + e.p.m. Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one-way,
seguida de pds-teste de Bonferroni. #P< 0,05 vs Dgal.

Fonte: Autoria propria, 2021.

A estimulagdo dos receptores a-adrenérgicos produz vasoconstricdo de artérias de
grande e pequeno calibre, gerando resisténcia periférica e resultando na funcdo vascular
prejudicada. Sendo assim, foi avaliada a resposta contratil da artéria mesentérica superior
através de curvas cumulativas a FEN, um agonista seletivo de receptores adrenérgicos al (LIM,
CHESS-WILLIAMS, SELLERS, 2020; SILVA; ZANESCO, 2010).

De acordo com o gréfico 1, a adicdo crescente e cumulativa de FEN promoveu contragéo
dependente de concentracdo em artérias mesentéricas superiores isoladas de ratos em todos os
grupos experimentais. Os animais do grupo Dgal (Emax = 91,2 + 9,03 %; n = 9) ndo

apresentaram aumento significativo da resposta contratil mediada por FEN, quando comparado
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ao grupo CTL. Ja nos animais do grupo Dgal+C50, houve um aumento significativo da resposta
contratil induzida por FEN (Eméx = 120,4 £+ 10,4 %; n = 9) quando comparados ao grupo Dgal
(Eméx =91,2 £ 9,03 %; n=9; p < 0,05).

O tratamento com carvacrol, na dose de 100mg/kg, por oito semanas (grupo
Dgal+C100) (Eméax = 82,8 + 10,11 %; n = 7), ndo foi capaz de alterar significativamente a
resposta contrétil induzida por FEN quando comparados ao grupo Dgal (Eméx = 91,2 + 9,03
%; n=29) (p>0,05).

Apos oito semanas, 0 grupo tratado com Dgal ndo apresentou aumento significativo da
resposta contratil por FEN quando comparado ao grupo CTL, sugerindo que o modelo de
envelhecimento acelerado induzido por D-galactose ndo desenvolve hipercontratilidade da
artéria mesentérica de rato. Este resultado corrobora com o estudo de Guevara-Balcazar et al
(2017), que também demonstraram que ndo existiram diferencgas qualitativas no efeito contratil
induzido pela fenilefrina ao comparar os segmentos toracico e abdominal em nenhum dos
grupos de ratos pre-pubere, jovem e idoso, sendo o efeito maximo semelhante entre os dois
segmentos.

Resultados contrarios foram achados no grupo de animais tratados com carvacrol na
dose de 50 mg/kg, pois demonstraram que houve um aumento significativo na resposta contratil
a FEN, quando comparado ao grupo Dgal. No entanto, visto que foi um efeito isolado especifico
para a dose, estudos adicionais sdo necessarios para se avaliar o efeito contréatil induzido por

FEN em ratos tratados com carvacrol na dose de 50mg/kg.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&term=Guevara-Balcazar+G&cauthor_id=28706454

45

4.1.3 Avaliacédo da resposta relaxante em anéis de artéria mesentérica superior
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Gréfico 2 - Curvas de concentracdo-resposta para ACh (10-10 — 3x10-4M), em seccdes de
artéria mesentérica superior isoladas de ratos, pré-contraidas com FEN, dos diferentes grupos
experimentais, apds tratamento por oito semanas.

Grupos: CTL (controle, n=5); Dgal (Grupo D-galactose, n=8); Dgal+C50 (ratos envelhecidos
por D-galactose tratados com 50mg/Kg de carvacrol, n=6); Dgal+C100 (ratos envelhecidos por
D-galactose tratados com 100mg/Kg de carvacrol, n=7). Os resultados estdo expressos como
média + e.p.m. Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way,
seguida de pds-teste de Bonferroni. * p < 0,05 vs CTL.

Fonte: Autoria propria, 2021.

