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Atividade protetora do carvacrol na senescência endotelial do corpo 
cavernoso induzida por D-galactose: investigações in vitro e in silico 

 

FEITOSA, M. S. A. 
Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos 

Tese de doutorado, CCS/UFPB, 2025 
 

RESUMO 

O envelhecimento é um fenômeno natural, complexo e multifatorial marcado pelo declínio das funções 
fisiológicas em nível molecular e celular ao longo do tempo. No sistema cardiovascular, esse processo 
resulta no acúmulo progressivo de células senescentes endoteliais, que apresentam função anormal e 
perda da capacidade proliferativa, levando à disfunção endotelial, mecanismo-chave na origem de 
diversos distúrbios, incluindo a disfunção erétil (DE). A DE é a incapacidade de obter e/ou manter uma 
ereção peniana adequada para uma relação sexual satisfatória. Evidências crescentes sugerem que o 
estresse oxidativo é um dos principais mecanismos responsáveis pela senescência endotelial. Assim, 
a redução dos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) pode ser um fator importante para reverter 
os danos oxidativos e recuperar a função endotelial. Compostos antioxidantes como o carvacrol, limitam 
esses danos e, portanto, apresentam benefícios para a senescência endotelial. Portanto, o objetivo 
deste trabalho foi avaliar a atividade senoprotetora do carvacrol na senescência endotelial cavernosa 
induzida por D-galactose, através de investigações in vitro e in silico. Para isso, células endoteliais 
cavernosas de ratos (RCEC) foram cultivadas e tratadas por 48 horas, na ausência e na presença da 
D-galactose, agente indutor da senescência prematura, e do carvacrol. Inicialmente, foi avaliada a 
viabilidade celular, senescência associada a β-galactosidase (SA-β-galactosidase) e atividade 
antioxidante do carvacrol. No modelo D-galactose, o tratamento com o carvacrol restaurou a viabilidade 
celular e, em condições basais, não apresentou efeitos tóxicos. Quanto a SA-β-galactosidase, tanto na 
presença quanto na ausência, o carvacrol reduziu a senescência. Além disso, o carvacrol, em modelo 
de senescência, atenuou o estresse oxidativo. O estresse oxidativo é frequentemente acompanhado 
de uma menor produção de óxido nítrico (NO), o que pode enfraquecer o seu efeito protetor. Por isso, 
avaliamos se a diminuição do estresse oxidativo causada pelo carvacrol poderia estar aumentando a 
biodisponibilidade de NO. Essa análise demonstrou que o carvacrol, na presença da D-galactose, 
aumenta a biodisponibilidade de NO, indicando uma melhora na saúde endotelial. A apoptose também 
foi avaliada, revelando que o carvacrol aumentou a sobrevivência celular e diminuiu a apoptose inicial 
e tardia na presença da D-galactose, sugerindo que, por atuar como antioxidante e aumentar a 
biodisponibilidade NO, ele poderia estar reduzindo os danos oxidativos induzidos. Geralmente, 
considera-se que as células senescentes estão permanentemente paradas na fase G0/G1 do ciclo 
celular, portanto, avaliamos a proporção de RCEC em cada fase do ciclo. O carvacrol, na presença da 
D-galactose, reduziu a proporção dessas células na fase G0/G1 e aumentou nas fases S e G2/M, 
provavelmente por atuar como antioxidante, uma vez que o dano oxidativo é um dos principais 
mecanismos responsáveis pela parada do ciclo celular em células senescentes. Por fim, em busca de 
compreender ainda mais os mecanismos envolvidos nesses efeitos, os principais alvos moleculares 
das vias de senescência foram selecionados para a investigação de interação com o carvacrol, através 
de análises in silico. Esses estudos revelaram interações com os sete alvos avaliados, com destaque 
para o p53 e a NADPH oxidase que apresentaram interações de alta estabilidade, podendo ser até 
melhor do que o ligante padrão. Assim, a atividade antioxidante e a redução da parada do ciclo celular 
na fase G0/G1 do carvacrol, podem estar relacionadas com a modulação negativa da NADPH oxidase 
e p53, respectivamente.  
 

Palavras-chave: 1. Envelhecimento. 2. Senescência endotelial. 3. Óxido nítrico. 4. Antioxidante. 5. 

Carvacrol. 
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 Protective activity of carvacrol in D-galactose-induced corpus 
cavernosum endothelial senescence: in vitro and in silico investigations 

 

FEITOSA, M. S. A. 
Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos 

Tese de doutorado, CCS/UFPB, 2025 
 

 

ABSTRACT 

Aging is a natural, complex, and multifactorial phenomenon characterized by the decline of physiological 
functions at the molecular and cellular levels over time. In the cardiovascular system, this process results 
in the progressive accumulation of senescent endothelial cells, which exhibit abnormal function and a 
loss of proliferative capacity, leading to endothelial dysfunction — a key mechanism in the development 
of various disorders, including erectile dysfunction (ED). The ED is the inability to achieve and/or 
maintain a penile erection sufficient for satisfactory sexual intercourse. Increasing evidence suggests 
that oxidative stress is one of the main mechanisms responsible for endothelial senescence. Thus, 
reducing the levels of reactive oxygen species (ROS) may be an important factor in reversing oxidative 
damage and restoring endothelial function. Antioxidant compounds, such as carvacrol, limit this damage 
and therefore offer benefits in preventing endothelial senescence. Therefore, the aim of this study was 
to evaluate the senoprotective activity of carvacrol in cavernous endothelial senescence induced by D-
galactose, through in vitro and in silico investigations. For this, rat cavernous endothelial cells (RCEC) 
were cultured and treated for 48 hours, in the absence and presence of D-galactose, an agent that 
induces premature senescence, and carvacrol. Initially, was evaluated cell viability, β-galactosidase-
associated senescence (SA-β-galactosidase), and the antioxidant activity of carvacrol. In the D-
galactose model, treatment with carvacrol restored cell viability and, under basal conditions, did not 
show toxic effects. Regarding SA-β-galactosidase, carvacrol was able to reduce senescence both in the 
presence and absence of D-galactose. Furthermore, in the senescence model, carvacrol was capable 
of reducing oxidative stress. Oxidative stress is often accompanied by a lower production of nitric oxide 
(NO), which may weaken its protective effect. Therefore, we evaluated whether the decrease in oxidative 
stress caused by carvacrol could be increasing the bioavailability of NO. This analysis demonstrated 
that carvacrol, in the presence of D-galactose, increases the bioavailability of NO, indicating an 
improvement in endothelial health. Apotosis was also evaluated, revealing that carvacrol is able to 
increase cell survival and decrease early and late apoptosis in the presence of D-galactose, suggesting 
that, by acting as an antioxidant and increasing NO bioavailability, it could be reducing the induced 
oxidative damage. Senescent cells are generally considered to be permanently arrested in the G0/G1 
phase of the cell cycle, therefore, we evaluated the proportion of RCEC in each phase of the cycle. 
Carvacrol, in the presence of D-galactose, reduced the proportion of these cells in the G0/G1 phase and 
increased their presence in the S and G2/M phases, probably by acting as an antioxidant, since oxidative 
damage is one of the main mechanisms responsible for cell cycle arrest in senescent cells. Finally, in 
order to further understand the mechanisms involved in these effects, key molecular targets of 
senescence pathways were selected for interaction analysis with carvacrol, through in silico analysis. 
These studies revealed interactions with all seven evaluated targets, with emphasis on p53 and NADPH 
oxidase, which presented highly stable interactions, which may be even better than the standard ligand. 
Thus, the antioxidant activity and reduction of cell cycle arrest in the G0/G1 phase of carvacrol may be 
related to the negative modulation of NADPH oxidase and p53, respectively. 

 

Keywords: 1. Aging. 2. Endothelial senescence. 3. Nitric oxide. 4. Antioxidant. 5. Carvacrol. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O envelhecimento é um processo multifatorial caracterizado por alterações 

moleculares, celulares e fisiológicas que aumentam a suscetibilidade do indivíduo ao 

desenvolvimento de doenças (De Almeida Rezende; Oliveira De Almeida; Gonçalves; 

De Azevedo et al., 2021). De fato, mais de 90% das pessoas com mais de 65 anos 

apresentam pelo menos uma doença crônica, e mais de 70% convivem com duas ou 

mais (Zhang; Pitcher; Prahalad; Niedernhofer; Robbins, 2023). Portanto, compreender 

os mecanismos do envelhecimento e desenvolver estratégias para retardar esse 

processo, bem como o surgimento de doenças associadas à idade, é de grande 

relevância (Fu; Zhang; Zhang, 2022). 

Ao longo das décadas, tem sido amplamente discutido se a senescência 

contribui para o processo de envelhecimento do organismo. Uma vez que as células 

são os blocos de construção fundamentais do tecido e do organismo, é indiscutível 

que a senescência celular contribui para o envelhecimento, como evidenciado pelo 

acúmulo progressivo de células senescentes em diversos tecidos em doenças 

relacionadas à idade (Khor; Wong, 2020).  

Nesse contexto, a senescência das células endoteliais desempenha um papel 

fundamental no desenvolvimento de desordens relacionadas ao envelhecimento, pois 

o acúmulo dessas células leva à disfunção endotelial, mecanismo-chave na origem 

de diversos distúrbios, incluindo a disfunção erétil (DE), marcador precoce de doenças 

cardiovasculares (DCV) (Jia; Aroor; Jia; Sowers, 2019; Khor; Wong, 2020). 

A DE é a incapacidade de obter e/ou manter uma ereção peniana adequada 

para uma relação sexual satisfatória (Argiolas; Argiolas; Argiolas; Melis, 2023). O 

envelhecimento é reconhecido por alterar a função erétil e promover disfunção 

endotelial, que interrompe os mecanismos homeostáticos responsáveis pela 

regulação da contração da musculatura lisa e do tônus vascular peniano (Blick; 

Ritchie; Sullivan, 2016; Echeverri Tirado; Ferrer; Herrera, 2016).  

A disfunção endotelial manifesta-se com uma diminuição da biodisponibilidade 

de óxido nítrico (NO), resultante da sua degradação acelerada por espécies reativas 

de oxigênio (ROS), consequência do aumento do estresse oxidativo. Além disso, as 

ROS alteram a sinalização intracelular da sintase de óxido nítrico endotelial (eNOS) 

de modo que ela entre em um estado de desacoplamento, produzindo ainda mais 
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ROS e reduzindo a biodisponibilidade de NO (De Almeida; De Oliveira; Da Silva 

Pontes; De Souza Júnior et al., 2022). 

Em células endoteliais, o estresse celular induzido pelo estresse oxidativo é um 

fator determinante para promover a senescência prematura (Jia; Aroor; Jia; Sowers, 

2019). Assim, estratégias senoprotetoras que visam reduzir o estresse oxidativo e 

promover a recuperação ou eliminação de biomoléculas, organelas e células 

danificadas podem ser um processo importante para preservar a integridade celular 

(Chaudhary; Chaudhary; Sharma; Singh et al., 2023).  

Nesse contexto, os óleos essenciais, como antioxidantes naturais, apresentam 

um recurso útil para a identificação de terapias que podem atingir a senescência e as 

alterações associadas (Ledrhem; Nakamura; Obitsu; Hirae et al., 2022). Dentre os 

componentes dos óleos essenciais, destaca-se o carvacrol, que tem atraído 

considerável atenção por sua ampla gama de atividades farmacológicas (Forqani; 

Akbarian; Amirahmadi; Khorrami et al., 2024). 

Carvacrol é um monoterpeno fenólico obtido de plantas aromáticas da família 

Lamiaceae como Origanum vulgare (orégano), Thymus vulgare (tomilho), Lepidium 

flavum  (pimenta), Bergamia loise var. Citrus aurantium (bergamota selvagem) (Imran; 

Aslam; Alsagaby; Saeed et al., 2022). As atividades biológicas do carvacrol foram 

demonstradas em diferentes estudos in vivo e in vitro, incluindo atividade antioxidante, 

anti-inflamatória, vasorrelaxante e antiapoptótica (De Almeida Feitosa; De Almeida; 

Dantas; De Azevedo et al., 2024). Além disso, o carvacrol regula negativamente 

marcadores da senescência (El-Far; Mohamed; Elsabagh; Mohamed et al., 2022).  

Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa evidenciaram que o carvacrol 

pode melhorar a função erétil associada ao envelhecimento, atuando através da 

redução do estresse oxidativo, melhora da disfunção endotelial e na diminuição do 

acúmulo de células senescentes no corpo cavernoso isolado de ratos. No entanto, 

são necessários mais estudos para aprofundar a compreensão dos mecanismos 

envolvidos nesses efeitos. Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar a 

ação senoterapêutica do carvacrol em cultura de células endoteliais cavernosas de 

ratos (RCEC) no modelo experimental de senescência induzida por D-galactose, 

através de metodologias in vitro e in silico. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Definindo o envelhecimento 

 

O envelhecimento é um fenômeno natural complexo e multifatorial 

caracterizado por uma deterioração gradual das funções fisiológicas em nível 

molecular e celular de um organismo ao longo do tempo (De Almeida Rezende; 

Oliveira De Almeida; Gonçalves; De Azevedo et al., 2021; El-Far; Elghaity; Mohamed; 

Noreldin et al., 2024). Ele é desenvolvido a partir do acúmulo de fatores físicos, 

ambientais e sociais e os detalhes dos mecanismos moleculares que desencadeiam 

o processo de envelhecimento são considerados uma tarefa difícil (Davalli; Mitic; 

Caporali; Lauriola; D'arca, 2016). 

A origem do envelhecimento tem sido uma questão de debate há décadas, e 

várias hipóteses que propõem mecanismos para sua evolução foram levantadas, 

como a teoria dos radicais livres mitocondriais (Harman, 1965), a teoria dos telômeros 

(Olovnikov, 1996), a teoria dos danos ao ácido Desoxirribonucleico (DNA) (Gensler; 

Bernstein, 1981), a teoria do erro (Orgel, 1963) e a teoria inflamatória (Franceschi; 

Bonafè; Valensin, 2000). De forma geral, essas hipóteses sugerem que o 

envelhecimento não é uma ocorrência aleatória, mas sim um fenômeno 

geneticamente programado, ocorrendo quando células e tecidos são desgastados ao 

longo dos anos (Harman, 1981; Weismann, 1891). 

Em meados da década de 1900, os pesquisadores começaram a debater a 

ideia de que o envelhecimento era a causa de doenças crônicas relacionadas à idade. 

O uso da palavra "causa" continua controverso porque, embora o envelhecimento seja 

o maior fator de risco para uma infinidade de doenças relacionadas à idade, a 

causalidade não foi comprovada. Em apoio à ideia, alguns fenômenos aparentemente 

normais do envelhecimento, que interagem entre si de forma complexa, contribuem 

para as doenças (Campisi; Kapahi; Lithgow; Melov et al., 2019). Um marco inicial 

importante na pesquisa sobre envelhecimento ocorreu em 1939, quando observaram 

que a restrição da ingestão calórica em camundongos e ratos aumentava a 

expectativa de vida; foi a primeira demonstração da plasticidade do processo de 

envelhecimento (Campisi; Kapahi; Lithgow; Melov et al., 2019; Mccay; Maynard; 

Sperling; Barnes, 1939). 
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Em 2013, López-Otín et al. assumiram a tarefa de fornecer alguma ordem à 

multidão de vias biológicas envolvidas no processo de envelhecimento, propondo que 

todos os fatores implicados no envelhecimento sejam organizados em nove 

categorias, ou marcadores. Para que seja considerado um marcador, esses fatores 

devem estar presentes durante o envelhecimento normal e, ao ser manipulado 

experimentalmente, deve influenciar o ritmo do processo de envelhecimento. Esse 

último requisito continua sendo o mais difícil de ser alcançado, principalmente devido 

à interconexão entre os marcadores (Amorim; Coppotelli; Rolo; Palmeira et al., 2022). 

Isso ressalta o fato de que o envelhecimento é um processo complexo que deve ser 

analisado como um todo. Consequentemente, cada um dos marcadores deve ser 

considerado como um ponto de entrada para a exploração futura do processo de 

envelhecimento (López-Otín; Blasco; Partridge; Serrano; Kroemer, 2023). 

As nove características do envelhecimento que foram propostas pelo grupo de 

Lopez-Ótin, compreende instabilidade genômica, desgaste do telômero, alterações 

epigenéticas, disfunção mitocondrial, perda de proteostase, detecção desregulada de 

nutrientes, senescência celular, exaustão de células-tronco e comunicação 

intercelular alterada. A pesquisa sobre a biologia do envelhecimento progrediu 

notavelmente com base nesta proposta (López-Otín; Blasco; Partridge; Serrano; 

Kroemer, 2013).  

Dez anos depois, em 2023, López-Ótin adicionou novas características às 

originais, que inclui autofagia, distúrbio da microbiota e inflamação crônica, 

fornecendo uma estrutura mais abrangente para estudos do envelhecimento (López-

Otín; Blasco; Partridge; Serrano; Kroemer, 2023) Essas características são agrupadas 

em três categorias: primária, cujos efeitos são indubitavelmente negativos; 

antagônica, cujos efeitos podem ser benéficos ou deletérios dependendo de sua 

intensidade; e integrativa, que afeta a homeostase e a funcionalidade do tecido (Figura 

1). Avanços na compreensão dos mecanismos subjacentes ao processo de 

envelhecimento e os possíveis determinantes modificáveis podem revelar insights 

sobre como atingir o envelhecimento mais saudável (Dominguez; Veronese; 

Barbagallo, 2024; Tartiere; Freije; López-Otín, 2024). 
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Figura 1 - Marcadores (hallmarks) do envelhecimento. 

 

 

 

Legenda: O esquema compila doze marcadores do envelhecimento que estão agrupados em 

três categorias: primária, instabilidade genômica, desgaste do telômero, alterações 

epigenéticas, perda de proteostase e macroautofagia desabilitada; antagonista, desregulação 

da detecção de nutrientes, disfunção mitocondrial e senescência celular; integrativa, exaustão 

de células-tronco, alteração da comunicação intercelular, inflamação crônica e disbiose. 

 

Fonte: Adaptado de López-Otín; Blasco; Partridge; Serrano e Kroemer (2023) 

 

De fato, o envelhecimento é um fenômeno fisiológico e multifatorial de declínio 

progressivo da função do organismo ao longo do tempo (Fu; Zhang; Zhang, 2022). A 

maioria dos biogerontólogos concordaria que o envelhecimento é o impacto 

cumulativo de uma série de processos biológicos deletérios que gradualmente tornam 

um organismo cada vez mais vulnerável à mortalidade com a idade (Mc Auley, 2024). 

É considerado a raiz de múltiplas doenças, à medida que a população idosa e a 
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expectativa de vida aumentam, também se elevam as chances de sofrer de doenças 

relacionadas à idade (Navarro; Salazar; Díaz; Chacin et al., 2023). 

A relação entre as muitas comorbidades e o processo de envelhecimento 

envolve a interação constante e sinérgica de vários fatores intrínsecos e extrínsecos, 

que precisam ser completamente descritos para obter uma visão clara dos processos 

subjacentes ao fenômeno de envelhecimento (Navarro; Salazar; Díaz; Chacin et al., 

2023). Esse entendimento é particularmente relevante quando se considera que o 

processo de envelhecimento de um indivíduo não pode ser totalmente equiparado ao 

de outro, sabendo que a interação entre os fatores intrínsecos e extrínsecos nunca 

será exatamente a mesma.  

As bases extrínsecas que incluem os fatores ambientais relacionados ao estilo 

de vida, como dieta hipercalórica, sedentarismo e hábitos nocivos (cigarro, estresse e 

o consumo excessivo de álcool, por exemplo) afetam diretamente a saúde devido às 

suas consequências metabólicas prejudiciais; podendo ter uma influência mais 

decisiva do que os fenômenos intrínsecos (Denham; O'brien; Charchar, 2016; Juárez-

Fernández; Porras; García-Mediavilla; Román-Sagüillo et al., 2020; Ragonnaud; 

Biragyn, 2021).  

Em relação à base intrínseca, o impacto e a interação entre genes candidatos 

selecionados relacionados à longevidade e suas variações, bem como fatores 

epigenéticos e outras características primárias do envelhecimento celular foram 

sugeridos como os principais culpados do processo de envelhecimento, em conjunto 

com moléculas específicas e organelas celulares, como metabólitos e mitocôndrias, 

respectivamente (Navarro; Salazar; Díaz; Chacin et al., 2023). 

 

2.2 Impacto do envelhecimento da população e das doenças associadas 

 

A população global apresentou um crescimento notável ao longo do último 

século, quase triplicando de aproximadamente 3 bilhões de indivíduos em 1950 para 

8 bilhões em 2022, de acordo com dados da Divisão de População do Departamento 

de Assuntos Económicos e Sociais das Nações Unidas. Este aumento populacional 

ocorreu em conjunto com um aumento notável na expectativa de vida, que foi de 45,51 

anos em 1950 para 73,3 anos em 2024 (Figura 2). As projeções indicam uma trajetória 

ascendente adicional, com uma esperança média de vida prevista de 81,88 anos até 

ao ano de 2100 (Surugiu; Iancu; Vintilescu Ș; Stepan et al., 2024). 
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Figura 2 - Expectativa de vida no mundo de 1950 até 2024. 

 

 

 

Legenda: Expectativa média de vida global para homens, mulheres e ambos os sexos de 1950 

a 2024. 

 

Fonte: OMS acesso em 04/11/2024 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) e o Banco Mundial, a 

população global com 65 anos ou mais era de 727 milhões, constituindo 9,3% da 

população total em 2022. Considera-se que um país ou região está se tornando uma 

sociedade envelhecida quando uma proporção de pessoas com 60 anos ou mais 

atinge 10% da população, ou quando uma parcela de indivíduos com 65 anos ou mais 

chega a 7% (Liu; Fang; Tu; Mo et al., 2024). 

No Brasil, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), apresenta, 

com base nos dados do Censo Demográfico 2022, resultados sobre a população de 

pessoas idosas, que é definida por aquelas pessoas que possuem 60 anos de idade 

ou mais. Em 1980, o Brasil tinha 6,1% da população com 60 anos ou mais de idade. 

Já em 2022, esse grupo etário representou 15,8% da população total e um 

crescimento de 46,6% em relação ao Censo Demográfico 2010, quando representava 

10,8% da população. Entre os motivos para o envelhecimento da população 
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brasileira, é possível destacar o avanço da medicina, já que as pessoas podem 

realizar a prevenção médica com maior cuidado (Ibge, 2022). 

Apesar do aumento da expectativa de vida ser uma realidade para a maioria 

dos países, os indivíduos não necessariamente apresentam melhora na sua qualidade 

de vida (Figura 3) (Amorim; Coppotelli; Rolo; Palmeira et al., 2022; De Almeida; 

Ribeiro; De Medeiros, 2017). Durante o processo de envelhecimento, os tecidos e 

órgãos sofrem declínio funcional ou deterioração, aumentando assim sua 

suscetibilidade a doenças relacionadas à idade, como doenças neurodegenerativas, 

diabetes, câncer e DCV, encurtando sua expectativa de vida saudável, o que trouxe 

enorme pressão financeira aos países em todo o mundo em termos de assistência à 

saúde (Fu; Zhang; Zhang, 2022; Li; Tian; Luo; Bao et al., 2024).  

 

Figura 3 - Envelhecimento e a incidência de doenças relacionadas a idade. 

 

 

 

Legenda: Aumento da incidência de doenças com o avanço da idade que pode ser atenuado 

por terapias de envelhecimento. Essas intervenções deslocam a curva de incidência para a 

direita, indicando a eficiência da terapia em retardar o surgimento de doenças associadas ao 

envelhecimento. 

 

Fonte: Adaptado de (De Almeida; Ribeiro; De Medeiros, 2017) 

 

Nos últimos anos, investigações moleculares revelaram redes de sinalização 

comuns que podem relacionar o processo de envelhecimento com a deterioração da 

homeostase cardiovascular (Costantino; Paneni; Cosentino, 2016). Esses diferentes 



39 
 

processos parecem estar altamente interconectados com o desenvolvimento de DCV, 

responsáveis pelo maior índice de morbimortalidade mundial, por isso, o 

envelhecimento é um dos principais fatores de risco para essas doenças (De Almeida; 

De Almeida Rezende; Dantas; De Lima Silva et al., 2020). 

Uma associação entre DCV e DE foi observada em 1997, e desde então ficou 

evidente que a DE frequentemente antecede eventos cardiovasculares, podendo ser 

utilizada como um marcador precoce para identificar homens com alto risco de DCV 

grave (Mobley; Khera; Baum, 2017). Mc Mahon ressalta, ainda, que a DE é um 

importante indicador de disfunção endotelial generalizada (Mcmahon, 2019). 

Um estudo fundamental que estabeleceu as bases para a utilização potencial 

da DE para o diagnóstico precoce de DCVs, foi publicado por Montorsi e 

colaboradores, no qual 65% dos pacientes apresentaram sintomas de DE três anos 

antes do início das manifestações cardiovasculares. Os autores sugerem que, devido 

ao pequeno calibre dos vasos penianos, qualquer alteração mínima afetaria esses 

vasos primeiro, antes de causar sintomas cardiovasculares evidentes (Montorsi; 

Ravagnani; Galli; Rotatori et al., 2004). 

Os fatores de risco para DE são semelhantes aos de DCV, como hipertensão 

arterial, diabetes mellitus, tabagismo, obesidade e dislipidemia (MCMAHON, 2014; 

MOBLEY et al., 2017). No entanto, o envelhecimento, por si só, pode ser o suficiente 

para o desenvolvimento da DE, sendo considerado um dos fatores de risco mais 

relevantes (De Almeida Feitosa; De Almeida; Dantas; De Azevedo et al., 2024). 

 

2.3 Disfunção erétil associada ao envelhecimento 

 

A DE é um problema sexual masculino caracterizado como a incapacidade 

persistente ou recorrente de obter e/ou manter uma ereção suficiente para uma 

relação sexual satisfatória (Nih, 1993). O principal fator de risco associado à DE é a 

idade, podendo afetar até 76% dos indivíduos que possuem mais de 70 anos de idade 

(De Almeida Rezende; Oliveira De Almeida; Gonçalves; De Azevedo et al., 2021; 

Rinkūnienė; Gimžauskaitė; Badarienė; Dženkevičiūtė et al., 2021). A alta prevalência 

está relacionada ao aumento da expectativa de vida da população, estima-se que até 

o final de 2025 a DE acometa 322 milhões de homens (Chen; Lu; Zhang; Tan; Qin, 
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2024; Kessler; Sollie; Challacombe; Briggs; Van Hemelrijck, 2019; Sin; Anand; Koh, 

2021). 

 

2.3.1 Fisiologia da ereção e os mecanismos envolvidos 

 

A ereção peniana é um mecanismo neurovascular complexo que requer 

interação entre os sistemas nervosos central e periférico, endotélio vascular e fatores 

hormonais, além de ser dependente da integridade estrutural dos componentes 

celulares penianos (Bogacki-Rychlik; Gawęda; Bialy, 2023; Castela; Costa, 2016).  

