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GONCALVES, T. A. F. Papel modulador do carvacrol sobre células
progenitoras endoteliais — investigagcao de mecanismos regenerativo em nivel
molecular. 2023. 211 f. Tese de Doutorado (Pés-graduagdo em Produtos Naturais
e Sintéticos Bioativos) PgPNSB/CCS/UFPB. 2023.

Resumo

Carvacrol € um monoterpeno fendlico que apresenta uma diversidade de atividades
bioldgicas, destacando-se sua capacidade antioxidante e anti-hipertensiva. No
entanto, ha poucas evidéncias demonstrando sua influéncia na regeneragao
vascular. No presente estudou, avaliou-se a possivel modulagdo de carvacrol no
reparo endotelial induzido por células progenitoras endoteliais (EPC). Para os
ensaios in vitro, EPC foram isoladas da medula 6ssea de ratos Wistar e cultivadas
por sete dias em meio basal de endotélio. As células cultivadas foram divididas em
quatro grupos experimentais: controle (CTL), angiotensina Il 1 uM (ANG), carvacrol
0,1 uM (CTL-CAR) e angiotensina 1 uM tratado com carvacrol 0,1 uM (ANG-CAR).
Todas as substancias foram incubadas por 24 horas para a realizacdo dos
protocolos experimentais. A citotoxidade foi avaliada por meio do ensaio de MTT.
A perfil de modulagao do carvacrol sobre as EPC foi avaliada através da detecgéo
das espécies reativas de oxigénio (ROS) e oxido nitrico (NO), teste de adeséo e
migracgéo celular, e avaliagdo da expressao da sintase de oxido nitrico endotelial
(eNOS), catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD) e Nrf2. Para os ensaios in
vivo, os animais foram divididos em cinco grupos: controle normotenso Wistar Kyoto
(WKY-CTL) e hipertenso (SHR-CTL); e hipertensos tratados com carvacrol
50 mg/kg (SHR-C50), carvacrol 100 mg/kg (SHR-C100) ou resveratrol (SHR-
RE10). Todos os ratos foram tratados por via intragastrica, uma vez ao dia, durante
quatro semanas. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo CEUA-UFPB
n°®2171120320. A presséao arterial sistolica (PAS) foi medida semanalmente a partir
do manguito da cauda. EPC foram isoladas da medula 6ssea e da circulagcao
periférica, e quantificadas por citometria de fluxo. A funcionalidade do EPC foi
avaliada ap6s o cultivo por quantificacdo de unidades formadoras de col6nias
(UFC), avaliacdo de eNOS, deteccdo intracelular de ROS e avaliagdo da
senescéncia. A artéria mesentérica superior foi isolada para avaliar a quantificacao
de ROS, CD34 e CD31. O tratamento do grupo ANG-CAR reduziu o estresse
oxidativo e melhorou a adesao e migragao de EPC. O aumento da performance da
EPC envolve o aumento da expressdo de eNOS, com consequente aumento de
producao de NO. Ademais, foi observado o aumento da expressao de SOD, CAT e
Nrf2 em EPC tratadas com o carvacrol. O tratamento com carvacrol induziu a
migragédo de EPC, aumentou a formacao de UFC, expressao e atividade de eNOS,
além de reduzir ROS e senescéncia. Além disso, carvacrol reduziu ROS vasculares
e aumentou a expressao de CD31 e CD34. Este estudo mostrou que o tratamento
com carvacrol melhora a funcionalidade da EPC, contribuindo para a redugéo da
disfuncao endotelial.

Palavras-chave: Carvacrol. Monoterpeno. Hipertensdo. Estresse Oxidativo.

Disfuncdo endotelial.
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GONCALVES, T. A. F. Modulating role of carvacrol on endothelial progenitor
cells — investigation of regenerative mechanisms at the molecular level. 2023.
210 f. Tese de Doutorado (Pds-graduagcdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos) PgPNSB/CCS/UFPB. 2023.

ABSTRACT

Carvacrol is a phenolic monoterpene with diverse biological activities, highlighting
its antioxidant and antihypertensive capacity. However, there is little evidence
demonstrating its influence on vascular regeneration. The present study evaluated
the possible modulation of carvacrol in endothelial repair induced by endothelial
progenitor cells (EPC). For in vitro assays, EPC was isolated from the bone marrow
of Wistar rats and cultured for seven days in an endothelial basal medium. The
cultured cells were divided into four experimental groups: control (CTL), 1 uM
angiotensin Il (ANG), 0.1 uM carvacrol (CTL-CAR), and 1 yM angiotensin treated
with 0.1 uM carvacrol (ANG-CAR). All substances were incubated for 24 hours to
carry out the experimental protocols. Cytotoxicity was assessed using the MTT
assay. The modulation profile of carvacrol on EPC was evaluated through the
detection of reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO), cell adhesion and
migration tests, and evaluation of the expression of endothelial nitric oxide synthase
(eNOS), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and Nrf2. For the in vivo
tests, the animals were divided into five groups: Wistar Kyoto normotensive control
(WKY-CTL) and hypertensive control (SHR-CTL); and hypertensive patients treated
with carvacrol 50 mg/kg (SHR-C50), carvacrol 100 mg/kg (SHR-C100) or resveratrol
(SHR-RE10). All rats were treated intragastrically, once a day, for four weeks. The
experimental protocols were approved by CEUA-UFPB n° 2171120320. Systolic
blood pressure (SBP) was measured weekly from the tail cuff. EPC was isolated
from bone marrow and peripheral circulation and quantified by flow cytometry. EPC
functionality was assessed after cultivation by quantification of colony forming units
(CFU), assessment of eNOS, intracellular detection of ROS, and assessment of
senescence. The superior mesenteric artery was isolated to evaluate the
quantification of ROS, CD34, and CD31. Treatment of the ANG-CAR group reduced
oxidative stress and improved EPC adhesion and migration. Increased EPC
performance involves increased expression of eNOS, with a consequent increase
in NO production. Furthermore, an increase in the expression of SOD, CAT, and
Nrf2 was observed in EPC treated with carvacrol. Carvacrol treatment induced EPC
migration, increased CFU formation, eNOS expression and activity, and reduced
ROS and senescence. Furthermore, carvacrol reduced vascular ROS and
increased the expression of CD31 and CD34. This study showed that treatment with
carvacrol improves EPC functionality, contributing to the reduction of endothelial
dysfunction.

Key-words: Carvacrol. Monoterpene. Hypertension. Oxidative Stress. Endothelial
dysfunction.
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1 INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, varias evidéncias tém demonstrado a existéncia de uma
via inovadora para a realizagao do reparo endotelial in vivo e in vitro, no qual envolve
células provenientes da medula &ssea, denominadas de células progenitoras
endoteliais (EPC) (BIANCONI et al., 2018). EPC foram estudadas pela primeira vez
por Asahara em 1997, cuja caracterizacao foi determinada a partir do isolamento de
EPC do sangue periférico e da medula 6ssea utilizando marcadores de células-tronco
hematopoiéticas CD34 e de células endoteliais como receptor do fator de crescimento
endotelial vascular tipo 2 (VEGFR-2) (ASAHARA et al., 1997). Em seus estudos
iniciais, Asahara prop6s que EPC isoladas de sangue periférico seriam uma terapia
promissora para a regeneragdo vascular para pacientes com doencgas
cardiovasculares (ASAHARA et al., 1997; ASAHARA et al., 1999).

Em condigbes normais, a maioria das EPC permanecem na medula éssea
relativamente inativadas em contato com as células estromais. Em resposta a uma
lesdo através da acgao de fatores quimiotaticos, EPC sao liberadas da medula 6ssea
e mobilizadas para o tecido lesado, incorporando-se diretamente nas estruturas dos
vasos danificados, recuperando uma disfuncdo (PETERS, 2018; LI, J. et al., 2021).
Entretanto, quando ocorre a reducao do percentual de EPC ou sua fung¢ao encontra-
se prejudicada, a capacidade angiogénica e sua funcao de reparo endotelial séo
enfraquecidas, diminuindo a sua capacidade de regeneracao e assim potencializando
a lesdo vascular (PEYTER et al., 2021).

Uma série de estudos experimentais e clinicos tem sido realizado no contexto
da hipertensao arterial, demonstrando uma reducgéao significativa da funcionalidade,
capacidade proliferativa (SUZUKI et al., 2014) e numero de EPC circulantes (DE
CAVANAGH et al., 2014; BUDZYN;GRYSZCZYNSKA,; et al., 2019; ZHANG, G. et al.,
2020). Os mecanismos patolégicos que envolvem a disfungdo das EPC na
hipertensdo arterial sdo bastantes complexos e incluem aumento da resposta
simpatica, superativagéo do sistema renina-angiotensiona, processos inflamatérios e
anormalidades do sistema oxidante e antioxidante, o que carreta no aumento da
producao de espécies reativas de oxigénio (LUO et al., 2016).

Um dos principais mecanismos que vem sendo propostos para a disfuncio das

EPC na revascularizagdo envolve o aumento do estresse oxidativo em animais e
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pacientes hipertensos. Esse mecanismo é explicado devido a uma ativacao cronica
do sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), que pode levar a supra regulagao
da NADPH oxidase pela angiotensina Il (ANG II), levando a um aumento sustentado
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e deplegcdo do sistema antioxidante, que
acarreta numa alteragdo funcional devido a uma senescéncia acelerada das EPC
(VAN ZONNEVELD et al., 2006).

Desta forma, o estudo de substancias antioxidantes que tenham a possibilidade
de reverter esses efeitos sdo de suma importancia devido a gravidade desta condigao
clinica. Além disso, destaca-se cada vez mais a pesquisa com produtos naturais
direcionadas a descoberta de protétipos para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos que estejam direcionados a prevencdo e/ou tratamento de doengas
cardiovasculares, como hipertensao.

Atualmente, existe um grande interesse sobre a pesquisa com Oleos
essenciais de diferentes fontes vegetais com potencial atividade antioxidante.
Comumente, O6leos essenciais e seus constituintes tém sido relatados como
promissores no desenvolvimento de agentes terapéuticos aplicados a doencgas
cardiovasculares (DE ANDRADE et al., 2017).

Neste contexto, evidencia-se carvacrol, um monoterpeno aromatico encontrado
em Oleos essenciais de diferentes plantas, apresentando uma ampla atividade
bioldgica, incluindo atividade antioxidante (NAZIROGLU, 2022) e sobre o sistema
cardiovascular (PEIXOTO-NEVES et al., 2010; DANTAS et al., 2015; COSTA et al.,
2021).

A capacidade antioxidante do carvacrol esta relacionada com a reducao da
acéo de fatores oxidantes e inflamatorios (EL-SAYED et al., 2015; OLMEZTURK
KARAKURT et al., 2022), aumento dos niveis de enzimas antioxidantes e ativagao da
sintase de oxido nitrico endotelial (eNOS) (CHEN et al., 2017b) e minimizagao a
senescéncia celular (DANTAS et al., 2022; EL-FAR et al.,, 2022). Aléem disso, o
carvacrol promoveu a angiogénese de células mesenquimais humanas modulando a
diferenciacao destas células (MATLUOBI et al., 2018).

Entretanto, os mecanismos moleculares pelos quais o carvacrol reduz a
pressao arterial ndo esta completamente elucidado. Diante disto, o objetivo deste
estudo foi avaliar se o carvacrol reduz a pressao arterial de animais espontaneamente

hipertensos por uma modulag&o das células progenitoras endoteliais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Endotélio Vascular e suas fungoes

Vasos sanguineos integram e interconectam todos os ¢6rgéos, fornecem
nutrientes e oxigénio para o corpo e removem metabdlitos dos tecidos (NAITO et al.,
2020). Estruturalmente, a vasculatura é formada por multiplas camadas: uma camada
de células endoteliais que revestem internamente os vasos; células mesenquimais
subjacentes que a cercam, também conhecidas como pericitos em pequenos vasos;
células musculares lisas (CML) em vasos de maior didametro (LOH;ANG, 2023); e a
camada mais externa, também chamada de adventicia, que consiste em fibroblastos,
fibras de colageno e nervos perivasculares (OAK et al., 2018).

Células endoteliais, denominadas de endotélio vascular, constituem
aproximadamente 1,5% da massa corporal total e representam a primeira barreira
para moléculas e patdégenos circulantes na corrente sanguinea (HENNIGS et al.,
2021). A depender do leito vascular, estas células endoteliais apresentam uma grande
heterogeneidade fenotipica que esta relacionada com fungdes distintas e especificas
do tecido (MARZIANO et al., 2021).

Uma das principais funcbées do endotélio vascular € a regulacdo da
permeabilidade vascular, que ocorre a partir do extravasamento de fluidos, solutos,
proteinas e células (CLAESSON-WELSH et al., 2021; HENNIGS et al., 2021). Nos
capilares existe uma area de superficie mais expansiva devido a troca de oxigénio,
dioxido de carbono e metabadlitos entre o sangue e tecidos. Por outro lado, nas artérias
e arteriolas, essa barreira é relativamente limitada. Ja nas vénulas as células
endoteliais s&o altamente permeaveis a fluidos, soluto e proteinas (URBANCZYK et
al., 2022).

O endotélio vascular também desempenha um papel importante no controle da
hemostasia, ao controlar os sitios de ligagdo para fatores anticoagulantes e pro
coagulantes na superficie celular, inclusive quando a integridade da camada é
rompida (RAJENDRAN et al., 2013; MEDINA-LEYTE et al., 2021). Muitos desses
efeitos sdo mediados por mudancgas na geragao e liberagdo do 6xido nitrico (NO), em
resposta a estimulos hemodindmicos exercidos na superficie luminal das células
endoteliais, a partir fluxo sanguineo e tensao ciclica da parede vascular, conhecido

como estresse de cisalhamento (shear stress) (FLEMING, 2010).
30



Entre outros processos amplamente regulados pelo endotélio esta
angiogénese, processo de geragao de novos vasos a partir de vasos pré-existentes,
com objetivo de manter o suprimento de oxigénio e nutrientes para os tecidos (REN,
2015; POTENTE;CARMELIET, 2017). O fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) é um dos principais fatores de crescimento promotor da angiogénese
fisiologica, por induzir a permeabilidade, proliferagcdo, migragcéo e formagao de tubos
a partir do receptor VEGF tipo 2 (VEGFR-2), um receptor pertencente a familia de
receptores de tirosina cinase (RTK) (LIN et al., 2018; PULKKINEN et al., 2021).

A interacao entre o VEGF e VEGFR-2 na membrana plasmatica das células
endoteliais induz a dimerizacdo e autofosforilacdo do receptor, o que leva ao
recrutamento de proteinas adaptadoras citoplasmaticas para iniciar vias de
sinalizagdo que levam a numerosos alvos moleculares (FUKAI;USHIO-FUKAI, 2020;
LJOKI et al., 2022). Estes incluem a ativacao de fosfolipase C gama (PLCy) e proteina
cinase regulada por sinais extracelulares (ERK1/2), que induz a transcricdo de genes
para promover proliferacédo e estimulagcéo da cinase de adeséao focal (FAK), migragao
celular e ativacao de fosfatidilinositol 3-cinase (PI13K)/ proteina cinase B (AKT), para
mediar a sobrevivéncia celular (Figura 1). Ademais, a sinalizagdo do VEGFR-2
também promove a reorganizagao do citoesqueleto de actina mediada pela proteina
cinase ativada por mitdogeno (MAPK) p38 e ativagdo de sintase de Oxido nitrico
endotelial (eNOS) (PEACH et al., 2018).
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Figura 1 - Vias de trafego mediadas por VEGF-A apés a ativagéo do VEGFR-2.
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PKC: Proteina Cinase C; DAG: Diacilglicerol; PIP2: Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato; PIPa:
Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato; IPs: Inositol-1,2,4-trisfosfato; PI3K: Fosfatidilinositol 3-cinase; AKT:
Proteina Cinase B; MEK: Cinase da Proteina Cinase Ativada por Mitdgeno (cinase da MAPK; MAPKK
ou MAP2K); ERK: Proteina Cinase Regulada por Sinais Extracelulares; NFAT: Fator Nuclear de
Células T Ativadas; p38 MAPK: Proteina Cinase Ativada por Mitégeno.

Fonte: Gongalves, 2023.

Embora a angiogénese seja um processo importante para a manutencao da
funcdo de orgaos e tecidos este processo deve apresentar alto controle e
coordenacao da proliferacdo, migracao e diferenciacdo das células endoteliais, uma
vez que a desregulacao deste processo € responsavel por anormalidades patoldgicas,
como ma-formacéo arteriovenosa ou ainda um angiogénese excessiva (LEE et al.,
2022).

O endotélio também atua de forma significativa na regulagao do ténus vascular,
em resposta ao estresse mecanico e moléculas sinalizadoras, o que leva a uma
transducgéao de sinal para outras camadas da parede vascular (HENNIGS et al., 2021;
HOWE et al.,, 2022). Fatores vasoconstritores e vasorrelaxantes, produzidos e
liberados pelas células endoteliais, regulam o ténus das CML (BALCILAR et al., 2017,
GODO;SHIMOKAWA, 2017). A dilatagdo dependente do endotélio € mediada

principalmente por trés vasodilatadores: 6xido nitrico (NO), prostaciclina (PGI2) e fator
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hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (RODRIGO;HERBERT, 2018) (Figura
2).