Com relacdo a estrutura e funcionalidade a nivel vascular, o endotélio é uma
monocamada altamente ativa que desempenha papéis importantes na modulacdo do ténus
vascular, tromboresisténcia, adesdo celular, proliferacdo de células musculares lisas, entre
outras funcdes, através da producao e liberacdo de varias moléculas vasoprotetoras, tais como
0 NO. Este, junto a demais moléculas, tem um importante papel na funcdo vascular, por agir
diretamente no equilibrio do suprimento de oxigénio aos tecidos, na remodelacdo das estruturas
vasculares, e por atuar na regulacao do ténus e diametro do vaso (SENONER; DICHTL, 2019;
FAVERO et al., 2014). Sendo assim, no presente estudo, avaliou-se a resposta relaxante
mediada pelo NO, pela atuacdo da ACh, a nivel de endotélio vascular.

O grafico 2 mostra o percentual de relaxamento nos diferentes grupos experimentais,

em funcdo de concentracdes crescentes de ACh. Observou-se que o grupo Dgal (Eméx = 84,8
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* 4,4 %; n=8) apresentou diminuicdo significativa do percentual de relaxamento induzida por
ACh, quando comparado ao grupo controle (CTL) (Eméx = 100,0 + 3,9%; n=5). Além disso,
foi possivel observar que o tratamento com carvacrol nos grupos Dgal+C50 (Eméx= 84,9 +
4,4%; n=6) e Dgal + C100 (Eméx = 82,1 * 6,2%; n=7) nao foi capaz de reverter a disfuncéo
endotelial presente no animal Dgal. Tais resultados indicam que o carvacrol ndo interfere sobre
a disfuncédo endotelial presente no modelo de envelhecimento acelerado.

Nestes experimentos, em preparacdes de artéria mesentérica superior isolada de ratos,
verificou-se que o grupo Dgal diminuiu significativamente o percentual de relaxamento
induzido pela ACh, quando comparado ao grupo CTL. Diante disso, sugere-se que 0 grupo
submetido ao modelo de envelhecimento induzido por D-galactose apresentou disfuncao
endotelial. Esta pode ocorrer pelo aumento da geracdo de anions superoxidos e consequente
diminuicdo da biodisponibilidade do NO, comprometendo, assim, a vasodilatagdo dependente
de ACh no vaso (RIZZONI et al., 2019; DE; GHOSH, 2017). Nossos resultados corroboram 0s
obtidos por Dai et al. (2018), que mostram um comprometimento do relaxamento induzido por
ACh em aortas de ratos envelhecidos por D-galactose (na dose de 150mg/kg), apresentando,
portanto, disfuncdo endotelial. Todavia, o tratamento com carvacrol, nas doses de 50 mg/kg e
100 mg/kg, ndo foi capaz de reverter a disfuncdo endotelial promovida pelo tratamento com D-

galactose.
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Gréfico 3 - Curvas de concentracdo-resposta para NPS (10-12 — 3x10-6 M), secc¢des de artéria
mesenterica superior de ratos, pré-contraidas com FEN, dos diferentes grupos experimentais,
durante tratamento por oito semanas.

Grupos: CTL (controle, n=6); Dgal (Grupo D-galactose, n=5); Dgal+C50 (ratos envelhecidos
por D-galactose tratados com 50mg/Kg de carvacrol, n=5); Dgal+C100 (ratos envelhecidos por
D-galactose tratados com 100mg/Kg de carvacrol, n=5). Os resultados estdo expressos como
média + e.p.m. Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way,
seguida de pds-teste de Bonferroni. P > 0,05.

Fonte: Autoria propria, 2021.

Além da avaliacdo do relaxamento dependente de endotélio, é importante investigar se
ha algum comprometimento em vias envolvidas diretamente no relaxamento do vaso. Para isso,
utilizamos o composto inorganico NPS, um doador de NO em sistemas biologicos através de
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos (SILVA et al., 2016).