O tecido erétil é uma estrutura vascular altamente especializada, composta por 

três corpos esponjosos cilíndricos, sendo dois corpos cavernosos, localizados na 

porção dorsal do pênis, e um corpo esponjoso que circunda o segmento distal da 

uretra no lado ventral do pênis (Figura 4). Esse tecido compreende pequenas artérias 

de resistência (artérias helicoidais) que se abrem em cavidades sinusoidais 

(trabéculas) revestidas internamente por uma monocamada endotelial vascular. Este 

endotélio vascular é cercado por uma rede de células musculares lisas (CML), nervos 

autonômicos e matriz extracelular, que compreende colágeno, fibras elásticas e 

fibroblastos (Andersson, 2019; Castela; Costa, 2016).  
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Figura 4 – Anatomia do pênis. 

 

 

 

Legenda: Anatomia peniana visão longitudinal (A) e transversal (B). A visão longitudinal 

destaca a estrutura alongada do pênis, revelando o corpo cavernoso, a veia dorsal, a 

inervação, a irrigação sanguínea, o corpo esponjoso, a glande e a uretra. Já a visão 

transversal (B) revela três estruturas eréteis formadas por um corpo esponjoso e dois corpos 

cavernosos, que são revestidos pelas fáscias de Buck, de Colles e por tecido subcutâneo, 

que os separam da pele. Os corpos cavernosos são revestidos ainda por um envelope 

espesso denominado túnica albugínea, que se funde para formar o septo mediano, separando 

os dois corpos cavernosos. 

 

Fonte: Adaptado de Andersson (2019) 

 

Os corpos cavernosos estão contidos em um envelope espesso denominado 

túnica albugínea, que se funde para formar o septo peniano. Este septo, por ser 
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perfurado e descontínuo, permite que os corpos cavernosos funcionem como uma 

unidade única (Andersson, 2019; Jung; Jo; Kwon; Jeong, 2014). A túnica albugínea é 

uma estrutura com múltiplas camadas circulares de tecido conjuntivo e é composta de 

colágeno fibrilar entrelaçado com fibras de elastina, proporcionando uma grande 

flexibilidade e rigidez ao pênis, além de fornecer resistência tecidual. Fáscias 

profundas (de Buck) e superficiais (de Colles) envolvem a túnica albugínea e encerram 

os vasos sanguíneos e os nervos penianos e um tecido subcutâneo os separam da 

pele (Andersson, 2019).  

O suprimento sanguíneo arterial é fornecido principalmente por três ramos da 

artéria pudenda interna, artéria bulbar, uretral e cavernosa, que se unem formando a 

artéria dorsal (Figura 5) (Garg; Date; Gupta; Baliarsing, 2016). A artéria bulbar fornece 

suprimento sanguíneo para as glândulas de Cowper (glândulas bulbouretrais). A 

artéria uretral acompanha longitudinalmente a uretra e supre não apenas o corpo 

esponjoso, mas também a glande do pênis e o tecido uretral. A artéria cavernosa, uma 

artéria mais profunda, está localizada no centro dos corpos cavernosos, e se divide 

em múltiplos ramos formando as artérias helicoidais. Estas artérias são responsáveis 

por controlar o fluxo sanguíneo nos sinusoides; no pênis relaxado, o suprimento de 

sangue para os espaços cavernosos é restrito e as artérias helicoidais encontram-se 

ocluídas (Andersson, 2019; Breza; Aboseif; Orvis; Lue; Tanagho, 1989; Garg; Date; 

Gupta; Baliarsing, 2016). 
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Figura 5 – Anatomia vascular do pênis. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Andersson (2019) 

 

Legenda: Corte transversal do pênis destacando a irrigação sanguínea. 

 

A ereção peniana é desencadeada pela estimulação e excitação sexual. O 

processo é iniciado pela ativação da via parassimpática através dos nervos 

cavernosos, que promove a dilatação das artérias helicoidais e aumento do fluxo 

sanguíneo, que, por sua vez, causa a liberação de fatores relaxantes endoteliais, 

aumentando o relaxamento do músculo liso cavernoso. Como consequência, o 

sangue flui para os espaços cavernosos, promovendo a sua expansão. Durante esse 

processo, a drenagem venosa é comprimida mecanicamente, limitando o retorno do 

fluxo sanguíneo ao sistema venoso. Esses processos, em conjunto, aumentam a 

pressão intracavernosa que eleva o pênis para o estado ereto (Andersson, 2019; 

Garg; Date; Gupta; Baliarsing, 2016). Durante a detumescência (estado de flacidez 

peniana), esses eventos são invertidos (Figura 6) (Andersson, 2019). 
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Figura 6 – Mecânica da ereção. 

 

 

 

Legenda: Estados de detumescência (A) e ereção peniana (B). O estado de detumescência 

é caracterizado pela contração tônica do músculo liso das trabéculas cavernosas e pela 

vasoconstrição das artérias do corpo cavernoso, diminuindo significativamente o suprimento 

sanguíneo. Já o estado de ereção, o relaxamento do músculo liso nas trabéculas e na 

vasculatura arterial resulta em aumento do fluxo sanguíneo, que rapidamente dilata e 

preenche os espaços cavernosos. O fluxo venoso cai à medida que os espaços cavernosos 

em expansão comprimem o plexo venoso. 

 

Fonte: Adaptado de Holden; Akers e Llahana (2019) 

O NO é o principal mediador envolvido no processo de ereção peniana. Ele é 

liberado pelos nervos não adrenérgicos e não colinérgicos (NANC), por meio da 
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enzima sintase de óxido nítrico neuronal (nNOS) e pelas células endoteliais, por meio 

da eNOS (Castela; Costa, 2016; De Almeida Feitosa; De Almeida; Dantas; De 

Azevedo et al., 2024). Nos nervos NANC, o aumento do influxo de Ca2+, pela abertura 

de canais de Ca2+ sensíveis a voltagem (CaV), resulta na formação do complexo 

cálcio-calmodulina e ativação da nNOS (Zamble; Carpentier; Kandoussi; Sahpaz et 

al., 2006). Nas células endoteliais, a acetilcolina (ACh) liberada pelo nervo colinérgico, 

ativa o receptor muscarínico M3 acoplado a proteína Gq/11, iniciando a via da 

fosfolipase C, que resulta no aumento de Ca2+ citosólico. O Ca2+, por sua vez, se liga 

a calmodulina, formando o complexo cálcio-calmodulina que ativa a eNOS (Senbel; 

Hashad; Sharabi; Daabees, 2012; Viaro, 2000). A ativação da eNOS também pode ser 

mediada via fosforilação direta dos resíduos Ser1177 pela proteína cinase B (PKB), que 

é ativada em resposta ao estresse de cisalhamento nas células endoteliais, 

contribuindo para a produção contínua de NO (Hurt; Musicki; Palese; Crone et al., 

2002; Ming; Viswambharan; Barandier; Ruffieux et al., 2002). 

O NO é sintetizado a partir da oxidação e conversão catalítica de L-arginina em 

citrulina na presença de oxigênio molecular e diferentes cofatores, como BH4 , 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH), flavina mononucleotídeo (FMN) 

e flavina adenina dinucleotídeo (FAD) (Wu; Ding; Ramprasath; Zou, 2021).  

Uma vez que ele é produzido, difunde-se pelas CMLs do corpo cavernoso, 

ativando a ciclase de guanilil solúvel, aumentando o monofosfato cíclico de guanosina 

(cGMP). Este mediador, então, ativa inúmeras cascatas de sinalização resultando em: 

abertura dos canais de potássio e hiperpolarização; sequestro de cálcio intracelular 

pelo retículo sarcoplasmático; e inibição dos canais de cálcio, diminuindo assim os 

níveis citosólicos de cálcio, promovendo o relaxamento das CMLs, dilatação dos 

sinusoides e influxo sanguíneo (Shindel; Lue, 2000). O aumento do fluxo sanguíneo 

inicial nas artérias helicoidais aumenta o estresse de cisalhamento, estimulando 

mecanicamente a ativação da eNOS e, consequentemente a produção de NO pelas 

células endoteliais. Essas alterações resultam no aumento da pressão intracavernosa, 

possibilitando a manutenção da ereção (Castela; Costa, 2016; Dean; Lue, 2005; Zaid; 

Zhang; Lue, 2017). 

Nesse contexto, mecanismos dependentes e independentes de NO regulam o 

tônus vascular peniano, garantindo um equilíbrio apropriado de vasoconstrição e 

vasodilatação e, anormalidades em qualquer desses fatores podem levar à DE (Blick; 

Ritchie; Sullivan, 2016; Zhuang; Zhuang; Jiang; Zhang et al., 2024). O 
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envelhecimento, como um dos principais fatores que levam ao declínio dessas 

funções, tem um impacto significativo na função erétil que não pode ser ignorado 

(Pellegrino; Sjoberg; Tin; Benfante et al., 2023; Zhuang; Zhuang; Jiang; Zhang et al., 

2024). 

 

2.3.2 Alterações na hemodinâmica peniana no envelhecimento 

 

Com o envelhecimento, várias modificações na composição e organização dos 

componentes eréteis foram relatadas demonstrando alterar a hemodinâmica peniana. 

Nessas condições, o tecido cavernoso apresenta variações no conteúdo e nas 

funções desempenhadas por suas células, há também alterações na arquitetura 

vascular e endotelial, aumento da senescência celular e degeneração das fibras 

elásticas. Essas modificações afetam a hemodinâmica peniana, prejudicando a 

ereção (Castela; Soares; Rocha; Vendeira et al., 2011). 

O corpo cavernoso, um importante componente vascular peniano, sofre 

modificações estruturais e funcionais significativas com o envelhecimento. Uma 

característica notável é a apoptose das CML, que, quando excessiva, pode levar à 

fibrose, afetando a funcionalidade do corpo cavernoso (Zhuang; Zhuang; Jiang; Zhang 

et al., 2024). Foi relatado que um bom desempenho no processo de ereção exige uma 

porcentagem adequada de CML que estruturam um corpo cavernoso viável (Echeverri 

Tirado; Ferrer; Herrera, 2016). Além disso, mudanças funcionais como uma 

diminuição na capacidade de relaxamento dessas células também pode ser 

observado, comprometendo o tônus muscular peniano (Zhuang; Zhuang; Jiang; 

Zhang et al., 2024). 

Foi relatado que em animais com DE associada ao envelhecimento, houve um 

prejuízo na responsividade contrátil do corpo cavernoso, revelando uma 

hipercontratilidade em resposta à fenilefrina (agonista α1 adrenérgico), e à 

estimulação por campo elétrico. Esse efeito pode estar relacionado à regulação 

positiva das vias contráteis do corpo cavernoso, neuropatia autonômica (causada pela 

exacerbação da atividade simpática) e/ou aumento da sensibilidade do receptor 

noradrenérgico (Andersson, 2011; De Almeida Feitosa; De Almeida; Dantas; De 

Azevedo et al., 2024). 
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O colágeno e as fibras elásticas também são componentes afetados pelo 

processo de envelhecimento. Vários estudos revelaram que a concentração de fibras 

elásticas diminui gradualmente com a idade, acompanhada por um aumento nas fibras 

colágenas. De fato, a estrutura colunar dentro do corpo cavernoso se torna irregular, 

com um grande número de fibras de colágeno espessas, enquanto o número de fibras 

musculares lisas e elásticas diminui, resultando em fibrose (Meldrum; Morris; 

Gambone; Esposito, 2020; Segal; Hannan; Liu; Kutlu et al., 2012; Zhuang; Zhuang; 

Jiang; Zhang et al., 2024). Foi demonstrado que essas mudanças histológicas são 

causadas pelo aumento do estresse oxidativo associado a uma maior produção de 

fatores pró-fibróticos como  o inibidor-1 do ativador do plasminogênio (PAI-1) e o fator 

de crescimento transformador β-1 (TGFβ1) que estimulam a apoptose de CML e a 

deposição de colágeno (Ferrini; Kovanecz; Sanchez; Vernet et al., 2007).  

Adicionalmente, a mudança na proporção de colágeno e elastina desencadeia 

uma remodelação anormal da túnica albugínea com uma possível diminuição na 

resistência à tração peniana induzida pela substituição de fibras elásticas por 

deposição desorganizada de colágeno, levando a uma perda na elasticidade e a um 

endurecimento anormal, afetando significativamente a arquitetura dos feixes e, 

finalmente, prejudicando sua função de oclusão venosa das veias subtunicais durante 

a ereção (Zhuang; Zhuang; Jiang; Zhang et al., 2024). 

De fato, a disfunção sexual pode ser desencadeada a partir de alterações 

morfológicas mínimas dos componentes eréteis ao longo dos anos, podendo levar a 

danos acumulativos gerados pelo processo de envelhecimento. Estudos afirmam que 

essas alterações estão intimamente relacionadas ao estresse oxidativo (Aversa; 

Bruzziches; Francomano; Natali et al., 2010; De Almeida Feitosa; De Almeida; Dantas; 

De Azevedo et al., 2024; Echeverri Tirado; Ferrer; Herrera, 2016). 

O estresse oxidativo ocorre quando a produção de ROS excede a capacidade 

do sistema antioxidante de eliminá-las (Chaudhary; Chaudhary; Sharma; Singh et al., 

2023). Consequentemente, essas espécies podem combinar direta ou indiretamente 

com proteínas, ácido nucleicos e fosfolipídios não apenas destruindo suas estruturas 

químicas e perturbando a função celular, mas também danificando à nível tecidual, 

resultando em distúrbios metabólicos dos órgãos vitais e, eventualmente, em 

envelhecimento do organismo (Kong; Li; Li; Liao et al., 2018; Yan; Zhao; Li; Zheng et 

al., 2022). 
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Dentro da célula, o estresse oxidativo está sob um controle rígido; níveis muito 

baixos de ROS são normalmente produzidos como subprodutos de processos 

metabólicos celulares e várias dessas espécies participam da transdução de sinais 

fisiológicos. Entretanto, a produção excessiva de ROS e o acúmulo de dano oxidativo 

ao longo do tempo está associada a diversos mecanismos fisiopatológicos (Meldrum; 

Morris; Gambone; Esposito, 2020).  

Está bem estabelecido na literatura que o estresse oxidativo interrompe a 

função endotelial e a sinalização do NO, cruciais para a função erétil (Kaltsas; 

Zikopoulos; Dimitriadis; Sheshi et al., 2024). Dados do nosso laboratório, obtidos em 

modelo animal de envelhecimento induzido por D-galactose, sugerem uma 

associação entre DE e disfunção endotelial, possivelmente mediada pelo aumento das 

ROS (De Almeida Rezende; Oliveira De Almeida; Gonçalves; De Azevedo et al., 2021). 

A perda da integridade do endotélio e a subsequente disfunção endotelial, 

interrompe os mecanismos homeostáticos responsáveis pela regulação da contração 

do músculo liso e do tônus vascular peniano, condições que equivalem a mecanismos-

chave no início e progressão da DE (Blick; Ritchie; Sullivan, 2016). Postula-se que a 

disfunção endotelial implica em uma diminuição da biodisponibilidade NO, que é 

incapaz de compensar a complacência cavernosa prejudicada resultante de um 

aumento na deposição de colágeno e uma perda de CMLs (Helmy; Senbel, 2012). 

A redução da biodisponibilidade de NO pode ocorrer das seguintes maneiras: 

(1) redução nos níveis de substrato (L-arginina) ou cofator (tetrahidrobiopterina – BH4) 

de eNOS; (2) diminuição na expressão de eNOS; (3) mudança na atividade da eNOS, 

como o desacoplamento da eNOS; (4) acúmulo nos níveis de dimetilarginina 

assimétrica (ADMA), inibidor endógeno da eNOS; (5) inativação de NO, uma vez que 

o ânion superóxido (O2
-) reage com o NO produzindo peroxinitrito (ONOO-) (Shaito; 

Aramouni; Assaf; Parenti et al., 2022) (Figura 7).  
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Figura 7 - Principais mecanismos que levam à diminuição da  

biodisponibilidade de NO. 

 

 

 

Fonte: Shaito; Aramouni; Assaf; Parenti et al. (2022) 

 

Legenda: Mecanismos de redução da biodisponibilidade de NO. Os traços pontilhados 

indicam vias que levam à diminuição dos níveis de NO. a) redução do substrato da eNOS, L-

arginina; b) redução do cofator BH4; c) alteração na atividade da eNOS levando ao seu estado 

de desacoplamento; d) diminuição na expressão de eNOS; e) acúmulo de ADMA, inibidor 

endógeno de eNOS. NO: óxido nítrico; O2
-: ânion superóxido; ONOO-: peroxinitrito; eNOS: 

sintase de óxido nítrico endotelial; BH4: tetrahidrobiopterina; ADMA: dimetilarginina. 

 

O desacoplamento da eNOS reduz significativamente os níveis de NO 

biodisponível, uma vez que a enzima desacoplada transfere um elétron do NADPH 

para o O2 ao invés de transferir para o NO, resultando no aumento dos níveis de O2
- 

e na redução da produção de NO (Shaito; Aramouni; Assaf; Parenti et al., 2022; Wang; 

Zhang, 2024). Embora o O2
- possa ser eliminado pela enzima superóxido dismutase 

(SOD), ele tem uma maior afinidade pelo NO, se ligando a ele para formar ONOO-, 

reduzindo ainda mais os níveis de NO (Han; Kim, 2023; Shaito; Aramouni; Assaf; 

Parenti et al., 2022).  

O ONOO- é uma espécie de nitrogênio tóxica e altamente reativa, que não pode 

ser removida enzimaticamente, podendo causar danos oxidativos ao DNA, proteínas 

e lipídios, promover a liberação de vasoconstritores, aumentar a apoptose e causar 

lesão e inflamação nos tecidos (De Almeida; De Oliveira; Da Silva Pontes; De Souza 



50 
 

Júnior et al., 2022; Musicki; Liu; Lagoda; Strong et al., 2010). Adicionalmente, esse 

radical juntamente com o O2
- pode aumentar a incidência de morte celular necrótica e 

apoptótica do endotélio e músculo liso vascular, favorecendo a um desnudamento 

desta camada e uma redução adicional da biodisponibilidade do NO (De Almeida; De 

Almeida Rezende; Dantas; De Lima Silva et al., 2020). 

Um outro mecanismo importante para o desenvolvimento da disfunção 

endotelial além do estresse oxidativo é a senescência endotelial, que desempenha 

um papel crucial no desenvolvimento da DE associada ao envelhecimento (De 

Almeida Rezende; Oliveira De Almeida; Gonçalves; De Azevedo et al., 2021; Han; 

Kim, 2023; Nishimatsu; Suzuki; Saito; Niimi et al., 2015). Em condições fisiológicas, 

as células senescentes são precisamente controladas pelas células imunes, 

impedindo o seu acúmulo ao longo do tempo, no entanto, com o avanço da idade, 

essas células se acumulam, contribuindo para a instalação e progressão da DE 

(Nishimatsu; Suzuki; Saito; Niimi et al., 2015). 

 

2.4 Senescência celular: um alvo terapêutico determinante no processo de 

envelhecimento 

 

Senescência e envelhecimento são processos intimamente conectados, mas 

não sinônimos. O envelhecimento é um processo gradual natural previsível do 

organismo e ocorre devido a mecanismos pró-envelhecimento, como danos ao DNA, 

peroxidação, dobramento incorreto de proteínas, resultando em morte celular ou 

senescência. A senescência é o processo de parada estável e irreversível do 

crescimento das células (Kudlova; De Sanctis; Hajduch, 2022).  

A senescência contribui para o desenvolvimento normal do organismo, é uma 

resposta protetora que limita a fibrose e atua como uma barreira primária à 

tumorigênese e progressão maligna. No entanto, o acúmulo anormal de células 

senescentes contribui para o declínio relacionado à idade, sendo um elemento 

causador em muitas comorbidades associadas à idade (Figura 8) (Mchugh; Durán; 

Gil, 2025).  
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Figura 8 - Teoria do acúmulo de células senescentes. 

 

 

 

Legenda: Uma vez que a carga de células senescentes excede um limiar, a disseminação 

parácrina e endócrina auto-amplificadora da senescência através do SASP supera a 

depuração das células senescentes pelo sistema imunológico. Além disso, o aumento da 

abundância de fatores SASP pode impedir a função do sistema imunológico, amplificando 

ainda mais o acúmulo de células senescentes. O acúmulo de células senescentes também 

pode levar a múltiplos distúrbios e doenças relacionados à idade. SASP: fenótipo secretor 

associado à senescência. 

 

Fonte: Adaptado de Chaib; Tchkonia e Kirkland (2022) 

 

Hayflick e Moorhead introduziram pela primeira vez o termo senescência para 

descrever o fenômeno da parada irreversível do crescimento de linhagens de células 

diploides humanas após extensa passagem serial em cultura (Hayflick; Moorhead, 

1961). Desde então, a senescência tornou-se uma área de estudo amplamente 

explorada na pesquisa científica e tem sido um desafio compreender o papel da 

senescência como um mecanismo regulador central do processo de envelhecimento 

e das doenças associadas (Donato; Morgan; Walker; Lesniewski, 2015; Ogrodnik, 

2021).  

De fato, o fenótipo da senescência é caracterizado como uma parada 

irreversível do ciclo celular associado a mudanças no perfil secretor, danos 

moleculares e alterações no metabolismo (Figura 9) (Gorgoulis; Adams; Alimonti; 

Bennett et al., 2019; Ogrodnik, 2021). A hipótese do telômero é uma das explicações 

amplamente aceita para a ocorrência da senescência. Os telômeros, sequências 

repetitivas de DNA nas extremidades dos cromossomos eucarióticos, encurtam como 
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uma função linear do aumento da divisão celular e, de acordo com a hipótese, o 

comprimento curto do telômero desencadeia o início da senescência (Hayashi; 

Matsui-Hirai; Miyazaki-Akita; Fukatsu et al., 2006). Embora o encurtamento do 

telômero seja uma das principais causas da senescência celular (conhecida como 

senescência celular replicativa), outros estímulos estressores, como a ativação de 

oncogenes, dano ao DNA, irradiação e o estresse oxidativo, também podem causar 

senescência celular (denominada senescência celular prematura) (Nishimatsu; 

Suzuki; Saito; Niimi et al., 2015; You; Nepovimova; Valko; Wu; Kuca, 2023). 

 

Figura 9 - Características do fenótipo da senescência. 

 

 

 

Legenda: Marcadores do fenótipo da senescência. As características do fenótipo da 

senescência como a parada do ciclo celular, alterações no metabolismo e no perfil secretor e 

dano macromolecular atuam de forma interdependentes, apesar de serem geralmente 

descritas separadamente. 

 

Fonte: Gorgoulis; Adams; Alimonti; Bennett et al. (2019) 
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 O estágio inicial da senescência é iniciado em resposta a um ou mais desses 

estímulos. Inicialmente, as células senescentes começam a sofrer mudanças 

morfológicas características, esse processo é acompanhado pela remodelação da 

cromatina nuclear, perda da lâmina B1, indução do metabolismo oxidativo nas 

mitocôndrias, aumento da expressão de proteínas reguladoras (p53, p21 e p16), além 

de secretar uma mistura complexa de fatores principalmente pró-inflamatórios 

denominados fenótipo secretor associado à senescência (SASP) (Herranz; Gil, 2018; 

Kudlova; De Sanctis; Hajduch, 2022). A parada da atividade proliferativa em células 

senescentes é frequentemente associada à uma regulação positiva da β-

galactosidase lisossomal, SA-β-galactosidase, que tem sido considerada um 

excelente biomarcador de células senescentes in vitro (Figura 10) (De Mera-

Rodríguez; Álvarez-Hernán; Gañán; Martín-Partido et al., 2019). Enquanto a parada 

do ciclo celular é regulada pelas vias supressoras de tumores p53 e p16/pRb (proteína 

do retinoblastoma), o SASP é controlado pela modulação e ativação de fatores de 

transcrição, como Fator nuclear de transcrição pró-inflamatória-κB (NF-κB), alvo 

mecanicista da rapamicina (mTOR) e vias de sinalização da proteína cinase ativada 

por mitógeno (MAPK) p38 (Gorgoulis; Adams; Alimonti; Bennett et al., 2019).  
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Figura 10 - Mecanismos da senescência celular. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de You; Nepovimova; Valko; Wu e Kuca (2023) 

 

Legenda: Senescência celular: causas e mecanismos subjacentes. A senescência celular é 

caracterizada como um estado de parada irreversível do ciclo celular e envolve alterações 

como o aumento de SA-β-galactosidase, p53, p16, p21 e SASP, incluindo IL-1, IL-6 e IL-8, 

todos considerados biomarcadores da senescência. Estímulos como a disfunção telomérica, 

estresse oxidativo, dano ao DNA e estresse oncogênico são alguns mecanismos envolvidos 

na indução da senescência.  SASP: fenótipo secretor associado a senescência; IL: 

interleucina; SA-β-galactosidase: senescência associada à β-galactosidase. 

 

Outra peculiaridade das células senescentes é a morfologia anormalmente 

aumentada e plana com aumento desproporcional da relação citoplasma-núcleo. 

Embora o citoplasma volumoso tenha sido originalmente descrito como uma 

característica que acompanha o estabelecimento da senescência celular, um estudo 

recente sugere que o aumento do tamanho da célula pode desempenhar um papel 
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causal na condução da parada do crescimento associada à senescência (Figura 

11) (Di Micco; Krizhanovsky; Baker; D'adda Di Fagagna, 2021). 

 

Figura 11 - Comparação morfológica de células endoteliais jovens e senescentes. 

 

A            B 

 

 

Fonte: (Wang; Konja; Singh; Zhang; Wang, 2024) 

 

Legenda: Morfologia de células endoteliais jovens (A) e senescentes (B) isoladas da aorta 

suína (ampliação 4x). As células jovens apresentam uma morfologia típica de 

“paralelepípedo”, enquanto as células endoteliais senescentes exibem uma morfologia 

ampliada, multinucleada e achatada. 

 

As alterações morfológicas são controladas por mudanças moleculares, e estão 

relacionadas com a produção do conteúdo intracelular que foi gerado para a divisão 

celular. As células senescentes também são caracterizadas por grandes núcleos, 

multinúcleos e reorganização da cromatina, incluindo condensação cromossômica, 

redistribuição e formação de focos heterocromáticos, possivelmente secundários à 

perda da lâmina B1 da superfície interna do envelope nuclear. Algumas organelas 

apresentam alterações morfológicas anormais, como mitocôndrias inchadas, aumento 

do número de lisossomos e expansão do retículo endoplasmático. Vacuolização, 

granularidade e detritos intracelulares no citoplasma de células senescentes também 

foram relatados (Huang; Hickson; Eirin; Kirkland; Lerman, 2022). 

 

 



56 
 

2.5 Mecanismos subjacentes à senescência endotelial e as evidências de sua 

importância clínica 

 

Várias linhas de evidência fornecem motivações para investigar a senescência 

de células endoteliais. Tecidos com uma alta proporção de células endoteliais foram 

identificados como tendo a maior carga de células senescentes, e as células 

endoteliais são conhecidas por serem um dos primeiros tipos de células a se tornarem 

senescentes com o avanço da idade (Bloom; Islam; Lesniewski; Donato, 2023). 