Figura 2 - Desenho esquematico dos mecanismos de relaxamento derivados do endotélio.
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Mecanismos de relaxamento induzidos pelos fatores relaxantes derivados do endotélio (EDFR). A
ativacado do receptor muscarinico M3 de ACh induz o aumento de calcio intracelular e ao se ligar com
a CaM ativa a eNOS produzindo o NO, que ativa a cGC nas CML causando relaxamento. A prostaciclina
é formada a partir dos metabolitos do acido araquidénico pela agdo da enzima COX, uma vez formada
ativa o receptor IP nas CML que ativa a AC aumentando a formagao de cAMP induzindo relaxamento.
O aumento do calcio intracelular libera fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio que sao
conduzidos para as CML mediando o relaxamento. ACh: acetilcolina; CaM: calmodulina; COX:
cicloxigenase; eNOS: sintase de oxido nitrico endotelial; NO: 6xido nitrico; sGC: ciclase de guanilil
soluvel; PGly: prostaciclina; AC: Adenilil cliclase; cAMP: monofosfato ciclico de adenosina; KCa2.3:
canais de potassio ativados por calcio de pequena condutancia; KCa3.1: canais de potassio ativados
por célcio de intermediaria condutancia.

Fonte: Gongalves, 2023.

O NO produzido no endotélio € um poderoso vasodilatador (Figura 2) e atua
como molécula sinalizadora ao ativar a ciclase de guanilil soluvel (sGs), que leva a
formagdo do 3,5-monosfosfato de guanosina ciclico (cGMP) com consequente
ativagdo da proteina cinase G (PKG). Esta cinase promove a recaptagao de calcio
para o reticulo sarcoplasmatico, expulsao de calcio da célula e a abertura de canais
de potassio ativados por calcio, o que leva a diminuicido de calcio intracelular e impede
a fosforilagéo da cadeia leve de miosina e induz o relaxamento das CMLV (ZHAO et
al., 2015).

A PGI2 é um eicosanoide produzido de forma constitutiva pelo endotélio, que

favorece a dilatagado das CMLV a partir da ativagédo da ciclase de adenilil (AC), o qual
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leva a formagéao de 3,5-adenosina monofosfato ciclico (CAMP) e ativagdo da proteina
cinase A (PKA), o que reduz o calcio intracelular (KRUGER-GENGE et al., 2019).

O EDHF é um conjunto de agentes, incluindo o fluxo de K* por seus canais,
peroxido de hidrogénio (H202) e produtos de epoxidagdo (acidos
epoxieicosatriendicos, EETs) do acido araquidénico (RODRIGO;HERBERT, 2018).
Este fator exerce grande influéncia vasodilatadora em artérias de resisténcia e, por
isso, € um importante modulador da pressao arterial (PA) (GARLAND;DORA, 2017).
O relaxamento induzido pelo EDHF envolve a ativacido de canais de potassio ativados
por calcio de pequena (Kca2.3) e intermediaria (Kca3.1) condutancia, que leva a
ativacao de canais retificadores de K* (Kir) e da Na*/K*-ATPase. Tais eventos gera
uma corrente de hiperpolarizacéo que se espalha através das jun¢des mioendoteliais
e leva a vasodilatagdo (KRUGER-GENGE et al., 2019).

Por outro lado, varios fatores produzidos pelo endotélio induzem a
vasoconstricdo. Os fatores contrateis derivados do endotélio (EDCFs) incluem:
angiotensina Il (ANG IlI), tromboxano A2 (TxAz), endotelina-1 (ET-1), prostaglandina
H2 (PGH2) e as espécies reativas de oxigénio (ROS) (BALCILAR et al., 2017). A
contragao induzida por ANG Il, TxAz, ET-1, e PGH2 é mediada por ativagdo dos seus
diferentes receptores nas CMLV, que leva a ativagao da fosfolipase C (PLC), e resulta
na formacgado de trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). Estes segundos
mensageiros promovem o aumento da concentragio de Ca?* intracelular e a ligagéo
do Ca?* com a calmodulina, que ativa a cinase da cadeia leve de miosina (MLCK) e
resulta na contracdo das CMLV (DE MELLO, 2016; BALCILAR et al., 2017).

O tbénus vascular desempenha um importante papel na regulagdo e
manutencao da PA. Desta forma, perturbagdes na sinalizagao nas CMLV e a fungao
alterada das células endoteliais influenciam a reatividade e o ténus vascular, o que
esta associado a anormalidades na PA (TOUYZ et al., 2018).

Lesdes fisicas e bioquimicas sdo exemplos de fatores que podem levar a
danos nas células endoteliais, o que torna estas células incapazes de manter a
homeostase vascular, um processo conhecido como disfungdo endotelial (QIU et al.,
2018). Anormalidades do endotélio vascular € um dos principais contribuintes para as
doencas cardiovasculares como hipertensdo, aterosclerose, obesidade e diabetes
(SUN et al., 2020). Desta forma, a manutengédo da integridade desta camada de

células é fundamental para manter a fungdo da vasculatura (PENG et al., 2019;
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WENCESLAU et al., 2021). Neste contexto, alguns estudos tém relatado a importancia
das células progenitoras endoteliais (EPC) como reguladoras centrais da regeneragao
vascular, angiogénese e re-endotelizacdo, facilitando o reparo vascular
(COSTA;PASQUINELLI, 2022; YAN et al., 2022).

2.2 Caracterizagao de Células Progenitoras Endoteliais (EPC)

Na fase embrionaria, a formagao dos vasos sanguineos inicia a partir de células
precursoras mesodérmicas, denominadas angioblastos, que se diferenciam em
células endoteliais e se agregam para gerar uma rede vascular primitiva. Esse
processo, designado de vasculogénese, é mediado pelo fator de crescimento de
fibroblastos 2 (FGF-2), proteina morfogenética 6ssea 4 (BMP4) e VEGF (NAITO et al.,
2020). Apds a formacéao do plexo vascular inicial, os vasos sanguineos se expandem
a partir da proliferagao de vasos sanguineos pré-existentes, ou seja, pela angiogénese
(POTENTE;MAKINEN, 2017).

Em contraste com o crescimento ativo dos vasos no embrido, os vasos adultos
sao quiescentes. Entretanto, quando individuo apresenta uma lesdo endotelial que
interrompe as caracteristicas normais modulatérias sobre a vasculatura, como na
aterosclerose, diabetes e hipertensdo, sinais angiogénicos sao liberados para
promover o processo de autorreparo com objetivo de manter a fungao protetora do
endotélio na parede do vaso (WANG et al., 2022).

Inicialmente pensava-se que o reparo vascular no individuo adulto era realizado
exclusivamente pela angiogénese (MARCOLA;RODRIGUES, 2015) ou mesmo por
células endoteliais adjacentes que se dividiam e corrigiam a lesdo (ZAMPETAKI et al.,
2008). Entretanto, células mononucleares portadoras dos marcadores CD34 e
VEGFR2 do sangue periférico de adultos foram isoladas e foi observada que
contribuem para a revascularizagao do tecido isquémico (ASAHARA et al., 1997). Em
um estudo subsequente, demonstrou-se que as células progenitoras derivadas da
medula 6ssea, nomeadas como EPC, desempenham um papel essencial nos
mecanismos de neovascularizacdo pos-natal (ASAHARA et al., 1999). Apesar de

serem uma populacdo heterogénea, elas apresentam propriedades e fungdes
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semelhantes, como: proliferacdo e diferenciacdo in vitro em células endoteliais
(ZAMPETAKI et al., 2008).

Varias evidéncias sugerem que EPC sao capazes de exercer efeitos funcionais
nas artérias, capilares e veias, 0 que inclui a manutengcdo da camada endotelial,
homeostase vascular, participagdo da regeneragdo vascular e neovascularizagéao
(URBICH;DIMMELER, 2004). A partir destas observagdes ficou convencionado que e
o reparo de vasos sanguineos no individuo adulto sofre grande influéncia das EPC
(POTENTE;MAKINEN, 2017).

Atualmente a busca por marcadores tem se intensificando e EPCs com trés
marcadores associados possuem propriedades vasculogénicas: CD133, CD34 e
VEGRF-2, também conhecido como receptor de inser¢cao de cinase (KDR, Flk-1 ou
CD309) (HEINISCH et al., 2022) (Figura 3).

Figura 3 - Origem e diferenciacao das células progenitoras endoteliais
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angioblastos. HSCs dao origem a células sanguineas, como mondcitos e linfocitos. Os angioblastos
dao origem a linhagem de células endoteliais. HSC: Células-tronco hematopoiéticas; EPC: Célula
progenitora endotelial; VEGFR-2: Receptor do fator de crescimento endotelial vascular tipo 2; vwF:
fator von Willebrand.

Fonte: Gongalves, 2023.
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A medida que essas células se diferenciam perdem a expressdo de CD133 e
marcadores de superficie CD34 e VEGFR-2 emergem gradualmente (SANDHU et al.,
2017). CD34 é considerado um marcador de superficie celular encontrado em células-
tronco imaturas (RADU et al., 2023), e VEGFR-2 apresenta expressdo aumentada em
células de origem endotelial (KUTIKHIN et al., 2018). Outros marcadores coexpressos
na superficie das EPC caracterizam seu potencial endotelial incluem o fator de von
Willebrand (vVWF), CD31, CD144 (KUTIKHIN et al., 2018).

Populagcdes de EPC em cultura in vitro sao definidas em duas populacdes
diferentes: EPC precoces e tardias (KUTIKHIN et al., 2018).

As EPC precoces sao denominadas células angiogénicas circulatérias (CACs)
ou células endoteliais da unidade formadora de col6nias (CFU-EC) e crescem em
cultura celular de 4 a 7 dias. Elas apresentam uma capacidade limitada de proliferagcao
e induzem a angiogénese a partir da secrecdo de fatores quimiotaticos e se
comunicam com células endoteliais maduras por organelas microtubulares. Desta
forma, essas EPC sdao denominadas de células hematopoiéticas com atividade
pro-angiogénica (WANG et al., 2022) e expressam alguns marcadores de superficie
com caracteristicas de células progenitoras no estagio inicial de crescimento, que
incluem CD34, CD31, VEGFR-2 e CD133 (YAN et al., 2022).

Em contraste, as EPC de crescimento tardio, também denominadas células de
crescimento endotelial (EOCs) ou células formadoras de colbnias endoteliais
(ECFCs), crescem em cultura de 14 a 21 dias, apresentam uma alta capacidade
proliferativa, podem incorporar diretamente no endotélio de vasos recém-formados e
formar estruturas tubulares quando fundidos em cultura com células endoteliais
vasculares umbilicais humanas (OZKOK;YILDIZ, 2018). Além disso, elas secretam
citocinas e produzem NO para manter seu crescimento e funcionamento adequado.
Os marcadores fenotipicos para as EPC tardias incluem CD31, vVWF e CD146 (YAN
et al., 2023).

Na circulacao periférica, o numero de EPC circulantes é bastante baixo, entre
5 a 40 células/mm3, e apresentam os marcadores de superficie CD34, CD133,
VEGFR-2, que podem definir diferentes populacdes (KIEWISZ et al., 2016). As células
CD34-/CD133*/VEGFR-2* sao as precursoras de CD34*/CD133*/VEGFR-2* e

apresentam maior potencial na reparagao vascular. A subpopulagdo CD34*/CD133"
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/VEGFR-2* sdo consideradas como EPCs tardias e estio relacionadas como células
endoteliais maduras, coexpressando a eNOS (FRIEDRICH et al., 2006).

2.3 Mobilizagao, diferenciagao e homing das EPC

Em condigbes normais, a maioria das EPC da medula 6ssea permanecem em
estado de quiescéncia em contato com as células estromais, em um microambiente
com baixa tensdo de oxigénio e altos niveis de moléculas quimioatraentes (NOVA-
LAMPERTI et al., 2016). A permanéncia dessas células neste microambiente é
dependente de integrinas que ligam as células progenitoras a células do estroma na
medula 6ssea (LI, J.-H. et al., 2021). Em reposta ao estresse isquémico e lesdes
endoteliais, € desencadeado uma sequéncia de agbes complexas, como mobilizagao,
proliferacdo, adesao, migracao transendotelial, e secrecao de citocinas angiogénicas
para induzir a revascularizagdo e originar novos vasos sanguineos (YAN et al., 2022).

O processo de mobilizacdo € iniciado por secrecdo do fator induzivel por
hipoxia-1 (HIF-1), que aumenta a produgao e liberagao de citocinas mobilizadoras,
como o fator derivado de células estromais-1 (SDF-1), VEGF e fator estimulante de
colénias de granulocitos (G-CSF) pelo tecido lesionado (CANJUGA et al., 2022).

Alguns estudos com modelos de infarto tém evidenciado que a interagcao SDF-
1 e seu receptor CXCR4 esta envolvida no recrutamento de células progenitoras da
medula éssea para o tecido lesionado (LI et al., 2009). A expressdo da eNOS nas
células progenitoras, a qual sofre uma imensa variabilidade em consonancia com a
diferenciacao celular (LIU et al., 2007) influencia a expressao do SDF-1 e estao
altamente relacionadas com a migracao das células progenitoras para o miocardio
isquémico.

A fixac&o destas citocinas em seus receptores na membrana celular das EPC,
culmina na ativagao da via PI3K/ Akt/ eNOS e, consequentemente, induz o aumento
da producédo de NO (WILS et al., 2017), principal molécula reguladora da liberagéo
de EPC da medula 6ssea por meio da ativagdo da matriz de metaloproteinase-9
(MMP-9) (Figura 4). A membrana das EPC, expressa o receptor c-kit, que sao ativados
pelo ligante sKitL, molécula ativada pelas MMP-9. Essa interagdo gera uma cascata

de sinalizacdo que leva ao efluxo das EPC da medula 6ssea (TILLING et al., 2009).
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Figura 4 - Sinalizagdo do NO na mobilizagao, proliferagédo e vasculogénese induzida por EPC
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O aumento da producdo do NO também promove a migracdo de EPC da
medula éssea por estimular a sintese de fatores quimiotaticos com o SDF-1 e VEGF,
0 que ocorre de forma independente da via sGC/cGMP. A modulacido de fatores de
transcricéo via nitrosilagao ou alteragcéo do estado redox da células parecem afetar a
transcricdo génica das EPC e seu processo de migragao e diferenciacédo (BONAFE et
al., 2015).

A mobilizagéo e direcionamento das EPC s&o influenciadas por fatores fisicos
como estrutura vascular e taxa de fluxo sanguineo (BAYRAKTUTAN, 2019). Além
disso, a expressao endotelial de moléculas de adesdo como P-selectina e E-selectina,
desempenham um importante papel na adesao e migracao das EPC. Essas moléculas
interagem com o ligante-1 da glicoproteina P-selectina (SGL-1), presente na
membrana das EPC, e medeiam incorporacao das células progenitoras no endotélio
isquémico (CANJUGA et al., 2022). Além disso, o CD34 & um ligante da E-selectina,
e a ligacao fornece um mediador para o contato célula a célula. A adeséo adicional
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das EPC, ainda pode ocorrer através da molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1)
e receptores das integrinas 31 e 2, a paritr da regulagao positiva de E-selectina, uma
vez que a producao de ICAM-1 depende principalmente da presenca de E-selectina
(LI, J.-H. et al., 2021).

2.4 Reparo endotelial e agao paracrina das EPC

A integridade da camada endotelial dos vasos sanguineos depende do
equilibrio entre dano e reparo endotelial. Uma lesao estrutural e funcional irreversivel
nesta camada leva ao desenvolvimento de doenca na parede vascular. O sinal de
lesdo mobiliza as EPC da medula 6ssea para a circulagdao periférica e,
subsequentemente, atrai as células progenitoras para os locais de desnudamento
endotelial. Apés a adesao celular, as células entdo proliferam e se diferenciam em

celulas endoteliais maduras (Figura 5) (LI, J.-H. et al., 2021).

Figura 5 - Papel das EPC no reparo endotelial
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chamado homing, elas invadem o tecido perivascular e se diferenciam em células endoteliais maduras
ou células musculares lisas. TGF: fator de crescimento tumoral, eNOS: 6xido nitrico sintase endotelial,
G-CSF: fator estimulante de coldnias de granulécitos, SDF-1: fator derivado de células estromais -1,
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Fonte: Gongalves, 2023.

Varios estudos mostraram que EPC do sangue periférico podem induzir a
renovacao das células endoteliais, por meio da diferenciacdo em células endoteliais
maduras funcionais (NAITO et al., 2012; PATEL et al., 2017; WAKABAYASHI et al.,
2018). Ja foi demonstrado que o transplante de EPC pode ser usado como uma
estrategia terapéutica para a revascularizagdo em camundongos imunodeficientes
(KALKA et al., 2000).

Niveis crescentes de EPC na circulagao periférica e em areas isquémicas estao
correlacionados a restauragcdo e recuperagdo do tecido apdés a lesdo (MARTI-
FABREGAS et al., 2013; TSAl et al., 2014; ZHAO et al., 2019). Em vista disso, estudos
clinicos revelam que os altos niveis de EPC nao apenas diminuem a ocorréncia de
eventos vasculares, mas também promovem a neovascularizagdo isquémica e a
recuperacgao funcional apés lesao isquémica (HEISS et al., 2005; LI, Y.;CHANG, S,;
et al., 2018).