O grafico 3 mostra o percentual de relaxamento a nivel muscular, nos diferentes grupos
experimentais, em funcdo de concentracdes crescentes de NPS. De acordo com os valores
acima, € possivel observar que a resposta relaxante mediada por NPS foi similar nos quatro
grupos. Os animais do grupo Dgal ndo apresentaram nenhuma alteracao significativa no efeito
méaximo induzido por NPS (Eméx = 107,7 + 3,8 %; n=5) quando comparados ao grupo CTL
(Eméax = 100,0 £ 4,5 %; n=6) (Gréafico 1).

Os diferentes tratamentos de oito semanas dos animais dos grupos Dgal+C50 (Emax=
92,2 + 4,7 %; n=5) e Dgal+C100 (Emax= 113,2 + 8,7 %; n=5) ndo promoveram alteracdes

significativas na resposta relaxante mediada por NPS quando comparadas ao grupo Dgal (Emax
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= 107,7 £ 3,8 %; n=5). Estes resultados indicam que o modelo de envelhecimento acelerado
ndo cursa com alteragGes da via do 6xido nitrico no musculo liso vascular.

O relaxamento produzido pelo NPS em anéis de artéria mesentérica superior ndo foi
alterado e ndo apresentou diferencas estatisticas em nenhum dos grupos tratados quando
comparado ao grupo CTL e Dgal. Estes resultados sugerem que a fungdo muscular lisa vascular

ndo foi alterada nos quatro grupos analisados.

4.1.4 Avaliacdo dos efeitos do carvacrol sobre a producdo de anions superoxidos

Dgal + C50 Dgal + C100

Figura 3 - Imagens da intensidade de fluorescéncia basal emitida pela sonda DHE em cortes
histoldgicos de artéria mesentérica superior isolada de rato dos diferentes grupos experimentais
tratados com D-galactose e carvacrol por oito semanas (objetiva 10 X).

CTL (controle, n=5); Dgal (Grupo D-galactose, n=5); Dgal+C50 (ratos envelhecidos por D-
galactose e tratados com 50mg/Kg de carvacrol, n=5); Dgal+C100 (ratos envelhecidos por D-
galactose e tratados com 100mg/Kg de carvacrol, n=5).

Fonte: Autoria propria, 2021.
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Gréfico 4 - Intensidade relativa de fluorescéncia basal (%) de DHE em cortes histoldgicos de
artéria mesentérica superior isolada de rato dos diferentes grupos tratados por oito semanas.
Grupos: CTL (controle normotenso, n=5); Dgal (Grupo D-galactose, n=5); Dgal+C50 (ratos
envelhecidos tratados com 50mg/Kg de carvacrol, n=5); Dgal+C100 (ratos envelhecidos
tratados com 100mg/Kg de carvacrol, n=5). Os dados estdo expressos em valores médios de
porcentagem de intensidade de fluorescéncia em relagdo ao controle + e.p.m. Os dados foram
analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguida do pos-teste de Bonferroni.
*p <0,05vs CTL, # p < 0,05 vs Dgal.

Fonte: Autoria propria, 2021.

Vaérias teorias tém sido criadas para explicar como o processo de envelhecimento ocorre
e quais sdo os fatores envolvidos nesse processo. No entanto, 0 ponto em comum presente em
todas as teorias € o papel das espécies reativas de oxigénio e do fendmeno do estresse oxidativo
na promocdo de doencas associadas ao envelhecimento. Além disso, varios estudos
demonstraram que o estresse oxidativo contribui para disfuncdo endotelial presente nessas
doencas (DE; GHOSH, 2017). Diante disso, avaliou-se a producdo de anions superoxidos
através da intensidade de fluorescéncia emitida por uma sonda DHE.