O endotélio é uma monocamada altamente dinâmica que atua como uma 

barreira seletivamente permeável, mediando o tráfego de macromoléculas. Ele é vital 

para manter o sangue em estado fluido, além de controlar o tônus através da produção 

de compostos vasoativos, como NO, prostaciclina e endotelina-1 (ET-1) (Deng; Zhang; 

Tang; Zhang, 2024; Donato; Morgan; Walker; Lesniewski, 2015). Devido à sua 

localização anatômica, as células endoteliais são continuamente expostas ao fluxo de 

sangue contendo muitas substâncias que podem contribuir para a senescência, 

incluindo oxigênio, glicose, lipídios, metabólitos de aminoácidos, células imunes, ROS 

e citocinas inflamatórias. As forças hemodinâmicas do fluxo sanguíneo, como tensão 

de cisalhamento e pressão alta ou pulsátil, também podem induzir a senescência 

(Bloom; Islam; Lesniewski; Donato, 2023). A senescência das células endoteliais 

revela uma produção atenuada de NO, aumento da liberação de ET-1, inflamação 

elevada e apoptose celular, contribuindo para o desenvolvimento e progressão de 

DCVs (Jia; Aroor; Jia; Sowers, 2019). 

Embora a senescência endotelial tenha certas características que podem ser 

atribuídas exclusivamente a ela, ela compartilha vários mecanismos principais com 

outros tipos de senescência. A senescência endotelial é desencadeada por uma 

variedade de estressores de senescência que incluem estresse replicativo e oxidativo, 

ativação oncogênica, atrito do telômero, dano ao DNA e disfunção mitocondrial. 

Independentemente do tipo de estressor, as vias senescentes convergem para a 

parada do ciclo celular, que é mediada principalmente por duas principais vias 

supressoras de tumores envolvendo p53/p21 e/ou p16/pRB (Han; Kim, 2023). 

A via p53 depende da ativação do fator de transcrição p53 por uma série de 

cascatas de sinalização iniciada pelos estressores. O p53 ativado promove a ativação 

de p21, que induz uma parada do ciclo celular pela inibição da cinase dependente de 

ciclina (CDK) 2. O p16 também inibe a progressão do ciclo celular, mas o faz ao inibir 
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os complexos CDK4/6. Tanto o p21 quanto o p16 inibem as CDKs impedindo a 

fosforilação e inativação da pRb. A pRb ativada desempenha um papel crucial na 

senescência, principalmente pela sua capacidade de interromper a transcrição, 

mediada pelos fatores de transcrição E2F, de proteínas do ciclo celular e promotoras 

de proliferação, necessários para o início da fase S e progressão do ciclo celular (Van 

Deursen, 2014) (Figura 12). 

 

Figura 12 - Vias supressoras de tumores p53 e p16 responsáveis pela parada do 

ciclo celular. 

 

 

 

Legenda: A parada do ciclo celular é mediada pela ativação das redes supressoras de tumores 

p53 e p16. Uma vez ativada, essa rede inibe as CDKs, responsáveis pela fosforilação e 

inibição da Rb, resultando na supressão da transcrição de proteínas do crescimento e do ciclo 

celular. CDK: cinase dependente de ciclina; RB: proteína de retinoblastoma. 

 

Fonte: Adaptada de Van Deursen (2014) 
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As células senescentes exibem uma regulação positiva das vias p53/p21 e 

p16/Rb, marcadores associados à ativação da resposta ao dano no DNA. Células 

endoteliais senescentes desenvolvem o SASP e um aumento da atividade de SA - β- 

galactosidase. Além disso, a via de sinalização fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGF), juntamente com proteína cinase ativada por monofosfato de 

adenosina (AMPK), mTOR e sirtuína (SIRT) 1, também está envolvida na senescência 

de células endoteliais (Figura 13) (Mansfield; Ramponi; Gupta; Stevenson et al., 2024; 

Wang; Konja; Singh; Zhang; Wang, 2024). 

 

Figura 13 - Mecanismos subjacentes à senescência endotelial. 

 

 

Legenda: Características da senescência endotelial. Alterações induzidas por estímulos 

prejudiciais levam à ativação de vias supressoras tumorais, como p53-p21 e pRb-p16, 

resultando em parada proliferativa e senescência. VEGFR: receptor do fator de crescimento 

endotelial; AMPK: proteína cinase ativada por monofosfato de adenosina; mTOR: alvo 

mecanicista da rapamicina; SIRT: sirtuína; SA – β – gal: senescência associada a β – 

galactosidase; NO: óxido nítrico; SASP: fenótipo secretor associado a senescência; CDK: 

cinase dependente de ciclina; Rb: retinoblastoma; MAPK: proteína cinase ativada por 

mitógeno. 

 

Fonte: Adaptado de Wang; Konja; Singh; Zhang e Wang (2024) 
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Nas células endoteliais, a senescência produz um fenótipo distinto - as células 

endoteliais senescentes são planas, ampliadas e refratárias às alterações fenotípicas. 

Mecanicamente, as células endoteliais senescentes aumentam a adesão às 

membranas basais, impedindo o alinhamento correto ao fluxo sanguíneo. As 

consequências funcionais do aumento da adesão são que as células resistem à 

desnudação e podem persistir por longos períodos de tempo. Além disso, a 

incapacidade dessas células de se alinharem ao fluxo sanguíneo pode contribuir para 

as reduções nos NO e aumento da sinalização inflamatória nas células endoteliais 

(Bloom; Islam; Lesniewski; Donato, 2023). 

As células senescentes adquirem o SASP, que inclui quimiocinas e citocinas 

pró-inflamatórias, incluindo interleucina (IL)-1β, IL-6, IL-8, ligante de quimiocina CXC 

11 (CXCL11) e PAI-1, enzimas que degradam a matriz extracelular como 

metaloproteinases de matriz (MMP) e fatores de crescimento (Bloom; Islam; 

Lesniewski; Donato, 2023; Guduric-Fuchs; Pedrini; Bertelli; Mcdonnell et al., 2024). 

Uma das principais funções do SASP é recrutar células imunes para captar e eliminar 

células senescentes. Paradoxalmente, quando as células senescentes escapam da 

eliminação pelo sistema imunológico e permanecem em um tecido, seu SASP causa 

inflamação crônica, promove a fibrose, interrompe a homeostase do tecido e contribui 

para os efeitos prejudiciais da senescência (Mchugh; Durán; Gil, 2025).  

Embora o SASP seja heterogêneo e possa variar de acordo com o tipo de célula 

e estímulos, uma característica única do SASP endotelial é sua caracterização por 

reguladores da disfunção arterial, incluindo níveis aumentados de ROS e NO 

reduzido. A homeostase redox prejudicada, caracterizada pela produção reduzida de 

NO e aumento do estresse oxidativo, é amplamente reconhecida como uma 

característica definidora essencial da senescência endotelial (Han; Kim, 2023). 

O fator nuclear de transcrição pró-inflamatória-κB (NF-κB) está associado à 

função endotelial prejudicada e parece estar envolvido na indução do SASP da célula 

endotelial. É amplamente reconhecida a associação entre NF-κB e p38 MAPK, na qual 

a p38 MAPK estimula o NF-κB, promovendo a indução de SASP. A p38 MAPK 

desempenha um papel importante na senescência celular em resposta a danos ao 

DNA, podendo contribuir também para a parada do ciclo celular por meio da ativação 

das vias mediadas por p53 e pRb (Bloom; Islam; Lesniewski; Donato, 2023; Salminen; 

Kauppinen; Kaarniranta, 2012). O mTOR também foi relatado como um regulador do 

SASP, uma vez que a sua inibição pela rapamicina reduz a expressão de IL-1α, 
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levando à redução da atividade transcricional de NF-κB (Salazar; Durán; Díaz; Chacín 

et al., 2023). 

A senescência endotelial revela ainda alterações na função celular que podem 

induzir disfunção endotelial. Essas alterações incluem a redução da produção de 

prostaciclina (PGI2), atividade reduzida da eNOS e produção diminuída de NO 

(Abdelgawad; Agostinucci; Zordoky, 2022; Wang; Konja; Singh; Zhang; Wang, 2024). 

A menor biodisponilidade de NO pode ser atribuída ao desacoplamento da eNOS, que 

ocorre por causa da quantidade limitada de seus cofatores, como L-arginina e BH4. 

Na senescência endotelial, a eNOS desacoplada e a NADPH oxidase podem produzir 

O2
-, que, por sua vez, se liga ao NO para formar ONOO− oxidando o BH4 em 7,8-

diidrobiopterina (BH2); o que danifica os aglomerados de zinco-tiolato da eNOS, 

impulsionando ainda mais o desacoplamento da eNOS, aumentando, em última 

análise, as ROSs e reduzindo o NO. Foi observado ainda que a di-hidrofolato redutase 

(DHFR) e a metilenotetra-hidrofolato redutase (MTHFR), duas enzimas responsáveis 

pela regeneração de BH4 a partir de BH2, são prejudicadas na senescência, 

amplificando ainda mais a deficiência de NO (figura 14) (Han; Kim, 2023).   
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Figura 14 - Desacoplamento da eNOS na senescência endotelial. 

 

 

 

Legenda: Funcionamento da eNOS na célula endotelial senescente e não senescente. O 

desacoplamento de eNOS e NOX produz O2
-, que possui uma maior afinidade pelo NO do que 

pelo seu eliminador alternativo, a SOD, levando a produção de OONO−. Além de se associar 

ao NO para sua própria formação, OONO- oxida BH4 em BH2, reduzindo o cofator eNOS. 

Esses mecanismos diminuem colaborativamente a disponibilidade de NO durante a 

senescência endotelial. As enzimas DHFR e MTHFR regeneram BH4 reduzindo BH2. NOX: 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidase; eNOS: sintase de óxido nítrico 

endotelial; NO: óxido nítrico; SOD: superóxido dismutase; OONO-: peroxinitrito; 

H2O2: peróxido de hidrogênio; H2O: água; BH4: tetra-hidrobiopterina; BH2: 7,8-di-

hidrobiopterina; MTHFR: metilenotetra-hidrofolato redutase; DHFR: di-hidrofolato redutase. 

 

Fonte: Han e Kim (2023) 

 

A senescência endotelial pode ser atribuída ainda a uma diminuição da 

atividade das sirtuínas. Evidências crescentes têm mostrado que as sirtuínas são 

fatores essenciais no retardo da senescência celular e na extensão da vida útil do 

organismo. As sirtuínas são uma classe de proteínas que possuem atividade 

desacetilase dependente de nicotinamida adenina dinucleotídeo oxidado (NAD+) 

(Kida; Goligorsky, 2016). As células endoteliais expressam todos os tipos de sirtuínas. 

Entre as sete sirtuínas (SIRT1-7) conhecidas, a SIRT1, localizada no núcleo, é a 

sirtuína mais amplamente analisada nas células endoteliais e é conhecida por ser um 

importante regulador do envelhecimento endotelial, prevenindo danos ao DNA, parada 
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do ciclo celular e estresse oxidativo. A SIRT1 exerce seus efeitos regulando a eNOS, 

o p53, a promoção do reparo de danos ao DNA e a prevenção do desgaste do 

telômero (Lee; Woo; Moon; Lee et al., 2020; Lee; Lee; Lee; Min, 2019). A SIRT1 

contribui para a neutralização do estresse oxidativo por meio da modulação de 

enzimas antioxidantes, aumentando os níveis de SOD2 e catalase (CAT) (Grabowska; 

Sikora; Bielak-Zmijewska, 2017). A SIRT1 ainda tem um papel protetor do endotélio 

mediando o nível do PAI-1 (Han; Kim, 2023).  

Enquanto a inibição da SIRT-1 induz a senescência prematura e reduz a eNOS, 

sua superexpressão previne a senescência endotelial induzida por estresse. Por outro 

lado, a superexpressão de SIRT-1 suprime PAI-1 e aumenta a expressão de eNOS, 

sugerindo que a supressão de PAI-1 induzida por SIRT-1 contribui para a proteção 

contra disfunção endotelial e senescência. Os níveis elevados de PAI-1 durante o 

estresse aumentam a produção de ROS e aumentam os níveis dos mediadores p53, 

p16, p21 (Shaikh; Balaya; Dagamajalu; Bhandary et al., 2024; Vaughan; Rai; Khan; 

Eren; Ghosh, 2017). 

Outro achado importante sobre as sirtuínas revela a atuação da SIRT5 e SIRT6, 

localizadas na mitocôndria e núcleo, respectivamente. A SIRT5 desempenha papéis 

importantes em resposta ao estresse oxidativo, através do aumento da atividade da 

SOD1 (Singh; Chhabra; Ndiaye; Garcia-Peterson et al., 2018). Já a SIRT6 

desempenha um papel considerável no reparo do DNA em resposta ao estresse 

oxidativo e na manutenção da estabilidade genômica ao integrar sinais de danos ao 

DNA com ativação de enzimas de reparo; ela também está envolvida na manutenção 

do telômero (Morris, 2019). O SIRT6 também demonstrou coativar o fator nuclear 

eritroíde 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) para proteger as células-tronco mesenquimais 

humanas do estresse oxidativo (Singh; Chhabra; Ndiaye; Garcia-Peterson et al., 

2018). 

A sinalização do mTOR é uma outra via crucial que afeta a longevidade e o 

envelhecimento; a sua inibição tem sido associada ao retardo da senescência celular 

(Khor; Wong, 2020). O mTOR é uma serina/treonina quinase que regula diversos 

processos celulares e fisiológicos através de dois complexos proteicos distintos 

conhecidos como complexo mTOR 1 (mTORC1) e complexo mTOR 2 (mTORC2). 

Enquanto o mTORC1 regula principalmente a tradução de proteínas, a biossíntese de 

nucleotídeos e lipídios, bem como limita o catabolismo mediado pela autofagia, o 
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mTORC2 está envolvido na sobrevivência e proliferação celular (Islam; Hall; Dutson; 

Bloom et al., 2024).  

Evidências atuais revelam que a atividade elevada de mTOR e a consequente 

perda da autofagia é suficiente para conduzir a disfunção celular, tecidual e do 

organismo (Cassidy; Narita, 2022). Portanto, a hiperatividade do mTOR pode levar ao 

acúmulo de proteínas anormais nas células senescentes, levando ao desenvolvimento 

de doenças degenerativas caracterizadas pela formação de agregados proteicos 

(Tabibzadeh, 2021). Além disso, o mTORC1 é um mediador crítico da senescência 

celular dependente de p53/p21 e/ou p16/pRB. A ativação do mTORC1 leva o acúmulo 

de p53 através de um aumento da tradução p53 (Khor; Wong, 2020).  

Diversos modelos experimentais de senescência têm sido criados e 

caracterizados e fornecem condições de pesquisa confiáveis para o estudo da 

senescência e doenças associadas à idade. Pesquisadores propuseram o modelo de 

senescência induzida por D-galactose, que é reconhecido como um modelo válido 

para estudar os mecanismos envolvidos no processo de senescência (García-Trejo; 

Gómez-Sierra; Eugenio-Pérez; Medina-Campos; Pedraza-Chaverri, 2024; Lee; 

Hoang; Jung; Jung et al., 2020). 

 

2.6 Modelo de senescência prematura induzida por D-galactose 

 

A senescência celular é classificada em senescência replicativa e senescência 

prematura. A senescência celular prematura reflete o fenômeno da senescência sob 

estresse, que simula parcialmente o processo real de senescência celular em 

circunstâncias fisiológicas (Niu; Li; Liang; Wu; Chen, 2023). Por outro lado, a 

senescência replicativa ocorre quando células diploides cultivadas passam por 

rodadas repetidas de mitose, sendo intimamente relacionada ao desgaste do 

telômero, um processo que leva à instabilidade cromossômica (Van Deursen, 2014). 

A D-galactose induz senescência principalmente por aumentar o nível de 

estresse oxidativo das células tratadas. A D-galactose pode acentuar a formação de 

ROS causando estresse oxidativo, inflamação, disfunção mitocondrial e apoptose 

(Lee; Hoang; Jung; Jung et al., 2020). 

A D-galactose é um açúcar monossacarídeo redutor presente em pequenas 

quantidades nos organismos. Entretanto, quando em excesso, é oxidada pela 



64 
 

galactose oxidase, resultando na formação de peróxido de hidrogênio (H2O2). Este, 

por sua vez, pode reagir com o ferro reduzido para formar íons hidróxido. Além disso, 

a D-galactose pode ser convertida em aldose, ainda pela ação da galactose oxidase. 

Outra via de reação envolve sua interação com aminas, formando um composto 

instável, que pode acarretar na formação de produtos finais de glicação avançada e 

estresse oxidativo (Cardoso; Magano; Marrana; Andrade, 2015; Guo; Guo; Wang; 

Shao et al., 2020). 

Em células endoteliais, a D-galactose é amplamente utilizada para induzir a 

senescência. Nessas células, D-galactose diminui as defesas antioxidantes através 

da redução da expressão do fator de transcrição Nrf2, reduzindo a atividade de SOD, 

catalase (CAT) e glutationa (GSH), além do aumento do estresse oxidativo e 

malondialdeído (MDA). Ademais, a atividade da SA-β-galactosidade, bem como os 

níveis de expressão das proteínas p16, p21, p53 e Keap1, aumentaram 

significativamente. Essas alterações, em conjunto, podem gerar alterações celulares 

graves como estresse oxidativo, redução da viabilidade celular, inflamação, disfunção 

mitocondrial e apoptose, favorecendo o desenvolvimento de doenças associadas à 

idade (Azman; Zakaria, 2019; Lee; Hoang; Jung; Jung et al., 2020). 

 

2.7 O papel do estresse oxidativo associado à senescência 

 

O estresse oxidativo é bem conhecido por ser um importante contribuinte na 

disfunção endotelial associada à idade. Embora os níveis fisiológicos de ROS sejam 

necessários para manter a função celular normal, a sua superprodução induz efeitos 

deletérios, que perturbam o crescimento, o desenvolvimento e a diferenciação celular, 

prejudicando múltiplas vias metabólicas, incluindo vias de respiração e sinalização 

molecular (Chaudhary; Chaudhary; Sharma; Singh et al., 2023). 

As ROS e as espécies reativas de nitrogênio (RNS) contêm um elétron 

desemparelhado, tornando-os altamente reativos e rápidos para reagir com substratos 

próximos ou biomoléculas para atingir a estabilidade (De Almeida; De Oliveira; Da 

Silva Pontes; De Souza Júnior et al., 2022). ROS consiste em vários compostos 

químicos, tais como O2
-, H2O2, radical hidroxila (OH) e ácido hipocloro (HOCl). Por 

outro lado, as RNS são compostas por NO e ONOO-. Altos níveis de ONOO- e a 

depleção dos níveis de NO estão relacionados à disfunção endotelial, um evento que 
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contribui significativamente para o envelhecimento e na gênese de várias DCVs 

(Jomova; Raptova; Alomar; Alwasel et al., 2023). 

O estresse oxidativo relacionado à senescência está associado, pelo menos 

em grande parte, à atividade NADPH oxidase (Lee; Zeeshan; Kim; Chae, 2017) . Foi 

revelado que essa enzima oxidante induz a parada prematura do ciclo celular em 

células endoteliais senescentes  (Weyemi; Lagente-Chevallier; Boufraqech; Prenois 

et al., 2012). Além desta enzima, há outras fontes de ROS nas células endoteliais 

como sintase de eNOS desacoplada, transporte de elétrons mitocondrial e xantina 

oxidase (Montezano; Touyz, 2012).  

A NADPH oxidase é uma família de proteínas transmembranas, reconhecida 

como a principal enzima responsável pela produção de ROS como produto principal, 

e não como subproduto (Waghela; Vaidya; Agrawal; Santra et al., 2021). Esta enzima 

produz O2
- pela montagem de um complexo proteico de múltiplas subunidades, 

utilizando nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido (NADH) e NADPH como 

substratos (Lassègue; Clempus, 2003). Em células endoteliais e em vasos 

sanguíneos de idosos, foi demonstrado um aumento na atividade e expressão da 

enzima NADPH oxidase com consequente aumento na produção de O2
-, favorecendo 

ao estresse oxidativo (Donato; Walker; Magerko; Bramwell et al., 2013). O estresse 

oxidativo induzido pelo acúmulo de ROS e a consequente lesão celular são fatores 

determinantes para promover a senescência prematura das células endoteliais, a 

rigidez vascular e o desenvolvimento de DCV associada à idade (Jia; Aroor; Jia; 

Sowers, 2019). 

Em condições fisiológicas, as concentrações de ROS são controladas e 

preservadas por um sistema homeostático vivo através de complexos enzimáticos e 

não enzimáticos conhecidos como antioxidantes. No sistema enzimático, a SOD, a 

CAT, a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa redutase (GR) estão relacionadas 

às defesas celulares contra o estresse oxidativo  (De Almeida; De Oliveira; Da Silva 

Pontes; De Souza Júnior et al., 2022). Além disso, antioxidantes não enzimáticos 

intracelulares, como ácido ascórbico (vitamina C), vitamina D, flavonoides, 

carotenoides, são particularmente eficazes contra agentes oxidantes (Figura 15) 

(Iakovou; Kourti, 2022). 
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Figura 15 - Sistemas de proteção antioxidante. 

 

 

 

Legenda: Apresentação esquemática de sistemas de regulação de ROS com antioxidantes 

enzimáticos e não enzimáticos. A NOX produz O2
-, que, por sua vez, é alvo da SOD 

convertendo-o em H2O2. O H2O2 é degradado tanto pela catalase quando pela GPx, resultado 

na formação a H2O. As setas pretas indicam reações enzimáticas e as linhas verdes indicam 

reações não enzimáticas. O2
-: ânion superóxido; H2O2: peróxido de hidrogênio; OH: radical 

hidroxila; H2O: água; NOX: nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidase; SOD: 

superóxido dismutase; Prx: peroxirredoxina; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa 

redutase; GSH: glutationa; GSSG: glutationa dissulfeto. 

 

Fonte: Hong; Boiti; Vallone e Foulkes (2024) 

 

O fator nuclear 2 relacionado ao fator eritroide 2 (Nrf-2), um fator de transcrição 

sensível ao potencial redox, é o principal regulador do sistema antioxidante (Baird; 

Taguchi; Zhang; Takahashi et al., 2023). As ROS desempenham um papel central na 

regulação da via do Nrf-2, proporcionando um equilíbrio dinâmico entre a ativação do 

Nrf2 e sua inibição pela proteína 1 associada a ECH do tipo Kelch (Keap 1) (Hong; 

Boiti; Vallone; Foulkes, 2024). 



67 
 

 Em condições fisiológicas, Nrf-2 é regulado negativamente no citoplasma pela 

proteína Keap 1, levando à ubiquitinação e consequente degradação via proteassoma 

(Baird; Taguchi; Zhang; Takahashi et al., 2023). Em condições de estresse, o Nrf-2 se 

dissocia do complexo e se transloca para o núcleo, ligando-se aos elementos de 

resposta antioxidante (ARE), codificando a transcrição de enzimas antioxidantes, 

como SOD, CAT, GPx e GR (Figura 16) (De Almeida; De Almeida Rezende; Dantas; 

De Lima Silva et al., 2020). Esses produtos genéticos combatem coletivamente o 

estresse oxidativo, neutralizando moléculas prejudiciais e melhorando o sistema de 

defesa antioxidante celular (Hong; Boiti; Vallone; Foulkes, 2024). 

 

Figura 16 - Via de sinalização do Nrf-2/Keap 1. 

 

 

 

Legenda: Via do Nrf-2/Keap 1. O estresse oxidativo pode ativar a via de sinalização, por meio 

da fosforilação do Nrf-2 favorecendo a sua translocação para o núcleo causando a transcrição 

de enzimas antioxidantes. No entanto, em situações basais, o complexo Nrf-2/Keap 1 é 

degradado via proteassoma, mantendo a homeostase. 

 

Fonte: Adaptado de De Almeida; De Almeida Rezende; Dantas; De Lima Silva et al. (2020) 
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Uma vez que os efeitos antioxidantes do Nrf-2 levam à proteção celular através 

da eliminação excessiva de ROS e da restauração da homeostase redox, é bem 

apreciado que o Nrf-2 seja um alvo potencial na prevenção da senescência. Uma 

evidência acumulada mostrou que o nível e a atividade de Nrf-2 diminuem com a 

idade, o que é identificado em vários tipos celulares. A deleção de Nrf-2 causa 

senescência prematura e seu silenciamento leva a uma diminuição da função 

biológica, aumento do estresse oxidativo e senescência acelerada de células 

progenitoras endoteliais (EPCs) (Yuan; Xu; Luo; Wang; Xiao, 2021). Adicionalmente, 

altos níveis de ROS induzidos ativam a p38 MAPK, o que leva ao aumento da 

atividade transcricional da p53 e à regulação positiva da p21 (Muñoz-Espín; Serrano, 

2014).  

As ROS agem ainda em vários componentes do SASP para promover a 

senescência, incluindo a ativação das vias mTOR, NF-κB e MAPKs, aumento da 

produção de IL-1α que aumenta ainda mais a atividade de NF-κB, favorecendo o 

estado pró-inflamatório (Liguori; Russo; Curcio; Bulli et al., 2018; Zhou; Khan; Hussain; 

Gerdes et al., 2023). Além disso, a exposição ao estresse oxidativo reduz a expressão 

endotelial de SIRT1 e SIRT6 (Bloom; Islam; Lesniewski; Donato, 2023). SIRT1 pode 

desacetilar proteínas-chave envolvidas na resposta ao estresse celular, causando a 

regulação positiva de enzimas antioxidantes como SOD, CAT e GSH-Px (Yan; Zhao; 

Li; Zheng et al., 2022). 

O papel relevante do estresse oxidativo na senescência é demonstrado pelo 

fato de que o tratamento com antioxidantes atrasa ou previne a senescência. As 

estratégias terapêuticas destinadas a atingir as células senescentes ou suas 

propriedades (globalmente referidas como senoterapias) incluem maneiras de 

promover a morte das células senescentes (senolíticos), regular o SASP sem a 

eliminação das células senescentes (senomórficos), ou mesmo modular ou reverter a 

indução da senescência (Mchugh; Durán; Gil, 2025). 

Nesse contexto, com base na análise dos mecanismos subjacentes a 

senescência, os agentes com funções antioxidantes e/ou imunomoduladoras podem 

ter valor preventivo ou potencial terapêutico na senescência e em doenças associadas 

ao envelhecimento (Kong; Li; Li; Liao et al., 2018). Terapias baseadas na diminuição 

do estresse oxidativo podem ser obtidas a partir da utilização de plantas, que 

consistem em importantes fontes de substâncias antioxidantes a serem utilizadas na 

medicina moderna (Cordeiro, 2015). 
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2.8 Produtos naturais: Potencial terapêutico na senescência celular 

 

O uso de produtos naturais pode garantir o fornecimento de uma série de 

fitoquímicos que contribuem para aumentar a expectativa de vida e a saúde (Deledda; 

Giordano; Velluzzi; Flore et al., 2022). Evidências indicam que substâncias que podem 

mediar os processos fisiológicos deteriorados têm grande probabilidade de ter o 

potencial de prolongar a vida útil e melhorar as doenças associadas ao 

envelhecimento. E os produtos naturais demonstraram ser capazes de retardar o 

envelhecimento e/ou melhorar as doenças associadas ao envelhecimento, 

prolongando assim a vida útil, por meio da regulação de vários processos fisiológicos 

(Song; Zhang, 2023). 