Cui e colaboradores (2011) administraram por via intravenosa EPC marcadas
com proteina fluorescente verde (GFP-EPC) em modelos de ratos com disfungéo
endotelial induzida por ligadura da artéria cardtida esquerda. Nesses animais,
GFP-EPC foram detectados no local do endotelio danificado, participando do processo
de reendotelizacdo e reduzindo a hiperplasia neointimal. Desta forma, as EPC
demonstram ter um papel ativo no reparo tecidual (CUI et al., 2011). Ademais, estudos
demonstraram que EPC transfundidas in vivo podem promover a proliferagdo de
células endoteliais, reendotelizar vasos sanguineos e inibir a hiperplasia das CML pela
secrecao de VEGF, TGF-B1, IGF-1 e outras citocinas adjacentes (WANG et al., 2021).

Neste sentido, muitos experimentos mostraram que EPC secretam citocinas e
fatores de crescimento, incluindo VEGF, fator de crescimento de hepatécitos, fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF), G-CSF, fator de crescimento transformante
beta-1 (TGF-B1), vesiculas extracelulares (EV) e matriz extracelular, o que fornece
para o tecido lesionado um microambiente favoravel para a mobilizagao adicional de
EPC, além de promover a sobrevivéncia das células residentes, garantido a
regeneragao vascular (WANG et al., 2021).

A producao paracrina de EPC pode ser dividida em trés tipos: o primeiro & por
secrecao de VEGF, SDF-1, G-CSF e outras citocinas, fatores de crescimento e
quimiocinas que, em conjunto, promovem a angiogénese, proliferagcdo de células

endoteliais e migragéo de EPC; o segundo ocorre por conexao das células endoteliais
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por meio de um nanotubo, para a transmissdo de mensagens; o terceiro tipo envolve
a secrecao de EV, incluindo corpos apoptoticos, microvesiculas e exossomos que
envolve a comunicacao intercelular em condicdes fisioldgicas e patoldgicas (YAN et
al., 2023). Desta forma, a secrecao paracrina de EPC parece ser um dos principais
mecanismos para promover a revascularizagdo, uma vez que a liberagao dos fatores
pro-angiogénico promove o recrutamento de EPC com capacidade regenerativa e
células endoteliais saudaveis, o que permite a reconstrucdo da rede vascular
(MEDINA et al., 2017; PERROTTA et al., 2020).

EPC nao estdo apenas envolvidas na neovascularizagao fisiolégica, mas
também apresenta um papel importante na regeneragao tecidual sob varias condi¢coes
fisiopatolégicas, como na hiperlipidemia (ROSSI et al., 2013; LI, T.-B. et al., 2018),
doenga arterial coronariana (TAGAWA et al.,, 2015), acidente vascular cerebral
(RAKKAR et al., 2020) e hipertensédo (FERNANDES, Tiago et al., 2012; YU et al.,
2019). Entretanto, nessas condi¢cdes, as fungbes das EPC geralmente sé&o
prejudicadas, o que compromete seu papel na manutengao da integridade endotelial

e homeostase vascular (PENG et al., 2015a).

2.5 Potencial regenerativo das EPC nas doengas cardiovasculares

Doencas cardiovasculares (DCV) representam a principal causa de morte em
todo o mundo. Apesar de varias estratégias para ampliar as formas de diagnéstico e
tratamento, estima-se que a cerca de 22 milhdes de mortes serdo ocasionadas por
DCV no ano de 2030 (PERROTTA et al.,, 2020). Além disso, a medida que a
expectativa de vida aumenta, prevé-se o aumento da prevaléncia e da complexidade
dessas condigdes. A etiologia e a progressdao da DCV sao multifatoriais, por variar
desde a genética até fatores externos, como estilo de vida, diabetes, obesidade,
hipertensao e hipercolesterolemia (MORRONE et al., 2021).

A contagem e fungdo de EPC sdo amplamente afetas nas DCV, visto que a
disfuncdo endotelial é um fator determinante para o risco cardiovascular
(MUDYANADZO, 2018). Em pacientes com infarto agudo do miocardio (IAM), as
contagens de EPC s&o significativamente superiores quando comparados aos
pacientes com doenca arterial coronariana (DAC) estavel (SAMMAN TAHHAN et al.,
2018). Essa divergéncia é explicada devido a uma alteragcdo na intensidade de

mobilizacdo das EPC dos diferentes estagios. Alguns minutos apds a ocorréncia do
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IAM existe uma intensa mobilizacdo de EPC, que atinge o pico apds varios dias e se
normaliza em 60 dias (MASSA et al., 2005).

Em individuos com sindrome coronariana aguda, EPC parecem ter um efeito
ambivalente por promover a integridade endotelial e induzir a angiogénese
promovendo o crescimento da placa (RIPA et al., 2007; HRISTOV;WEBER, 2008;
PADFIELD et al., 2013).

Além disso, a lipoproteina de baixa densidade oxidada (Oxi-LDL) também induz
a senescéncia da EPC, o que prejudica a sua fungéo e revascularizagdo (IMANISHI
et al.,, 2008). No diabetes, defeitos quantitativos e comprometimento funcional de
células-tronco foram amplamente relatados (GUR et al., 2010; BEREZIN, 2017; XU et
al., 2018). No geral, a forte associacéo de EPC com fatores de risco cardiovasculares
estad de acordo com o conceito emergente de que as EPC podem ser consideradas
como novos biomarcadores que refletem a integridade e a capacidade de reparo do
endotélio (MUDYANADZO, 2018).

Neste sentido, nos ultimos anos o potencial regenerativo das EPC nas DCV
tem sido amplamente utilizado em estudos pré-clinicos e clinicos por meio de
diferentes abordagens, incluindo Stent de captura de EPC, a injecdo autdloga e
mobilizagao farmacolégica (BIANCONI et al., 2018).

Stent de captura EPC é um dispositivo de aco inoxidavel com um revestimento
intermediario de polissacarideo covalentemente, acoplado com anticorpos CD34 anti-
humanos. Apds a sua implantacdo no vaso lesionado, EPC circulantes sdo atraidas
em virtude da presenca do anticorpo CD34, entra em diferenciagao celular e contribui
para formagdo de um novo vaso sanguineo (QIU et al., 2018). Ensaios clinicos
randomizados realizados com os Stents de captura de EPC mostraram que eles eram
seguros e nao houve evidéncia de aumento do risco de doencga cardiaca apos a
vigilancia do mercado (CHONG et al., 2016).

Em um modelo de rato de isquemia miocardica, a infusao intravenosa de EPC
isoladas da circulagao periferica expandido ex vivo viabilizou a neovascularizagéo
miocardica, que contrubui para a estabilidade da fungéo ventricular (Kawamoto et al.,
2001). Resultados conflitantes foram encontrados em diferentes ensaios clinicos, com
alguns estudos relatando uma melhora precoce significativa, mas modesta, na fragao
de ejecao do ventriculo esquerdo (Huikuri et al., 2008, Meyer et al., 2006, Schachinger

et al., 2006, Strauer et al., 2001), enquanto outros falharam em encontrar um efeito
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benéfico significativo na funcéo cardiaca (Beitnes et al., 2011, Janssens et al., 2006,
Tendera et al. , 2009).

Losordo e colaboradores mostraram que pacientes com angina refrataria que
receberam inje¢cdes intramiocardicas de células CD34* derivadas da circulagao
periférica, tiveram menos episddios de angina e maior tolerdncia ao exercicio em
comparag¢ao com aqueles que receberam placebo (Losordo et al., 2011). Uma meta-
analise de vinte e oito ensaios clinicos randomizados explorou os efeitos da terapia
celular EPC na fragao de ejecao do ventriculo esquerdo, tamanho do infarto e reagdes
adversas em pacientes com infarto agudo do miocardio com elevagao do segmento
ST. A terapia celular melhorou a fragao de ejecdo do VE em 12 meses em 3,15% (Li
et al., 2016).

Apesar de muitas evidéncias apontarem o transplante de EPC como uma
terapia promissora, estudos clinicos demonstram baixa taxa de migragao e baixa
retencéo de EPC circulantes para promover a angiogénese, o que limita a utilizagao
desta terapia. Assim, novas estratégias sdo necessarias para permitir o tratamento
eficiente com EPC (CANJUGA et al., 2022), o que inclui terapia genética, inje¢des
locais fatores mobilizadores ou mobilizagdo farmacolégica (BIANCONI et al., 2018;
QIU et al., 2018).

A abordagem da mobilizagao farmacolégica de EPC é uma opgao terapéutica
prontamente transferivel para a pratica clinica por varias razées, tais como: reducao
de manipulagdo de células; seguranca dos agentes/procedimentos mobilizadores
propostos; e potencial para tratar locais inacessiveis (BIANCONI et al., 2018). Neste
sentido, varias pesquisas tém buscado substancias capazes de melhorar a

funcionalidade das EPC para induzir o reparo endotelial, sobretudo na hipertensao.

2.6 Células progenitoras endoteliais e papel sobre a hipertensao arterial

Hipertensdo arterial (HA) é uma condicdo clinica multifatorial de grande
prevaléncia mundial, que contribui de forma direta ou indireta para 45% das mortes
por DCV associadas a condi¢des cardiacas e 51% das mortes associadas a doengas
cerebrovasculares. Esta condicao clinica é caracterizada pela elevagao sustentada da
pressao arterial sistolica (PAS) = 140 mmHg e pressao arterial diastdlica (PAD) =
90mmHg (BARROSO et al., 2021).
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Hipertensdo primaria ou essencial é caracterizada por ndo apresentar uma
causa identificavel para a elevacao da pressao arterial, enquanto que a hipertensao
secundaria ou adquirida é causada por uma condigao identificavel, como por exemplo,
doenca renal cronica, diabetes mellitus, anemia, hipotiroidismo, entre outras
(TAN;THAKUR, 2020). A hipertensédo essencial corresponde a 95% dos casos e
constitui sério 6nus para a saude publica, uma vez que nao apresenta uma cura
definitiva e esta associada a complicagdes cardiovasculares a longo prazo (MANCIA,
2015).

Devido a natureza complexa e multifatorial da hipertenséo, varios mecanismos
vém sendo propostos para explicar a patogénese e os danos associado aos 6rgao-
alvos (LUO et al., 2016). Entre eles, uma hipétese amplamente aceita envolve as
alteracdes estruturais e funcionais do endotélio vascular, que € um dos principais
componentes envolvidos na lesdo subclinica dos érgaos-alvo e na progresséo de
aterosclerose na hipertensao (GKALIAGKOUSI et al., 2015). Além disso, estudos tém
demonstrado que os niveis de EPC circulantes se encontram reduzidos em pacientes
hipertensos, além de ser observada uma disfuncao destas células, que leva ao reparo
do dano endotelial inadequado (ZUBCEVIC et al., 2014).

Varios estudos basicos e clinicos com EPC tém sido realizados no contexto da
hipertensao arterial. Em um estudo de Coorte envolvendo 45 pacientes com doenca
arterial crbnica, foi sugerido que hipertensos crbénicos apresentavam um
comprometimento mais acentuado na funcdo das EPC (VASA et al., 2001).
Posteriormente, ndo apenas a funcionalidade das EPC foi demonstrada como também
foi observado que o numero de coldnias de EPC in vitro era significativamente menor
em pacientes com hipertensdo quando comparados a pacientes normotensos
(SUZUKI et al., 2014).

Ademais, diversos estudos comprovaram que a hipertensdao também se
relaciona com a alteragao nos niveis circulantes e expresséo de genes (PIRRO et al.,
2007; COPPOLINO et al., 2008; HUANG, P.-H. et al., 2010; DE CAVANAGH et al.,
2014). No entanto, alguns estudos demonstraram uma relagdo inversa com o numero
de EPC circulantes, apresentando um aumento nos niveis de pacientes com
hipertensdo arterial (PIRRO et al., 2007; SHANTSILA et al.,, 2011). Essas

inconsisténcias sdo explicadas em grande parte pela natureza heterogénea do
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desenho experimental dos estudos, realizando a quantificagcdo em pacientes com
estagios diferentes de hipertensao (LUO et al., 2016).

Nos estagios iniciais da hipertensao, a disfuncédo endotelial generalizada leva
ao aumento da mobilizacdo de EPC, com consequente aumento dos niveis de EPC
circulantes. No entanto, devido ao aumento do estresse oxidativo, caracteristica da
HA, as EPC passam a ter uma baixa capacidade proliferativa e iniciam um processo
acelerado de senescéncia. A medida que a HA progride, torna-se mais acentuada a
disfungao das EPC, que agrava ainda mais a disfungéo endotelial. Este processo pode
levar a um aumento transitério nos niveis de EPC circulantes, que leva a deplegcao
das reservas de EPC na medula 6ssea. Assim, esse declinio severo da atividade das
EPC exacerba a desregulagédo endotelial, o que desencadeia multiplos danos finais e
maiores chances de resultados cardiovasculares adversos (LUO et al., 2016).

Além da alteragcdo do numero de células circulantes, a hipertensao apresenta
uma relacdo com o tempo de vida células das EPC. Em pacientes com hipertensao
essencial ou em ratos espontaneamente hipertensos, o numero de EPC senescentes
circulantes aumentou significativamente em relagdo aos controles normotensos
(ZHOU et al., 2010). De maneira semelhante foi observado que a senescéncia das
EPC estava relacionada a fungéo endotelial prejudicada em pacientes hipertensos e
pré-hipertensos. Isto sugere que a disfungdo das EPC tem valor preditivo para o
desenvolvimento da hipertensao (GIANNOTTI et al., 2010).

Os mecanismos moleculares que envolvem a disfuncado das EPC na HA estao
intimamente relacionados com o aumento estresse oxidativo (BRIONES;TOUYZ,
2010). Durante o desenvolvimento do quadro hipertensivo, ha um desequilibrio entre
0S mecanismos pro-oxidante e antioxidante, o qual resulta em aumento na geragao
de ROS (GODO;SHIMOKAWA, 2017). Esta elevagao ocorre devido a ativagao da
enzima NADPH-oxidase, cuja a principal fungdo € catalisar a reacdo da sintese de
anions superoxidos (O2°*7), além da redugdo de enzimas antioxidantes, como a
superoxido dismutase (SOD), glutationa redutase e catalase (CAT) (BRETON-
ROMERO;LAMAS, 2014).

Além disso, ha uma diminuicdo na biodisponibilidade de NO, ocasionada devido
a reducdo da expressdao e/ou desacoplamento da sintase de oOxido nitrico
(NOS),(VANHOUTTE et al., 2017), ou em virtude de sua interacdo com O2*,
resultando na formagéo de peroxinitrito (ONOO") (AGARWAL et al., 2006). O ONOO-
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e O2* podem causar danos as mitocéndrias, que pode contribuir para a morte celular
necrética e apoptoética do endotélio, e favorecer um desnudamento desta camada e
reducdo adicional NO disponivel (KHAN et al., 2001). Ademais, promove a
senescéncia celular, apoptose e diversos efeitos prejudiciais as EPC, o que reduz a
mobilizagdo, migracdo e adesdo dessas células por reduzir a expressao de fatores
quimiotatico que atuam neste processo, intensificando o dano endotelial (LIU et al.,
2013b) (Figura 6).

Figura 6 - Representacado esquematica do efeito do estresse oxidativo sobre as EPC.

Hipertensio
1
AT1IR
ETaR
e
o Ativagdo do NOX
‘g’ D daca \‘
egradacéo
B4 —— ROS
; s
| -7
eNgs - i [ —
o g 2 Proliferagéc;e."\u 7]
u@ - - angiogénese .
g | expressao (_)\
VEGF e SDF-1 == #
= Senescénciae \ d
*,ql & apoptose ‘ T am_’
o) 5 | endotelial
B = % i (-) )
»Y =
~J © Mobilizacéo, s
XCR? migragéo e Vi
adesdo 7 _
o >

AT1R: Receptor Tipo | da Angiotensina Il; NOX: NADPH oxidase; BH4: Tetra-hidrobiopterina; ROS:
Espécies Reativas de Oxigéncio; eNOS: Sintase do Oxido Nitrico Endotelial; CXCR7: receptor de
quimiocina 7; CXCR4: receptor de quimiocina 4 ; B2R: Receptor de bradicinina tipo 2.

Fonte: Gongalves, 2023.

A reducao dos niveis de NO € um dos principais fatores da disfuncédo de EPC,
pois a sintese desta molécula se relaciona com a melhora da migragao, proliferagao
e angiogénese das EPC (Figura 5). O aprimoramento das fungdes das EPC esta
relacionado com a regulagao positiva na expressao de varios fatores de angiogénese,
como VEGF e SDF-1, e de seus receptores. A interacdo desses fatores com seus
respectivos alvos intervém a quimiotaxia das EPC aos locais de ruptura endotelial e
forma um ciclo de feedback positivo do reparo endotelial. Esse evento fortalece ainda

mais as fungdes angiogénicas de EPC e aumenta o tempo de vida util das células por
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meio da ativagado de vias da janus cinase 2 (JAK-2), proteina cinase ativada por
mitdégeno p38 (MAPK p38) e da fosfoinositol 3-cinase (PI3K) (LIU et al., 2013a).