A sonda DHE emitiu fluorescéncia em cortes de artérias mesentéricas superiores
isoladas de todos os animais dos grupos tratados por oito semanas. Os animais do grupo Dgal
apresentaram um aumento significativo da intensidade de fluorescéncia emitida pela sonda
DHE (167, 75 £ 7,91 %, n=5) quando comparados ao grupo CTL (100,00 + 3,61, n=5; p < 0,05)
(Gréfico 1). O tratamento com carvacrol dos animais dos grupos Dgal+C50 e Dgal+C100 por
oito semanas resultou em reducéo significativa da intensidade de fluorescéncia emitida pela
sonda DHE (138,84 * 4,46 %, n=5; 130,01 + 5,50 %, n=5, p < 0,05, respectivamente), quando
comparado ao grupo Dgal e ao grupo CTL (Grafico 1).
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Os resultados do presente estudo mostram que os animais do grupo Dgal apresentaram
um aumento significativo da intensidade de fluorescéncia pela sonda DHE quando comparado
ao grupo CTL, podendo sugerir que houve um aumento dos niveis de espécies reativas de
oxigénio em artéria mesentérica superior desses animais. Resultado semelhante foi encontrado
nos estudos de Xu et al. (2019a), Dehghani et al. (2018), Wu et al. (2017) e Chang et al. (2017),
que utilizaram o modelo de envelhecimento acelerado por D-galactose, o qual promoveu
aumento na intensidade de fluorescéncia por DHE pelo aumento da geracdo de ROS e estresse
oxidativo nos tecidos cardiovasculares de animais, além de diminuir a capacidade antioxidante
do organismo.

O tratamento com carvacrol em diferentes doses (50 e 100 mg/kg), porém, foi capaz de
promover diminuicdo dos niveis de anions superoxidos quando comparado ao grupo tratado por
Dgal, alcancando niveis semelhantes ao do grupo CTL. Este efeito, tal qual como aconteceu
para o0s efeitos sobre a pressdo arterial sistolica, ndo parece ser dependente da dose, ou seja,
com a dose de 50 mg/kg/dia, o efeito maximo ja pode ser observado.

Estudos adicionais com doses menores do que 50 mg/kg/dia sdo necessarios para que
seja investigado se o efeito obedece a “lei do tudo ou nada” ou se existe dependéncia de dose.
No entanto, os resultados demonstram que o tratamento com carvacrol exerceu um efeito
protetor contra 0 estresse oxidativo (em nivel de artéria mesentérica). Estes achados sdo
semelhantes aos encontrados no estudo realizado por Lee et al. (2020), que mostrou que 0sS
extratos advindos das Antocianinas (compostos vegetais presentes na amora) atenuaram a
formacdo de ROS induzida por D-galactose em células endoteliais humanas.

Outro resultado semelhante foi o encontrado na pesquisa de Rusu et al. (2020), que
avaliou a atividade antioxidante do caroco e septo de noz, sendo possivel observar que 0s
compostos testados promoveram melhora significativa na atividade antioxidante celular por

exercer um efeito protetor contra a geracdo de ROS presente no modelo Dgal.
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4.1.5 Efeito do Carvacrol sobre a Pressdo Arterial Sistlica
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Gréfico 5 - Medida da Pressdo Arterial Sistélica (PAS, em mmHg) dos diferentes grupos
experimentais, durante tratamento por oito semanas.

Grupos: CTL (controle, n= 6); Dgal (Grupo D-galactose, n=9); Dgal+C50 (ratos envelhecidos
tratados com 50mg/Kg de carvacrol, n=5); Dgal+C100 (ratos envelhecidos tratados com
100mg/Kg de carvacrol, n=5). Os resultados estdo expressos como media + e.p.m. Os dados
foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguida do pos-teste de
Bonferroni. *p<0,05 vs CTL; # p<0,05 vs Dgal.

Fonte: Autoria propria, 2021.

Vaérias evidéncias demonstram que o estresse oxidativo pode ser um importante fator
envolvido na fisiopatologia da hipertensdo. A doenca torna-se mais prevalente com o avancar
da idade, com mais de 60% das pessoas maiores de 60 anos apresentando essa patologia
(WILLIAMS et al., 2018). Diante disso, avaliamos os valores de presséo arterial sistolica nos
quatro grupos de animais estudados.