Uma série de compostos naturais foi investigada por seu potencial anti-

senescência e antienvelhecimento em modelos celulares e animais, bem como em 

humanos (Gurău; Baldoni; Prattichizzo; Espinosa et al., 2018). Nos últimos anos, 

compostos naturais se destacaram por possuírem propriedades senolíticas, como 

quercetina, fisetina, piperlongumina e o análogo da curcumina, que contribui para a 

redução do acúmulo de células senescentes. Além disso, os produtos naturais 

possuem efeitos senomórficos, como a quercetina, naringenina, apigenina e 

kaempferol, que atuam reduzindo os fatores SASP ao reduzir a inflamação e o 

estresse oxidativo (Gurău; Baldoni; Prattichizzo; Espinosa et al., 2018; Li; Qin; Feng; 

Hu et al., 2019). O resveratrol, composto com uma forte atividade antioxidante, e seu 

derivado pterostilbeno também possuem efeitos antienvelhecimento por meio da 

modulação do dano oxidativo, inflamação, atrito dos telômeros e senescência celular 

(Lange; Li, 2018). 

Nesse contexto, plantas medicinais ricas em fitoquímicos antioxidantes têm 

atraído cada vez mais atenção como potenciais agentes na prevenção de doenças. 

Descobriu-se que elas desempenham sua atividade protetora ao eliminar as ROS e 

desintoxicar oxidantes genotóxicos potentes (Alireza Mortazavi, 2023). Os 

antioxidantes ajudam a reduzir os danos oxidativos, melhorar a saúde endotelial e 

retardar a senescência, principalmente por sua capacidade de eliminar radicais livres. 

Esses compostos podem agir inibindo as vias de formação dos radicais livres ou 

protegendo as células contra seus efeitos prejudiciais (De Almeida Feitosa; De 

Almeida; Dantas; De Azevedo et al., 2024; Evazalipour; Safarzadeh Kozani; 

Safarzadeh Kozani; Shabani et al., 2021). Nesse contexto, os compostos 
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antioxidantes naturais, presentes de forma significativa em óleos essenciais, têm 

demonstrado numerosos efeitos benéficos no envelhecimento saudável e no 

tratamento de doenças associadas à idade (Agatonovic-Kustrin; Kustrin; Morton, 

2019). 

Os óleos essenciais são utilizados há muito tempo na medicina popular. 

Conhecidos como óleos voláteis ou óleos etéricos, eles são líquidos oleosos 

odoríferos comumente encontradas em plantas aromáticas e são “essenciais” porque 

incluem o aroma e as qualidades botânicas (Tareen; Catenacci; Perteghella; Sorrenti; 

Bonferoni, 2025). Óleos essenciais são misturas naturais complexas de moléculas 

voláteis e lipofílicas, compreendendo estruturas heterogêneas que podem, no entanto, 

ser agrupadas em classes de componentes com similaridade estrutural interna e uma 

rota biossintética comum. Ao longo desta linha, a maioria dos componentes típicos de 

óleos essenciais pertencem a uma das duas famílias principais: terpenoides (grupo 

principal) e fenilpropanoides (não terpenoides) (Matera; Lucchi; Valgimigli, 2023).  

Os óleos essenciais têm sido amplamente investigados por seu potencial 

terapêutico em diversas condições patológicas e seu perfil farmacológico inclui 

propriedades antibacterianas, antioxidantes, antivirais, inseticidas e outros efeitos 

biológicos foram encontrados nesses óleos voláteis. Alguns desses óleos são 

utilizados para tratamento de câncer, preservação de alimentos, aromaterapia e 

perfumaria. As atividades antibacterianas e antioxidantes dos óleos essenciais 

sustentam muitas aplicações de preservação de alimentos e medicina natural, 

farmacêutica e alternativa  (Tareen; Catenacci; Perteghella; Sorrenti; Bonferoni, 

2025).  

Os principais compostos bioativos encontrados nos óleos essenciais são os 

terpenos e terpenoides (Pezantes-Orellana; German Bermúdez; Matías De La Cruz; 

Montalvo; Orellana-Manzano, 2024). Os terpenos são formados por combinações de 

várias unidades de base de 5 carbonos (C5) chamadas isopreno, enquanto os 

terpenoides são uma classe modificada de terpenos que apresentam grupos 

funcionais contendo oxigênio, como cetona, hidroxi, aldeído, éter ou frações 

carboxílicas. As estruturas químicas dos terpenos podem variar de compostos lineares 

a mono ou policíclicos, e seu esqueleto é formado pela condensação de dois a muitos 

milhares de unidades de isopreno (De Sousa; Damasceno; Amorati; Elshabrawy et al., 

2023).  
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Os monoterpenos são os terpenos mais representativos, produzidos a partir da 

união de duas unidades de isopreno (C10), constituindo cerca de 90% dos óleos 

essenciais vegetais e permitindo uma variedade muito grande de estruturas químicas 

(Bakkali; Averbeck; Averbeck; Idaomar, 2008). Uma substância ativa que representa 

uma parte significativa dos óleos essenciais é o fenol monoterpenoide carvacrol 

(Gunes-Bayir; Guler; Bilgin; Ergun et al., 2022). 

 

2.9 Carvacrol 

 

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) é uma molécula pequena encontrada em 

óleos essenciais obtidos de plantas da família Lamiaceae, como a Origanum vulgare 

(orégano), Thymus vulgaris (tomilho), em concentrações de 85–90% (Abbasloo; 

Khaksari; Sanjari; Kobeissy; Thomas, 2023) (Figura 17). Podendo ser extraído ainda 

em menores concentrações da Bergamia loise var. Citrus aurantium (bergamota 

selvagem), Nigella sativa (cominho preto) e Lepidium flavum (pimenta). Não é solúvel 

em água, mas altamente solúvel em etanol, tetracloreto de carbono e éter dietílico 

(Imran; Aslam; Alsagaby; Saeed et al., 2022; Mączka; Twardawska; Grabarczyk; 

Wińska, 2023). O carvacrol é considerado um composto químico pouco perigoso, 

sendo reconhecido como uma substância segura pela Food and Drug Administration 

(FDA) (Wang; Luo; Kou; Ye et al., 2025). 

 

Figura 17 - Forma estrutural do carvacrol. 

 

 

 

Fonte: PubChem (2024) 

 

Esse composto possui uma ampla atividade biológica, incluindo atividade 

antioxidante (El-Sayed; Abd-Allah; Mansour; El-Arabey, 2015; Samarghandian; 
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Farkhondeh; Samini; Borji, 2016), anti-inflamatória (Fachini-Queiroz; Kummer; 

Estevão-Silva; Carvalho et al., 2012), melhora a saúde vascular (Dantas; Almeida; 

Gonçalves; Araújo et al., 2022), restaura a função erétil associada ao envelhecimento 

(De Almeida Feitosa; De Almeida; Dantas; De Azevedo et al., 2024) e à hipertensão 

(Gonçalves Taf, 2024 ), previne a disfunção endotelial e reduz a senescência em corpo 

cavernoso (De Almeida Feitosa; De Almeida; Dantas; De Azevedo et al., 2024). Essas 

atividades farmacológicas têm um papel potencial no tratamento e prevenção de 

muitas doenças crônicas, como câncer, doenças degenerativas e cardiovasculares 

(Azizi; Majlessi; Choopani; Naghdi, 2022). 

A presença do grupo OH no carvacrol é a principal razão para sua atividade de 

eliminação de radicais. Seu caráter ácido fraco facilita a doação de átomos de 

hidrogênio para elétrons desemparelhados, tornando outro radical estabilizado pelo 

espalhamento de elétrons produzido na estrutura de ressonância da molécula (Imran; 

Aslam; Alsagaby; Saeed et al., 2022). O carvacrol, além de neutralizar ROS, modula 

positivamente o fator de transcrição Nrf2, parte integrante do mecanismo de defesa 

da célula, aumentando as defesas antioxidantes, como SOD, CAT e GPx, conferindo 

proteção às células, tecido e órgãos (Forqani; Akbarian; Amirahmadi; Khorrami et al., 

2024; Mączka; Twardawska; Grabarczyk; Wińska, 2023). Além disso, o carvacrol 

reduziu a expressão da enzima NADPH oxidase, principal enzima responsável pela 

produção de O2
- na senescência, potencializando o efeito antioxidante (Khazdair; 

Moshtagh; Anaeigoudari; Jafari; Kazemi, 2024).  

Descobertas recentes mostraram que o carvacrol também melhora a resposta 

imunológica, em células e em modelo animal (Alireza Mortazavi, 2023). Em tecido 

cardíaco, o carvacrol exerceu um efeito protetor pela diminuição dos níveis dos 

mediadores inflamatórios fator de necrose tumoral α (TNF-α), IL-6 e IL-1β, reduzido a 

toxicidade nesse tecido (Khazdair; Moshtagh; Anaeigoudari; Jafari; Kazemi, 2024). 

Além disso, foi relatado o aumento da citocina anti-inflamatória IL-10 (Alireza 

Mortazavi, 2023). 

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que 

o tratamento oral com carvacrol melhora a DE (Figura 18) associada ao 

envelhecimento prematuro induzido por D-galactose, possivelmente devido à sua 

ação protetora sobre as células endoteliais cavernosas. Além disso, ele atenuou o 

estresse oxidativo e o acúmulo de células senescentes no tecido cavernoso de ratos 

(De Almeida Feitosa; De Almeida; Dantas; De Azevedo et al., 2024). 
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Figura 18 - Traçado original representativo (A) e gráfico estatístico (B) da pressão 

intracavernosa/pressão arterial média (ICP/MAP) em resposta à estimulação elétrica 

do nervo cavernoso de animais tratados com D-galactose. 

 

 

 

Legenda: ICP/MAP em resposta à estimulação elétrica (16 Hz, 6 V, 1 ms por 60 s) do nervo 

cavernoso nos diferentes grupos de animais tratados por oito semanas. Grupos: CTL 

(veículo); DGAL (D-galactose 150 mg/kg); DGAL+CVC50 (D-galactose 150 mg/kg + Carvacrol 

50 mg/kg); DGAL+CVC100 (D-galactose 150 mg/kg + Carvacrol 100 mg/kg); DGAL+SD1,5 

(D-galactose 150 mg/kg + Sildenafila 1,5 mg/kg). Os resultados estão expressos como média 

± e.p.m. (n = 5). Os dados foram analisados utilizando o teste estatístico ANOVA one way, 

seguido de pós-teste de Bonferroni. * p < 0,05 vs CTL. # p < 0,05 vs DGAL. ES: Estimulação 

elétrica. 

 

Fonte: (De Almeida Feitosa; De Almeida; Dantas; De Azevedo et al., 2024) 

Em vista disso, como a senescência celular e o estresse oxidativo são 

mecanismos centrais no processo de envelhecimento e na progressão de doenças 
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como a DE, e considerando ainda que os produtos naturais com potencial atividade 

antioxidante podem desempenhar um papel fundamental na prevenção dos efeitos 

celulares deletérios associados ao envelhecimento. É fundamental realizar estudos 

com o carvacrol para avaliar o seu potencial senoterapêutico nas células endoteliais 

do corpo cavernoso de ratos em modelo de senescência induzida por D-galactose. 

Esses estudos podem elucidar os mecanismos moleculares envolvidos, fornecendo 

uma compreensão mais aprofundada de seus efeitos na melhora da DE associada ao 

envelhecimento e contribuindo para o desenvolvimento de novas abordagens 

terapêuticas contra os efeitos deletérios da senescência. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito senoprotetor do monoterpeno carvacrol em RCEC no modelo 

experimental de senescência induzida por D-galactose, mediante abordagens in vitro 

e in silico. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

Investigar os efeitos do carvacrol em cultura de células endoteliais cavernosas 

de ratos no modelo experimental de senescência induzida por D-galactose por meio 

de: 

• Análise da viabilidade celular 

• Determinação da atividade da β-galactosidase associada à senescência 

• Modulação do estresse oxidativo 

Prever a interação e estabilidade do carvacrol e os alvos-chave através de 

abordagens in silico por meio da: 

• Simulação de docking molecular para a determinação dos valores de 

energia de ligação entre o carvacrol e os alvos-chave da via da 

senescência, sendo eles: 

• NADPH oxidase 

• Nrf2/Keap 1 

• p53 

• mTOR 

• SIRT1 

• PAI-1 

• MAPK p38 

• Simulação de dinâmica molecular para avaliar a flexibilidade e 

estabilidade das interações entre o carvacrol e os alvos-chave da via da 

senescência o p53 e NADPH oxidase. 

Investigar dos mecanismos do carvacrol sobre as vias de senescência induzida 

por D-galactose em célula endotelial cavernosa de ratos através da: 
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• Detecção dos níveis de NO 

• Investigação da apoptose 

• Análise da progressão do ciclo celular  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Local da pesquisa 

 

Os experimentos foram realizados no Instituto de Pesquisa em Fármacos e 

Medicamentos (IPeFarm) da Universidade Federal da Paraíba (UFPB), Campus I, 

João Pessoa-PB. Sendo os estudos in vitro realizados no Laboratório de Farmacologia 

Cardiovascular e os ensaios in silico no Laboratório de Quimioinformática sob 

coordenação do prof. Dr. Marcus Tullius Scotti. 

 

4.2 Substâncias e reagentes 

 

Para a realização dos protocolos experimentais foram utilizados os seguintes 

insumos: Dulbecco’s modificed Eagle’s médium – baixa glicose (DMEM), solução de 

penilicina/estreptomicina, glutamina, D-valina, VEGF-A, gelatina 2%, D-(+)-galactose, 

dimetil sufóxido (DMSO), dihidroetídio (DHE), 5 - Bromo – 4 – Cloro – 3 - Indolil β – D 

- galactopiranosídeo (X-Gal), 3-Amino, 4-aminometil-2 ', 7'-difluoresceína, diacetato 

(DAF-FM DA), ACh todos obtidos da Sigma-Aldrich® Brasil Ltda (São Paulo, Brasil). 

Além disso, foi utilizado soro fetal bovino (SFB) e solução de tripsina/ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,5% obtidos da Gibson® by life tecnologies (Recife, 

Brasil). A heparina sódica (Hepamax-s®) foi obtida da Blau Farmacêutica S.A, o 

tampão de coloração iodeto de propídio (PI)/RNase e a anexina V da BD Pharmingen 

TM, o 4′,6-Diamidino-2-fenilindol, 2-(4-Amidinofenil)-6-indolecarbamidina (DAPI), o 

brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio (MTT) e 7-amino-actinomicina 

D (7-AAD) da Sigma-Aldrich® Brasil Ltda (São Paulo, Brasil). 

O bicarbonato de sódio (NaHCO3), fosfato de potássio monobásico (KH2PO4) e 

a glicose (C6H12O6) foram obtidos da Anidrol e o hepes da Santa Cruz Biotechnology 

(Texas, Estados Unidos da América). O cloreto de sódio (NaCl), cloreto de potássio 

(KCl), fosfato de sódio monobásico (NaH2PO4H2O), fosfato de sódio bibásico 

(Na2HPO4), sulfato de magnésio (MgSO4), cloreto de magnésio (MgCl2), cloreto de 

cálcio (CaCl2) e a glicose (C6H12O6) foram obtidos da Dinâmica Química 

Contemporânea Ltda (São Paulo, Brasil). O ferrocianeto de potássio (C6N6FeK4) e o 
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ferricianeto de potássio (C6N6FeK3) foram obtidos da Neon Comercial Ltda. O ácido 

cítrico (C6H8O7) foi obtido da empresa Dinâmica Química Contemporânea Ltda. 

O cloridrato de xilazina e cloridrato de cetamina foram obtidos da Syntec (São 

Paulo, Brasil). A solução de iodopovidona (PVPI) foi obtida da Natulab (Bahia, Brasil), 

o formaldeído da empresa Medi Química Indústria Farmacêutica Ltda. 

O gás dióxido de carbono (CO2) foi obtido da White Martins Gases Industriais 

do Nordeste S/A (Pernambuco, Brasil). 

 

4.3 Substância teste: Carvacrol 

 

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) fé um líquido obtido da Sigma-Aldrich 

Brasil LTDA, referência 282197, envase/lote #STBK3476, com 98% de pureza, 

fórmula molecular C10H14O, massa molecular 150,22 g/mol, ponto de fusão 3-4ºC, 

ponto de ebulição 236-237 °C e densidade 0,976 g/mL em 20ºC (Mączka; 

Twardawska; Grabarczyk; Wińska, 2023). 

O carvacrol foi solubilizado em DMSO para o preparo da solução mãe, que foi 

utilizada para a preparação das diluições, realizadas em solução nutritiva Tampão 

Fosfato-Salino (PBS). Todas as soluções foram produzidas momentos antes da 

incubação. A concentração de DMSO em solução não excedeu 0,01%. 

 

4.4 Soluções 

 

Para o isolamento do corpo cavernoso a solução salina balanceada de Hank 

(HBSS) foi preparada utilizando água mili-Q estéril para a solubilização dos sais e 

estocada a 4ºC. Os seguintes sais foram utilizados: NaCl, KCl, MgSO4, Na2HPO4, 

CaCl2, NaHCO3, KH2PO4 e C6H12O6. Segue a sua composição detalhada: 
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Tabela 1 - Composição da solução salina balanceada de Hank. 

 

Composição Concentração (mM) 

NaCl 137,0 

KCl 5,4 

MgSO4 1,0 

Na2HPO4 0,25 

CaCl2 1,3 

NaHCO3 4,2 

KH2PO4 0,44 

C6H12O6 5,5 

 

Fonte: (De Almeida Feitosa; De Almeida; Dantas; De Azevedo et al., 2024) 

 

A solução de PBS foi preparada utilizando água mili-Q estéril para a 

solubilização dos sais e estocada a 4ºC. Os seguintes sais foram utilizados: NaCl, 

NaH2PO4H2O e Na2HPO4. Sua composição detalhada está discriminada na tabela 

abaixo: 

 

Tabela 2 - Composição da solução de PBS (pH 7,2). 

 

Composição Concentração (mM) 

NaCl 161,0 

NaH2PO4H2O 1,8 

Na2HPO4 15,8 

 

Fonte: De Almeida Rezende; Oliveira De Almeida; Gonçalves; De Azevedo et al. (2021) 

 

 Para avaliação da SA-β-galactosidase foi utilizada a solução de x-gal, que foi 

preparada utilizando água destilada para a solubilização dos sais, no dia do 

experimento. Os seguintes sais foram utilizados: C6H8O7 e Na2HPO4 (solução tampão 

citrato-fosfato); NaCl, MgCl2, C6N6FeK4, C6N6FeK3 e x-gal. 
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Tabela 3 - Composição da solução de coloração de x-gal. 

 

Composição Concentração 

Tampão citrato-fosfato (pH 6,0)  40 mM 

NaCl 150 mM  

MgCl2 2 mM 

C6N6FeK4 5 mM 

C6N6FeK3 5 mM  

X-gal 1 mg/mL 

 

Fonte: De Almeida Feitosa; De Almeida; Dantas; De Azevedo et al. (2024) 

 

Para a detecção das taxas de apoptose utilizamos a solução de trabalho 10X 

Binding Buffer, que foi preparada utilizando água destilada para a solubilização dos 

sais e estocada a 4ºC. Os seguintes sais foram utilizados: CaCl2, NaCl e hepes. Sua 

composição detalhada está discriminada na tabela abaixo: 

 

Tabela 4 - 10X Binding Buffer (pH 7,4). 

 

Composição Concentração 

CaCl2 25 mM 

NaCl 1,4 M 

Hepes (pH 7,4) 0,1 M 

 

Fonte: Vermes; Haanen; Steffens-Nakken e Reutelingsperger (1995) 

 

4.5 Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar da espécie Rattus novergicus, com oito semanas 

de idade, provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual da Paraíba 

e mantidos na Unidade de Produção Animal (UPA) do Instituto de Pesquisa em 

Fármacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraíba (UFPB). 

Os animais foram mantidos sob condições monitoradas de temperatura (22 ± 

2°C), umidade (60%), ciclo claro-escuro de 12 horas (6h00 - 18h00) com livre acesso 
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à água potável e alimentação (ração comercial; Nuvilab CR-1 irradiada, Quimtia®), 

conforme recomendações do Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA). 

Todos os protocolos experimentais foram previamente submetidos e aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFPB, protocolados sob o 

CEUA nº 6563220322 (ID 001669) (Anexo A). Os animais foram manipulados com 

todos os cuidados necessários para evitar o sofrimento, minimizar o desconforto e dor 

desde o início do estudo até o momento da eutanásia, obedecendo aos preceitos da 

lei nº 11.794 de 8 de outubro de 2008 e ainda da resolução editada pelo CONCEA nº 

57 de 6 de dezembro de 2022. 

 

4.6 Isolamento e cultivo de células endoteliais cavernosas de rato 

 

Inicialmente, os animais foram eutanasiados utilizando o método de 

sobredosagem da mistura anestésica de cetamina e xilazina (210 mg/kg e 30 mg/kg, 

respectivamente), administrados por via intraperitoneal. Após a confirmação da 

eutanásia, o animal foi colocado em decúbito dorsal e na região abdominal e pélvica 

foi pulverizado uma solução de PVPI e álcool 70% para a antissepsia. Posteriormente, 

o pênis foi cuidadosamente isolado, transferido para um frasco estéril contendo HBSS 

e, imediatamente transportado para uma capela de fluxo laminar. Nesta, o tecido foi 

lavado suavemente duas vezes com solução de PBS gelada para a limpeza e remoção 

do sangue residual. 

A glande do pênis, a uretra e o feixe neurovascular dorsal foram removidos do 

pênis, e apenas o tecido do corpo cavernoso foi utilizado para a cultura de células 

endoteliais primárias. O tecido do corpo cavernoso foi cortado em 4 - 6 fragmentos (3 

- 6 mm) e imediatamente colocado em garrafa de cultivo celular pré-tratada com 

gelatina (0,2%), contendo meio de cultura DMEM baixa glicose suplementado com 

20% de SFB, 1% de penicilina e estreptomicina, 4 mM de glutamina, 25 mM de hepes 

e 100 UI/mL heparina. O VEGF-A 5 ng/mL foi adicionado ao DMEM para a indução do 

brotamento de células endoteliais do tecido cavernoso. Os explantes foram mantidos 

em estufa com 5% de CO2 e temperatura de 37ºC, com inspeção diária e troca do 

meio a cada 2 dias. 
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Após o brotamento das células do tecido cavernoso e o crescimento celular 

atingir 80% de confluência, conforme inspecionado em microscópio (Nikon, Japão), 

os explantes foram removidos suavemente, sem interrupção ou toque nas células 

endoteliais em crescimento. Em seguida, as células foram removidas da placa 

utilizando uma solução de tripsina/EDTA a 0,05% por quatro minutos, centrifugadas 

em 1500 rotações por minuto (rpm) por cinco minutos, à 4°C e ressuspensas em 

DMEM suplementado com D-valina (100 μg/mL) para inibição do crescimento de 

fibroblastos, permanecendo assim por 2 dias.  

Após a incubação com D-valina, as células foram mantidas em DMEM 

suplementado com 10% de SFB, fazendo a troca do meio a cada 2-3 dias, e quando 

as células atingiram 80% de confluência, foi realizada uma nova tripsinização. As 

passagens 2 - 4 foram utilizadas para a realização dos protocolos experimentais. Para 

cada experimento, as células foram plaqueadas na concentração de 4×104 células/mL 

e o percentual de SFB contido no meio DMEM foi reduzido de 10% para 2% durante 

a incubação (Figura 19 e 20). 
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Figura 19 - Representação esquemática do isolamento e cultivo de RCEC. 

 

 

 

Legenda: PVPI: iodopovidona; PBS: solução salina tamponada com fosfato; RCEC: Célula 

endotelial cavernosa de rato; DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s médium; VEGF-A: fator de 

crescimento endotelial vascular. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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Figura 20 - Representação esquemática do brotamento de RCEC em garrafa de 

cultivo celular. 

 

 

Legenda: O tecido de corpo cavernoso foi implantado em garrafa de cultivo celular revestida 

com gelatina 0,2% e o brotamento celular foi acompanhado diariamente. Após a migração das 

células, elas foram utilizadas para subcultivo. Objetiva de 10x. RCEC: célula endotelial 

cavernosa de rato. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

4.7 Modelo de senescência acelerada induzida por D-galactose 

 

O modelo de senescência acelerada de RCEC foi estabelecido via tratamento 

com D-galactose na concentração de 20 mg/mL por 48 horas, conforme descrito 

anteriormente (Ye; Feng; Zhang; Li et al., 2023). Para tanto, após 24h do 

plaqueamento das células, elas foram submetidas a uma incubação com 20 mg/mL 

de D-(+)-galactose por 48 horas em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 a 
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37°C. A D-galactose foi preparada no dia da incubação e solubilizada em meio de 

cultura DMEM suplementado com 2% de SFB. 

4.8 Avaliação dos efeitos do carvacrol sobre os marcadores da senescência 

em condições basais e em modelo de senescência induzida por D-

galactose em célula endotelial cavernosa de rato  

 

4.8.1 Design experimental 

 

O efeito do carvacrol foi avaliado na condição basal e no modelo de 

senescência acelerada. Na condição basal, as células foram divididas nos seguintes 

grupos experimentais: Controle (CTL); Carvacrol (CVC) 10-13 M; CVC 10-12 M; CVC 

10-11 M; CVC 10-10 M; CVC 10-9 M; CVC 10-8 M; CVC 10-7 M; CVC 10-6 e CVC 10-5 M. 

Na condição de senescência, as células foram dividas nos grupos: CTL, D-galactose 

20 mg/mL (DGAL); DGAL+CVC 10-13 M; DGAL+CVC 10-12 M; DGAL+CVC 10-11 M; 

DGAL+CVC 10-10 M; DGAL+CVC 10-9 M; DGAL+ CVC 10-8 M; DGAL+CVC 10-7 M; 

DGAL+CVC 10-6 e DGAL+CVC 10-5 M (Figura 21). 

 

Figura 21 - Delineamento experimental. 

 

 

Legenda: DGAL: Grupo experimental D-galactose; RCEC: Célula endotelial cavernosa de 

rato. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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As células do grupo CTL foram tratadas com o veículo, que é composto pelo 

DMSO na mesma concentração que foi utilizada para a solubilização do carvacrol. 

 

4.8.2 Avaliação da viabilidade celular 

 

A viabilidade de RCEC foi avaliada por meio do ensaio de redução do MTT, 

conforme descrito anteriormente (Mosmann, 1983). Esse ensaio colorimétrico é 

utilizado para medir a atividade metabólica celular como um indicador de viabilidade 

e proliferação celular. Baseia-se na redução do MTT, sal de tetrazólio amarelo solúvel 

em água, em cristais de formazan de cor púrpura, insolúvel em água, por meio da 

atividade de redutases mitocondriais em células metabolicamente ativas (Kumar; 

Nagarajan; Uchil, 2018). Os cristais de formazan são dissolvidos utilizando uma 

solução de solubilização que permite a quantificação da solução através de um 

espectrofotômetro de placas (Figura 22). 