O sistema nervoso autbnomo (SNA) desempenha um papel essencial na
mobilizacdo de EPC a partir da medula 6ssea (ZUBCEVIC et al., 2011). O sistema
parassimpatico esta relacionado com o estimulo da mobilizagdo de EPC, enquanto o
sistema simpatico reduz a mobilizagdo destas. Portanto, como a HA é caracterizada
pela superatividade simpatica e subatividade parassimpatica, ocorre a regulagao
negativa da mobilizacdo e adesédo das EPC jovens e tardias. Ha também uma
correlagao entre a contagem de EPC cultivadas e a extensao da dilatacdo mediada
pelo fluxo braquial, sugerindo que as alteragbes da EPC podem esta associadas a
danos na fung¢ado vascular (DE CAVANAGH et al., 2014). Em contrapartida com o
sistema simpatico, de forma interessante, foi relatado que as EPC tardias expressam
receptores nicotinicos de acetilcolina, cuja ativagao se relaciona com a modulacao
positiva da atividade da EPC (YU et al., 2011).

EPC expressam em sua membrana celular receptores de angiotensina I
(AT1R) e de aldosterona (MR), ambos componentes do SRA) (ENDTMANN et al.,
2011; THUM et al., 2011). Ao ocorrer a ativagao desses receptores, uma cascata de
sinalizagao intracelular € desencadeada e leva a ativagdo da NADPH-oxidase. Tal
evento gera o aumento da produgdo de ROS e diminuicdo de NO, o que induz o
processo de apoptose e senescéncia celular, resultado na disfuncdo da EPC (FU et
al., 2018). Em contrapartida, a enzima conversora da angiotensina 2 (ECA2), que
catalisa a formacdo da ANG Il em angiotensina 1-7 (ANG 1-7), vem demonstrando
melhorar os efeitos protetores das EPC sobre as lesdes das células endoteliais
(WANG et al., 2020).

Estresse de cisalhamento € um forte indutor do fator de necrose tumoral a
(TNF-a), além de outros fatores pré-coagulantes ou pro-inflamatérios pelas células
endoteliais. Por sua vez, o TNF-a apresenta um papel prejudicial na diferenciagao,
mobilizagado e funcionalidade das EPC, por regular negativamente a expressao do
VEGFR-2, SDF-1 e de isoformas de NOS (RODRIGUEZ-CARRIO et al., 2018). Outro
potencial regulador na fisiologia das EPC sdo as microparticulas endoteliais,
fragmentos complexos langados a partir de células endoteliais que estdo em apoptose
ou ativadas por varios estimulos, como inflamacdo  (DIGNAT-
GEORGE;BOULANGER, 2011). As microparticulas endoteliais estdo associadas ao
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aumento da inflamacéo, processo de coagulagao e alteram a homeostase endotelial
vascular, bem como ocorre uma redugdao no numero de EPC circulante, o que
compromete da fungao vascular (ZHANG, G. et al., 2020).

Terapias antioxidantes tém sido relatadas eficazes em minimizar o dano
cardiovascular, por aprimorarem o reparo dano endotelial mediado pelas EPC
(MATSUMURA et al., 2009; SUZUKI et al., 2014; KATAKAWA et al., 2016). Desta
forma, o estudo de substancias antioxidantes que tenham a possibilidade de reverter
esses efeitos sdo de suma importancia devido a gravidade desta condig¢ao clinica.
Neste contexto, destaca-se o carvacrol, um agente anti-hipertensivo que possui

propriedade antioxidante, alvo de estudo do nosso grupo de pesquisa.

2.7 Carvacrol

Os produtos naturais desempenharam um papel importante na descoberta de
medicamentos e constituem a base para o desenvolvimento de grande parte dos
medicamentos (CHOPRA;DHINGRA, 2021). Mais de 80 das 371 substancias
farmacéuticas incluidas na Nona Edigado da Farmacopeia Internacional (Ph. Int.) séo
produtos naturais ou derivados de produtos naturais (ZREIKAT et al., 2014)
(ORGANIZATION, 2006).

Na antiguidade, os produtos naturais foram descobertos por erros e tentativas.
Entretando ao longo dos anos com o conhecimento acumulado sobre as atividades
das plantas, informacdes valiosas sao fornecidas para o desenvolvimento de novos
medicamentos (NEWMAN;CRAGG, 2016). Os antigos documentos escritos
originarios do norte da Africa, india e China mostraram o registro mais antigo de
praticas clinicas. Essas praticas clinicas foram acumuladas e escritas como
enciclopédias de drogas em todo o mundo com civilizagbes antigas, como “Ebers
Papyrus” do Egito, “De Materia Medica’ da Grécia, “Shen Nong Ben Cao” da China,
relatando diferentes ervas e formulagées como medicamentos (ABDEL-RAZEK et al.,
2020). Essa heranga de sabedoria e experiéncia antigas inspirou a descoberta de
drogas modernas. A descoberta dos efeitos terapéuticos dos produtos naturais
invocou o isolamento de compostos ativos (ZHANG, L. et al., 2020).

Atualmente, existe um grande interesse sobre a pesquisa em 0leos essenciais

de diferentes fontes vegetais com potencial atividade antioxidante. Comumente, 6leos
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essenciais tém sido relatados como promissores no desenvolvimento de agentes
terapéuticos aplicados a doengas cardiovasculares (DE ANDRADE et al., 2017).

Os principais constituintes dos 6leos essenciais sdo os terpenos (DE CASSIA
DA SILVEIRA E SA et al., 2013; QUINTANS et al., 2019). De acordo com a regra do
isopreno desenvolvida por Wallach, os terpenos sdo constituidos por unidades
isoprénicas (cinco carbonos) e, moléculas que possuem duas dessas unidades (dez
carbonos) em sua estrutura, sdo classificados como monoterpenos (KOZIOL et al.,
2014; HILLIER;LATHE, 2019).

O carvacrol, um monoterpendide fendlico encontrado em 6éleos essenciais de
Origanum dictammus (dittany de creta), Origanum vulgare (orégano) , Origanum
majorana (manjerona), Thymbra capitata (orégano espanhol), Thymus vulgaris e
Thymus zygis (tomilho), Thymus serpyllum (tomilho banco), Satureja montana
(salgado de inverno) e Nigella sativa (Figura 7) (SHARIFI-RAD et al., 2018; SUNTRES;
COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015).

Figura 7 - Plantas que possuem carvacrol em seu 6leo essencial.

Plantas que possuem carvacrol na composi¢édo do seu dleo essencial. a) Origanum vulgare (6regano),
b) Satureja montana (salgado de inverno), c) Origanum majorana (manjerona), d) Nigella sativa.
Fonte: RAJPUT et al., 2018.

O carvacrol, 5-Isopropil-2-metilfenol, possui formula molecular C10H140 e peso
de 150,22 g/mol (Figura 8), caracteristica pungente e odor aromatico. Apresenta-se
em forma liquida de coloragao amarelo claro, cuja densidade é de 0,977 g/mL (20 °C).
Seu ponto de fusado € de 2 °C e seu ponto de ebulicdo é de 234 — 236 °C. Apresenta
solubilidade maxima em agua de 0,11 g/L-' (SAMARGHANDIAN et al., 2016).

Figura 8 — Estrutura do carvacrol.

50



H; Hs

Fonte: Gongalves, 2023.

Quanto as informacgdes sobre toxicologia, ja foi relatado que a DLso em ratos é
de 810 mg/kg de peso corporal quando administrado por via oral (HAGAN et al., 1967;
SUNTRES, COCCIMIGLIO, ALIPOUR, 2015). O carvacrol mostrou uma atividade
fraca nos estudos de mutagenecidade. Além disso, no estudo do metabolismo,
mostrou ser excretado na urina pds 24 horas inalterado ou como conjugados de
glucoronideo e sulfato (VINCENZI et al., 2004).

Este monoterpeno tem se destacado por apresentar diversas atividades
farmacoldgicas, incluindo atividade antifungica (CHAVAN;TUPE, 2014) e
antibacteriana (NOSTRO et al., 2007; DU et al., 2008), antiviral (GILLING et al., 2014),
antioxidante (EL-SAYED et al., 2015, SAMARGHANDIAN et al., 2016), anti-
inflamatoria (FACHINI-QUEIROZ et al., 2012) e anticarcinogénica (YIN et al., 2012).

A capacidade antioxidante do carvacrol pode ser explicada pela capacidade de
doacao de hidrogénio, capacidade de inibir a produgédo de ROS e possuir propriedade
de eliminacdo de radicais ABTS (acido 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) e DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazy). Sarmarghandian e colaboradores mostraram que o
carvacrol pode ser uma ferramenta preventiva para o estresse oxidativo no figado
envelhecido, restaurando a deficiéncia de SOD e, consequentemente, diminuindo os
niveis de MDA (SAMARGHANDIAN et al., 2016).

Em cardiomidcitos, o carvacrol também foi capaz de induzir protecéo
antioxidante por aumentar os niveis de SOD e CAT e diminuir o malonaldeido (MDA),
0 que pode estar implicado no efeito antiapoptético revelado por Chen e grupo na
modelagem de isquemia/reperfusdo miocardica em ratos (CHEN et al., 2017a). Em

modelo de stresse oxidativo induzido por lipopolisacarideo (LPS) o carvacrol
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demostrou reverter o dano oxidativo o fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2
(Nrf2) regulando de forma positiva a expressao de enzimas antioxidantes (NAEEM et
al., 2021).

Em nivel vascular, o carvacrol proporciona um efeito protetor contra a
vasculopatia induzida pela diabetes, revertendo as alteragdes morfolégicas aodrticas,
evidenciadas por um aumento da espessura ha camada média-intimal e um aumento
do numero de camadas de CML vascular (LIU et al., 2020). Além disso, o carvacrol
atenua a inflamacgéao vascular induzida pelo diabetes através da regulagdo negativa
da sinalizagéo de TLR4/Nf-kB in vitro e in vivo. O nivel sérico de citocinas inflamatorias
como Tnf-a, IL-8 e interleucina-1 Beta (IL-1B) também foi regulado em ratos tratados
com carvacrol (ZHAO et al., 2020)(ZHAO et al., 2020).

O carvacrol foi descrito como um agonista/antagonista de diferentes canais
idnicos e receptores de potencial transitério (TRP) e canais de calcio dependentes de
voltagem (Cav) (ALMANAITYTE et al., 2020). Essas ag¢des explicam, pelo menos em
parte, a hipotensao e a bradicardia induzidas pelo carvacrol. Nesse contexto, Dantas
e colaboradores demonstraram que o carvacrol € capaz de induzir hipotensao tanto
por bradicardia quanto por vasodilatagao periférica, mecanismo pelo qual envolve,
pelo menos em parte, a inibigdo do influxo de Ca?* pelos canais Cav e TRP (DANTAS
et al., 2015). Além disso, o carvacrol também ativa canais de potassio (Kv) operados
por voltagem para vasodilatagcdo, e o0s bloqueios desses canais reduzem
significativamente a poténcia do carvacrol e os indices de eficacia na aorta de ratos
(TESTAI et al., 2016).

Além disso, o carvacrol demonstrou inibir a formagao de placas de ateroma
(LEE et al., 2015), aumenta os niveis de enzimas antioxidantes e a ativagao da 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS) em modelo de isquemia e reperfusao (CHEN et al.,
2017a) e reduz a senescéncia celular em modelo de envelhecimento induzido por d-
galactose (DANTAS et al., 2022) . Ademais, o carvacrol instigou a angiogénese de
células mesenquimais humanas por meio da diferenciacdo dessas células in vitro
(MATLUOBI et al., 2018).

Estudos preliminares realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram
qgue o tratamento com o carvacrol por quatro semanas foi capaz de melhorar a pressao
arterial de ratos espontaneamente hipertensos (SHR), como também melhorou a

reatividade vascular e reduziu o estresse oxidativo (GONCALVES, 2018).
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3 OBJETIVOS

3.2

Objetivo Geral

Avaliar o efeito do carvacrol na modulagdo de células progenitoras endoteliais

e na regeneracgao endotelial, através de estudos in vitro e in vivo.

3.3

Objetivos especificos

Avaliar o efeito do carvacrol sobre as EPC em modelo de estresse oxidativo

induzido por ANG em relacao a:

Viabilidade, citotoxicidade e proliferacao celular.
Estresse oxidativo.

Adesao celular.

Modulacao da via eNOS/NO.

Sintese de fatores antioxidantes.

Avaliar o efeito do carvacrol sobre o tratamento de animais hipertensos quanto

Presséo arterial sistélica e frequéncia cardiaca.

Producéao, mobilizagao e reparo endotelial mediado pelas EPC.
Funcéao das EPC.

Modulagao do estresse oxidativo e senescéncia celular.

As alteragdes histopatoldgicas em artéria mesentérica superior.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.2 Tipo de estudo e consideragoes éticas

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Farmacologia
Cardiovascular localizado no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM) e no Biotério do Laboratério de Ensaios Pré-Clinico em Envelhecimento
localizado no Instituto Paraibano de Envelhecimento ambos situados na Universidade
Federal da Paraiba (UFPB), Campus |, Jodo Pessoa. Tratou-se de um estudo
experimental com ensaios farmacoldgicos e moleculares utilizando técnicas in vivo e
in vitro. Para operacionalizagdo da pesquisa, o projeto foi submetido a analise para
apreciacdo e julgamento pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPB

sendo aprovado sob numero de parecer 2171120320.

4.3 Animais

Os protocolos foram desenvolvidos utilizando Rattus norvegicus da linhagem
Wistar pesando de 250-300g, para os experimentos in vitro, e Wistar Kyoto e Ratos
Espontaneamente Hipertensos (SHR) com 11 semanas de idade, para os
experimentos in vivo. Os animais foram provenientes da Unidade de Produg¢ao Animal
do IPerFarm/UFPB e do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).
Todos os animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Ensaios Pré-Clinico
em Envelhecimento/UFPB, sob condi¢cdes controladas de temperatura do ar (21 + 1
°C) e umidade relativa (40-60%), em um ciclo claro-escuro de 12 horas e com livre
acesso a agua e racao (Nuvilab CR1®, Nuvital S.A., Curitiba, PR). Os animais foram
acomodados em gaiolas plasticas micro-isoladoras de dimensao 497x341x265

(CxLxA, em mm), cada uma com no maximo 4 ratos.

4.4 Substancias e reagentes

Para a realizagao dos protocolos experimentais foram utilizadas as seguintes
substancias: soro fetal bovino (SFB), 4’6-diamino-2-phenylidolo dihydrochloride
(DAPI) obtidos da Cultilab® Interprise instrumentos analiticos LTDA (Recife, Brasil).

Acetato de angiotensina Il humana (ANG Il), fibronectina obtida de plasma bovino,
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gelatina 2%, dimetil sulféxido (DMSO), solucdo estabilizadora de
penilicina/estreptozotocina, solugéo de Tripsina 0,5% EDTA, Cremofor®, meio 199, di-
hidroetidio (DHE), albumina sérica bovina (BSA), selante fluoroshield com DAPI,
Ficoll®-Paque PLUS density gradient media (Cytiva® life sciencies), todos obtidos da
Sigma-Aldrich® Brasil Ltda (Sdo Paulo - SP, Brasil). O Cloridrato de xilazina foi obtido
da Ceva (Paulinia-SP, Brasil) e cloridrato de cetamina obtido da Syntec (Hortolandia-
SP, Brasil). Heparina sodica suina (Hepamax-s®) obtida da Blau Farmacéutica S.A.
(Cotia - SP, Brasil). O resveratrol foi obtido da AJ Comercio Farmacéutico LTDA (Joao
Pessoa-PB, Brasil).

Geltrex™ LDEV-Free Reduced Growth Factor Basement Membrane Matrix,
Anti-malonaldeido monoclonal, Anti-catalase policlonal, Anti-SOD1 policlonal, todos
obtidos da Life Tech Brasil Com Ind Prod Bio LTDA. Anti-eNOS PE 33/eNOS, Anti-
eNOS (PS1177), anti-CD31 FITC, obtidos da Becton Dickinson Industrias Cirurgicas
Ltda. Corante 7-aminoactinomycin (7-AAD), 4,5-Diaminofluoresceina (DAF-2) anti-
CD34 e anti-VEGFR-2 e anti-CD133 obtidos da Cultilab® Interprise instrumentos
analiticos LTDA (Recife, Brasil).

4.5 Obtencgao e preparagao das solugdes de carvacrol

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) utilizado foi obtido da Sigma-Aldrich Brasil
LTDA, com 98% de pureza, referéncia: 282197-10G, férmula molecular C1o0H140,
massa molecular de 150,217 g/mol e densidade 0,98 g/mL.

Para os testes in vitro o Carvacrol foi solubilizado em 100% DMSO e diluido em
solucdo salina fisiologica (PBS) de modo a serem obtidas as concentragdes desejadas
para cada protocolo experimental. As concentragdes de DMSO em solugdo nunca
excederam 0,01%.