O gréafico 5 mostra os valores de medida de pressdo arterial sistélica (mmHg) por Tail
Cuff nos quatro grupos tratados por oito semanas. Pode-se observar um aumento significativo
da pressao arterial sistélica no grupo Dgal (170,99 + 2,0 %; n=9) quando comparado ao grupo
CTL (135,95 + 3,86%; n=6; p < 0,005). Os grupos Dgal+C50 e Dgal+C100 (137,88 + 2,75 %);
n=5; 124,58 * 8,19 %; n=5, respectivamente) apresentaram diminuicdo significativa na PAS
quando comparados ao grupo Dgal (170,99 + 2,0 %; n=9) (p < 0,05).

Nestes experimentos, foi possivel observar que os animais do grupo Dgal apresentaram
hipertensdo, através do aumento significativo da PAS, quando comparado ao grupo CTL. Estes

resultados foram semelhantes aos encontrados no estudo de Dai et al. (2018) e de Dehghani et
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al. (2018), em que ambos demonstraram que a exposic¢ao cronica ao envelhecimento acelerado
induzido por D-galactose resultou em aumento da presséo arterial em ratos.

Porém, os animais tratados com carvacrol na dose de 50 mg/kg e 100 mg/kg
apresentaram diminuicdo significativa da pressdo arterial sistdlica. Resultados semelhantes
foram observados nos estudos realizados por Dai et al. (2018), em que o tratamento com a
substéancia antioxidante SO atenuou o0 aumento da pressao arterial induzida pelo modelo Dgal,
e por Dehghani et al. (2018), que demonstrou que a coadministracdo de Resveratrol + Vitamina
D foram capazes de prevenir a hipertensao presente no modelo D-galactose.

A diminuicdo de PAS em resposta ao tratamento com carvacrol neste modelo de
envelhecimento acelerado pode estar relacionada a sua propriedade antioxidante. Estudos
adicionais sdo necessarios para que mecanismos hipotensores adicionais possam ser

investigados no modelo Dgal em funcdo do tratamento crénico com 0 monoterpeno.

4.1.6 Avaliacdo dos efeitos do carvacrol sobre a hipertrofia cardiaca
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Gréfico 6 - Relacdo peso do coracao pelo peso do animal dos diferentes grupos experimentais,
durante tratamento por oito semanas.

Grupos: CTL (controle, n=6); Dgal (Grupo D-galactose, n=9); Dgal+C50 (ratos envelhecidos
tratados com 50mg/Kg de carvacrol, n=5); Dgal+C100 (ratos envelhecidos tratados com
100mg/Kg de carvacrol, n=5). Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA
one way, seguida do pds-teste de Bonferroni. P > 0,05.

Fonte: Autoria propria, 2021.
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Estudos indicam que a hipertrofia cardiaca é uma caracteristica importante associada ao
processo de envelhecimento a nivel cardiovascular (LOFFREDO et al., 2013). No presente
estudo, buscamos investigar se 0 modelo de envelhecimento induzido por D-galactose estaria
associado a hipertrofia cardiaca, a qual foi avaliada através da razdo do peso do coracao pelo
peso dos animais dos quatro grupos experimentais. No grafico 6, pode-se observar que ndo
houve diferenca estatistica em nenhum dos grupos do estudo.

Nossos resultados divergem do estudo recente conduzido por Chang et al. (2017) que,
avaliando a partir de outra metodologia, ou seja, a razdo do peso do ventriculo esquerdo pelo
peso do coracdo, encontrou que o modelo de envelhecimento acelerado induzido por D-
galactose (150 mg/kg/dia) cursava com uma hipertrofia cardiaca. Além do estresse oxidativo,
é conhecido na literatura que injecOes intraperitoneais de 150 mg/kg/dia de D-galactose por 8
semanas causam um grave desarranjo na arquitetura cardiaca (CHEN et al. 2018).