 

Figura 22 - Reação de redução do MTT em formazan. 

 

 

 

Legenda: MTT: brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio; NADH: nicotinamida 

adenina dinucleotídeo reduzido; NAD+: nicotinamida adenina dinucleotídeo oxidado. 

 

Fonte: Adaptado de Kamiloglu; Sari; Ozdal e Capanoglu (2020) 

 

 Para isso, as células foram distribuídas em placas de 96 poços na concentração 

de 4×104 células/mL e mantidas por 24 horas em atmosfera umidificada contendo 5% 

de CO2 a 37°C para a adesão celular. Após a adesão e o período de incubação, 
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descrito anteriormente (item 4.5 e 4.7.1), o MTT (0,45 mg/mL) foi adicionado em cada 

poço e uma nova incubação foi realizada por mais 3 horas em atmosfera umidificada 

contendo 5% de CO2 a 37°C. Ao final desse tempo, o MTT foi cuidadosamente 

aspirado e o DMSO foi adicionado para a solubilização dos cristais de formazan, 

permanecendo por 1 hora em temperatura ambiente ao abrigo da luz. A leitura da 

absorbância foi realizada em 595 nm utilizando um espectrofotômetro (iMarkTM 

Microplate Absorbance Reader, Heiwajima, Ota-ku, TO, Japão). A intensidade 

colorimétrica é diretamente proporcional ao número de células viáveis. Foram 

conduzidos três experimentos independentes, cada um em duplicata.  

A intensidade colorimétrica foi utilizada para quantificar as células viáveis nos 

diferentes grupos experimentais. Os dados foram expressos como média da 

intensidade colorimétrica ± erro padrão da média (EPM), normalizados pelo grupo 

CTL. 

 

4.8.3 Avaliação da senescência associada à β-galactosidase 

 

SA-β-galactosidase é um biomarcador de senescência comumente usado e 

sua atividade aumentada em células senescentes deriva da β-D-galactosidase 

lisossomal. O ensaio SA-β-galactosidase é muito útil para testar se diferentes 

condições ou compostos podem induzir ou inibir o aparecimento de células 

senescentes. O método citoquímico foi utilizado e é baseado na coloração de células 

contendo uma enzima ativa com o cromógeno X-gal, substrato direto para a β-

galactosidase. A β-galactosidase cliva o substrato em galactose e 5-bromo-4-cloro-3-

hidroxiindol, e este, por sua vez, é oxidado em uma substância azul, fornecendo 

análise visual da atividade da β-galactosidase (Valieva; Ivanova; Fayzullin; Kurkov; 

Igrunkova, 2022). 

Até o momento, sabe-se que a maioria das células de mamíferos, 

independentemente da idade, expressam atividade da β-galactosidase lisossomal em 

pH 4. Apesar da enzima demonstrar sua atividade máxima em pH 4, ela só pode ser 

usada para diferenciar células “velhas” e “jovens” por meio de reações bioquímicas 

em pH 6 (Piechota; Sunderland; Wysocka; Nalberczak et al., 2016). 

O ensaio da SA-β-galactosidase foi realizado para determinar o fenótipo 

senescente das RCECs, conforme descrito previamente (Sun; Hu; Hu; Xu; Jiang, 

2015). Em resumo, as células foram distribuídas em placas de 48 poços na 
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concentração de 4×104 células/mL e mantidas por 24 horas em atmosfera umidificada 

contendo 5% de CO2 a 37°C para a adesão celular. Após a adesão e o período de 

incubação, descrito anteriormente (item 4.5 e 4.7.1), as células foram lavadas com 

PBS e fixadas com uma solução de formaldeído 2% e glutaraldeído 0,2% por 1 minuto. 

A solução de x-gal (1 mg/mL) (tabela 3) recém preparada foi adicionada em cada poço 

e incubada overnight (por 18h, no máximo), à 37°C em câmara úmida ao abrigo da 

luz. Após a lavagem com PBS para a remoção do excesso de coloração, foi adicionada 

uma solução de DAPI (300 nM), para a marcação do núcleo e facilitar a identificação 

da célula, por cinco minutos à temperatura ambiente ao abrigo da luz. Por fim, as 

células foram lavadas novamente com PBS, uma solução de glicerol 20% foi 

adicionada e as placas foram mantidas refrigeradas (2 – 8°C) até a análise 

subsequente. Foram conduzidos seis experimentos independentes, cada um em 

duplicata. 

A leitura das placas foi realizada utilizando microscópio de luz Nikon Eclipse Ti-

E (Nikon, Japão) acoplado ao software NIS Elements versão DS-U3 (Nikon, Japão) 

sendo analisadas utilizando o software ImageJ®. As células senescentes foram 

identificadas como células coradas em azul e, para cada poço, contou-se um mínimo 

de 200 células para determinar o percentual de células positivas para SA-β-

galactosidase. Os dados foram expressos como média do percentual de células 

positivas para SA-β-galactosidase ± EPM, normalizados pelo grupo CTL. 

 

4.8.4 Avaliação dos níveis de ânions superóxidos  

 

A detecção dos níveis de ROS intracelular em RCEC foi realizada por meio de 

uma sonda fluorescente sensível à ROS, DHE, conforme descrito anteriormente (Ji; 

Chen; Pang; Chen et al., 2024). O DHE é amplamente utilizado para detecção do O2
- 

presente no citosol devido à sua capacidade de difusão passiva para o interior das 

células e alta reatividade. No interior da célula, o DHE é oxidado pelo O2
-, formando 

um produto intermediário, o 2-hidroxietídio que intercala com o DNA, levando à 

exibição de uma fluorescência vermelha. O 2-hidroxietídio é excitado em 500 nm e 

tem um espectro de emissão a 580 nm (Wojtala; Bonora; Malinska; Pinton et al., 2014). 

Em resumo, as células foram distribuídas em placas de 48 poços na 

concentração de 4×104 células/mL e mantidas por 24 horas em atmosfera umidificada 

contendo 5% de CO2 a 37°C para a adesão celular. Após a adesão e o período de 
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incubação, descrito anteriormente (item 4.5 e 4.7.1), as células foram lavadas com 

PBS e incubadas com a sonda fluorescente DHE (10 μM) por quarenta minutos, a 37 

ºC ao abrigo da luz. Posteriormente, as células foram lavadas com solução de PBS 

para remoção do excesso da sonda e levadas imediatamente para análise no 

microscópio de fluorescência Nikon Eclipse Ti-E (Nikon, Japão) acoplado ao software 

NIS Elements versão DS-U3 (Nikon, Japão). Foram conduzidos três experimentos 

independentes, cada um em duplicata. 

A intensidade de fluorescência foi utilizada para mensurar a concentração de 

O2
- nos diferentes grupos. Os dados foram expressos como média da intensidade de 

fluorescência ± EPM, normalizados pela fluorescência emitida pelo DHE do grupo 

CTL. As imagens foram analisadas utilizando o software ImageJ®. 

 

4.9 Predição da interação do carvacrol com alvos da via da senescência 

através de abordagens in silico 

 

4.9.1 Simulação de docking molecular para a determinação dos valores de 

energia de ligação entre o carvacrol e os alvos-chave da via da 

senescência 

 

A abordagem de ancoragem (do inglês, docking) molecular é um método de 

biologia computacional e bioinformática para dar suporte à avaliação in vivo e in vitro 

de produtos naturais, modelando a interação entre esses compostos e as proteínas 

alvo (Nurhayati; Rihandoko; Fadlan; Ghaissani et al., 2022).  

O docking molecular realiza a predição da conformação e orientação da 

molécula ligante dentro do sítio de ligação de uma proteína alvo e estima a sua 

afinidade de ligação (Yuriev; Agostino; Ramsland, 2011). O grau de afinidade e 

especificidade para o reconhecimento molecular proteína-ligante depende das 

características físico-químicas e estão intimamente relacionadas com as interações 

intermoleculares existentes no complexo. Estas interações incluem as ligações de 

hidrogênio, as interações provenientes do efeito hidrofóbico, as interações de van der 

Waals, as interações eletrostáticas e as ligações covalentes que possam ser formadas 

durante o processo de interação proteína-ligante (Verli, 2014). 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/natural-product
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A formação de um complexo proteína-ligante envolve dois componentes 

principais: encaixe e pontuação. O processo de encaixe envolve uma amostragem 

conformacional e orientacional do ligante dentro das restrições impostas pelo sítio de 

ligação do receptor. A função de pontuação é responsável por selecionar a melhor 

pose – ou seja, sua conformação, orientação e posição no espaço – e por classificar 

os ligantes, caso um banco de dados seja utilizado para o encaixe ou triagem. Para 

ser bem sucedido, o encaixe deve prever com precisão dois componentes em relação 

às informações disponíveis experimentalmente: a estrutura do ligante (previsão de 

pose) e sua capacidade de ligação (previsão de afinidade) (Yuriev; Agostino; 

Ramsland, 2011). 

O docking molecular foi utilizado para investigar alvos de ligação do 

monoterpeno carvacrol na atenuação dos efeitos produzidos pela senescência celular 

através da afinidade de ligação do composto com os alvos moleculares selecionados 

no estudo. A escolha desses alvos foi baseada em um rastreio direcionado, com 

destaque para aqueles que atuam como componentes-chave em vias de sinalização 

relevantes para a senescência celular. Os detalhes das proteínas selecionadas estão 

disponíveis na tabela abaixo: 
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Tabela 5 - Alvos-chave envolvidos em vias de senescência para o ensaio do docking 

molecular. 

 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

Legenda: Detalhes dos alvos-chave selecionados envolvidos em vias de sinalização da 

senescência celular. NADPH: nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato; Nrf2: fator nuclear 

eritroíde 2 relacionado ao fator 2; Keap 1: proteína 1 associada a ECH do tipo Kelch; APPN: 

Alvo 
molecular 

PDB 
ID 

Resolução 
Método 

de 
obtenção 

Ligante-
padrão 

Referência 

Domínio 
SH3- 

subunida
de p40 da 
NADPH 
Oxidase 

1W6X 2,00 Å 
Difração 

de raios X 
Apocinina 

Massenet; 
Chenavas; Cohen-

Addad; Dagher et al. 
(2005) 

Nrf2/Keap 
1 

7Q5H 2,31 Å 
Difração 

de raios X 

Ligante co-
cristalizado: 

APPN 

Begnini; 
Geschwindner; 

Johansson; Wissler 
et al. (2022) 

p53 1TUP 2,20 Å 
Difração 

de raios X 
Pifitrina-α 

Cho; Gorina; Jeffrey 
e Pavletich (1994) 

SIRT1 5BTR 3,20 Å 
Difração 

de raios X 

Ligante co-
cristalizado: 
Resveratrol 

Cao; Wang; Qiu; Liu 
et al. (2015) 

mTOR 5WBY 3,10 Å 
Difração 

de raios X 
Rapamicina 

Yang; Jiang; Li; Yang 
et al. (2017) 

MAPK 
p38 

5WJJ 1,60 Å 
Difração 

de raios X 

Ligante co-
cristalizado: 

NHMC 

Kaieda; Takahashi; 
Takai; Goto et al. 

(2018) 

PAI-1 1B3K 2,99 Å 
Difração 

de raios X 
Tiplaxtinina 

Sharp; Stein; Pannu; 
Carrell et al. (1999) 
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Ácido 3-[4-(difluorometil)fenil]-2-[(2-metilpropan-2-il)oxicarbonilamino] propanóico; SIRT1: 

sirtuína 1; mTOR: alvo mecanicista da rapamicina; MAPK: proteína cinase ativada por 

mitógeno; NHMC: N-[4-[2-(4-fluoro-3-metilfenil) imidazo[1,2-b]piridazin-3-il]piridin-2-il]-1-

hidroxi-2-metilpiridin-1-io-4-carboxamida; PAI-1: inibidor-1 do ativador do plasminogênio. 

PDB: Protein Data Bank; PDB ID: Código de Identificação da macromolécula no PDB. 

 

A simulação computacional foi iniciada com o desenho das estruturas químicas 

dos compostos no Software Marvin Sketch v.23.10, ChemAxon 

(https://chemaxon.com/marvin) e, em seguida, foi realizada a padronização das 

estruturas químicas em 3D e minimização da energia dos compostos pelos métodos 

de mecânica molecular e pelo método semi-empírico Austin Model 1 (AM1) por meio 

do Software Spartan 14, WaveFunction (https://www.wavefun.com/). As estruturas 3D 

das proteínas em estudo foram obtidas do Protein Data Bank (PDB) 

(https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) (Acesso em: 25 de setembro de 2024) 

(Bernstein; Koetzle; Williams; Meyer et al., 1977).  

Os encaixes moleculares foram realizados com os alvos que apresentaram em 

sua estrutura o ligante cocristalizado: Keap 1, SIRT 1 e MAPK 38. Para os alvos que 

não apresentaram ligantes cocristalizados: mTOR, domínio SH3- subunidade p40 da 

NADPH oxidase, p53 e o PAI-1; foi realizada a identificação do sítio ativo por meio da 

visualização dos resíduos que interagem com o ligante padrão. Essas informações 

foram obtidas de dados da literatura referentes a cada um dos alvos no PDB, como 

também pela utilização de molecular Pocket Predictions, sendo utilizada a plataforma 

Bite Net - Skolteck I Molecule, 2022 (https://sites.skoltech.ru/imolecule/tools/bitenet) 

(Acesso em: 01 de Julho de 2024). 

Todas as moléculas de água foram removidas da estrutura cristalina, e um 

“template” foi criado entre o alvo e o ligante para demarcar o sítio ativo da 

macromolécula. Em seguida, a molécula teste foi inserida para a realização da 

simulação do docking molecular. 

O software Molegro Virtual Docker v.6.0.1, CLC Bio Company (2002) foi 

utilizado para a execução do docking molecular e a energia de ligação e as 

pontuações foram calculadas utilizando a função de pontuação Moldock Scoring 

Function (MolDocK Score) (Thomsen; Christensen, 2006). 

O algoritmo MolDock SE (Simplex Evolution) foi usado com os seguintes 

parâmetros: 20 execuções com um máximo de 3.000 interações usando uma 

https://chemaxon.com/marvin
https://www.wavefun.com/
https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
https://sites.skoltech.ru/imolecule/tools/bitenet
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população de 50 indivíduos, 2.000 etapas de minimização para cada resíduo flexível 

e 2.000 etapas de minimização global por simulação. A função de pontuação MolDock 

Score (GRID) foi usada para calcular os valores de energia de encaixe. Um GRID foi 

fixado em 0,3 Å e a esfera de busca foi fixada em 15 Å de raio. Para a análise da 

energia do ligante, foram avaliadas as interações eletrostáticas internas, ligações de 

hidrogênio internas e torções sp2-sp2 (De Azevedo, 2010; Thomsen; Christensen, 

2006). 

Para a validação da análise, foi realizado o redocking e avaliado os valores 

para o desvio quadrático médio (RMSD), que foi calculado a partir das poses, 

indicando o grau de confiabilidade do ajuste. O RMSD fornece o modo de conexão 

próximo à estrutura experimental e é considerado bem-sucedido se o valor for inferior 

a 2,0 Å (Schlosser; Rarey, 2009). 

 

4.9.2 Simulação de dinâmica molecular entre o carvacrol e os alvos-chave da 

via da senescência o p53 e a NADPH oxidase 

 

A dinâmica molecular é um procedimento de simulação que descreve a 

variação do comportamento molecular em função do tempo. O comportamento 

molecular abrange diversas propriedades de uma molécula em estudo, tais como seu 

conteúdo de estrutura secundária, a orientação das cadeias laterais, a conformação 

de alças e a energia de interação com outras moléculas como enzima e substrato, 

proteína e proteína, proteína e DNA, ou fármaco e receptor. Além disso, a ideia de que 

essas propriedades variam como função do tempo reflete sua natureza dinâmica, 

evidenciando que elas não permanecem estáticas, mas se modificam em soluções 

biológicas (Verli, 2014). 

As simulações de dinâmica molecular foram realizadas para estimar a 

estabilidade da ligação dos alvos que se destacaram no docking molecular:  domínio 

SH3 - subunidade p40 da NADPH oxidase e p53. Para tanto, foi utilizado o software 

GROMACS versão 2023.1 (Abraham; Murtola; Schulz; Páll et al., 2015; Berendsen; 

Van Der Spoel; Van Drunen, 1995). A topologia do ligante foi criada na plataforma 

Automated Topology Builder (ATB) versão 3.0 (https://atb.uq.edu.au/), usando o 

campo de força GROMOS 43a1. A simulação empregou o modelo de água SPC em 

uma caixa cúbica, com neutralização do sistema pela adição de íons Cl− e Na+, e 

https://atb.uq.edu.au/
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minimização para remover interações inapropriadas (Bondi, 1964; Malde; Zuo; 

Breeze; Stroet et al., 2011). 

O sistema foi equilibrado a 300K usando o algoritmo V-rescale NVT (número 

constante de partículas, volume e temperatura) por 100 ps, seguido de equilíbrio a 1 

atm com o algoritmo Parrinello-Rahman NPT (pressão e temperatura constantes) por 

mais 100 ps. A simulação de dinâmica molecular foi conduzida para 50 milhões de 

passos, totalizando 100 ns. A estabilidade estrutural foi avaliada com valores de 

RMSD para todos os átomos de Cα e a flexibilidade com Root Mean Square 

Flutuaction (RMSF), além de analisar as energias de interação Coulombic e Lennard-

Jones. Os gráficos RMSD e RMSF foram gerados usando o software Grace (Grace 

Development Team, http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/) (Nachbagauer; Feser; 

Naficy; Bernstein et al., 2021; Pettersen; Goddard; Huang; Meng et al., 2021). 

 

4.10 Avaliação dos mecanismos do carvacrol sobre as vias de senescência 

induzida por D-galactose em célula endotelial cavernosa de ratos 

 

4.10.1 Design experimental 

 

A partir dos protocolos realizados, utilizando uma ampla faixa de concentração 

do carvacrol (10-13 – 10-5 M), nos protocolos de viabilidade celular, ensaio da SA-β-

galactosidase e quantificação de ROS, marcadores da senescência, identificamos a 

concentração que produz 50% do efeito máximo (CE50) sem apresentar efeitos tóxicos 

para a célula. Portanto, para investigar os mecanismos subjacentes a esses efeitos e 

sua associação com as vias de senescência, optamos por utilizar a concentração de 

carvacrol de 10-10 M. Essa escolha se baseia nos bons resultados obtidos para os 

ensaios da SA-β-galactosidase e quantificação de ROS sem alteração da viabilidade 

celular, além de corresponder aproximadamente à CE50 para esses dois ensaios. Em 

todos os experimentos conduzidos posteriormente, o carvacrol foi testado tanto na 

presença quanto na ausência da D-galactose (20 mg/mL). 

Para isso, após o plaqueamento e adesão celular, as células foram divididas 

em grupos experimentais, basal e modelo. Na condição basal, as células foram 

distribuídas em dois grupos, controle (CTL) e tratadas com o carvacrol 10-10 M. Na 

http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/


97 
 

condição de modelo, as células foram distribuídas em D-galactose (DGAL) e tratadas 

com D-galactose e carvacrol 10-10 M (Figura 23). 

 

Figura 23 - Delineamento experimental dos protocolos realizados para 

avaliação dos mecanismos do carvacrol em RCEC. 

 

 

 

Legenda: RCEC: Célula endotelial cavernosa de rato; CTL: controle; DGAL: D-galactose. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

4.10.2 Avaliação do efeito do carvacrol na detecção dos níveis de óxido nítrico 

de célula endotelial cavernosa de rato em modelo de senescência 

induzida por D-galactose 

 

Para detectar os níveis de intracelular de NO, foi utilizada a sonda fluorescente 

sensível ao NO, DAF-FM DA, conforme descrito anteriormente (Gu; Tan; Song; Song 

et al., 2022). O DAF-FM DA é um composto fluorescente que pode penetrar na 

membrana celular e, uma vez dentro da célula, é hidrolisado por esterases citosólicas 

não específicas. Isso resulta na formação de 4-amino-5-metilamino-2',7'-

difluorofluoresceína (DAF-FM), que reage com uma forma parcialmente oxidada de 
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óxido nítrico (N2O3), formando um triazol. Este último apresenta alta intensidade de 

fluorescência (Metto; Evans; Barney; Culbertson et al., 2013). 

Portanto, para a detecção dos níveis intracelulares de NO, as células foram 

distribuídas em placas de 48 poços na concentração de 4×104 células/mL e mantidas 

por 24 horas em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 a 37°C para a adesão 

celular. Após a adesão e o período de incubação, descrito anteriormente (item 4.5 e 

4.8.1), as células foram submetidas a um tratamento com ACh 10-5 M por quarenta e 

cinco minutos na presença e na ausência da D-galactose e, posteriormente, 

incubadas com a sonda fluorescente DAF-FM DA (2 μM) por trinta minutos, a 37 ºC 

ao abrigo da luz. As células foram lavadas com solução de PBS para remoção do 

excesso da sonda e levadas imediatamente para análise no microscópio de 

fluorescência Nikon Eclipse Ti-E (Nikon, Japão) acoplado ao software NIS Elements 

versão DS-U3 (Nikon, Japão). O DAF-FM DA é excitado em aproximadamente 495 

nm e tem um espectro de emissão em 515 nm. Foram conduzidos quatro 

experimentos independentes, cada um em duplicata. 

A intensidade de fluorescência foi utilizada para mensurar a concentração de 

NO nos diferentes grupos. Os dados foram expressos como média da intensidade de 

fluorescência ± EPM, normalizados pela fluorescência emitida pelo DAF-FM DA do 

grupo CTL. As imagens foram analisadas utilizando o software ImageJ®. 

 

4.10.3 Avaliação do efeito do carvacrol na apoptose de RCEC em modelo de 

senescência induzida por D-galactose 

 

Para detectar as taxas de apoptose, utilizamos a dupla marcação com anexina 

V e 7-AAD, que permite a diferenciação entre as células em apoptose inicial daquelas 

em apoptose tardia ou em processo de necrose (Xu; Zhang; Liao; Xuan et al., 2023). 

A anexina V é uma proteína de ligação a fosfolipídios dependente de Ca2+ que tem 

alta afinidade pelo fosfolipídeo da membrana plasmática fosfatidilserina (Lecoeur; 

Ledru; Prévost; Gougeon, 1997). Na etapa inicial da apoptose, a fosfatidilserina é 

translocada do folheto interno da membrana para o externo, expondo assim a 

fosfatidilserina ao ambiente extracelular (Babes; Tofolean; Sandu; Baran et al., 2018). 

A anexina V, por sua vez, se liga a fosfatidilserina quando exposta, indicando que uma 

população de células está alterando a assimetria da membrana e, consequentemente, 

iniciando o processo de apoptose (Zimmermann; Meyer, 2011).  



99 
 

7-AAD é um corante fluorescente vital derivado de actinomicina D, que se liga 

seletivamente às regiões guanina-citosina do DNA (Zembruski; Stache; Haefeli; 

Weiss, 2012). Enquanto a célula mantiver a integridade da sua membrana, o 7-AAD 

não pode ligar-se/intercalar-se ao DNA, uma vez que a sua entrada através da 

membrana não é possível. No entanto, quando a integridade da membrana é perdida, 

o 7-AAD passa a ter acesso ao DNA das células (Zimmermann; Meyer, 2011). 

A coloração com a anexina V precede a perda da integridade da membrana que 

acompanha os últimos estágios da morte celular resultante de processos apoptóticos 

ou necróticos. Portanto, a coloração com anexina V é normalmente usada em conjunto 

com um corante vital, como o 7-AAD, para permitir a diferenciação dos estágios da 

apoptose (Figura 24) (Zimmermann; Meyer, 2011). 

 

Figura 24 - Detecção de viabilidade e apoptose por coloração de anexina V e 
7-AAD. 

 

Legenda: A anexina V se liga à fosfatidilserina e 7-AAD intercala com DNA. A anexina V e o 

7-AAD não podem penetrar através de uma membrana celular intacta. Em células normais, a 

fosfatidilserina está localizada apenas na face interna das membranas celulares. Durante o 

estágio inicial da apoptose, a fosfatidilserina fica exposta na parte externa da membrana. 

Assim, células viáveis são anexina V e 7-AAD negativas, células apoptóticas iniciais são 

anexina V positivas e 7-AAD negativas e células apoptóticas tardias e necróticas são anexina 

V e 7-AAD positivas. 

 

Fonte: Adaptado de Zimmermann e Meyer (2011) 
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Células que apresentam coloração positiva para a anexina V e negativa para 

7-AAD estão passando por apoptose em sua fase inicial. Células que apresentam 

coloração positiva para anexina V e 7-AAD estão no estágio final de apoptose. Células 

que apresentam coloração negativa para anexina V e 7-AAD estão viáveis e não estão 

passando por apoptose mensurável (Schroeder-Castagno; Del Rio-Serrato; Wilhelm; 

Romero-Suárez et al., 2022). A coloração com anexina V/7-AAD não distingue entre 

células que sofreram morte apoptótica versus aquelas que morreram como resultado 

de uma via necrótica, uma vez que em ambos os casos as células mortas estão 

marcadas pela anexina V e 7-AAD (Zimmermann; Meyer, 2011). 

Para a análise, as células foram distribuídas em placas de 24 poços na 

concentração de 4×104 células/mL e mantidas por 24 horas em atmosfera umidificada 

contendo 5% de CO2 a 37°C para a adesão celular. Após a adesão e o período de 

incubação, descrito anteriormente (item 4.5 e 4.8.1), as células foram removidas da 

placa utilizando uma solução de tripsina/EDTA a 0,05% e centrifugadas por cinco 

minutos à 4ºC a 1500 rpm. As células foram ressuspensas em 1X Binding Buffer 

(solução de trabalho) preparada a partir da diluição da solução 10X Binding Buffer e 

incubadas com anexina V 5 µL/106 células e 7-AAD 0,25 µg/mL por quinze minutos à 

temperatura ambiente ao abrigo da luz.  

Passado o tempo de incubação, a solução 1X Binding Buffer foi adicionada para 

posteriormente realizar a leitura (10.000 eventos/amostra) utilizando o citometro de 

fluxo FacsCanto II (BD FACSCantoTM II, Woburn, MA, EUA) dentro de 1 hora. A 

anexina V é detectada usando um filtro óptico centralizado próximo a 575 nm do 

espectro e o 7-AAD é um corante de ácido nucleico pronto para uso com fluorescência 

detectável na faixa do vermelho distante do espectro. Foram conduzidos seis 

experimentos independentes, cada um em duplicata. Os dados foram analisados 

utilizando o software FACSDIVA™. 