Para os testes in vivo foi preparada uma emulsao de carvacrol solubilizando-o
em cremophor®, que foi utilizada como solugdo estoque. As concentragdes utilizadas
para o tratamento dos diferentes grupos experimentais, foram obtidas a partir da
diluicdo da solugcdo estoque em solugao salina até a obtencdo das concentragdes
necessarias, com uso maximo de 24 horas. A concentracdo do adjuvante na

administracao nao excedeu 0,03%.
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46 Solugoes nutritivas e meios de cultura

O preparo das solugdes fisioldgicas foi realizado a partir da utilizagado das
seguintes substancias: cloreto de sédio (NaCl), obtido da Dindmica Quimica
Contemporanea LDTA (Indaiatuba-SP, Brasil), acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) sal dissodico, obtido Quimica Moderna Industria e Comércio (Baurueri — SP,
Brasil), fosfato de sdédio monobasico (NaH2PO4H20) e fosfato de sodio bifasico
(Na2HPO4), todos provenientes da VETEC (Rio de Janeiro - RJ, Brasil). As solugbes
fisioldgicas utilizadas para a realizagcao dos experimentos tiveram o pH ajustado entre
7,2-7,4. Nos quadros a seguir estao discriminadas as suas composigoes.

Quadro 1 - Composi¢ao da solugao salina fisiolégica.

Substancia

Concentragao (mmol/L)

NaCl

161,0

Quadro 2 - Composi¢ao da solugao PBS

Substancia Concentragao (mmol/L)
NaCl 161,0
NaH2PO4 1,8
NazHPO4 15,8

Fonte: (FOLDVARI et al., 1998)

Quadro 3 - Composic¢ao da solugdo PBS/EDTA.

Substancia Concentragao (mmol/L)
NaCl 161,0
NaH2PO4 1,8
NazHPO4 15,8
EDTA 0,5

Fonte: (FONG et al., 2017)

Para os ensaios de cultivo celular foi utilizado o Meio EGM™-2 BulleKit™,

obtidos da Lonza® do Brasil Especialidades Quimicas LDTA e meio 199 obtido da
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Sigma-Aldrich® Brasil Ltda (Sdo Paulo - SP, Brasil). Os meios de cultura utilizados
tiveram o pH ajustado entre 7,2-7,4 e apds o preparo sob condi¢cbes estéreis foram
mantidos entre 0 e 4°C e somente retirados no momento de cada experimento. A
seguir estdo discriminadas as suas composi¢des:

Meio EGM™-2 BulleKit™: meio EBM™-2 suplementado com fator de
crescimento epidérmico humano (hEGF), fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de crescimento basico de fibroblasto humano (hFGF-b), fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), hidrocortisona, gentamicina e
anfotericina, soro fetal bovino 2%, acido ascorbico e heparina, obtidos da Lonza®
(Walkersville Inc. Walkersville, MD, USA).

Meio 199: Meio 199 com sais de Hanks’, bicarbonato de sddio e glicose.

4.7 Avaliagao dos efeitos do Carvacrol sobre a modulagcao de EPC e células
endoteliais in vitro

4.7.1 Delineamento dos experimentos in vitro

Para o desenvolvimento deste estudo utilizamos como modelo de estresse
oxidativo a ANGII, um potente indutor da sinalizagdo oxidativa. O modelo celular
adotado inclui EPC jovens (sete dias de cultivo celular). Os protocolos experimentais
propostos foram divididos em trés etapas:

1° etapa: consistiu na padronizagdo do modelo experimental devido a auséncia
de uma concentracdo padrao de ANG Il na literatura neste tipo celular, tendo como
critério para a definicdo o efeito de diferentes concentragbes da ANG Il (0.1, 1.0 e
10uM) sobre a viabilidade celular e formagao de ROS intracelular.

2° etapa: Avaliagao da viabilidade celular e estresse oxidativo nos seguintes
grupos experimentais: CTL (veiculo); ANG (1 pyM), CTL-CAR 0,01 uM, CTL-CAR 0,1
MM, CTL-CAR 1 uM, CTL-CAR 10 uM, ANG-CAR 0,01 uM, ANG-CAR 0,1 uM, ANG-
CAR 1 uM, ANG-CAR 10 uM.

3° etapa: avaliacdo dos efeitos do carvacrol sobre a fungao das EPC, foram
dispostos os seguintes grupos experimentais: grupo 1: controle (CTL), grupo 2:
angiotensina 1 yM (ANG), grupo 3: carvacrol 0,1uM (CTL-CAR); grupo 4: angiotensina
1 uM + carvacrol 0,1uM (ANG-CAR) (Figura 9).
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Figura 9 - Delineamento experimental da avaliagéo do efeito do carvacrol in vitro.
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Fonte: GONCALVES, 2023.

4.7.2 Isolamento e cultivo de EPC derivadas da medula 6ssea

As células mononucleares foram extraidas da medula éssea de ratos Wistar
(CHEN et al., 2020). Ap6s a eutanasia do animal, o fémur e a tibia foram separados e
dissecados e as epifises foram abertas permitindo a perfusdo da medula com 10mL
de PBS/EDTA (Figura 2). O aspirado de medula 6ssea foi coletado em um tubo cénico
e as ceélulas foram centrifugadas a 600 x g por 10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspenso em 10 ml de meio 199 e adicionado em uma
solugdo de Ficoll®-Paque PLUS density gradient media (Cytiva® life sciencies,
Uppsala, Suécia), na proporgcao 1:1, e centrifugados a 400 x g por 30 min a 21° C
(Figura 10).

61



Figura 10 - Processo de extracao e cultivo de EPC da medula 6ssea.
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Fonte: GONCALVES, 2023.

Apds a centrifugagcdo diferencial, aspirou-se a camada de células
mononucleares, que foi transferida para um tubo cénico, ao qual foi acrescentado 10
mL de PBS/EDTA e fez-se uma nova centrifugacéo a 400 x g por 10 min a 4° C. Em
seguida, removeu-se o liquido sobrenadante e acrescentou-se 10 mL de PBS/EDTA
e procedeu-se uma nova centrifugagao. Este processo foi repetido por mais uma vez
e, ao seu final, células viaveis foram transferidas para placa de 24 pogos, previamente
tratadas com fibronectina (1ug/mL), na proporgéo de 10%/1 cm?/0,5mL de meio EBM™
-2, suplementado com hEGF, VEGF, hFGF-b, IGF-1, hidrocortisona, gentamicina e
anfotericina, soro fetal bovino 2%, acido ascérbico e heparina (Lonza, USA) e
mantidos em incubadora de cultivo celular com 5% de CO2 a 37°C e umidade relativa
de 90%.

Apds 72 horas as células nao aderentes foram descartadas, procedendo-se a
troca do meio de cultivo a cada dois dias até completar os 7 dias de cultivo celular,
quando se procedeu 0s ensaios experimentais. A caracterizagdo das EPC foi
realizada através da marcacao de CD34*/VEGFR-2*.

4.7.3 Avaliagao de viabilidade celular

A avaliagédo da viabilidade celular foi realizada por meio do ensaio de MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), um método colorimétrico
que mede indiretamente a viabilidade celular. O MTT € um sal tetrazdlico o qual &
convertido por células viaveis com metabolismo ativo em produto de formazan de cor
purpura. O produto formazan do tetrazolio MTT acumula-se como um precipitado

insoluvel no interior das células, além de se depositar proximo a superficie celular e
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no meio de cultura. Desta forma, o formazan deve ser solubilizado antes de registrar
as leituras de absorbancia por espectrofotometria. Quando as células se encontram
inviaveis, a capacidade de converter MTT em formazan é perdida, sendo um marcador
util e conveniente apenas para células viaveis (RISS et al., 2016).

As células foram cultivadas em placas de 96 pogos na densidade de 4x10%/
poco por 24 horas. As células foram tratadas com ANG Il nas concentragdes de 0,1,
1,0 e 10 uM e/ou com o carvacrol foi incubado nas concentracdes de 0,01, 0,1, 0,5,
1,0, 5,0, 10,0 yM e mantidas em estufa umidificada com 5% de CO2 a 37°C por mais
24 horas. Em seguida foi adicionado 10 pyL da solucédo de MTT (5mg/mL; Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) e as células foram incubadas por mais 3 horas. Os
sobrenadantes foram descartados e 100 yL de DMSO foram adicionados para
dissolver os cristais de formazam. A absorbancia foi mensurada em um
espectrofotometro (iMark™ Microplate Absorbance Reader, Heiwajima, Ota-ku, TO,
JPN), no comprimento de onda de 490 nm. A viabilidade das células foi calculada de
todos os outros grupos, por comparagdo com o numero de células do grupo controle
(células nao tratadas). Os experimentos foram realizados em triplicata de 3 ns

independentes.

4.7.4 Avaliagdo da formacéo de ROS intracelular

A sonda DHE é amplamente utilizada para deteccdo do anion superdxido
presente no citosol, devido a sua capacidade de difusdo passiva para o interior das
células e alta reatividade. No interior da célula, o DHE €& oxidado pelo anion
superoéxido, formando um produto intermediario, o 2-hidroxietidio (2-OHEt+), o qual
intercala com o DNA e leva a exibicdo de uma fluorescéncia vermelha. O 2-
hidroxietidio é excitado em 500 nm e tem um espectro de emissdo a 580 nm
(WOJTALA et al., 2014).

Apos semear as células em placas de 24 pocos a uma densidade de 4 x
10%/pogo em 400 pL de meio de cultivo celular a ANG Il foi incubada nas
concentracdes de 0.1, 1.0 e 10 yM ou o carvacrol foi incubado nas diferentes
concentragoes (0,01, 0,1, 0,5, 1,0, 5,0 e 10,0 yuM) na presenga e auséncia de ANG Il
por 24 horas em estufa umidificada com 5% de CO2 a 37° C. Em seguida, as células
foram lavadas com PBS e carregadas com 10 yM de DHE, durante 40 minutos a 37°C

em estufa ao abrigo da luz. Ao final da incubagcdo com DHE, as células foram lavadas
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com PBS e realizada a leitura no citbmetro FACS Canto-Il (BD, Santa Ménica, CA,
EUA), sendo considerado para analise 10.000 eventos. Os dados foram expressos
como percentual de fluorescéncia, normalizados pela fluorescéncia emitida pelo grupo

controle. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.7.5 Avaliagao da adesao celular

Para o teste de ades&o celular realizamos a contagem do numero de células
aderidas, através da coloragao celular com hematoxilina e eosina (LI, C. et al., 2021).
Inicialmente placas de 24 pogos foram revestidas com fibronectina (1mg/mL) diluida
com DMEM/F12 durante a noite a 4° C. Apds 24 horas de incubagdo com as
substancias teste (veiculo, ANG 1uM, CAR 0,1uM) as EPC foram tratadas com
solugao de tripsina (0,25%)/ EDTA (0,02%) e inoculadas na placa de 24 pogos (4 x
104 células/mL), onde foram cultivadas por 1 h. Passando esse periodo, as EPC foram
lavadas com PBS para remover as células ndo aderidas. As células aderidas foram
fixadas com paraformaldeido a 4% por 10 min, seguido da lavagem das células com
PBS. O numero de células aderentes foi contado ao microscépio através da analise
de 5 campos. Os dados foram expressos em razao do percentual de células aderidas

em fungao do numero total de células semeadas.

4.7.6 Ensaio de mobilizagao celular

O ensaio de proliferagao celular foi realizado pelo método de cicatrizacdo de
ferida adaptado do método descrito por Li e colaboradores (LI et al., 2017). As EPC
foram incubadas conforme os grupos experimentais descridos no item 4.6.1 (CTL,
ANG, CTL-CAR, ANG-CAR) por 24 horas em incubadora de CO2 (5%) umidificada
(90%) a 37°C. Apos 24 horas o meio foi removido e procedeu-se um arranhao linear
utilizando uma ponta de pipeta de 10 pl. Em seguida as células foram lavadas com
PBS duas vezes e posteriormente foram incubadas com EBM-2 livre de soro. As
imagens foram tiradas utilizando microscépio de luz invertido (Advanced inverted
fluorescent Microscope: Nikon Eclipse TE 2000-S, Nikon®) nos tempos de 0 e 24
horas em uma ampliacdo de 40x. O tamanho da ferida foi medido em 3 pocos por

grupo e analisados no software ImageJ versao 1.50i.
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4.7.7 Avaliagdo da expressao de eNOS

Para avaliagcao da expressao da sintase de 6xido nitrico endotelial total (eNOS),
foi utilizado a técnica de citometria de fluxo conforme descrito por Radziwon-Balicka
(RADZIWON-BALICKA et al.,, 2017). Apdés a incubagédo dos diferentes grupos
experimentais (CTL, ANG, CTL-CAR, ANG-CAR), as células foram fixadas com
paraformaldeido 4%, durante 20 minutos a 37 °C e ao final lavadas trés vezes com
PBS. Em seguida, realizou-se o procedimento de permeabilizagdo com triton-x100
0,1%, por 15 minutos a 37 °C. Ao final do tempo, as células foram novamente lavadas
com PBS, e entao foi adicionado uma solucdo de bloqueio, que consistiu em PBS e
BSA 5%, durante duas horas em temperatura ambiente. Posteriormente, as EPC
foram ressuspensas e incubadas com anticorpo conjugado anti-eNOS (1:50; Bd
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) durante 1h em temperatura ambiente. As
amostras foram lavadas com PBS e analisadas no citbmetro FACS Canto-Il (BD,

Santa Ménica, CA, EUA), sendo considerado para analise 10.000 eventos.

4.7.8 Ensaio da producao de NO

A sonda DAF-2 é um fluoréforo comumente utilizado para a detectar a
concentragao plasmatica de NO. O DAF-2DA ao atravessar a membrana plasmatica
€ hidrolidado por esterases citoplasmaticas, formando o composto nao fluorescente
DAF-2. Na presenca do NO, o DAF-2 é convertido em em triazol fluoresceina (DAF-
2T), sendo a forma fluorescente, que pode ser observado em um filtro de 480nm e um
filtro de emissao de 515nm (VALLE et al., 2019).

Apobs 24 horas de incubag&o com carvacrol e ou/angiotensina, as células foram
lavadas com PBS e incubadas por 1h com a sonda DAF-2 1uM (Thermofisher,
Waltham, MA, USA) a 37°C e 5% CO2. O excesso da sonda foi removido com PBS e
tripsinizadas e ressuspensas em PBS contendo 3% de SBF. As amostras foram
analisadas no citbmetro FACS Canto-lIl (BD, Santa Ménica, CA, EUA), sendo

considerado para analise 10.000 eventos.

4.7.9 Avaliacao da atividade antioxidante
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A atividade antioxidante foi avaliada através da expressdo da superoxido
dismutase, catalase e do fator Nrf2 foi realizada através da técnica de citometria de
fluxo. As EPC foram semeadas em placas de 24 pogos previamente revestidas
fibronectina na proporgéo de 1x10%células por pogo e incubadas por 24 horas a 37°C
e 5% de CO2. Em seguida, as células foram tratadas com as diferentes substancias,
de acordo com os grupos experimentais descritos no item 4.6.1 (CTL, ANG, CTL-CAR,
ANG-CAR) e novamente incubadas a 37°C e 5% de CO:2 por 24 horas.

Apds o periodo de incubacdo o meio de cultura foi removido e as células
lavadas com PBS por trés vezes e posteriormente fixadas com paraformaldeido a 4%
por 10 minutos a 37°C. As células foram lavadas trés vezes com PBS,
permeabilizadas com triton X-100 (0,1%) e incubadas a temperatura ambiente por 15
minutos. Posteriormente, as células foram novamente lavadas com PBS e em
sequéncia incubadas com a solugéo de bloqueio contendo 2% de BSA a temperatura
ambiente por 60 minutos. Ao final do tempo, foi adicionado os anticorpos primarios
anti-SOD (5ug/mL, Invitrogen™, Waltham, MA, USA), anti-CAT (5ug/mL, Invitrogen™,
Waltham, MA, USA) ou anticorpo policlonal Nrf2 (1:100, Invitrogen™, Waltham, MA,
USA) previamente diluido em 0,1% de BSA durante 1 hora a temperatura ambiente.
Procede-se a lavagem das células por trés vezes com PBS e posteriormente foram
incubadas com Alexa Fluor 633-conjugated anti-rabbit IgG (1:100, Invitrogen™
Waltham, MA, USA) a temperatura ambiente por 45 minutos. Por fim, as células foram
lavadas com PBS e analisadas no citdmetro FACS Canto-Il (BD, Santa Ménica, CA,

EUA), sendo considerado para analise 10.000 eventos.

4.8 Avaliagcao dos efeitos do tratamento com Carvacrol sobre a modulagao o
de EPC

4.8.1 Delineamento experimental

Para verificar o efeito do carvacrol sobre a modulagéao da regeneragéo vascular,
foi utilizado como modelo animais espontaneamente hipertensos (SHR), modelo que
apresenta alteragdes morfoldgicas nos vasos, caraterizado e padronizado na literatura
para estudo associados a hipertens&o arterial. Para o desenvolvimento deste estudo
os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos experimentais: controle

normotenso (WKY-CTL), controle hipertenso (SHR-CTL), hipertenso tratado com
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carvacrol na dose de 50 mg/kg (SHR-C50), hipertenso tratado com carvacrol na dose
de 100 mg/kg (SHR-C100), hipertenso tratado com resveratrol na dose de 10mg/kg

(SHR-RE10), como no esquema abaixo.