Os cardiomiocitos dos animais tratados com D-galactose foram desordenados,
apresentando grandes espagos intersticiais entre as células e maior namero de cardiomiocitos
apoptoticos em comparacao com o grupo controle (CHEN et al., 2018). Dessa forma, emerge
a necessidade de se avaliar esse parametro por meio de outros métodos experimentais mais
especificos, a exemplo da avaliacdo da histologia a nivel de musculo cardiaco ou de outros
critérios morfométricos.

Em conjunto, os resultados do presente estudo indicam que o tratamento com o
carvacrol diminui significativamente a geracao de ROS em nivel de artéria mesentérica de ratos
envelhecidos através de administracdo de D-galactose.

Os resultados de um estudo de fase | em relacdo aos efeitos do carvacrol em individuos
saudaveis mostraram seguranca clinica e tolerabilidade para este agente, sendo, portanto, uma
molécula promissora para futuros testes de fase Il (GHORANI et al., 2021). Com relagdo as
limitacGes da presente pesquisa, a pandemia do novo coronavirus atrasou a chegada de alguns

insumos/reagentes, bem como de animais, para o andamento do projeto.

4.2 Apresentacdo do produto

Com o objetivo de se desenvolver tecnologias de intervencdo para promocdo da salde
e cuidado a pessoa idosa, e ap6s comprovados seus efeitos benéficos frente ao envelhecimento
cardiovascular no modelo de envelhecimento estudado, propomos um produto-teste a base do

carvacrol, um monoterpeno com atividades antioxidantes importantes.
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Trata-se de uma emulséo, na qual a formulagcdo-mae consiste da seguinte composicéo:
6leo de carvacrol, inicialmente solubilizado e emulsificado em cremophor® (na proporcao de
0,03%) e diluido em solucdo salina fisioldgica (NaCl 0,9%), na concentracéo desejada.

O Cremophor é um agente solubilizante e emulsificante ndo ibnico que é preparado pela
reacdo de dxido de etileno com 6leo de ricino. Consiste em um liquido oleoso amarelo claro
composto por uma mistura de componentes, principalmente conjugados de polietilenoglicol.
Esteres de acidos graxos de polietilenoglicol, bem como polietilenoglicois hidrofilicos e
glicerol etoxilado também estdo presentes. Essa formulacdo deverd servir como base para a
preparacdo de futuras formulagdes farmacéuticas a serem utilizadas em estudos posteriores,
inclusive em ensaios clinicos.

O produto seguiu as seguintes etapas:

| — Etapas previas a formulacéo do processo no ambito da UFPB

1. Os resultados de pesquisa tecnologica, e suscetivel a serem utilizados na industria, séo
apurados pelos criadores quanto a inovagdo, por meio de busca no Portal da Capes por
documentacGes académicas semelhantes, por meio da ferramenta Google (produtos ou solucées
tecnoldgicas semelhantes) e, de mais relevancia, pela busca nos Bancos de Dados Nacional
(INPI) e Internacionais (ex. Espacenet e Latipat) de Patentes ou de Desenho Industrial (Pedidos
de Patentes, Cartas-Patentes ou Pedidos de Registros semelhantes).

2. Um Relatorio de Busca de Anterioridade Ndo Impeditiva é criado pelos autores, e 0 mesmo

é adicionado junto ao processo de solicitacdo de patente.

3. E elaborado um Estudo de Viabilidade Técnica e Econdmica (EVTE) sucinto da solucio
tecnoldgica que deve ser protegida e, futuramente, ser deslocada ou licenciada ou incubada,
para empresa(s) que possa(m) torna-la acessivel para a sociedade.

4. Paraos Pedidos de Patentes, deve-se ter atencdo quanto as Instrugdes Normativas DIRPA n°
30/2013 e n° 31/2013, indicando oficialmente, através de documentacdo padrao, que nao houve

necessidade de acesso ao_patrimdnio genético no processo de criacdo pretendido.