 

4.10.4 Avaliação do efeito do carvacrol na distribuição de RCEC nas diferentes 

fases do ciclo celular em modelo de senescência induzida por D-galactose 

 

O conteúdo de DNA foi determinado utilizando o PI/RNAse (ribonuclease) para 

analisar a distribuição das células no ciclo celular, conforme descrito anteriormente 

(Ye; Feng; Zhang; Li et al., 2023). O PI é um composto fluorogênico que se liga aos 

ácidos nucleicos de maneira estequiométrica, de forma que a quantidade de luz 
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emitida seja proporcional ao conteúdo de DNA das células. O PI liga-se tanto ao DNA 

quanto ao ácido ribonucleico (RNA), portanto este último deve ser removido por 

digestão com RNases. Ao quantificar o nível de DNA, pode-se avaliar a proporção de 

células em cada fase do ciclo celular e até mesmo a presença de células apoptóticas. 

A distribuição das células nas principais fases do ciclo celular é dada pela diferença 

no conteúdo de DNA entre as células pré-replicativas (fases G0/G1), as replicativas 

(fase S) e as pós-replicativas + mitóticas (fases G2/M) (Babes; Tofolean; Sandu; Baran 

et al., 2018). O reagente PI pode ser utilizado para analisar o ciclo celular por 

citometria de fluxo, além de ser utilizado com anticorpos para examinar a expressão 

de proteínas durante o ciclo celular. 

Resumidamente, as células foram distribuídas em placas de 24 poços na 

concentração de 4×104 células/mL e mantidas por 24 horas em atmosfera umidificada 

contendo 5% de CO2 a 37°C para a adesão celular. Após a adesão e o período de 

incubação, descrito anteriormente (item 4.5 e 4.8.1), as células foram lavadas com 

PBS, removidas da placa utilizando uma solução de tripsina/EDTA a 0,05% e 

centrifugadas por cinco minutos à 4ºC a 1500 rpm. As células foram tratadas com uma 

solução de paraformaldeído a 1% para ressuspensão e fixação, sendo mantidas 

nessa solução por um período de dez minutos a temperatura ambiente. Passado esse 

tempo, as células foram lavadas com PBS até a remoção do paraformaldeído e foi 

adicionado, gota por gota, etanol (70%) gelado. As células foram incubadas a -20°C 

por, no mínimo, 2 horas até a análise.  

Para a leitura, as células foram lavadas até a remoção do etanol, centrifugando-

as por cinco minutos a 1500 rpm à 4ºC. A solução de coloração PI/RNase foi 

adicionada na proporção de 0,5 mL de solução para 106 células/mL por um período 

de vinte minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após esse tempo, a leitura 

(10.000 eventos/amostra) foi realizada utilizando o citometro de fluxo FacsCanto II 

(BD FACSCantoTM II, Woburn, MA, EUA) dentro de 1 hora. PI é detectado na faixa 

laranja do espectro usando um filtro de 562-588 nm. Foram conduzidos quatro 

experimentos independentes, cada um em duplicata. Os dados foram analisados 

utilizando o software FACSDIVA™. 

 

4.11 Análise estatística 
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Os dados foram expressos como média ± EPM. A análise de variância ANOVA 

one-way com pós-teste de Dunnett’s foi utilizada para comparações de mais de duas 

variáveis, que foram consideradas significativas quando o p < 0,05. Nas curvas 

concentração-resposta, os valores de efeito máximo (Emáx) e de pD2 (logaritmo 

negativo da concentração que produz 50% do Emáx) foram obtidas por regressão não 

linear. Todas as análises realizadas foram calculadas pelo programa estatístico Graph 

Pad Prism® versão 9.3.0. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação dos efeitos do carvacrol sobre os marcadores da senescência 

em condições basais e em modelo de senescência induzida por D-

galactose em célula endotelial cavernosa de rato 

 

5.1.1 Avaliação do efeito do carvacrol sobre a viabilidade celular em célula 

endotelial cavernosa de rato 

 

Em condições basais, após 48 horas de incubação das RCECs com o carvacrol 

(10-13 M: 97,45 ± 2,64 %, n = 3; 10-12 M: 99,81 ± 3,24 %, n = 3; 10-11 M: 99,52 ± 3,76 

%, n = 3; 10-10 M: 99,65 ± 3,29 %, n = 3; 10-9 M: 105,53 ± 4,93 %, n = 3; 10-8 M: 103,44 

± 4,11 %, n = 3; 10-7 M: 103,09 ± 3,18 %, n = 3; 10-6 M: 106,17 ± 1,94 %, n = 3; 10-5 M: 

110,65 ± 2,68 %, n = 3) (p > 0,05) a viabilidade celular não apresentou diferenças 

significativas quando comparado com o grupo controle (0) (100,33 ± 0,87 %, n = 3) 

(Figura 25). 
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Figura 25 - Viabilidade de RCEC tratadas com carvacrol 10-13 – 10-5 M em condições 

experimentais basais. 

 

 

 

Legenda: Viabilidade celular (%) relativa ao controle de RCEC em diferentes grupos 

experimentais em condições basais. Grupos experimentais: 0 (controle); 10-13 – 10-5 (carvacrol 

10-13 – 10-5 M). Os dados estão expressos em valores médios de viabilidade celular em relação 

ao controle (0) ± EPM (n = 3). Os dados foram analisados utilizando o teste estatístico ANOVA 

one way, seguido de pós-teste de Dunnett’s. CTL: controle. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

Em condições de senescência, o grupo D-galactose 20 mg/mL (88,55 ± 1,37 

%, n = 3, p < 0,005) apresentou uma redução significativa da viabilidade celular 

quando comparado ao grupo controle (98,82 ± 1,20 %, n = 3). No entanto, o tratamento 

com o carvacrol (10-13 M: 99,23 ± 1,06 %, n = 3; 10-12 M: 98,86 ±  1,13 %, n = 3; 10-11 

M: 98,63 ± 0,66 %, n = 3; 10-10 M: 99,92 ± 0,447 %, n = 3; 10-9 M: 98,02 ± 0,72 %, n = 

3; 10-8 M: 98,44 ± 0,50 %, n = 3; 10-7 M: 95,21 ± 0,80 %, n = 3; 10-6 M: 94,11 ± 0,56 %, 

n = 3) (p < 0,05) na presença da D-galactose melhorou significativamente a viabilidade 

celular, com exceção da concentração de 10-5 M (86,71 ± 1,02 %, n = 3, p > 0,05), 

quando comparado ao grupo D-galactose 20 mg/mL (88,55 ± 1,37 %, n = 3) (Figura 

26). 
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Figura 26 - Viabilidade de RCEC tratadas com carvacrol 10-13 – 10-5 M em modelo 

de senescência induzida por D-galactose. 

 

 

 

Legenda: Viabilidade celular (%) relativa ao controle de RCEC em diferentes grupos 

experimentais em modelo de senescência induzida por D-galactose. Grupos experimentais: 0 

(controle); 20 (D-galactose 20 mg/ml=L); 20 e 10-13 – 10-5 (D-galactose 20 mg/mL + carvacrol 

10-13 – 10-5 M). Os dados estão expressos em valores médios de viabilidade celular em relação 

ao controle (0) ± EPM (n = 3). Os dados foram analisados utilizando o teste estatístico ANOVA 

one way, seguido de pós-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs 0 0, # p < 0,05 vs 20 0. CTL: controle. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

5.1.2 Avaliação do efeito do carvacrol sobre a atividade da β-galactosidase 

associada à senescência em célula endotelial cavernosa de rato 

 

Em condições basais, após 48 horas de incubação das RCECs com o carvacrol 

a atividade da β-galactosidase diminuiu significativamente no grupo carvacrol nas 

concentrações 10-6 M (55,75 ± 7,00 %, n = 6, p < 0,05) e 10-5 M (52,72 ± 4,88 %, n = 

6, p < 0,05) quando comparado ao grupo controle (100,00 ± 9,87, n = 6), diferente das 
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concentrações de 10-13 - 10-7 M (10-13 M: 93,77 ± 9,73 %, n = 6; 10-12 M: 87,32 ± 3,81 

%, n = 6; 10-11 M: 87,85 ± 8,06 %, n = 6; 10-10 M: 89,38 ± 8,21 %, n = 6; 10-9 M: 83,99 

± 14,61 %, n = 6; 10-8 M: 79,97 ± 7,83 %, n = 6; 10-7 M: 67,54 ± 6,16 %, n = 6) (p > 

0,05) que não apresentaram nenhuma diferença significativa (Figura 27). 

 

Figura 27 - Atividade da SA-β-galactosidase de RCEC tratadas com carvacrol 10-13 

– 10-5 M em condições experimentais basais. 

 

 

Legenda: Atividade da SA-β-galactosidase (%) relativa ao controle de RCEC em diferentes 

grupos experimentais em condições basais. Grupos experimentais: 0 (controle); 10-13 – 10-5 

(carvacrol 10-13 – 10-5 M). Os dados estão expressos em valores médios de porcentagem de 

atividade da β-galactosidase em relação ao controle ± EPM (n = 6). Os dados foram 

analisados utilizando o teste estatístico ANOVA one way, seguido de pós-teste de Dunnett’s. 

*p < 0,05 vs 0. SA-β-galactosidase: Senescência associada à β-galactosidase; CTL: controle. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

Em condições de senescência, o grupo D-galactose 20 mg/mL (188,17 ± 2,20 

%, n = 6, p < 0,05) apresentou um aumento significativo da atividade da β-

galactosidase quando comparado ao grupo controle (100,00 ± 4,53 %, n = 6). O 

tratamento com o carvacrol (10-12 M: 142,11 ± 0,77 %, n = 6; 10-11 M: 127,55 ± 2,94 %, 
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n = 6; 10-10 M: 102,78 ± 2,98 %, n = 6; 10-9 M: 92,24 ± 1,04 %, n = 6; 10-8 M: 64,40 ± 

4,11 %, n = 6; 10-7 M: 77,19 ± 3,51 %, n = 6; 10-6 M: 76,93 ± 0,87 %, n = 6; 10-5 M: 

78,08 ± 7,07 %, n = 6) (p < 0,05) na presença da D-galactose promoveu uma redução 

significativa da atividade da β-galactosidase quando comparada ao grupo D-galactose 

(188,17 ± 2,20 %, n = 6), com exceção da concentração 10-13 M (193,97 ± 1,68, n = 6, 

p > 0,05) que não demonstrou nenhuma diferença estatística (Figura 28). 

 

Figura 28 - Atividade da SA-β-galactosidase de RCEC tratadas com carvacrol 10-13 

– 10-5 M em modelo de senescência induzida por D-galactose. 

 

 

 

Legenda: Atividade da SA-β-galactosidase (%) relativa ao controle de RCEC em diferentes 

grupos experimentais em modelo de senescência induzida por D-galactose. Grupos 

experimentais: 0 (controle); 20 (D-galactose 20 mg/mL); 20 e 10-13 – 10-5 (D-galactose 20 

mg/mL + carvacrol 10-13 – 10-5 M). Os dados estão expressos em valores médios de 

porcentagem de atividade da β-galactosidase em relação ao controle ± EPM (n = 6). Os dados 

foram analisados utilizando o teste estatístico ANOVA one way, seguido de pós-teste de 

Dunnett’s. *p < 0,05 vs 0 0, # p < 0,05 vs 20 0. SA-β-galactosidase: Senescência associada à 

β-galactosidase; CTL: controle. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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Em condições de senescência, na presença da D-galactose, o carvacrol 

reduziu a atividade da β-galactosidase de forma dependente de concentração (10-13 

M: 100,00 ± 1,29 %, n = 6; 10-12 M: 59,97 ±  0,59 %, n = 6; 10-11 M: 48,73 ± 2,27 %, n 

= 6; 10-10 M: 29,61 ± 2,30 %, n = 6; 10-9 M: 21,48 ± 0,80 %, n = 6; 10-8 M: 00,00 ± 3,17 

%, n = 6; 10-7 M: 9,86 ± 2,71 %, n = 6; 10-6 M: 9,66 ± 0,67 %, n = 6; 10-5 M: 10,55 ± 

5,45 %, n = 6), apresentando um Emáx de 0,00 ± 3,17 % (n = 6) e pD2 de 10,99 ± 0,11 

(n = 6) (Figura 29). 

 

Figura 29 - Curva de concentração-resposta da senescência associada a β -

galactosidase em função da concentração do carvacrol em célula endotelial 

cavernosa de rato no modelo de senescência induzida por D-galactose. 

 

 

 

Legenda: Curva concentração-resposta da atividade da SA-β-galactosidase em função das 

concentrações de carvacrol (10-13 M – 10-7 M) em célula endotelial cavernosa de ratos no 

modelo de senescência induzida por D-galactose. Os dados estão expressos em valores 

médios de porcentagem de atividade da β-galactosidase em relação ao controle ± EPM (n = 

6). SA-β-galactosidase: Senescência associada à β-galactosidase; CVC: carvacrol; pD2: 

Logaritmo negativo da concentração que produz 50% de seu efeito máximo. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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5.1.3 Avaliação do efeito do carvacrol sobre a produção de ânions superóxidos 

em célula endotelial cavernosa de rato 

 

Em condições basais, após 48 horas de incubação das RCECs com o carvacrol 

(10-13 M: 102,18 ± 1,21 %, n = 3; 10-12 M: 100,93 ±  1,43 %, n = 3; 10-11 M: 100,13 ± 

1,41 %, n = 3; 10-10 M: 98,48 ± 3,89 %, n = 3; 10-9 M: 101,41 ± 2,67 %, n = 3; 10-8 M: 

101,21 ± 3,55 %, n = 3; 10-7 M: 105,16 ± 3,34 %, n = 3; 10-6 M: 107,45 ± 5,08 %, n = 

3; 10-5 M: 105,10 ± 4,15%, n = 3) (p > 0,05) a produção de ânions superóxidos não 

apresentou diferenças significativas quando comparado com o grupo controle (0) 

(100,00 ± 1,40 %, n = 3) (Figura 30). 

 

Figura 30 - Produção de ânions superóxidos de RCEC tratadas com carvacrol 10-13 

– 10-5 M em condições experimentais basais. 

 

 

Legenda: Produção de ânions superóxidos (%) relativa ao controle de RCEC em diferentes 

grupos experimentais em condições basais. Grupos experimentais: 0 (controle); 10-13 – 10-5 

(carvacrol 10-13 – 10-5 M). Os dados estão expressos em valores médios de porcentagem de 

fluorescência em relação ao controle (0) ± EPM (n = 3). Os dados foram analisados utilizando 

o teste estatístico ANOVA one way, seguido de pós-teste de Dunnett’s. ROS: Espécies 

reativas de oxigênio; CTL: controle. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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Em condições de senescência, o grupo D-galactose 20 mg/mL (120,27 ± 2,61 

%, n = 6, p < 0,05) apresentou um aumento significativo da produção de ânions 

superóxidos quando comparado ao grupo controle (100,00 ± 5,78 %, n = 6). O 

tratamento com o carvacrol (10-12 M: 114,01 ± 2,54 %, n = 6; 10-11 M: 112,23 ± 4,29 %, 

n = 6; 10-10 M: 108,64 ± 4,98 %, n = 6; 10-9 M: 102,69 ± 4,12 %, n = 6; 10-8 M: 102,66 

± 2,14 %, n = 6; 10-7 M: 101,93 ± 2,05 %, n = 6; 10-6 M: 102,53 ± 1,22 %, n = 6; 10-5 M: 

103,54 ± 4,10 %, n = 6) (p < 0,05), na presença da D-galactose, promoveu uma 

redução significativa da produção de ânions superóxidos quando comparada ao grupo 

D-galactose (120,27 ± 2,61 %, n = 6), com exceção da concentração 10-13 M (115,24 

± 2,91, n = 6, p > 0,05) que não demonstrou nenhuma diferença estatística (Figura 

31). 
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Figura 31 - Produção de ânions superóxidos de RCEC tratadas com carvacrol 10-13 

– 10-5 M em modelo de senescência induzida por D-galactose. 

 

 

 

Legenda: Produção de ânions superóxidos (%) relativa ao controle de RCEC em diferentes 

grupos experimentais em modelo de senescência induzida por D-galactose. Grupos 

experimentais: 0 (controle); 20 (D-galactose 20 mg/mL); 20 e 10-13 – 10-5 (D-galactose 20 

mg/mL + carvacrol 10-13 – 10-5 M). Os dados estão expressos em valores médios de 

porcentagem de fluorescência em relação ao controle ± EPM (n = 6). Os dados foram 

analisados utilizando o teste estatístico ANOVA one way, seguido de pós-teste de Dunnett’s. 

*p < 0,05 vs 0 0, # p < 0,05 vs 20 0. ROS: Espécies reativas de oxigênio; CTL: controle. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

Em condições de senescência, na presença da D-galactose, o carvacrol 

reduziu a produção de ânions superóxidos de forma dependente de concentração (10-

13 M: 100,00 ± 8,92 %, n = 6; 10-12 M: 90,77 ±  7,82 %, n = 6; 10-11 M: 77,42 ± 13,16 %, 

n = 6; 10-10 M: 50,40 ± 15,29 %, n = 6; 10-9 M: 5,71 ± 12,64 %, n = 6; 10-8 M: 5,51 ± 

6,59 %, n = 6; 10-7 M: 0,00 ± 6,31 %, n = 6; 10-6 M: 4,48 ± 3,76 %, n = 6; 10-5 M: 12,13 

± 12,59 %, n = 6), apresentando um Emáx de 0,00 ± 6,31 % (n = 6) e pD2 de 10,06 ± 

0,23 (n = 6) (Figura 32). 
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Figura 32 - Curva de concentração-resposta da produção de ânions superóxido em 

função da concentração do carvacrol em célula endotelial cavernosa de rato no 

modelo de senescência induzida por D-galactose. 

 

 

 

Legenda: Curva concentração-resposta da produção de ânions superóxidos em função das 

concentrações de carvacrol (10-13 M – 10-7 M) em célula endotelial cavernosa de ratos no 

modelo de senescência induzida por D-galactose. Os dados estão expressos em valores 

médios de fluorescência em relação ao controle ± EPM (n = 6). ROS: Espécies reativas de 

oxigênio; CVC: carvacrol; pD2: Logaritmo negativo da concentração que produz 50% de seu 

efeito máximo. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

5.2 Predição da interação do carvacrol com alvos da via da senescência 

através de abordagens in silico 

 

5.2.1 Simulação de docking molecular para a determinação dos valores de 

energia de ligação e das interações entre o carvacrol e os alvos-chave da 

via da senescência 
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O docking molecular foi realizado para a investigação do mecanismo de ação 

do carvacrol através da energia de ligação e das interações entre o monoterpeno e os 

alvos moleculares envolvidos na via da senescência. A validação da análise foi 

realizada por meio do redocking entre o ligante-padrão cristalográfico e os alvos 

moleculares selecionados. Os valores de RMSD das poses de ajuste foram obtidas: 

0,15 Å para o ligante ácido 3-[4-(difluorometil)fenil]-2-[(2-metilpropan-2-

il)oxicarbonilamino] propanóico (APPN) co-cristalizado da proteína Keap 1/Nrf2; 0,31 

Å para o ligante resveratrol co-cristalizado da proteína SIRT1; 0,18 Å para o ligante N-

[4-[2-(4-fluoro-3-metilfenil) imidazo[1,2-b]piridazin-3-il]piridin-2-il]-1-hidroxi-2-

metilpiridin-1-io-4-carboxamida (NHMC) co-cristalizado da proteína MAPK p38. 

Os resultados de docking molecular foram gerados através da função de 

pontuação Moldock score, de maneira que os valores mais negativos indicam 

melhores previsões. A ancoragem molecular do carvacrol demonstrou valores de 

energia de interação negativos para todos os alvos selecionados, conforme 

demonstrado na tabela 6. Entretanto, o Moldock score do carvacrol apresentou 

valores de energia de ligação mais negativos ou mais próximos dos ligantes-padrão 

para os seus respectivos alvos moleculares NADPH oxidase e p53. O Moldock score 

do carvacrol (-60,55 kJ/mol) para o alvo p53 apresentou um valor de energia de 

ligação mais negativo quando comparado com o ligante-padrão, a Pifitrina-α, (-60,29 

kJ/mol). Enquanto que o score do carvacrol para o alvo NADPH oxidase (-57,66 

kJ/mol) revelou um valor próximo aos do seu respectivo ligante, apocinina (-58,68 

kJ/mol). 
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Tabela 6 - Energia de ligação (kJ/mol) do carvacrol e ligantes com alvos-chave das 

vias de senescência para a função de pontuação Moldock score. 

 

 

Legenda: Valores de energia de ligação do carvacrol e ligantes com alvos chave das vias de 

sinalização. Em negrito encontram-se os valores de energia em que o carvacrol apresentou 

energia menor ou próxima quando comparado ao ligante-padrão. NADPH: nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato; Nrf2: fator nuclear eritroíde 2 relacionado ao fator 2; Keap 1: 

proteína 1 associada a ECH do tipo Kelch; SIRT1: sirtuína 1; mTOR: alvo mecanicista da 

rapamicina; MAPK: proteína cinase ativada por mitógeno; PAI-1: inibidor-1 do ativador do 

plasminogênio. Arg: arginina; Leu: leucina; Ala: alanina; Pro: prolina; Val: valina; Phe: 

fenilalanina. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

Diante disso, a interação molecular dos alvos que se destacaram, NADPH 

oxidase e p53, foi avaliada, revelando que as ligações possuem diferentes graus de 

especificidade. O mapa de interação molecular entre a enzima NADPH oxidase e o 

Alvo molecular 

MolDock score  
Energia de ligação (kJ/mol) Resíduos críticos 

Carvacrol Ligante-padrão 

NADPH 
Oxidase 

-57,66 -58,68 
Arg 202, Leu 199 e Leu 

208 

Nrf2/Keap 1 -53,89 -136,09 Ala 556 e Arg 415 

p53 -60,55 -60,29 Arg 273 e Arg 248 

SIRT1 -49,69 -66,32 Pro 212 e Ala 295 

mTOR -69,50 -172,38 - 

MAPK p38 -66,82 -191,5 Ala51, Val 38 e Phe 169 

PAI-1 -76,71 -162,68 Arg 76 
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composto carvacrol demonstrou interações apolares, pois foram observadas 

interações no anel benzeno e na cadeia carbônica, sendo estas interações 

correspondentes aos tipos alquil (linha tracejada em rosa claro) por meio dos resíduos 

Leucina (Leu) 199 (3 interações), Leu 208 (2 interações) e Isoleucina (Ile) 226 (1 

interação), além da Arginina (Arg) 202 (1 interação) (Figura 45A). O outro tipo de 

interação visualizada correspondeu a interação estérica por meio das interações do 

tipo pi-cátion (linha tracejada em laranja) através do resíduo Arg 202 (1 interação) 

(Figura 33A). O ligante-padrão da NADPH oxidase, a apocinina, apresentou 

interações semelhantes do tipo hidrofóbicas Arg 202, Leu 199 e Leu 208 (Figura 33B). 

 

Figura 33 - Mapa de interação molecular da enzima NADPH oxidase com o 

carvacrol (A) e o ligante-padrão apocinina (B). 

 

A       B 

 

 

 

Legenda: Interações moleculares em 2D entre os compostos carvacrol (A) e apocinina (B) 

com a enzima NADPH oxidase (PDB: 1W6X). Rosa claro: interação alquil; verde claro: 

interação carbono-hidrogênio; verde escuro: interação convencional de hidrogênio; laranja: 

interação Pi-cátion. Resíduos: Arg (Arginina); Leu (Leucina); Ile (Isoleucina) e Ser (Serina). 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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 O mapa de interação molecular para o alvo p53 com o carvacrol demonstrou 

interações do tipo apolares, pois apresentou ligações no anel benzeno e na cadeia 

carbônica, sendo estas interações do tipo alquil (linha tracejada rosa claro) e 

estabelecidas nos resíduos Arg 273 (2 interações), Lisina (Lys) 132 (1 interação) e Arg 

248 (1 interação), como também foi revelada uma interação do tipo amida Pi-stacked 

(linha tracejada rosa escuro) no resíduo Arg 248. A última interação foi do tipo não 

favorável (linha tracejada vermelha) no resíduo Lys 132 (Figura 34A). O ligante-padrão 

pfitirina revelou interações do tipo Pi-cátion no resíduo Ácido glutâmico (Glu) 285 (1 

interação); interação convencional de hidrogênio estabelecida pelo resíduo Arg 273 (1 

interação); interação do tipo carbono-hidrogênio no resíduo Serina (Ser) 240 (1 

interação) (Figura 34B). 

 

Figura 34 - Mapa de interação molecular do alvo p53 com o carvacrol (A) e o 

ligante-padrão pfitirina (B). 

A       B 

 

 

Legenda: Interações moleculares em 2D entre os compostos carvacrol (A) e pfitirina (B) com 

o alvo p53 (PDB: 1PUT). Rosa claro: interação alquil; rosa escuro: interação Amida Pi-stacked; 

verde claro: interação carbono-hidrogênio; verde escuro: interação convencional de 

hidrogênio; laranja: interação Pi-cátion; vermelho: interação não favorável. Resíduos: Arg 

(Arginina); Glu (Ácido glutâmico); Lys (lisina); Ser (serina). 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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5.2.2 Simulação de dinâmica molecular entre o carvacrol e os alvos-chave da 

via da senescência a NADPH oxidase e o p53 

 

As simulações de dinâmica molecular foram realizadas para investigar a 

estabilidade das ligações dos alvos que se destacaram no Docking molecular, sendo 

eles a NADPH oxidase e o p53. Para isso, foram calculados o RMSD e a flutuação 

quadrática média (RMSF) para os átomos de Cα dos alvos moleculares complexados 

com o seu respectivo ligante-padrão e o carvacrol. Os valores mais baixos de RMSD 

e uma menor ocorrência de flutuações expressam uma maior estabilidade de ligação. 

Para o alvo molecular p53 (linha preta) (Figura 35), o complexo formado com o 

carvacrol (linha vermelha) apresentou valores de RMSD correspondentes a 0,37 nm 

desde o período de 10 ns até o tempo final da simulação. Enquanto que o complexo 

formado com o ligante-padrão, a pfitirina (linha verde), o valor de RMSD obtido foi de 

0,47 nm (Figura 35). 

 

Figura 35 - RMSD do alvo molecular p53 e complexado com o carvacrol e o 

ligante-padrão pfitirina. 

 

 

Legenda: Desvio quadrático médio (RMSD) dos átomos de Cα da proteína p53 (linha preta) e 

complexado com o carvacrol (linha vermelha) e pfitirina (linha verde). 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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Para o alvo molecular NADPH oxidase (linha preta) (Figura 36), o complexo 

formado com o carvacrol (linha vermelha) apresentou valores de RMSD 

correspondentes a 0,39 nm, sendo observada uma alta quantidade de flutuações, 

enquanto que o complexo formado com o ligante-padrão, a apocinina (linha verde), o 

valor de RMSD obtido foi de 0,30 nm (Figura 36). 

 

Figura 36 - RMSD do alvo molecular NADPH oxidase e complexado com o carvacrol 

e o ligante-padrão apocinina. 

 

 

 

Legenda: Desvio quadrático médio (RMSD) dos átomos de Cα da proteína nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato oxidase (linha preta) e complexado com o carvacrol (linha 

vermelha) e apocinina (linha verde). 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

A estabilidade dos complexos proteicos foi avaliada mediante alterações de 

temperatura, pressão e da influência de solventes, através da métrica de RMSD. A 
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proteína p53 apresentou um valor de RMSD correspondente a 0,14 nm para o 

carvacrol (linha vermelha), enquanto que o ligante-padrão pfitirina (linha verde) 

expressou um valor de 0,26 nm (Figura 37). 