Figura 11 - Esquema dos grupos de ratos utilizados para a investigacdo do efeito de carvacrol a
regeneragao vascular.

GRUPOS
EXPERIMENTAIS
NORMOTENSO HIPERTENSO
(WKY) (SHR)
I 1 | 1 ! 1
WKY - SHR -
CTL SHR -CTL | | SHR-C50 | | SHR -C100 RE10

WKY:: Ratos Wistar Kyoto tratados com salina; SHR: Ratos espontaneamente hipertensos; SHR-CTL:
Ratos espontaneamente hipertensos tratados com salina; SHR-C50: Ratos espontaneamente
hipertensos tratados com 50 mg/kg/dia de carvacrol; SHR-C100: Ratos espontaneamente hipertensos
tratados com 100 mg/kg/dia de carvacrol. SHR-RE10: Ratos espontaneamente hipertensos tratados
com 10 mg/kg/dia de resveratrol.

Fonte: GONCALVES, 2023.

Todos os tratamentos foram administrados diariamente por via intragastrica
(i.g.) em volume padronizado de 5 mL/kg (MACHHOLZ et al., 2012), por um periodo
de quatro semanas. Os grupos controles receberam solugédo salina diluido com o
veiculo (cremofor®), na mesma propor¢ao utilizada para diluir a maior dose de
carvacrol.

As doses administradas de carvacrol de 50 e 100 mg/kg. Como controle positivo
foi utilizado o resveratrol na dose de 10 mg/kg, por ser uma substancia amplamente
estudada devido aos seus efeitos antioxidantes apresentar beneficios sobre o sistema
cardiovascular. Durante o tratamento os animais tiveram o0 peso monitorado
semanalmente. A presséao arterial e frequéncia cardiaca foram monitoradas ao inicio
e final do tratamento, enquanto a extragao de EPC e avaliagao histopatolégica foram

apenas realizadas ao final do tratamento (Figure 11).
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Figura 12 - Delineamento experimental do tratamento
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PAS: Presséo arterial sistolica; FC: Frequéncia cardiaca; EPC: Células progenitoras endoteliais; V.O.:
Via oral; WKY: Ratos Wistar Kyoto tratados com salina; SHR: Ratos espontaneamente hipertensos;
SHR-CTL: Ratos espontaneamente hipertensos tratados com salina; SHR-C50: Ratos
espontaneamente hipertensos tratados com 50 mg/kg/dia de carvacrol; SHR-C100: Ratos
espontaneamente hipertensos tratados com 100 mg/kg/dia de carvacrol. SHR-RE10: Ratos
espontaneamente hipertensos tratados com 10 mg/kg/dia de resveratrol.

Fonte: Gongalves, 2018.

4.8.2 Avaliagao dos efeitos do carvacrol sobre a PAe FC

O método de plestimografia de cauda foi adotado para a realizagdo da medida
de pressao arterial sistélica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC). Inicialmente os animais
foram climatizados durante sete dias, para que houvesse uma adaptagcdo ao
equipamento e consequentemente reduzir os interferentes nas medigdes de PAS e
FC relacionadas ao estresse do animal. Antes das medi¢gbes cada animal foi alocado
em uma caixa aquecida por 10 minutos, para promover a dilatacdo da artéria caudal.
Em seguida, os animais foram alocados numa camara de restricdo de acrilico, sob
aquecimento e apenas com a cauda para fora do restritor, onde foram acoplados a
uma bomba para a insuflagdo e o sensor de piezo elétrico (TN1012/ST Pulse
Transducer, ADinstruments, Bella Vista, NSW, AU) para a medida de pulso.

A bomba de insuflagdo acoplada ao manguito e o sensor foram acoplados a um
sistema de aquisicdo de dados (PowerLab, ADinstruments, Unit 13, 22 Lexington
Drive, Bella Vista, NSW, Australia) para registro do pulso correspondente ao fluxo
sanguineo. Ao observar os sinais de pulso e FC estaveis, o manguito foi insuflado
para promover a interrupgao do fluxo sanguineo na artéria perdendo assim o pulso
captado pelo sensor. Em seguida, o manguito foi desinflado para haver o retorno do

fluxo de sangue e consequentemente regresso do pulso caracterizando a PAS
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(WANG et al., 2017). Ja para a analise da FC foram selecionados intervalos de 10
segundos entre os ciclos de aferi¢ao.

Os sinais a partir do sensor de pulso foram convenientemente amplificados e
depois digitalizados e registrados pelo software Labchart® (versao 7,1, Colorado
Springs, CO, EUA), para posterior analise. Os valores da PAS e FC foram calculados

a partir da média aritmética de trés afericbes consecutivas.

4.8.3 Isolamento de EPC da medula éssea de animais tratados com carvacrol

Os animais foram anestesiados e eutanasiados para a dissecacgao e obtencéo
do fémur e da tibia (CHEN et al., 2020). Posteriormente, foi realizada a remocé&o das
epifises e as cavidades dos ossos foram lavados com 10mL de PBS/EDTA. Em
seguida as células foram centrifugadas a 600g por 10 minutos a 4° C. O sobrenadante
foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 10 ml de meio 199. O sangue coletado e
o lavado da medula éssea foram adicionados ao Ficoll®-Paque PLUS density gradient
media (Cytiva® life sciencies), para separagdo das células os quais foram
centrifugados a 400g por 30 minutos a 21°C. A da camada de células mononucleares
foi coletada e transferida par um tubo cénico onde foi adicionado uma solugao lisante,
para remover as hemacias presentes no meio. As células foram centrifugadas a 250g
por 10 minutos a 4°C. Por fim, as EPC foram lavadas com PBS duas vezes e foram
destinadas aos experimentos de citometria de fluxo para sua quantificacdo e
caracterizagao ou para os experimentos de cultivo celular. Apenas suspensdes com

mais de 95% de viabilidade foram utilizadas para os experimentos de cultivo celular.

4.8.4 Isolamento de EPC da circulacao periférica de animais tratados com o carvacrol

Os animais foram anestesiados com xilazina e cetamina (10 e 75 mg/kg,
respectivamente, i.p.), e em seguida foi realizado uma laparotomia para a pungéo da
veia cava inferior, onde foi coletado 10 mL de sangue periférico diluido em 2% de
EDTA. Apds a coleta o sangue foi adicionado na proporgéo 1:1 em Ficoll®-Paque
PLUS density gradient media (Cytiva® Life sciencies, Uppsala, SE), uma solugéo de
Ficoll PM400, diatrizoato de sddio e EDTA dissédico de calcio, utilizada para facilitar
a rapida recuperagao de células mononucleares viaveis, e foi centrifugado a 400g por

30 min a temperatura ambiente (KUNDU et al., 2017). Apos a centrifugagao foi obtida
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camada de células mononucleares (Figura X), que foi coletada e adicionada em PBS,
sendo submetida a uma nova centrifugagcéo de 250g por 10 minutos, este processo
foi repetido por mais duas vezes. Apds a ultima centrifugagdo o sobrenadante foi
descartado obtendo-se por fim as EPC e destinadas ao experimento de citometria de
fluxo para sua quantificacdo e caracterizagdo ou para os experimentos de cultivo
celular. Apenas suspensdes com mais de 95% de viabilidade foram utilizadas para os

experimentos de cultivo celular.

4.8.5 Quantificagao e caracterizagao de EPC de animais tratados com carvacrol

A quantificagdo e caracterizagdo de células progenitoras endoteliais foi
realizada por citometria de fluxo para observar a expressao de antigenos CD34,
CD133, VEGFR2. Estes sao os marcadores de superficie especificos mais
consensuais atualmente utilizados para caracterizar EPCs, que incluem antigenos que
definem a linhagem hematopoética e sua imaturidade, CD34 e CD133, em
combinagao com um marcador de linhagem endotelial, VEGFR-2 (HEINISCH et al.,
2022). A escolha destes antigenos permitira a investigagdo de subpopulagdes com
propriedades vasculogénicas: CD34*/CD133*/VEGFR2*, CD34*/CD133* e CD34"/
VEGFR2*. E como marcador de viabilidade celular foi utilizado o 7-AAD.

Apos o isolamento das células do sangue periférico e medula éssea, as células
foram contadas no citdmetro e diluidas para alcangar a proporcao de 10%/100uL. Em
seguida, as amostras foram marcadas com FITC-anti-VEGFR-2 (1:50; Santa Cruz
biotecnology, Dallas, TX, EUA) + PE-anti-CD34 (1:50; Santa Cruz biotecnology,
Dallas, TX, EUA) + APC-anti-CD133 (1:10; BioLegend, San Diego, CA, EUA) e
incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Em seguida, as
amostras foram lavadas com PBS e ressuspensas em 100 yl de solugao fisiologica,
onde foi adicionado ao meio PerPCP-Cy5-7-AAD (0,25 ug/106; Cayman Chemical,
Ann Arbor, MI, EUA), o qual foi incubado por 10 minutos a temperatura ambiente ao
abrigo da luz. Prosseguindo, foi adicionado 500 ul de PBS as células as quais foram
encaminhadas para centrifugacdo a 250g por 5 minutos a 4°C, para remogao do
excesso de anticorpos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em
PBS. Cada analise foi realizada com a populacdo em 100.000 eventos utilizando o
citbmetro FACSCANTO (Becton Dickinson, San José, CA, EUA). Para a analise das

populagdes, inicialmente, selecionamos as populagdes de células mononucleares. Em
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seguida utilizamos a populacédo de células viaveis (7-AAD) marcadas com o CD34,
por ser um marcador de células hematopoiéticas. Para caracterizar a populagao final
selecionamos as células 7-AAD-/CD34+ para avaliar a expressdao de CD133 e
VEGFR-2. A figura 13 ilustra a estratégia dos gating de citometria de fluxo utilizados
para identificar as EPC.

Figura 13 - Estratégia representativa do gating de citometria de fluxo
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Count: contagem; SSC: side scatter, FSC: forward scatter, P1: Populacéo de células 1; PerCPCy5-5:
PerCP-Cyanine5.5; 7-AAD: 7-Aminoactinomycin D; PE: ficoeritrina; FITC: isotiocianato de fluoresceina;
APC: aloficocianina.

Fonte: Gongalves, 2023.

4.8.6 Avaliagao funcional da EPC ap6s o tratamento com o carvacrol
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4.8.6.1 Avaliacao funcional das células progenitoras endoteliais por
observagao de unidade formadora de colbnia

Apos o tratamento do carvacrol foi avaliado as propriedades de
clonogenicidade das EPC, que é definida pela capacidade de duplicagdao demonstrada
pelo seu potencial em formar colbénias. Para determinar o numero de unidades
formadoras de colbnia (UFC) apds o cultivo celular de sete dias em placas de 24 pogos
as células foram inspecionadas através de um microscopio invertido com ampliacéao
de 40X (NIKON Eclipse TS100, Tokyo, Japan). Para cada pocgo foi realizada a
fotografia de dez campos, para posterior andlise. Dois analisadores diferentes
calcularam manualmente o numero médio de coldnias, os quais foram expressos

através da média de UFC por 108 células plaqueadas.

4.8.6.2 Avaliagcdo da expressao e sintese de eNOS apdés o tratamento
carvacrol em EPC

Para avaliacdo da expressao da sintase de 6xido nitrico endotelial total (eNOS)
e sintase de oOxido nitrico endotelial fosforilada (ps1177), foi utilizado a técnica de
citometria de fluxo conforme descrito por Radziwon-Balicka (RADZIWON-BALICKA et
al., 2017). Resumidamente, apos sete dias de cultivo celular, as EPC foram fixadas
com paraformaldeido 4%, durante 20 minutos a 37 °C e permeabilizadas com triton-
x100 0,1%, por 10 minutos a 37 °C. Em seguida, foi adicionado uma solugéo de
bloqueio, que consistiu em PBS e BSA 5%, durante duas horas em temperatura
ambiente. Posteriormente, as EPC foram ressuspensas e incubadas com anticorpos
primario anti-eNOS (1:50; Bd Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA) ou anti-eNOS
ps1177 (1:100; Bd Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA) durante 1h em temperatura
ambiente. As amostras foram lavadas com PBS e incubadas com PE-conjugated anti-
mouse IgG (Invitrogen™, Waltham, MA, EUA) por 1h no escuro. As amostras foram
analisadas no citbmetro FACS Canto-lIl (BD, Santa Moénica, CA, EUA), sendo

considerado para analise 10.000 eventos.

4.8.6.3 Avaliagao do efeito do tratamento de carvacrol sobre a produgao de
ROS
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A analise de ROS foi realizada utilizando o DHE, conforme descrito no item
4.6.4 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Brevemente, as EPC cultivadas dos
diferentes grupos, foram carregadas com DHE 10 uM, durante 40 minutos a 37 °C no
escuro. Posteriormente, as amostras foram lavadas trés vezes com PBS e analisadas
em microscopia de fluorescéncia (NIKON Eclipse Ti-E, NIKON, Jap&o). A intensidade
de fluorescéncia foi avaliada através do software NIS elemental® versao 4.2 por dois
analisadores diferentes através da observacdo de 10 campos. Os dados foram
expressos na forma de A de porcentagem de fluorescéncia, normalizados pela
fluorescéncia emitida pelo DHE do grupo controle. A fluorescéncia obtida para os

diferentes grupos de tratamento foi determinada de acordo com a seguinte equacao:

A% Fluorescéncia = (TRATADO — CONTROLE) x 100/ CONTROLE

4.8.6.4 Avaliagcao da senescéncia celular por citometria de fluxo

Para medir a atividade SA-B-gal por citometria de fluxo, usamos o substrato
fluorogénico C12FDG (5-dodecanoilaminofluoresceina Di-3-D-galactopiranésido,
Invitrogen, Life Technologies SAS), de acordo com a metodologia previamente
descrita por Khemais-Benkhiat. Apds o cultivo celular de sete dias, as foram lavadas
com PBS e posteriormente pré-tratadas por 1h com cloroquina (300 uM), com o
objetivo de elevar o pH dos lisossomos. Em seguida, procedeu-se uma nova lavagem
com PBS e foi incubado no meio C12FDG (33 uM) por 1h temperatura ambiente, ao
abrigo da luz. No final do periodo de incubagao, as EPC foram lavadas com PBS
gelado por trés vezes, ftripsinizadas e imediatamente analisadas (KHEMAIS-
BENKHIAT et al., 2020) no FACS Canto-ll (BD, Santa Ménica, CA, EUA), sendo
considerado para analise 10.000 eventos.

4.8.7 Avaliagao do reparo endotelial mediado pelo carvacrol apés o tratamento

4.8.7.1 Avaliagéo da producao de dnion superoéxido em artéria mesentérica
superior isolada de ratos

Segmentos de artéria mesentérica superior incluidas em meio o6timo de
temperatura de corte (OCT) foram congeladas por meio do nitrogénio liquido e

mantidas a -80°C até microtomia em criostato (Crysostat Leila, Nussloc, DE) a -20°C.
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Posteriormente, os cortes de tecido foram lavados com PBS e incubados com 5 uM
da sonda DHE, ao abrigo da luz, em camara umida, por 30 minutos a 37°C.As sec¢des
de artéria mesentérica superior foram lavadas com PBS a 37°C, trés vezes por um
minutos, para a remogao do excesso da sonda fluorescente. As laminas foram
deixadas em repouso para até o total esgotamento do PBS e adicionou-se o meio de
montagem com DAPI (Fluoroshield™, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para a
identificacao nuclear.

A obtengao das imagens dos grupos foi realizada utilizando o software NIS
Elements versdo 4.02 e a intensidade de fluorescéncia foi determinada utilizando o
software Imaged versdo 1.50i. Os dados foram expressos na forma de A de
porcentagem de fluorescéncia, normalizados pela fluorescéncia emitida pelo DHE do
grupo controle. A fluorescéncia obtida para os diferentes grupos de tratamento foi

determinada de acordo com a seguinte equacao:

A% Fluorescéncia = (TRATADO — CONTROLE) x 100/ CONTROLE

4.8.7.2 Caracterizagdo de EPC no reparo endotelial de artéria mesentérica
superior isolada de ratos

Inicialmente, segmentos de artéria mesentérica superior dos animais tratados
foram incluidas em OCT, congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -80°C até a
realizacdo dos protocolos experimentais. Posteriormente, foi realizada a microtomia
com auxilio de criostato (Crysostat Leila, Nussloc, DE) obtendo secc¢bes de secgdes
de 10 ym, que foram mantidas a -80°C por 24 horas. As sec¢des de artéria foram
lavadas com PBS trés vezes por um minuto e fixadas com paraformaldeido 4% por 30
minutos a 37°C. Posteriormente foi adicionado sobre os vasos uma solucdo de PBS
com BSA 5% por 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, anticorpos
monoclonais FITC-conjugated anti-PECAM antibody (1:500; Santa Cruz
Biotechnology) e PE-conjugated anti-CD34 antibody (1:500; Santa Cruz
Biotechnology) foram incubados, durante a noite a 4°C, ao abrigo da luz, em camara
umida. Posteriormente, as secgdes foram lavadas com PBS e montadas com meio de
montagem com DAPI (Fluoroshield™, Sigma Aldrich) para a identificacdo nuclear. Os
dados adquiridos em microscopia de fluorescéncia (NIKON Eclipse Ti-E, NIKON,

Japao) foram analisados com o software ImageJ® versao 1.50i.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram expressos como média mais ou menos o erro padréo da
média (e.p.m.) e para a comparagao entre duas variaveis foi realizando a analise de
variancia (ANOVA) “one-way”, seguido dos pos teste de Tukey. Os dados foram
considerados significativos quando p < 0,05. Todas as analises realizadas foram

calculadas pelo programa estatistico Graph Pad Prism verséo 7.0®.