Il — Etapas do processo no ambito da UFPB

5. Os requisitos para protecdo de patente deverdo seguir para a Diretoria de Propriedade
Intelectual da Agéncia UFPB de Inovagdo Tecnoldgica-INOVA/UFPB (11.00.46.19) e devera
ser aberto um processo virtual e cadastra-lo via SIPAC.

6. O processo para patente deve conter a requisicdo deliberada de depdsito da protecéo

tecnoldgica.


http://www.ufpb.br/inova/contents/documentos/relatorio-de-busca-de-anterioridade-nao-impeditiva.doc
http://www.ufpb.br/inova/contents/documentos/estudo-de-viabilidade-tecnica-e-economica-v6.doc
https://www.gov.br/inpi/pt-br/assuntos/patentes/in_030_in_17_2013_exame_tecnico_versao_final_03_12_2013-1-_1_0.pdf
https://www.gov.br/inpi/pt-br/assuntos/patentes/in_030_in_17_2013_exame_tecnico_versao_final_03_12_2013-1-_1_0.pdf
https://www.gov.br/inpi/pt-br/servicos/patentes/legislacao/legislacao/in_31_in_17_2013_administrativo_versao_03_12_2013_0.pdf
http://www.ufpb.br/inova/contents/documentos/deposito-de-patente-acesso-genetico-cgen.pdf
http://www.ufpb.br/inova/contents/documentos/deposito-de-patente-nao-acesso-genetico-cgen.pdf
https://www.youtube.com/watch?v=fx2slJ63c4c
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7. Apés o recebimento do processo, a Diretoria de Propriedade Intelectual (DPI) da
INOVA/UFPB deverd analisa-lo quanto aos requisitos relacionados a atividade inventiva,
forma, quanto a novidade, utilidade na industria e suficiéncia descritiva.

8. Caso seja aprovado, a INOVA/UFPB fard o processo de correcdo, ajuste e finalizacdo do
pedido de protecdo junto ao INPI. Se for reprovado, o processo retornara a origem e a DPI-

INOVA/UFPB devera encaminhar um parecer explicativo.

I11 — Etapas do processo no ambito externo da UFPB, junto ao INPI

9. O pedido de patente é entdo formalmente depositado no Instituto Nacional da Propriedade
Industrial-INPI.

10. Depois de permanecer em sigilo por 18 meses, o pedido é publicado e o exame sera
solicitado. Para isso, teremos até 36 meses, contados a partir da data do depdsito.

11. Concedido o pedido, o INPI oferece um prazo de até 60 dias para que as taxas sejam pagas
pela UFPB.

12. Por fim, seré solicitada a expedicdo da carta-patente.

(Manual do Inventor — INOVA UFPB)

A seguir, sdo apresentadas as consideracdes finais desta pesquisa.
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CONSIDERACOES FINAIS

O processo de envelhecimento tem sido nos ultimos anos, tema de varios estudos,
principalmente no &mbito da prevencdo e dos fatores relacionados ao tema, sejam eles,
intrinsecos ou extrinsecos. A busca por substancias ativas e a elucidacdo cientifica dos efeitos
benéficos das mesmas, tem sido de grande relevancia na salude publica e do mercado
consumidor em geral.

A area de investigagao objeto deste estudo adequa-se a uma necessidade crescente em
termos de salde publica, atendendo a grande demanda de produtos que possam ser Uteis no
manejo do processo de senescéncia e consequente envelhecimento, apresentando um forte
potencial de uso terapéutico.

O estudo objetivou avaliar os possiveis efeitos de um composto natural (0 monoterpeno
carvacrol) no combate ao envelhecimento cardiovascular, através de uma pesquisa pré-clinica,
frente a necessidade de se explorar novas tecnologias em satde no cuidado a pessoa idosa
acometida com doencas cardiovasculares.