 

Figura 37 - RMSD do alvo molecular p53 complexado ao carvacrol e ao ligante-

padrão pfitirina, mediante alterações de temperatura, pressão e da influência de 

solventes. 

 

 

 

Legenda: Desvio quadrático médio (RMSD) dos átomos de Cα da proteína p53 complexada 

ao carvacrol (linha vermelha) e pfitirina (linha verde). 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

A proteína NADPH oxidase apresentou um valor de RMSD correspondente a 

0,14 nm para o carvacrol (linha vermelha), enquanto que o ligante-padrão apocinina 

(linha verde) expressou um valor de 0,13 nm (Figura 38). 
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Figura 38 - RMSD do alvo molecular NADPH oxidase complexado ao carvacrol e ao 

ligante-padrão apocinina, mediante alterações de temperatura, pressão e da 

influência de solventes. 

 

 

 

Legenda: Desvio quadrático médio (RMSD) dos átomos de Cα da proteína nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato oxidase complexada ao carvacrol (linha vermelha) e apocinina 

(linha verde). 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

 A fim de avaliar a flexibilidade dos resíduos de aminoácidos que compõem os 

complexos, e, se esses resíduos podem influenciar na mudança conformacional dos 

alvos moleculares, foi avaliada a métrica RMSF de cada aminoácido que compõe a 

proteína. Os valores de RMSF acima de 0,3 nm sugerem uma alta flexibilidade, 

podendo implicar em uma mudança conformacional no alvo. 

 A proteína p53 apresentou valores de RMSF acima de 0,3 nm para os resíduos 

120, 186, 224-226, 287-289 (Figura 39). 
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Figura 39 - RMSF do alvo molecular p53 e dos complexos com o carvacrol e o 

ligante-padrão pfitirina. 

 

 

 

Legenda: Flutuações da raiz quadrada média (RMSF) da proteína p53 (linha preta) e dos seus 

complexos com o carvacrol (linha vermelha) e pfitirina (linha verde). 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

A proteína NADPH oxidase apresentou valores de RMSF acima de 0,3 nm para 

o resíduo 228 (Figura 40). 
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Figura 40 - RMSF do alvo molecular NADPH oxidase e dos complexos com o 

carvacrol e o ligante-padrão apocinina. 

 

 

 

Legenda: Flutuações da raiz quadrada média (RMSF) da proteína nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato oxidase (linha preta) e dos seus complexos com o carvacrol (linha 

vermelha) e apocinina (linha verde). 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

Adicionalmente, também foi avaliada a evolução dos níveis de empacotamento 

proteico do alvo molecular isolado e complexado com o carvacrol e o ligante-padrão. 

Para isso, foi utilizada a métrica de valores do raio de giro, que fornece uma ideia de 

quão compacta ou estendida é uma molécula durante uma simulação de dinâmica 

molecular, fornecendo informações sobre a conformação, a estabilidade, as 

interações e a flexibilidade das moléculas em análise.  

Os alvos moleculares p53 (linha preta) (Figura 41A) e NADPH oxidase (linha 

preta) (Figura 41B) complexados com o carvacrol (linha vermelha) e os seus 

respectivos ligantes-padrão (linha verde) não apresentaram variações em relação à 

proteína isolada. 
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Figura 41 - Raio de giro (Rg) do alvo molecular p53 (A) e NADPH oxidase (B) e dos 

complexos com o carvacrol e o ligante-padrão pfitirina. 

 

A             B 

      

 

Legenda: Raio de giro (Rg) da proteína p53 (linha preta) (A) e nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato oxidase (linha preta) (B) e dos seus complexos com o carvacrol (linha 

vermelha) e pfitirina (linha verde). 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

As energias de interação Coulomb e Lennard-Jones dos complexos proteína-

ligante foram calculadas para fornecer informações sobre a estabilidade das 

interações dentro do sítio ativo. Com base nos cálculos da energia de Coulomb para 

os alvos p53 e NADPH oxidase, o carvacrol apresentou uma energia de ligação mais 

negativa (-86,543; -63,762; respectivamente) quando comparado aos ligantes-padrão 

(-43,093; -47,362; respectivamente) (Tabela 7). Entretanto, para a energia de 

interação de Lennard-Jones dos alvos p53 e NADPH oxidase, o carvacrol apresentou 

um valor mais positivo (-39,9326; -48,441; respectivamente) quando comparado aos 

ligantes-padrão (-137,045; -52,606; respectivamente) (Tabela 7). 
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Tabela 7 - Energia de interação Coulommb e Lennard-Jones para o carvacrol e os 

ligantes-padrão dos alvos p53 e NADPH oxidase. 

 

Legenda: Energia de interação Coulommb e Lennard-Jones para o carvacrol e os ligantes-

padrão dos alvos p53 (pfitirina), nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidase 

(apocinina) e NF-κB (emetine). Em negrito, destaca-se a menor energia. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

5.3 Avaliação dos mecanismos do carvacrol sobre as vias de senescência 

induzida por D-galactose em célula endotelial cavernosa de ratos 

 

5.3.1 Avaliação do efeito do carvacrol na detecção dos níveis de óxido nítrico 

em célula endotelial cavernosa de rato em condições basais 

 

Em condições basais, após 48 horas de incubação das RCECs com o carvacrol 

(10-10 M: 98,96 ± 2,51 %, n = 4) (p > 0,05), a produção de NO não apresentou 

diferenças significativas quando comparado com o grupo controle (100,00 ± 0,75 %, 

n = 4). Em contrapartida, a ACh (10-5 M: 115,69 ± 1,68 %, n = 4) (p < 0,05) aumentou 

significativamente a produção de NO quando comparado ao grupo controle (Figura 

42). 

 

 

 

 

 

Energia de interação 

p53 NADPH Oxidase 

Carvacrol Pfitirina Carvacrol Apocinina 

Coulomb -86,543 -43,093 -63,762 -47,362 

Lennard-Jones -39,9326 -137,045 -48,441 -52,606 
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Figura 42 - Imagem representativa (A) e gráfico estatístico (B) da intensidade de 

fluorescência (%) da sonda DAF-FM DA relativa ao controle em célula endotelial 

cavernosa de ratos tratada com carvacrol 10-10 M e ACh 10-5 M em condições 

basais. 

 

A 

 

 

B 

 

 

Legenda: Intensidade de fluorescência emitida pela sonda DAF-FM DA (%) relativa ao 

controle de RCEC em condições basais. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC 10-10 

(carvacrol 10-10 M); acetilcolina 10-5 (acetilcolina 10-5 M). Objetiva 20x. Os dados estão 

expressos em valores médios de porcentagem de fluorescência em relação ao controle ± EPM 

(n = 4). Os dados foram analisados utilizando o teste estatístico ANOVA one way, seguido de 

pós-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, & p < 0,05 vs CVC 10-10.  

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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5.3.2 Avaliação do efeito do carvacrol na detecção dos níveis de óxido nítrico 

em célula endotelial cavernosa de rato no modelo de senescência 

induzida por D-galactose 

 

Em condições de senescência, o grupo D-galactose 20 mg/mL (80,30 ± 0,786 

%, n = 4, p < 0,05) apresentou uma redução significativa da intensidade de 

fluorescência emitida pela sonda DAF-FM DA quando comparado ao grupo controle 

(100,00 ± 0,752 %, n = 4). Entretanto, o tratamento com o carvacrol (DGAL+ CVC 10-

10 M: 106,08 ± 0,846 %, n = 4, p < 0,05) e com a ACh (DGAL+ ACh 10-5 M: 99,86 ± 

0,77 %, n = 4, p < 0,05) promoveu um aumento significativo da intensidade de 

fluorescência emitida pela sonda DAF-FM DA quando comparado ao grupo D-

galactose (Figura 43). 
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Figura 43 - Imagem representativa (A) e gráfico estatístico (B) da intensidade de 

fluorescência (%) da sonda DAF-FM DA relativa ao controle de célula endotelial 

cavernosa de ratos tratada com carvacrol 10-10 M e ACh 10-5 M em modelo de 

senescência induzida por D-galactose. 

A 

 

 

B 

 

 

Legenda: Intensidade de fluorescência emitida pela sonda DAF-FM DA (%) relativa ao 

controle de RCEC em modelo de senescência induzida por D-galactose. Grupos 

experimentais: CTL (controle); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 10-10 

(D-galactose 20 mg/mL + carvacrol 10-10 M); DGAL + acetilcolina 10-5 (D-galactose 20 mg/mL 

+ acetilcolina 10-5 M). Objetiva 20x. Os dados estão expressos em valores médios de 
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porcentagem de fluorescência em relação ao controle ± EPM (n = 4). Os dados foram 

analisados utilizando o teste estatístico ANOVA one way, seguido de pós-teste de Dunnett’s. 

*p < 0,05 vs CTL, # p < 0,05 vs DGAL.  

 

Fonte: FEITOSA (2025) 

 

5.3.1 Avaliação do efeito do carvacrol na apoptose de RCEC 

 

Após 48 horas de incubação das RCECs, a dupla marcação com anexina V e 

7-AAD permitiu a visualização de quatro quadrantes que representam diferentes 

populações celulares (Figura 44). 
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Figura 44 - Dotplots representativos de célula endotelial cavernosa de ratos tratada 

com carvacrol 10-10 M em condições basais e em modelo de senescência induzida 

por D-galactose, duplamente marcada com anexina V e 7-AAD. 

 

 

 

Legenda: Dotplots representativos de RCEC em condições basais e em modelo de 

senescência induzida por D-galactose duplamente marcada com anexina V e 7-AAD obtidos 

por análise de citometria de fluxo. Os dotplots foram divididos em quatro quadrantes que 

representam diferentes populações celulares: células mortas (Q1), células em apoptose tardia 

(Q2); células viáveis (Q3); células em apoptose inicial (Q4). Grupos experimentais: CTL 

(controle); CVC 10-10 (carvacrol 10-10 M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + 

CVC 10-10 (D-galactose 20 mg/mL + carvacrol 10-10 M). 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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Na análise da taxa de sobrevivência celular, o grupo D-galactose 20 mg/mL 

(74,72 ± 1,95 %, n = 6, p < 0,05) apresentou uma redução significativa quando 

comparado ao grupo controle (88,01 ± 1,12 %, n = 6). Entretanto, o tratamento com o 

carvacrol, tanto em condições basais (CVC 10-10 M: 86,38 ± 1,13 %, n = 6, p < 0,05) 

quanto em modelo de senescência (DGAL+ CVC 10-10 M: 88,40 ± 1,84 %, n = 6, p < 

0,05), promoveu um aumento significativo da taxa de sobrevivência celular quando 

comparado ao grupo D-galactose (Figura 45). 

 

Figura 45 - Taxa de sobrevivência (%) de RCEC tratadas com carvacrol 10-10 M, em 

condições basais e em modelo de senescência induzida por D-galactose. 

 

 

 

Legenda: Taxa de sobrevivência (%) de RCEC em condições basais e em modelo de 

senescência induzida por D-galactose. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC 10-10 

(carvacrol 10-10 M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 10-10 (D-galactose 

20 mg/mL + carvacrol 10-10 M). Os dados estão expressos em valores médios de porcentagem 

de sobrevivência celular ± EPM (n = 6). Os dados foram analisados utilizando o teste 

estatístico ANOVA one way, seguido de pós-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, # p < 0,05 

vs DGAL. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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Na análise da taxa de apoptose inicial, o grupo D-galactose 20 mg/mL (10,26 ± 

1,34 %, n = 6, p < 0,05) apresentou um aumento significativo quando comparado ao 

grupo controle (4,93 ± 0,71 %, n = 6). Entretanto, o tratamento com o carvacrol, tanto 

em condições basais (CVC 10-10 M: 4,98 ± 0,52 %, n = 6, p < 0,05) quanto em modelo 

de senescência (DGAL+ CVC 10-10 M: 4,11 ± 0,63 %, n = 6, p < 0,05), promoveu uma 

redução significativa da taxa de apoptose inicial quando comparado ao grupo D-

galactose (Figura 46). 

 

Figura 46 - Taxa de apoptose inicial (%) de RCEC tratadas com carvacrol 10-10 M, 

em condições basais e em modelo de senescência induzida por D-galactose. 

 

 

 

Legenda: Taxa de apoptose inicial (%) de RCEC em condições basais e em modelo de 

senescência induzida por D-galactose. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC 10-10 

(carvacrol 10-10 M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 10-10 (D-galactose 

20 mg/mL + carvacrol 10-10 M). Os dados estão expressos em valores médios de porcentagem 

de células em apoptose inicial ± EPM (n = 6). Os dados foram analisados utilizando o teste 

estatístico ANOVA one way, seguido de pós-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, # p < 0,05 

vs DGAL. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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Na análise da taxa de apoptose tardia, o grupo D-galactose 20 mg/mL (12,88 ± 

1,59 %, n = 6, p < 0,05) apresentou um aumento significativo quando comparado ao 

grupo controle (4,16 ± 0,97 %, n = 6). Entretanto, o tratamento com o carvacrol, tanto 

em condições basais (CVC 10-10 M: 6,10 ± 0,46 %, n = 6, p < 0,05) quanto em modelo 

de senescência (DGAL+ CVC 10-10 M: 5,43 ± 1,15 %, n = 6, p < 0,05), promoveu uma 

redução significativa da taxa de apoptose tardia quando comparado ao grupo D-

galactose (Figura 47). 

 

Figura 47 - Taxa de apoptose tardia (%) de RCEC tratadas com carvacrol 10-10 M, 

em condições basais e em modelo de senescência induzida por D-galactose. 

 

 

 

Legenda: Taxa de apoptose tardia (%) de RCEC em condições basais e em modelo de 

senescência induzida por D-galactose. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC 10-10 

(carvacrol 10-10 M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 10-10 (D-galactose 

20 mg/mL + carvacrol 10-10 M). Os dados estão expressos em valores médios de porcentagem 

de células em apoptose tardia ± EPM (n = 6). Os dados foram analisados utilizando o teste 

estatístico ANOVA one way, seguido de pós-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, # p < 0,05 

vs DGAL. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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Na análise da taxa de apoptose total, o grupo D-galactose 20 mg/mL (23,15 ± 

1,68 %, n = 6, p < 0,05) apresentou um aumento significativo quando comparado ao 

grupo controle (9,10 ± 1,56 %, n = 6). Entretanto, o tratamento com o carvacrol, tanto 

em condições basais (CVC 10-10 M: 11,08 ± 0,74 %, n = 6, p < 0,05) quanto em modelo 

de senescência (DGAL+ CVC 10-10 M: 9,55 ± 1,61 %, n = 6, p < 0,05), promoveu uma 

redução significativa da taxa de apoptose total quando comparado ao grupo D-

galactose (Figura 48). 

 

Figura 48 - Taxa de apoptose total (%) de RCEC tratadas com carvacrol 10-10 M, em 

condições basais e em modelo de senescência induzida por D-galactose. 

 

 

 

Legenda: Taxa de apoptose total (%) de RCEC em condições basais e em modelo de 

senescência induzida por D-galactose. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC 10-10 

(carvacrol 10-10 M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 10-10 (D-galactose 

20 mg/mL + carvacrol 10-10 M). Os dados estão expressos em valores médios de porcentagem 

de células em apoptose total ± EPM (n = 6). Os dados foram analisados utilizando o teste 

estatístico ANOVA one way, seguido de pós-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, # p < 0,05 

vs DGAL. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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5.3.2 Avaliação do efeito do carvacrol sobre a progressão do ciclo celular em 

células endoteliais cavernosas de ratos 

 

Na análise do ciclo celular, após 48 horas de incubação das RCECs, a 

marcação com PI permitiu a visualização da distribuição das células nas diferentes 

fases do ciclo celular (Figura 49). 
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Figura 49 - Histogramas representativos da proporção (%) de RCEC nas diferentes 

fases do ciclo celular tratadas com carvacrol 10-10 M, em condições basais e em 

modelo de senescência induzida por D-galactose. 

 

 

 

Legenda: Distribuição de RCEC (%) nas diferentes fases do ciclo celular em condições basais 

e em modelo de senescência induzida por D-galactose marcadas com iodeto de propídio 

obtidos por análise de citometria de fluxo. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC 10-10 

(carvacrol 10-10 M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 10-10 (D-galactose 

20 mg/mL + carvacrol 10-10 M). Os dados estão expressos em valores médios de porcentagem 

de células ± EPM (n = 6). Os dados foram analisados utilizando o teste estatístico ANOVA one 

way, seguido de pós-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, # p < 0,05 vs DGAL, & p < 0,05 vs 

CVC10-10. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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Na análise da fase G0/G1 do ciclo celular, o grupo D-galactose 20 mg/mL (83,35 

± 0,71 %, n = 6, p < 0,05) apresentou um aumento significativo na proporção de células 

quando comparado ao grupo controle (68,61 ± 1,16 %, n = 6). Entretanto, o tratamento 

com o carvacrol, em modelo de senescência (DGAL+ CVC 10-10 M: 66,46 ± 0,87 %, n 

= 6, p < 0,05), promoveu uma redução significativa da proporção de células da fase 

G0/G1 quando comparado ao grupo D-galactose. O tratamento com o carvacrol em 

condições basais (CVC 10-10 M: 84,84 ± 0,27 %, n = 6, p > 0,05) não promoveu 

alterações significativas na proporção de células da fase G0/G1 quando comparado 

ao grupo D-galactose (Figura 50). 

 

Figura 50 - Proporção (%) de RCEC da fase G0/G1 do ciclo celular tratadas com 

carvacrol 10-10 M, em condições basais e em modelo de senescência induzida por D-

galactose. 

 

 

Legenda: Distribuição de RCEC (%) da fase G0/G1 do ciclo celular em condições basais e em 

modelo de senescência induzida por D-galactose. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC 

10-10 (carvacrol 10-10 M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 10-10 (D-

galactose 20 mg/mL + carvacrol 10-10 M). Os dados estão expressos em valores médios de 

porcentagem de células da fase G0/G1 ± EPM (n = 6). Os dados foram analisados utilizando 

o teste estatístico ANOVA one way, seguido de pós-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, # p 

< 0,05 vs DGAL, & p < 0,05 vs CVC10-10. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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Na análise da fase S do ciclo celular, o grupo D-galactose 20 mg/mL (4,69 ± 

0,41 %, n = 6, p < 0,05) apresentou uma diminuição significativa na proporção de 

células quando comparado ao grupo controle (8,00 ± 0,57 %, n = 6). Entretanto, o 

tratamento com o carvacrol, em modelo de senescência (DGAL+ CVC 10-10 M: 8,93 ± 

0,63 %, n = 6, p < 0,05), promoveu um aumento significativo da proporção de células 

da fase S quando comparado ao grupo D-galactose. O tratamento com o carvacrol em 

condições basais (CVC 10-10 M: 4,18 ± 0,06 %, n = 6, p > 0,05) não promoveu 

alterações significativas na proporção de células da fase S quando comparado ao 

grupo D-galactose (Figura 51). 

 

Figura 51 - Proporção (%) de RCEC da fase S do ciclo celular tratadas com 

carvacrol 10-10 M, em condições basais e em modelo de senescência induzida por D-

galactose. 

 

 

Legenda: Distribuição de RCEC (%) da fase S do ciclo celular em condições basais e em 

modelo de senescência induzida por D-galactose. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC 

10-10 (carvacrol 10-10 M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 10-10 (D-

galactose 20 mg/mL + carvacrol 10-10 M). Os dados estão expressos em valores médios de 

porcentagem de células da fase S ± EPM (n = 6). Os dados foram analisados utilizando o 

teste estatístico ANOVA one way, seguido de pós-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, # p < 

0,05 vs DGAL, & p < 0,05 vs CVC10-10. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 



139 
 

Na análise da fase G2/M do ciclo celular, o grupo D-galactose 20 mg/mL (6,79 

± 0,46 %, n = 6, p < 0,05) apresentou uma diminuição significativa na proporção de 

células quando comparado ao grupo controle (16,38 ± 0,08 %, n = 6). Entretanto, o 

tratamento com o carvacrol, em modelo de senescência (DGAL+ CVC 10-10 M: 17,89 

± 0,56 %, n = 6, p < 0,05), promoveu um aumento significativo da proporção de células 

da fase G2/M quando comparado ao grupo D-galactose. O tratamento com o carvacrol 

em condições basais (CVC 10-10 M: 5,49 ± 0,14 %, n = 6, p > 0,05) não promoveu 

alterações significativas na proporção de células da fase G2/M quando comparado ao 

grupo D-galactose (Figura 52). 

 

Figura 52 - Proporção (%) de RCEC da fase G2/M do ciclo celular tratadas com 

carvacrol 10-10 M, em condições basais e em modelo de senescência induzida por D-

galactose. 

 

 

Legenda: Distribuição de RCEC (%) da fase G2/M do ciclo celular em condições basais e em 

modelo de senescência induzida por D-galactose. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC 

10-10 (carvacrol 10-10 M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 10-10 (D-

galactose 20 mg/mL + carvacrol 10-10 M). Os dados estão expressos em valores médios de 

porcentagem de células da fase G2/M ± EPM (n = 6). Os dados foram analisados utilizando o 

teste estatístico ANOVA one way, seguido de pós-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, # p < 

0,05 vs DGAL, & p < 0,05 vs CVC10-10. 

 

Fonte: FEITOSA (2025) 
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6 DISCUSSÃO 

O presente estudo foi realizado com o objetivo de investigar o efeito 

senoprotetor do monoterpeno carvacrol na senescência endotelial cavernosa induzida 

por D-galactose, através de metodologias in vitro e in silico. As investigações in vitro 

demonstraram que o carvacrol restaurou a viabilidade celular, reduziu o acúmulo de 

células endoteliais senescentes, bem como atenuou os níveis de ROS. Além disso, o 

carvacrol aumentou a biodisponibilidade de NO, reduziu a apoptose e atenuou a 

parada do ciclo celular.  Já as análises in silico revelaram que o carvacrol tem 

capacidade de interagir com alvos proteicos relevantes das vias de senescência, 

apresentando valores de energia de acoplamento negativos, podendo ser ainda mais 

negativo do que o do ligante-padrão, sendo essas interações estáveis. 

O envelhecimento é a diminuição contínua e gradual da função fisiológica que 

influencia a qualidade de vida e a longevidade. Durante o processo de 

envelhecimento, uma combinação de fatores de estresse genéticos, ambientais e de 

estilo de vida causa o acúmulo de uma variedade de danos moleculares e celulares 

ao longo do tempo, o que, por sua vez, leva a uma deterioração progressiva das 

funções celulares e teciduais. Além disso, o envelhecimento representa um fator de 

risco primário para muitas doenças, como doenças neurodegenerativas, câncer, DCV 

e DE. Retardar os processos biológicos do envelhecimento e gerenciar condições 

crônicas poderia promover o envelhecimento saudável e aumentar a expectativa de 

vida (Wu; Bai; Chen; Yang; Zhu, 2024; Xue; Jiang; Meng; Lu et al., 2024; Zhuang; 

Zhuang; Jiang; Zhang et al., 2024). 

Um mecanismo fundamental do envelhecimento que tem ganhado cada vez 

mais atenção é a senescência celular (Chaib; Tchkonia; Kirkland, 2022). Ela é 

essencial para a embriogênese, cicatrização de feridas e restauração da plasticidade. 

Também pode atuar como um mecanismo antineoplásico para restringir a proliferação 

de células danificadas. Embora a senescência celular seja fundamental para o 

desenvolvimento e a saúde, estudos sobre senescência desregulada estão crescendo 

rapidamente devido aos seus efeitos prejudiciais em muitos sistemas de órgãos vitais 

(Wu; Bai; Chen; Yang; Zhu, 2024). 

A senescência compromete o papel essencial que o endotélio desempenha na 

manutenção da homeostase vascular, promovendo assim a disfunção endotelial, que 

tem sido implicada no desenvolvimento de várias doenças associadas ao 

envelhecimento, incluindo diabetes, hipertensão e DE (Ferrini; Gonzalez-Cadavid; 
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Rajfer, 2017; Han; Kim, 2023). A incapacidade das células endoteliais senescentes de 

proliferar compromete a integridade da monocamada das células endoteliais e da 

barreira semipermeável entre o sangue e os tecidos subjacentes, o que pode quebrar 

a hemodinâmica peniana e contribuir para o desenvolvimento da DE (Echeverri Tirado; 

Ferrer; Herrera, 2016; Ferrini; Gonzalez-Cadavid; Rajfer, 2017; Khor; Wong, 2020). 

Nesse contexto, se a senescência contribui para a disfunção endotelial, e esta, por 

sua vez, é uma das principais manifestações da DE, então estratégias que reduzam 

a senescência podem favorecer a saúde endotelial e, consequentemente, melhorar a 

função erétil (Nishimatsu; Suzuki; Saito; Niimi et al., 2015). O desenvolvimento de 

terapias voltadas para células senescentes, forneceu evidências adicionais de que as 

células endoteliais senescentes são um alvo terapêutico viável, tornando-se, assim, 

um tópico de intensa investigação (Bloom; Islam; Lesniewski; Donato, 2023). 

Estudos demonstram diversos benefícios terapêuticos da utilização de 

produtos naturais que visam células senescentes, denominadas senoterapias, para a 

melhora de doenças relacionadas à idade (Saccon; Nagpal; Yadav; Cavalcante et al., 

2021; Wu; Bai; Chen; Yang; Zhu, 2024; Zhu; Doornebal; Pirtskhalava; Giorgadze et 

al., 2017). Os agentes senoterapêuticos são divididos em duas classes: senolíticas, 

que matam seletivamente as células senescentes, e senomórficas, que atenuam o 

SASP (Calabrò; Accardi; Aiello; Caruso et al., 2024). A maioria dos senolíticos 

identificados até o momento promove a apoptose de células senescentes ao atingir 

enzimas críticas envolvidas em mecanismos pró-sobrevivência e antiapoptóticos, 

como p53, p21, proteínas da família Bcl-2 e outros. Dentre os senolíticos podemos 

destacar o desatinib, quercetina, ABT-263 (Navitoclax) e fisetin. Em contraste, os 

senomórficos suprimem a senescência através da redução da expressão de SASP 

por meio da modulação de NF-κB, sirtuínas, mTOR, IL-1α, p38 MAPK e outras vias 

de sinalização. A classe dos senomórficos incluem rapamicina, ruxolitinib e outros 

(Zhang; Pitcher; Prahalad; Niedernhofer; Robbins, 2023).  

Apesar do crescimento exponencial nos estudos para o desenvolvimento de 

senoterapêuticos voltados ao tratamento de doenças relacionadas a idade e à 

ampliação da longevidade saudável, os efeitos adversos relacionados ao uso dessas 

terapias representam um desafio significativo para o seu uso seguro. Esses agentes 

estão associados a efeitos graves, como trombocitopenia, neutropenia, 

nefrotoxicidade, disfunção metabólica, imunossupressão, dentre outros. Assim, torna-

se essencial a busca por novas abordagens terapêuticas que mantenham a eficácia 
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no combate à senescência celular, minimizando os riscos relacionados ao seu uso 

(Chaib; Tchkonia; Kirkland, 2022; Rudin; Hann; Garon; Ribeiro De Oliveira et al., 2012).  