75



Resultades



5 RESULTADOS

5.2 Avaliagdo da modulagao do carvacrol em EPC cultivadas
5.2.1 Avaliagéo dos efeitos da ANG Il sobre a viabilidade celular

As EPC isoladas da medula 6ssea de ratos foram incubadas por 24 horas com
diferentes concentragcdes de ANG para determinar seus efeitos sobre a viabilidade
celular. A ANG mostrou reduzir a viabilidade celular nas concentracées de 1,0 (87,8 +
1,3; p =0,001) e 10uM (87,9 £ 2,4; p = 0,001) em comparagédo com o controle (100,0
1 1,6) (Figura 13). Entretanto, na concentragao de 0,1 (96,1 £ 0,7; p = 0,02), a ANG Il
nao induziu alteracdo na viabilidade celular. Nao foi observado diferenga estatistica
significativa entre as concentragdes de 0,1 e 1,0uM de ANG utilizadas no ensaio (p >
0,05). Portanto, a ANG reduz a viabilidade celular de maneira dependente de

concentracao.
Figura 14 - Viabilidade celular de EPC tratadas com ANG Il utilizando o ensaio de MTT.
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Viabilidade celular de EPC tratadas com Ang Il medida pelo ensaio de MTT. As EPC foram tratadas
com Ang Il em trés concentragdes (0,1, 1,0 e 10uM) por 24 h. Os experimentos foram realizados em
triplicata. Os dados foram todos normalizados pelo grupo controle e estdo expressos como a
média £ e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica, seguido do pds-teste de Tukey.
**0,01; ***p < 0,001.

Fonte: Gongalves, 2023.

77



5.2.2 Avaliagéo dos efeitos do carvacrol sobre a viabilidade celular

Os efeitos do carvacrol sobre a viabilidade celular foi realizado através do
ensaio de MTT, apds 24 de incubacédo com as diferentes concentracdes de carvacrol
na presenca e auséncia de ANG Il. Na auséncia de ANG Il a concentragdo de
carvacrol de 0,1 uM (109,5 + 1,1; p = 0,02) € 0,01 (107,9 £ 1,3; p = 0,7) ndo alterou a
viabilidade celular (100,0 + 1,6). Em contrapartida, as concentragdes de carvacrol de
1,0 (97,5+25;,p=0,8) e 10 uM (93,1 = 3,0; p = 0,1) apresenta-se inferior ao CTL
(Figura 15a).
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Figura 15 - Viabilidade celular de EPC tratadas com carvacrol utilizando o ensaio de MTT na presenca
e auséncia de ANG Il
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Viabilidade celular de EPC tratadas com Ang Il e/ou carvacrol medida pelo ensaio de MTT. a) As EPC
foram tratadas com carvacrol nas concentra¢des 0,01, 0,1, 1,0 e 10uM por 24 h. b) As EPC foram
tratadas com Ang Il na concentragao de 1,0uM e/ou carvacrol nas concentragdes de 0,01, 0,1, 1,0 e
10uM por 24 h. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados foram todos normalizados
pelo grupo controle e estdo expressos como a média + e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a analise
estatistica, seguido do pds-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Fonte: Gongalves, 2023.
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Na presencga de ANG Il (1,0uM) a incubagao com o carvacrol na concentragao
de 0,1uM (104,9 = 5,7; p = 0,007) foi capaz de melhorar a viabilidade celular,
apresentando efeitos semelhantes ao controle (Figura 15b). As concentragdes de 0,01
(92,2 £ 2,8), 1,0 (95,5 £ 8,2) e 10uM (87,9 = 6,1) ndo foram capazes de reverter o
dano da viabilidade celular induzido pela incubagao de ANG Il (p > 0,05). Além disso,
a concentragdo de 0,1uM apresentou uma diferenga significativa em reacado as
concentragdes de 0,01 (p = 0,009) e 10uM (p = 0,001).

5.2.3 Avaliagéo dos efeitos da ANG Il sobre o estresse oxidativo

Os niveis de ROS produzidos em EPC apds a estimulacdo por ANG Il foram
medidos utilizando o DHE através da citometria de fluxo, apds 24 horas de incubacao
com as diferentes concentragdes. As concentragdes de 0,1 (145,8 £+ 8,4; p=0,02), 1,0
(148,4 £ 10,5; p=0,01) e 10uM (175,6 £ 5,2; p = 0,001) foram capazes de aumentar
a fluorescéncia emitida pelo DHE quando comparado ao grupo controle (100,0 +9,6)
(Figura 15). Nao foram observadas diferengas estatisticas entre os grupos tratados
com ANG Il (p > 0,05). Para padronizar a comparagao das respostas induzidas por
ANG Il, a concentracdo de 1,0 pM foi utilizada em todos os experimentos

subsequentes.

80



Figura16 - Intensidade de fluorescéncia emitida por DHE nas diferentes concentragdes de ANG II.
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Efeito da incubagéo das diferentes concentragdes de ANG 1l (0,1, 1,0 e 10uM) sobre a intensidade de
fluorescéncia emitida por DHE em EPC isoladas da medula 6ssea de ratos. Os experimentos foram
realizados em ftriplicata. Os dados foram todos normalizados pelo grupo controle e estdo expressos
como a média = e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica, seguido do pos-teste de
Tukey. **0,01; ***p < 0,001.

Fontes: Gongalves, 2023.

5.2.4 Avaliacao dos efeitos de carvacrol sobre a produgao de anions superéxidos

A producao de anions superéxidos foi avaliada pela detec¢ao da fluorescéncia
da sonda DHE através da citometria de fluxo. Em condigdes basais nenhuma
concentracao foi capaz de alterar a produgao de anions superoxidos (p > 0,05) (Figura
17).

81



Figura 17 - Efeito do carvacrol sobre a produg¢ao de anions superéxido em EPC
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Efeito da incubagao das diferentes concentragdes de CAR (0,01, 0,1, 1,0 e 10uM) sobre a intensidade
de fluorescéncia emitida por DHE em EPC isoladas da medula 6ssea de ratos. Quantificagdo da
intensidade de fluorescéncia emitida por DHE normalizado pelo controle por citometria de fluxo. Os
experimentos foram realizados em triplicata. Os dados estdo expressos como a média + e.p.m. O teste
ANOVA foi utilizado para a analise estatistica, seguido do pés-teste de Tukey.

Fonte: Gongalves, 2023.

Em contrapartida, na presenga da ANG Il, o tratamento com o carvacrol nas
concentragdes de 0,01 (83,2 + 16,8; p = 0,0009), 0,1 (74,6 + 8,3; p = 0,0002) e 1,0 uM
(99,3 £ 5,8; p =0,01) foram capazes de reduzir a intensidade de fluorescéncia emitida
pela sonda DHE, quando comparados ao grupo ANG II, apresentando valores
semelhantes ao controle. A concentracédo de 10uM (105,1 £15,1) ndo apresentou
diferenca estatistica significativa entre o grupo controle e o grupo tratado apenas com
ANG Il (p > 0,05) (Figura 18). Ainda foi observado que a incubacgao por 0,1uM de
carvacrol foi eficiente em reduzir as ROS em comparagao com a concentragao 10uM.
Para padronizar a comparacao das respostas induzidas por carvacrol, a concentracao
de 0,1uM foi utilizada em todos os experimentos subsequentes, tomando como base

os resultados obtidos pelos ensaios de MTT e sobre a avaliacdo do estresse oxidativo.
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Figura 15 - Efeito do carvacrol sobre a produg¢ao de anions superéxido em EPC
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Efeito da incubagéo das diferentes concentra¢des de CAR (0,01, 0,1, 1,0 e 10uM) na presenca de ANG
Il (1uM) sobre a intensidade de fluorescéncia emitida por DHE em EPC isoladas da medula 6ssea de
ratos. Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia emitida por DHE normalizado pelo controle por
citometria de fluxo. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados estao expressos como a
média £ e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica, seguido do pds-teste de Tukey.
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Fonte: Gongalves, 2023.

5.2.5 Efeito induzido pelo carvacrol sobre a adesao celular

O ensaio de adeséo celular foi realizado pela contagem de células aderentes
apos a incubacao com ANG Il e/ou carvacrol. Em EPC cultivadas apds isolamento da
medula 6ssea de ratos a incubagdo com ANG Il (1uM; 75,3 + 7,6; p = 0,0003)
apresentou uma reducao do numero de células aderidas em placas com fibronectina
quando comparados ao grupo CTL (140 * 4,8). Em contrapartida, o tratamento das
EPC com ANG + CAR (181,6 £ 6,1; p < 0,0001) foi capaz de aumentar o numero de
células aderidas quando comparadas ao grupo ANG. O tratamento do grupo CTL-
CAR (152,33 £ 7,9; p = 0,5) mostrou valores semelhantes ao CTL, ndo apresentando

diferenca estatistica entre os grupos (Figura 19).
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Figura 16 - Avaliagéo da habilidade de ades&o de EPC na presenga de Carvacrol.
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Efeito da incubagéo de carvacrol (0,1uM) na auséncia ou presenga de ANG Il (1uM) sobre adesdo em
EPC isoladas da medula 6ssea de ratos. a) Imagens representativas de EPC aderidas em placas de
fibronectina (Aumento 200x). b) Média no numero de células aderidas apds 1 horas em placas de
fibronectina. Grupos experimentais: CTL, ANG 1uM, CTL-CAR 0,1uM, ANG-CAR 0,1uM. Os dados
estdo expressos como a média + e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica, seguido
do pos-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Fonte:Gongalves,2023.
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5.2.6 Influéncia do carvacrol sobre a migragao celular

O ensaio de raspagem in vitro foi realizado para detectar o efeito do carvacrol
sobre a migragao de EPC. Apds 24 horas (3,7 £ 0,1 mm) o grupo CTL foi capaz de
reduzir de forma significativa as arestas das feridas realizadas na placa em
comparagao ao tempo 0 (5,1 £ 0,1 mm; p = 0,04). Em contraste, o grupo ANG (TO =
56 £ 0,1 mm; T24 = 4,5 + 0,3 mm; p = 0,16) ndo apresentou uma migracao celular
significativa. As EPC incubadas com o carvacrol na presencga (TO = 5,5 £ 0,2 mm; T24
=4,0£0,5mm; p=0,03) e auséncia (T0O =55+0,4 mm; T24 =4,1 £ 0,1 mm; p =
0,04) de ANG Il foi capaz de aumentar a taxa de migragao celular apés 24 horas
(Figura 20).

Figura 17 - Avaliacao do efeito de carvacrol sobre a migracao de EPC.
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Efeito da incubagao de carvacrol (0,1uM) na auséncia ou presenca de ANG Il (1uM) sobre migragcao
de EPC isoladas da medula éssea de ratos. Distancia (cm) das arestas das feridas realizadas na placa
com EPC cultivadas. Grupos experimentais: CTL, ANG 1uM, CTL-CAR 0,1uM, ANG-CAR 0,1uM. Os
dados estdo expressos como a média+e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica,
seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Fonte:Gongalves,2023.

5.2.7 Avaliacao do efeito do carvacrol sobre a expressédo da enzima eNOS

A expressao da enzima eNOS em EPC extraidas da medula 6ssea de ratos foi
avaliada através da técnica de citometria de fluxo. A incubacédo de ANG (9,9 +1,1; p

= 0,0001) induziu a redugao da expressao da enzima eNOS quando comparado ao
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CTL (23,0 £ 1,7). O tratamento ANG + CAR (47,4 + 1,5; p = 0,0001) foi capaz de
reverter o efeito induzido na ANG Il quando o monoterpeno foi incubado de forma
concomitante. Além disso, o grupo CTL-CAR (29,4 £ 0,8; p = 0,001) também
aumentou a expressao da eNOS quando comparado ao grupo CTL e ANG (Figura
21). Entretanto, a expressdo de eNOS induzida pelo carvacrol foi mais eficiente na

presenca da ANG II.
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Figura 18 - Avaliagcédo da expressao da eNOS apds incubagao com carvacrol
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Efeito da incubagéo de carvacrol (0,1uM) na auséncia ou presenga de ANG Il (1uM) sobre a expressao
da enzima eNOS em EPC isoladas da medula dssea de ratos. a) Imagens representativas de
histogramas de células marcadas com anti-eNOS. b) Quantificagéo da expressdo de eNOS total em
EPC isoladas da medula 6ssea de ratos apdés a incubagdo com carvacrol e/ou ANG. Grupos
experimentais: CTL, ANG 1uM, CTL-CAR 0,1uM, ANG-CAR 0,1uM. Os experimentos foram realizados
em triplicata. Os dados estdo expressos como a média+e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a
analise estatistica, seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
Fonte:Goncalves,2023.
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5.2.8 Deteccdo de NO intracelular

A deteccao da producao de NO intracelular foi realizada por citometria de fluxo,
utilizando a sonda DAF-2DA. Em EPC isolada de ratos a ANG Il (66,7 £ 14,6) foi capaz
de reduzir a produgado de NO em comparagado com o grupo CTL (100,0 £ 14,1; p =
0,04) (Figura 22). A incubagdo com o carvacrol 0,1uM (128,4 £ 12,9) induziu o
aumento de fluorescéncia relativa apds a incubagao com o DAF-2DA, comparado aos
grupos CTL (p =0,03) e ANG (p = 0,001). Outrossim, o grupo ANG-CAR (158,2 £ 12,3)
também induziu 0 aumento da intensidade de fluorescéncia da sonda DAF-2A, quando
comparado ao grupo controle (p = 0,001) e ANG Il (p < 0,0001). Nao foi observado

diferencga estatistica entre os grupos tratados com o carvacrol.

Figura 19 - Avaliagcdo na producao de NO induzida por carvacrol em EPC
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Deteccdo da intensidade de fluorescéncia da sonda DAF-22 nos diferentes grupos experimentais.
Grupos experimentais: CTL, ANG 1uM, CTL-CAR 0,1uM, ANG-CAR 0,1uM. Os dados estdo expressos
como a média = e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a anélise estatistica, seguido do pds-teste de
Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Fonte:Gongalves,2023.
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5.2.9 Avaliagao do efeito do carvacrol sobre a expressdo da superoxido dismutase
(SOD)

A expressdao da SOD foi avaliada através da utilizacdo de um anticorpo
policlonal por meio da técnica de citometria de fluxo em EPC extraidas da medula
Ossea de ratos. A incubagcdo com ANG Il (8,59 + 0,4; p = 0,01) promoveu a redugao
da expressao da SOD quando comparado ao CTL (14,7 + 2,3) (Figura 23). Entretanto,
a expressao de SOD foi significativamente aumentada na presenga do carvacrol no
grupo ANG + CAR 0,1uM (17,0 £ 1,3; p = 0,003) quando comparada ao grupo ANG.
O grupo CTL-CAR (10,7 £ 2,8; p > 0,05) ndo apresentou alteragéo significativa em

relacéo ao grupo CTL.

Figura 20 - Efeito do carvacrol em EPC sobre a expressdo de SOD
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Quantificagdo da expressdo de SOD em EPC isoladas da medula 6ssea de ratos apds a incubacgéo
com carvacrol e/ou ANG. Grupos experimentais: CTL, ANG 1uM, CTL-CAR 0,1uM, ANG-CAR 0,1uM.
Os dados estao expressos como a média £ e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica,
seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
Fonte:Gongalves,2023.
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5.2.10 Avaliacdo do efeito do carvacrol sobre a expresséo de catalase (CAT)

A expressdao da CAT foi avaliada através da utilizagdo de um anticorpo
policlonal por meio da técnica de citometria de fluxo. Na avaliagdo da expressao de
CAT em EPC isoladas de ratos foi possivel verificar que o grupo ANG (21,5 + 3,5; p =
0,01) apresentou uma reducgao significativa da expressao desta enzima antioxidante
em comparagao ao grupo CTL (33,8 £ 3,7) (Figura 24). Todavia, a incubagdo com o
carvacrol no grupo ANG + CAR 1uM (46,9 + 3,6) reverteu o efeito da incubagdo com
ANG (p = 0,0001) e apresentou valores de expressao da CAT superiores ao grupo
CTL (p = 0,01). O tratamento apenas com o carvacrol (38,0 £ 6,8) ndo aumentou a
expressdo de CAT em comparagao ao grupo CTL (p > 0,05). Entretanto, apresentou

niveis superiores ao grupo ANG (p = 0,003).