Inicialmente, por meio da pesquisa por nos realizada, demonstramos que apos oito
semanas de tratamento com D-galactose na dose de 250mg/kg, efeitos significativos em nivel
de sistema cardiovascular, tais como o0 aumento do estresse oxidativo, disfuncao endotelial (em
artéria mesentérica superior de ratos) e hipertensao arterial em ratos Wistar confirmaram a
eficadcia do modelo escolhido para induzir os efeitos do envelhecimento.

O tratamento por oito semanas com Carvacrol, produto-teste deste trabalho, nas doses
de 50mg/kg e 100mg/kg, foi capaz de diminuir a producdo de anions superdxidos nos animais
envelhecidos através da injecdo de D-galactose. Dessa forma, ficou clara a sua capacidade de
prevenir o aparecimento do processo de estresse oxidativo, grande responsavel pelo
desenvolvimento de doencas cardiovasculares no envelhecimento, além de promover
diminuicdo dos valores da pressdo arterial sistélica desses animais, em modelo de
envelhecimento induzido por D-galactose.

Em conjunto, estes resultados corroboram com a criagdo de um produto-teste,
caracterizado como sendo uma emulsdo a base de carvacrol, que contém propriedades
cardioprotetoras em estudo pré-clinico frente ao modelo de envelhecimento induzido por D-
galactose.

O produto a base de carvacrol podera servir de base para mais estudos, principalmente

aqueles relacionados as pesquisas clinicas de desenvolvimento de um medicamento, podendo
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ser possivel, futuramente, a realizacdo de testes diretamente em idosos com doengas
cardiovasculares.

Posteriormente, pode ser utilizado para o desenvolvimento de um possivel medicamento
a ser incluido nas politicas publicas de satde visando o cuidado para as pessoas idosas que
possuam esses tipos de enfermidades, contribuindo para diminuicdo da mortalidade relacionada
a essas doencas nessa camada da populagdo, além da diminuicdo dos custos em satde que elas
geram.

Ainda como perspectiva, deverd ser equacionado um desenvolvimento previsional a este
estudo, passando pelo envolvimento de empresas (pUblicas e/ou privadas), e que podera ser
uma excelente forma de promover a pesquisa aplicada, visando, essencialmente, a inovacao de
produto, visto que se trata de possibilidade de alternativas terapéuticas para combater as
consequéncias do envelhecimento.

Ressalta-se a contribui¢ao deste trabalho para a ciencia e o publico em geral, visto que
0s estudos ainda s@o inéeditos, e existem limitacGes na literatura quanto as informacoes

relacionadas a tematica, em particular, no campo da Gerontologia.
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Certificamos que a proposta intitulada "Efeito do carvacrol sobre o sistema cardiovascular de ratos envelhecidos por D-galactose®,
protocolada sob o CEUA n® 3183120919 poosren, 50b a responsabilidade de Islania Giselia Albugquerque Gongalves e eguipe;
Sabine Helena Dantas - gque envolve a produgdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao file Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.7594 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 20049, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
da Paralba {CEUA/UFPE) na reunido de 13/09/2019.

We certify that the proposal *Cardiovascular effects induced by carvacrol on d-galactose aged rats®, utilizing 80 Heterogenics rats
(80 males), protocol number CEUA 3183120919 oo omrem, under the responsibility of Islania Giselia Albuguerque Goncalves
and team; Sabine Helena Dantas - which involves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law
11.7%4 of October 8, 2008, Decree 6B99 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paralba
(CEUAMUFPE) in the meeting of 049/13,/2019.
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Local do experimentn: Laboratdrio de Farmacologia Cardiovascular do IPeFarM/UFFB
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	Os sinais a partir dos sensores de pressão e sensores de pulso foram convenientemente amplificados e depois registrados em um software adequado (Labchart) no qual foram visualizadas as medidas de pulso, pressão e frequência cardíaca. Em seguida, tais ...