Nessa perspectiva, os produtos naturais possuem atividades antioxidantes e 

anti-inflamatórias amplamente documentadas,  sugerindo o seu potencial para atuar 

como senoterapêuticos (Zhang; Pitcher; Prahalad; Niedernhofer; Robbins, 2023). Os 

óleos essenciais, têm sido objeto de interesse científico, com extensa triagem 

indicando que muitos extratos vegetais e seus componentes isolados têm atividades 

benéficas para doenças associadas à idade, principalmente por possuir propriedades 

antioxidantes (Ayaz; Sadiq; Junaid; Ullah et al., 2017). Dentre os antioxidantes mais 

ativos, encontrados em óleos essenciais destaca-se o monoterpeno carvacrol (El-

Sayed; Abd-Allah; Mansour; El-Arabey, 2015). 

O carvacrol é um fenol monoterpênico produzido por um número abundante de 

plantas aromáticas, incluindo tomilho e orégano. Atualmente, o carvacrol é usado 

como um ingrediente aromatizante e conservante de alimentos. Ele possui uma ampla 

gama de bioatividades úteis para aplicações clínicas, como atividades antioxidante, 

anti-inflamatória, anti-envelhecimento e vasorrelaxante (Imran; Aslam; Alsagaby; 

Saeed et al., 2022; Suntres; Coccimiglio; Alipour, 2015). Acredita-se que o carvacrol 

produza esses efeitos através de sua ação em oposição aos efeitos de ROS, portanto, 

podem ser indicados para proteção e prevenção de danos oxidativos aos tecidos 

(Samarghandian; Farkhondeh; Samini; Borji, 2016). Nesse contexto, essas 

propriedades, em conjunto, fornecem suporte para a avaliação de suas possíveis 

ações benéficas, em que os seus efeitos biológicos ainda não foram estudados, como 

é o caso da senescência endotelial cavernosa. 

Diante dos efeitos promissores do carvacrol, foi investigado se ele promoveria 

ação benéfica sobre a senescência endotelial cavernosa induzida por D-galactose. O 

modelo de senescência celular induzida por D-galactose tem sido amplamente 

utilizado e foi estabelecido que, um dos principais mecanismos pelos quais ele exerce 

seu efeito é por meio do aumento da produção de ROS (García-Trejo; Gómez-Sierra; 

Eugenio-Pérez; Medina-Campos; Pedraza-Chaverri, 2024). D-galactose aumenta 

significativamente os níveis de ROS e MDA e diminui as atividades de enzimas 

antioxidantes como SOD, CAT e GSH. Os níveis de expressão de SA-β-galactosidade, 

bem como os níveis de expressão da proteína p16, p21, p53 e Keap1, aumentaram 

significativamente, enquanto os níveis de expressão de Nrf-2 foram regulados 

negativamente. Essas alterações, em conjunto, podem gerar alterações celulares 
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graves como estresse oxidativo, redução da viabilidade celular, inflamação, disfunção 

mitocondrial e apoptose, favorecendo o desenvolvimento de doenças associadas à 

idade (Azman; Zakaria, 2019; Lee; Hoang; Jung; Jung et al., 2020). 

No presente estudo, iniciamos as análises para avaliar a viabilidade celular, a 

SA-β-galactosidase e a produção de ROS em RCEC, utilizando uma ampla faixa de 

concentração do carvacrol (10-13 – 10-5 M), a fim de determinar a CE50 e, 

consequentemente, a concentração que será utilizada nos ensaios subsequentes.  

Para avaliar a viabilidade celular o ensaio de MTT é comumente usado, e a sua 

redução para formazan é devido à atividade enzimática celular em mitocôndrias. 

Fatores no ambiente de cultura de células, como pH e glicose, NADH ou fornecimento 

de NADPH, também influenciam a redução de MTT para formazan e, portanto, os 

dados de MTT também refletem mudanças no metabolismo celular. O tratamento com 

D-galactose (20 mg/mL) reduziu a viabilidade das RCEC após 48 horas de tratamento. 

Corroborando com os nossos achados, estudos anteriores também demonstraram 

uma redução na viabilidade celular após tratamento com D-galactose (Lee; Hoang; 

Jung; Jung et al., 2020; Wang; Sun; Qu; Sang et al., 2022). O tratamento com o 

carvacrol, na presença da D-galactose, restaurou a viabilidade celular, enquanto na 

sua ausência não houve alteração nesse parâmetro. Como o ensaio de MTT é 

dependente de atividades enzimáticas celulares que refletem o metabolismo celular, 

é sugestivo que o carvacrol, em condições de senescência, pode ter melhorado a 

atividade metabólica das células senescentes. 

Para confirmar o fenótipo senescente após o tratamento com D-galactose, 

utilizamos o método “padrão ouro”: a SA-β-galactosidase. Esse ensaio tem sido 

amplamente utilizado como biomarcador tanto in vitro quanto in vivo (Childs; Durik; 

Baker; Van Deursen, 2015; González-Gualda; Baker; Fruk; Muñoz-Espín, 2021). A 

atividade da SA‑β‑galactosidase é a β‑galactosidase lisossômica, que é detectada 

pelo aumento do número ou atividade dos lisossomos e que, há muito tempo, está 

associada ao envelhecimento (Lee; Han; Im; Morrone et al., 2006). As células SA-β-

galactosidase positivas desempenham papéis no desenvolvimento normal e na 

manutenção da homeostase tecidual. No entanto, quando estão em condições 

elevadas, podem impactar negativamente na regeneração dos tecidos, contribuindo 

para o desenvolvimento de doenças relacionadas à idade (Dungan; Murach; Zdunek; 

Tang et al., 2022; Mchugh; Durán; Gil, 2025). O tratamento das RCEC com D-

galactose promoveu um aumento significativo de células senescentes quando 
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comparado ao grupo CTL. Esses resultados sugerem que essas células 

desenvolveram o fenótipo senescente. Resultados semelhantes foram demonstrados 

por Zhang; Ouyang; Zhan; Li et al. (2023), revelando que a D-galactose aumentou em 

mais de três vezes a quantidade de células endoteliais senescentes em comparação 

ao grupo controle. E o tratamento com o carvacrol, tanto na ausência quanto na 

presença da D-galactose, promoveu redução da senescência endotelial cavernosa, 

indicando uma redução do fenótipo senescente nessas células. 

Uma vez que o carvacrol reduz a senescência endotelial cavernosa, avaliamos 

se ele poderia estar atuando através da modulação do estresse oxidativo. Em 

experimentos in vitro, o açúcar redutor D-galactose pode levar à senescência celular 

por aumentar os níveis de ROS, resultando em estresse oxidativo (Lee; Hoang; Jung; 

Jung et al., 2020). O aumento nos níveis de ROS em células senescentes é 

considerado um indicador do processo de senescência e um potencial fator-chave na 

sua indução e manutenção (Zhang; Ouyang; Zhan; Li et al., 2023).  

O tratamento com D-galactose aumentou os níveis de ROS quando comparado 

com o grupo CTL, corroborando com estudos anteriores que utilizaram esse mesmo 

modelo de indução (Lee; Hoang; Jung; Jung et al., 2020; Xiao; Chen; Yan; Zheng et 

al., 2024). O carvacrol, apesar de não ter modulado os níveis de ROS de RCEC em 

condições basais, no modelo de senescência induzida por D-galactose reduziu a 

produção de ROS. Esta diminuição mediada pelo carvacrol pode ser atribuída a sua 

forte atividade antioxidante. O grupo OH do carvacrol é essencial para sua ação 

antioxidante, permitindo a eliminação de ROS. Além de neutralizar, ele ativa o fator de 

transcrição Nrf-2, aumentando as defesas antioxidantes como SOD, CAT e GPx, 

conferindo uma maior proteção às células. O carvacrol também reduz a expressão da 

NADPH oxidase, diminuindo a produção de O2
- e potencializando seu efeito 

antioxidante (Forqani; Akbarian; Amirahmadi; Khorrami et al., 2024; Friedman, 2014; 

Khazdair; Moshtagh; Anaeigoudari; Jafari; Kazemi, 2024; Mączka; Twardawska; 

Grabarczyk; Wińska, 2023). 

A partir dos resultados obtidos, utilizando uma ampla faixa de concentração de 

carvacrol (10-13 – 10-5 M), identificamos a CE50, para os ensaios da SA-β-galactosidase 

e quantificação de ROS. Optamos por utilizar a concentração     10-10 M por apresentar 

bons resultados nessas análises, sem comprometer a viabilidade celular. Assim, em 

todos os protocolos conduzidos posteriormente, o carvacrol foi testado nessa 

concentração, na presença e na ausência da D-galactose. 
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Considerando os efeitos benéficos do carvacrol no modelo de senescência em 

RCEC - reduzindo a senescência por meio da modulação negativa do estresse 

oxidativo – realizamos estudos in silico, através do docking e dinâmica molecular, para 

avaliar se o carvacrol poderia interagir com alvos moleculares das vias de 

senescência, buscando compreender os possíveis mecanismos envolvidos na 

resposta senoprotetora. 

O docking molecular se tornou um método essencial do desenvolvimento de 

medicamentos in silico nos últimos anos. Essa técnica consiste em prever a interação 

entre uma pequena molécula e uma proteína no nível atômico. Isso permite que os 

pesquisadores estudem o comportamento de pequenas moléculas, dentro do sítio de 

ligação de uma proteína alvo e entendam o processo bioquímico fundamental 

subjacente a essa interação (Agu; Afiukwa; Orji; Ezeh et al., 2023). 

Os resultados de docking molecular gerados pela função de pontuação foram 

validados por meio do redocking entre o ligante-padrão cristalográfico e os alvos 

moleculares selecionados. Todos os valores de RMSD, que indica a distância média 

quadrática do ligante na estrutura cristalina e os átomos correspondentes na pose 

ancorada, para os complexos APPN - Keap1/Nrf-2, resveratrol - SIRT1 e NHMC - 

MAPK p38, apresentaram valores inferiores a 2,0 Å. Para que um docking seja 

considerado confiável, é necessário que o valor de RMSD seja igual ou inferior a 2,0 

Å (Hung; Guerquin; Samudrala, 2011). Portanto, os nossos resultados indicam que as 

poses geradas posicionaram o ligante corretamente no local ativo e que o programa 

forneceu valores considerados satisfatórios para a validação do docking.  

A análise do docking molecular do carvacrol com os principais alvos-chave das 

vias de senescência, para avaliar o processamento do acoplamento e interação entre 

as moléculas, revelou diferentes valores de energia de ligação com base no algoritmo 

Moldock Score. A interação do carvacrol com os sete alvos moleculares avaliados 

apresentou valores negativos de energia de ligação, indicando que houve interação. 

Entretanto, destacam-se os alvos NADPH oxidase e p53 que apresentaram valores 

de energia de interação próximos aos do ligante-padrão, a apocinina para a NADPH 

oxidase, e até menores para a pfitirina e p53, indicando que o carvacrol interagiu tão 

bem quanto o ligante-padrão, ou até melhor do que ele, respectivamente. 

Com base na capacidade do carvacrol em apresentar ótimas interações com 

os alvos NADPH oxidase e p53, foram avaliados os mapas de interações 

intermoleculares envolvidas na estabilidade dos complexos. O mapa de interação 
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molecular entre a enzima NADPH oxidase e o composto carvacrol demonstrou 

interações apolares, sendo estas interações correspondentes aos tipos alquil, por 

meio dos resíduos Leu 199, Leu 208 e Ile 226, além da Arg 202. O outro tipo de 

interação visualizada correspondeu a interação estérica por meio das interações do 

tipo pi-cátion através do resíduo Arg 202. O ligante-padrão da NADPH oxidase, a 

apocinina, apresentou interações semelhantes do tipo hidrofóbicas Arg 202, Leu 199 

e Leu 208. Assim, o carvacrol apresentou interações semelhantes ao ligante-padrão 

apocinina, interações do tipo hidrofóbicas Arg 202, Leu 199 e Leu 208, indicando que 

os compostos interagem com a NADPH oxidase no mesmo sítio de ligação. Os mapas 

de interação molecular para o alvo p53 demonstraram que, de forma semelhante ao 

observado no alvo NADPH oxidase, houve uma maior contribuição das interações 

apolares, uma vez que foram observadas interações no anel benzeno e na cadeia 

carbônica, sendo estas interações do tipo alquil e estabelecidas nos resíduos Arg 273, 

Lys 132 e Arg 248, além da interação do tipo amida Pi-stacked no resíduo 248 outra 

considerada não favorável no resíduo Lys 132. É importante destacar que apesar da 

ligação não favorável no resíduo Lys 132, ele não é responsável pela manutenção da 

atividade da enzima, e sim os resíduos de Arg 273 e 248 (Cho; Gorina; Jeffrey; 

Pavletich, 1994). Além disso, é importante mencionar que o carvacrol apresentou 

interação semelhante ao ligante-padrão pfitirina que correspondeu ao resíduo Arg 273 

da interação Pi-alquil. 

A dinâmica molecular é amplamente usada como um método de simulação 

poderoso em muitos campos da modelagem molecular. No contexto de encaixe, ao 

mover cada átomo separadamente no campo dos átomos restantes, a simulação da 

dinâmica representa a flexibilidade do ligante e da proteína de forma mais eficaz do 

que outros algoritmos, de forma substancialmente semelhante às condições 

fisiológicas (Meng; Zhang; Mezei; Cui, 2011; Rajiv Gandhi; Sharanya; Jayanandan; 

Haridas et al., 2024).  

Para a avaliação da dinâmica molecular e investigação da estabilidade das 

ligações observadas nas simulações de docking molecular, os alvos moleculares 

NADPH oxidase e p53 foram escolhidos, uma vez que a energia de interação entre 

eles e o carvacrol foram promissoras. 

Uma métrica importante nas simulações de dinâmica molecular, além do RMSD 

é o RMSF, responsável por medir a flutuação da variação da posição de um átomo 

específico ou de um grupo de átomos em relação à sua posição média durante uma 
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simulação (Pitera, 2014). Valores de RMSD mais baixos como também uma redução 

nas flutuações demonstra uma maior estabilidade. Para o alvo molecular p53, foi 

observada uma maior estabilidade para o composto carvacrol, visto que este 

apresentou valores de RMSD mais baixos quando comparado ao complexo do p53 

com o ligante-padrão pfitirina, como também foi observada a ocorrência de uma baixa 

quantidade de flutuações para os dois complexos. Em contraste, para o alvo NADPH 

oxidase, foi observada uma maior estabilidade para o ligante-padrão apocinina, visto 

que este apresentou valores de RMSD mais baixos quando comparado ao complexo 

do p53 com o carvacrol; foi também observada a ocorrência de uma alta quantidade 

de flutuações para o complexo com o carvacrol. 

Após avaliar a estabilidade dos complexos, é necessário avaliar as métricas de 

RMSD referentes aos ligantes a fim de observar se eles apresentam estabilidade 

mediante mudanças de temperatura, pressão e da influência de solventes. Para o p53, 

foram observados valores de RMSD mais baixos para o complexo com o carvacrol 

quando comparado ao ligante-padrão pfitirina, demonstrando a maior estabilidade do 

carvacrol e, consequentemente uma maior tendência de permanecer ligado a p53 na 

presença de solventes ou alterações bruscas de temperatura e pressão. Já para o 

alvo NADPH oxidase foi observado que a apocinina apresentou uma maior 

estabilidade, quando comparado ao carvacrol. Esse efeito pode estar relacionado com 

a maior rigidez da ligação da apocinina ao alvo que aumenta a probabilidade de 

permanência no sítio ativo da enzima. 

Para avaliar a flexibilidade dos resíduos de aminoácidos que compõem os 

complexos, e, se esses resíduos podem influenciar na mudança conformacional dos 

alvos moleculares, foi avaliada a métrica RMSF de cada aminoácido que compõe a 

proteína. Quando o valor de RMSF é acima de 0,3 nm sugerem uma alta flexibilidade, 

podendo implicar na mudança conformacional do alvo. Para os dois alvos avaliados, 

p53 e NADPH oxidase, o complexo com o carvacrol apresentou valores de RMSF 

superiores a 0,3 nm em alguns resíduos de aminoácidos. Esses resultados sugerem 

uma interação com o carvacrol de alta flexibilidade, potencialmente induzindo 

alterações conformacionais que podem impactar na modulação do alvo. 

Para avaliar os níveis de empacotamento proteico do alvo molecular isolado e 

complexado com o carvacrol e o ligante-padrão, foi utilizada a métrica de valores do 

Rg. Esta análise fornece uma ideia de quão compacta ou estendida é uma molécula 

durante uma simulação de dinâmica molecular, revelando informações sobre a 
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conformação, a estabilidade, as interações e a flexibilidade das moléculas em análise. 

Os alvos moleculares p53 e NADPH oxidase complexados ao carvacrol e os seus 

respectivos ligantes-padrão não apresentaram variações em relação à proteína 

isolada, demonstrando estabilidade das ligações, elucidando acomodação do ligante 

no sítio de ligação do alvo molecular. 

As energias de interação Coulomb e Lennard-Jones dos complexos proteína-

ligante foram calculadas para fornecer informações sobre a estabilidade das 

interações dentro do sítio ativo. Com base nos cálculos da energia de Coulomb para 

os alvos p53 e NADPH oxidase, o carvacrol apresentou uma energia de ligação mais 

negativa quando comparado aos ligantes-padrão, demonstrando uma maior 

contribuição da energia eletrostática nas interações estabelecidas. Entretanto, de 

acordo com a energia de Lennard-Jones dos alvos p53 e NADPH oxidase, o carvacrol 

apresentou um valor mais positivo quando comparado aos ligantes-padrão. Essa 

maior estabilidade entre os alvos e os ligantes-padrão decorrem de uma maior 

contribuição da energia de Van der Waals nessas interações. 

Considerando os efeitos benéficos do carvacrol no modelo de senescência em 

RCEC através da redução da senescência por meio da modulação negativa do 

estresse oxidativo e pela possível interação com alvos moleculares das vias de 

senescência, buscamos compreender quais os possíveis mecanismos moleculares 

pelos quais o carvacrol poderia estar atuando para promover esses efeitos. 

O estresse oxidativo é frequentemente acompanhado de uma menor produção 

de NO, o que pode enfraquecer o seu efeito protetor (Wu; Hou; Mu; Sun et al., 2017). 

O aumento de ROS, em células endoteliais senescentes, é resultado da atuação da 

eNOS desacoplada, da atividade aumentada de NADPH oxidase e da redução da 

defesa antioxidante, resultando na perda da integridade do endotélio e consequente 

disfunção endotelial (Lee; Hoang; Jung; Jung et al., 2020). Evidências crescentes 

demonstraram que a disfunção endotelial é a marca registrada de uma ampla gama 

de doenças vasculares associadas à vasoconstrição, incluindo a DE (Aversa; 

Bruzziches; Francomano; Natali et al., 2010). 

Nessa perspectiva, uma vez que o carvacrol reduziu os níveis de ROS em 

células endoteliais senescentes, avaliamos se essa redução poderia estar associada 

a um aumento dos níveis de NO. A capacidade de produzir NO serviu como marcador 

para as células endoteliais saudáveis (Gu; Tan; Song; Song et al., 2022). O tratamento 

com D-galactose reduziu significativamente a produção de NO quando comparado ao 
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grupo CTL. Consistentes com os nossos estudos, dados revelam uma redução na 

biodisponibilidade de NO em modelo senescência em células endoteliais e este efeito 

está associado a alterações que prejudicam a função endotelial (Hwang; Kim; 

Herman; Gorospe; Lee, 2022). No entanto, o carvacrol aumentou a produção de NO 

na presença da D-galactose, de forma semelhante a ACh, sugerindo que ele pode 

melhorar a saúde endotelial, e, consequentemente, aumentar a biodisponibilidade de 

NO nas células RCEC. Em condições basais, o carvacrol não alterou a produção de 

NO nessas células. Assim, o NO endotelial pode proteger contra um estado de 

estresse oxidativo, e a ativação da eNOS e a subsequente produção de NO retardam 

a senescência celular endotelial (Ota; Eto; Kano; Ogawa et al., 2008).  

A estreita relação entre envelhecimento e disfunção endotelial aponta para uma 

necessidade crítica de encontrar maneiras de proteger contra a senescência 

endotelial (Song; Liu; Hao; Yu et al., 2014). As células endoteliais senescentes têm 

sensibilidade aumentada à apoptose, que perdem expressão de eNOS e expressam 

níveis reduzidos de NO pró-sobrevivência (Childs; Durik; Baker; Van Deursen, 2015). 

A avaliação da apoptose foi realizada através da dupla marcação com anexina 

V e 7-AAD, para a identificação dos estágios inicial e tardio, respectivamente, da 

apoptose. Essa medida possibilita a detecção de qualquer nível do processo de 

apoptose, mesmo que mínimo, permitindo uma avaliação mais precisa da resposta. O 

tratamento com D-galactose reduziu a sobrevivência celular e aumentou 

significativamente a apoptose inicial e tardia de RCEC quando comparado ao grupo 

CTL. Consistentes com as nossas análises, dados de Rippe; Blimline; Magerko; 

Lawson et al. (2012) revelam o aumento da apoptose com a senescência endotelial. 

Esse efeito pode ser atribuído, além da diminuição de NO (mediador pró-

sobrevivência) e aumento de ROS, aos efeitos da superexpressão de p53/p21 (Childs; 

Durik; Baker; Van Deursen, 2015; Erusalimsky, 2009; Lee; Fenster; Ito; Takeda et al., 

1999). No entanto, o carvacrol aumentou a sobrevivência celular e reduziu a apoptose 

inicial e tardia de RCEC na presença da D-galactose. Em condições basais, o 

carvacrol não alterou esses parâmetros, quando comparado ao grupo CTL. Por atuar 

como antioxidante, o carvacrol provavelmente reduz os danos induzidos por ROS, que 

levam à apoptose, atenuando o fenótipo pró-apoptótico de RCEC induzido pela D-

galactose. 

Além da apoptose, outra característica essencial da senescência celular é a 

parada do ciclo celular (De Mera-Rodríguez; Álvarez-Hernán; Gañán; Martín-Partido 
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et al., 2021). No processo de senescência, a replicação celular para quando ocorrem 

lesões irreversíveis no DNA (Calabrò; Accardi; Aiello; Caruso et al., 2024). 

Geralmente, considera-se que as células senescentes estão permanentemente 

paradas na fase G0/G1 do ciclo celular, no entanto, outros poucos estudos apoiam 

também o papel da parada em G2 (Anwar; Khosla; Ramakrishna, 2016). 

O conteúdo de DNA é o constituinte celular mais frequentemente medido para 

avaliar o nível de ploidia do DNA e a posição de parada da célula no ciclo celular. O 

conteúdo de DNA é definido como índice de DNA (DI). Em células normais na fase 

G0/G1 do ciclo celular, o DI = 1,0. Já as células na fase G2/M apresentam DI = 2,0, 

enquanto aquelas em fase S são caracterizadas por um DI entre 1,0 e 2,0 

(Darzynkiewicz, 2011). O tratamento com D-galactose aumentou significativamente a 

proporção de RCEC na fase G0/G1 e reduziu nas fases S e G2/M quando comparado 

ao grupo CTL, indicando que a D-galactose induziu a parada do ciclo celular na fase 

G0/G1. Corroborando com os nossos estudos, Ye; Feng; Zhang; Li et al. (2023) 

revelaram efeitos semelhantes em modelo senescência celular induzida por D-

galactose (Ye; Feng; Zhang; Li et al., 2023). A parada do ciclo celular na senescência 

é amplamente mediada pela ativação de uma ou ambas as vias supressoras de 

tumores p53/p21 e p16, principalmente pelo aumento na expressão desses fatores de 

transcrição. O p53 induz a parada do ciclo celular ativando o inibidor da CDK2, p21. 

Da mesma forma, o p16 ativa um inibidor de CDK4/6. Tanto o p21 quanto o p16 ao 

inibir as CDks, inibe a fosforilação e inativação da pRb. A pRb ativada interrompe a 

transcrição de proteínas promotoras de crescimento celular (Calabrò; Accardi; Aiello; 

Caruso et al., 2024; Kumari; Jat, 2021). 

O carvacrol, por sua vez, na presença da D-galactose, reduziu 

significativamente a proporção de RCEC na fase G0/G1 e aumentou nas fases S e 

G2/M, indicando que o carvacrol reverteu a parada do ciclo celular na fase G0/G1 

devido a maior distribuição dessas células nas fases do ciclo. Como o carvacrol é um 

potente antioxidante e o dano oxidativo é um dos principais responsáveis pela parada 

do ciclo celular em células senescente, é possível que sua ação esteja relacionada a 

esse mecanismo. Além disso, estudos anteriores relataram que o carvacrol, poderia 

modular negativamente os marcadores p53 e p21, cruciais para a parada do ciclo 

celular em células senescentes. Em condições basais, o tratamento com carvacrol 

aumentou significativamente a proporção de RCEC na fase G0/G1 e reduziu nas fases 
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S e G2/M quando comparado ao grupo CTL. Esses efeitos requerem uma 

investigação mais aprofundada em nível molecular.  

Em resumo, as investigações demonstraram que o carvacrol restaurou a 

viabilidade celular, reduziu o acúmulo de células endoteliais senescentes, bem como 

atenuou os níveis de ROS, reduzindo o estresse oxidativo em RCEC. Esse efeito pode 

estar relacionado à diminuição da atividade da NADPH oxidase, mediada pela 

possível interação com o carvacrol. Além disso, o carvacrol aumentou a 

biodisponibilidade de NO, cuja ação protetora endotelial pode estar envolvida na 

redução da apoptose. Por fim, o carvacrol reduziu a proporção de células em parada 

do ciclo celular na fase G0/G1, possivelmente por modular negativamente o fator de 

transcrição p53, responsável pela ativação da via de parada do ciclo celular, 

característica da senescência. 

Portanto, os resultados fornecem evidências de que o carvacrol pode ser um 

forte candidato para atuar como senoterapêutico de células endoteliais cavernosas, 

ao reduzir a senescência e seus efeitos deletérios, conferindo uma maior proteção 

endotelial e contribuindo para a prevenção da DE associada ao envelhecimento. 
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7 CONCLUSÃO 

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que na senescência 

endotelial cavernosa induzida por D-galactose, por meio de análises in vitro e in silico, 

o carvacrol (Figura 53): 

• Restaurou a viabilidade celular; 

• Reduziu a senescência endotelial; 

• Atenuou o estresse oxidativo; 

• Possivelmente interage com alvos moleculares importantes das vias de 

senescência, principalmente p53 e NADPH oxidase, sendo essas alterações 

com alta estabilidade e baixas flutuações; 

• Aumentou a biodisponibilidade de NO; 

• Reduziu a apoptose inicial e tardia; 

• Diminuiu a proporção de células na fase G0/G1 do ciclo celular. 

 

Figura 53 - Mecanismos de ação do carvacrol na senescência endotelial 
cavernosa induzida por D-galactose 

 

 
Fonte: FEITOSA (2025) 
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