Figura 21 - Efeito do carvacrol em EPC sobre a expressao de CAT
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Quantificagcao da expressédo de CAT em EPC isoladas da medula 6ssea de ratos apds a incubagéo com
carvacrol e/ou ANG. Grupos experimentais: CTL, ANG 1uM, CTL-CAR 0,1uM, ANG-CAR 0,1uM. Os
dados estdo expressos como a média +e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica,
seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
Fonte:Gongalves,2023.
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5.2.11 Avaliagéo do efeito do carvacrol sobre a expressédo de Nrf2

A expressdo da CAT foi avaliada através da utilizagdo de um anticorpo
policlonal por meio da técnica de citometria de fluxo. Na avaliagdo da expressao de
Nrf2 em EPC isoladas de ratos foi possivel verificar que o grupo ANG (30,7 £0,1; p =
0,0001) apresentou uma reducéo significativa da expressao deste fator de transcrigéo
em comparagao ao grupo CTL (63,6 £ 5,6) (Figura 25). Apesar disso, a incubagao
com o carvacrol no grupo ANG + CAR 1uM (61,2 £ 4,7) reverteu o efeito da incubagéo
com ANG (p = 0,0001) e apresentou valores semelhantes ao grupo CTL (p > 0,05). O
tratamento apenas com o carvacrol (62,3 + 2,5) alterou a expressao de Nrf2 em
comparagao ao grupo CTL (p > 0,05). Entretanto, apresentou niveis superiores em

relacéo ao grupo ANG (p = 0,0001).

Figura 22 - Efeito do carvacrol sobre a expressao de Nrf2 em EPC isolada de ratos
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Quantificagao da expressao de Nrf2 em EPC isoladas da medula dssea de ratos apos a incubagéo com
carvacrol e/ou ANG. Grupos experimentais: CTL, ANG 1uM, CTL-CAR 0,1uM, ANG-CAR 0,1uM. Os
dados estdo expressos como a média+e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica,
seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
Fonte:Gongalves,2023.
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5.3 AVALIAGAO DO TRATAMENTO COM O CARVACROL SOBRE A
MODULAGAO DE EPC

5.3.1 Avaliagéo da presséo arterial sistolica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC)

As alteracbes na PAS de animais WKY e SHR dos diferentes grupos
experimentais apds quatro semanas de tratamento, estdo dispostas figura 26a e
quadro 4. No inicio do tratamento, a PAS basal do grupo WKY-CTL foi
significativamente inferior aos grupos SHR-CTL (Quadro 4), SHR-C50, SHR C100 e
SHR-RE10 (p > 0,05). Os niveis pressoricos do grupo WKY-CTL, permaneceram
inferiores ao grupo SHR-CTL (p > 0,05) no final do tratamento. Os grupos SHR-C50,
SHR-C100 e SHR-RE10 apresentaram reducdo significativa da PAS quando
comparado ao grupo SHR-CTL ao final do tratamento (p < 0,05). De forma
semelhante, os grupos SHR-C50, SHR-C100 e SHR-RE10 apresentaram reducéao
significativa da PAS quando comparado aos respectivos grupos no inicio do
tratamento. A figura 26b também demonstra o comportamento da FC ao inicio e final
do tratamento. O grupo WKY-CTL apresentou niveis de FC mais baixos quando
comparado ao grupo SHR-CTL. Entretanto, entre os grupos hipertensos ndo houve

diferenca significativa na FC durante o periodo avaliado.

92



Figura 23 - Medida da PAS (mmHg) e FC (bpm) em relagao inicio e final de tratamento dos diferentes
grupos experimentais
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Grupos: WKY-CTL (n = 6); SHR-CTL (n = 7); SHR-C50 (n = 5); SHR-C100 (n = 7); SHR-RE10 (n = 5).
Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. Os dados foram analisados utilizando o teste
estatistico ANOVA two way, seguida de pos-teste de Tukey. *p < 0,01; **p < 0,006; ****p < 0,0001.

Fontes: Gongalves, 2023.
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Quadro 4 — Medida de PAS (mmHg) e FC (BPM) em relagéo ao inicio e final do
tratamento dos diferentes grupos experimentais

WKY-CTL SHR-CTL SHR-C50 SHR-C100 SHR-RE10
(n=6) (n=7) (n=6) (n=28) (n=6)

PAS 138+2.8 186+5.1* 193+3.7* 188 + 3.2* 194 + 3.2*

inicial
PAS final 137 £3.4 202+51* 171 +£3.8*t 163 £2.7* 168 + 5.2*#
FC inicial 339+6.9 437 +6.0* 433 +2.8* 416 + 4.9* 429 + 3.4*

FC final 346 £9.6 429+54* 424+6.7F 421 +5.0* 423 +5.4*

Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. Para a anadlise estatistica foi utilizado o teste de
ANOVA seguido de pos-teste de Tukey’s. *p < 0.05 vs WKY-CTL; #p < 0.05 vs final SHR-CTL; tp <
0.05 vs inicio do tratamento.

5.3.2 Avaliagdo no numero de EPC na medula 6ssea apos o tratamento com
carvacrol

A quantificagdo de EPC na medula éssea e circulagao periférica foi realizada
pela expressdo de antigenos superficiais CD34*/CD133*/VEGFR-2*. Os niveis de
EPC na medula 6ssea apresentaram-se inferiores no grupo WKY-CTL (0,26 + 0,04, n
= 4) em relacao ao hipertenso SHR-CTL (0,42 £ 0,04, n = 4) (p = 0,01) (Figura 27a).
O tratamento com o carvacrol na dose de 50 mg/kg (0,23 + 0,04, n = 6) e de 100/kg
(0,20 + 0,03, n = 5) apresentaram-se de maneira semelhante ao grupo WKY-CTL e
diferentes significativamente do grupo SHR-CTL (p < 0,05). O grupo SHR-RE10 (0,17
1 0,03, n = 5) também se apresentou diferente significativamente do grupo SHR-CTL
(p < 0,05) (Figura 27a).
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Figura 24 - Quantificagéo e caracterizagao por citometria de fluxo de EPC isoladas da medula 6ssea
de animais tratados.
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Os niveis de EPC na medula o&ssea foram expressos pela porcentagem de células
CD34*/CD133*/VEGFR2* (a), CD34*/CD133* (b) e CD34*/VEGFR2* (c) em relagdo as células
mononucleares. Os dados estdo expressos como a média x e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a
analise estatistica, seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
Fonte:Gongalves,2023.

Os subconjuntos de populagbes de EPC foram avaliados com base na
marcagao dupla de CD34*, CD133" e VEGFR-2*. Nossos dados revelaram que os
animais SHR-CTL (1,6 £ 0,1; p < 0,0001) apresentaram uma expressao de células
CD34*/CD133" em relagao ao grupo WKY-CTL (0,57 0,1). Os grupos SHR-C50 (0,70
+ 0,2; p = 0,0003), SHR-C100 (0,70 + 0,1; p = 0,0003) e SHR-RE10 (0,75 0,1; p =
0,0004) apresentaram niveis de CD347/CD133* semelhante ao grupo WKY-CTL
(Figura 27c). Por outro lado, quando avaliado a populagao de células CD34*/VEGFR-
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2* os animais SHR-CTL (0,70 + 0,1; p = 0,004), SHR-C100 (0,82 £ 0,1; p = 0,04) e
SHR-RE10 (0,55 £ 0,1; p = 0,0003) apresentaram niveis mais baixos quando
comparado ao WKY-CTL (1,12 £ 0,1). Contrariamente, os animais SHR-C50 (1,05 +
0,1; p = 0,86) apresentaram niveis de CD34*/VEGFR-2* semelhante ao WKY-CTL
(Figura 27c).

5.3.3 Avaliagao no numero de EPC circulantes apds o tratamento com carvacrol

Os niveis de EPC circulantes apresentaram-se inferiores no grupo SHR-CTL
(0,011 £ 0,004, n = 5) em relagdo ao normotenso WKY-CTL (0,036 + 0,005, n = 4)
(p<0,05) (Figura 28a). Interessantemente, o tratamento com o carvacrol na dose de
50 mg/kg (0,029 + 0,005, n = 4) e de 100/kg (0,029 £ 0,005, n = 5) melhoraram de
forma significativa a circulagdo de EPC em relagao ao grupo SHR-CTL (p < 0,05). De
maneira semelhante o grupo SHR-RE10 (0,026 £+ 0,003, n = 4) também apresentou

um aumento no numero circulante de EPC (Figura 28a).
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Figura 25 - Quantificagao e caracterizagédo por citometria de fluxo de EPC isoladas do sangue periférico
de animais tratados.
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Os niveis de EPC do sangue periférico foram expressos pela porcentagem de células
CD34*/CD133*/VEGFR2* (a), CD34*/CD133* (b) e CD34*/VEGFR2* (c) em relagdo as células
mononucleares. Os dados estdo expressos como a média + e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a
analise estatistica, seguido do pds-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
Fonte:Gongalves,2023.

Em animais do grupo SHR-CTL (1,6 £ 0,1; p < 0,0001), a subpopulacédo que
expressa CD34*/CD133* foi significativamente inferior grupo WKY-CTL (0,57 0,1).
Os grupos SHR-C100 (0,70 + 0,1; p = 0,0003) e SHR-RE10 (0,75 £ 0,1; p = 0,0004)
apresentaram niveis de CD34*/CD133* semelhante ao grupo WKY-CTL (Figura 28b).
Por outro lado, o grupo SHR-C50 (0,70 + 0,2; p = 0,0003) n&o apresentou diferenga
estatistica em relagcdo aos grupos WKY-CTL e SHR-CTL. Quando avaliado a
populacao de células CD34*/VEGFR-2* os animais SHR-CTL (0,70 £ 0,1; p = 0,004),

apresentaram niveis mais baixos quando comparado ao WKY-CTL (1,12 £ 0,1). Por
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outro lado, os animais SHR-C50 (1,05 + 0,1; p = 0,86), SHR-C100 (0,82 + 0,1; p =
0,04) e SHR-RE10 (0,55 = 0,1; p = 0,0003) apresentaram porcentagem de células
CD34*/VEGFR-2* semelhantes ao WKY-CTL (p > 0,05) e significativamente superior
ao SHR-CTL (p < 0,05).

5.3.4 Caracterizacdo de EPC apés cultivo celular em animais tratado com carvacrol

Apds o cultivo celular de 7 dias foi realizada a caracterizagdo de EPC
provenientes da medula éssea e circulagao periférica. Os resultados obtidos apods a
avaliacao da expresséao dos antigenos de superficie CD34 e VEGFR-2, demonstraram
a obtencdo de EPC em todos os grupos em estudo, ndo apresentando diferenca

estatistica significativa entre os grupos tratados (Figura 29).

Figura 26 - Caracterizacao da populagéo de EPC isoladas da medula 6ssea e circulagao periférica apos
cultivo celular de sete dias.
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Caracterizagdo de EPC apds sete de cultivo celular extraidas da medula 6ssea (a) e circulagao
periférica (b). Grupos: WKY-CTL (n = 3); SHR-CTL (n = 4); SHR-C50 (n=3); SHR-C100 (n=3). Os
resultados estdo expressos como média + e.p.m.

Fonte: Gongalves, 2023.

5.3.5 Quantificagdo das unidades formadoras de col6nia (UFC)

O tratamento com o carvacrol foi capaz de aumentar a capacidade proliferativa
de EPC derivadas da medula 6ssea e circulagao periférica. Apos sete dias de cultivo,
os resultados indicaram que o grupo SHR-CTL (MO =11.2+0.8,n=4; SP =6.7 £
1.1, n = 4) (Figura 31) reduziu pronunciadamente a formac&o de colbénias (contagem
de UFC) quando comparado ao grupo WKY-CTL (MO =32.2+1.0,n=4; SP =145
1 0.6, n = 4) (p<0,05). Interessantemente, este efeito foi revertido pelos tratamentos
do grupo SHR-C50 (MO =27.2+1.6,n=4; SP=13.7 £ 0.8, n=4), SHR-C100 (BM =
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215+22,n=4;SP=137+14,n=4)e SHR-RE10 (MO =26.0+1.4,n=4; SP =
14.2+1.3,n=4).

Figura 27 - Numero de unidades formadoras de colénias apos sete dias de cultivo celular.
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Efeito do tratamento de carvacrol sobre as unidades formadoras de colbnias apds o tratamento de
quatro semanas de EPC isoladas da medula 6ssea (a) e circulagédo periférica (b). Os dados estéo
expressos como a média + e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica, seguido do
pos-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Fonte:Gongalves,2023.
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5.3.6 Avaliagédo da expresséo da eNOS total e eNOS fosforilada em EPC isoladas da
medula 6ssea

Em EPC isoladas da medula 6ssea os diferentes grupos experimentais néo
apresentaram alteracdo na expressao da eNOS (p > 0,05) (Figura 32a). Em
contrapartida, o percentual de eNOS fosforilada (peNOS) foi significativamente
reduzido no grupo SHR-CTL (5.50 + 0.6; n = 4) em comparagdo com o grupo WKY-
CTL (8.34 £ 0.2; n =5) (Figura32b). O tratamento com o carvacrol na dose de 50mg/kg
(7.50 £ 0.5; n =4) e 100mg/kg 7.17 £ 0.3; n = 4) foram capazes de reverter o prejuizo
da atividade da peNOS caracterizado no grupo hipertenso. O tratamento com o
resveratrol (8.42 + 0.5; n = 5) se mostrou semelhante aos grupos tratados com o

carvacrol.

Figura 28 - Avaliacao da expressao de eNOS total e eNOS fosforilada em EPC cultivadas por 7 dias
isoladas da medula éssea.
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Quantificagdo da expressao de eNOS total (a) e p-eNOS (b) em cultura de EPC de medula 6ssea. Os
dados estdo expressos como a média+e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica,
seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
Fonte:Goncalves,2023.
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5.3.7 Avaliagédo da expressao da eNOS total e eNOS fosforilada em EPC isoladas da
circulacgao periférica

Nas EPC isoladas da circulacdo periférica verificamos uma reducao do
percentual de eNOS total e peNOS nos animais SHR-CTL (eNOS =7.2 £0.1%, n = 6;
peNOS = 7.0 £ 0.2%, n = 6) quando comparados com o grupo WKY-CTL (eNOS =
13.3 £ 1.1%, n = 6; peNOS = 10.0 £ 0.5%, n = 6) (Figura 32a). Em contrapartida, os
grupos SHR-C50 (eNOS =13.8 + 1.2%, n = 5; peNOS = 10.1 £ 0.5, n = 6) e SHR-
C100 (eNOS = 13.1 £ 0.9%, n = 5; peNOS = 10.1 = 0.8, n = 5) aumentaram
significativamente a expressdao e atividade da eNOS, apresentando niveis
semelhantes ao grupo WKY-CTL (Figura 32b). No grupo SHR-RE10 (eNOS =13.0 £
1.6%, n=5; peNOS =8.42 + 0.6, n = 5) foi observado apenas o aumento da expressao

de eNOS, néo alterando a expressao da peNOS quando comparado ao SHR-CTL.
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Figura 29 - Avaliacao da expressao de eNOS total e eNOS fosforilada em EPC cultivadas por 7 dias
isoladas da circulagéo periférica
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Quantificacédo da expressao de eNOS total (a) e p-eNOS (b) em cultura de EPC da circulagéo periférica.
Os dados estao expressos como a média + e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica,
seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
Fonte:Gongalves,2023.
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5.3.8 Deteccdo da formacao de anions superoxidos intracelulares de EPC isolada da
medula 0ssea

A sonda DHE emitiu fluorescéncia basal nas células cultivadas de EPC nos
diferentes grupos experimentais. No grupo SHR-CTL foi verificado um aumento de
intensidade de fluorescéncia basal (120.1 £ 4.3 %; n =6), quando comparados com o
grupo WKY-CTL (100.0 £ 2.3 %; n = 6) (Figura 32), em EPC derivadas da medula
ossea. Interessantemente, os grupos SHR-C50 (94.7 £ 1.8 %; n = 6), SHR-C100 (98.1
1+ 1.4 %; n=6)e SHR-RE10 (107.7 £ 3.2%, n = 4) apresentaram niveis de intensidade

de fluorescéncia semelhantes ao grupo WKY-CTL.

Figura 30 - Efeito do tratamento com carvacrol na produgdo de ROS nos diferentes grupos
experimentais.
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Efeito do tratamento com carvacrol na produgdo de ROS celular em diferentes grupos experimentais
em EPC isoladas da medula dssea e cultivadas 7 dias apds o tratamento. a) Imagens representativas
da fluorescéncia DHE em EPC de medula éssea (Aumento 400x). b)Quantificagdo da intensidade de
fluorescéncia de EPC isoladas da medula 6ssea. Os dados estdo expressos como a médiate.p.m. O
teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica, seguido do pds-teste de Tukey. *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Fonte: Gongalves,2023.
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5.3.9 Deteccdo da formacao de anions superoxidos intracelulares de EPC isolada da
circulagao periférica

Em EPC derivadas da circulagao periférica, onde os niveis de intensidade de
fluorescéncia do grupo WKY-CTL (100.0 £ 2.1 %; n = 6) ndo apresentaram diferenca
significativa entre grupos SHR-C50 (108.1 £ 3.5 %; n = 6), SHR-C100 (102.0 + 4.4 %;
n =6) e SHR-RE10 (106.1 + 3.7%, n = 6) (Figura 33). Entretanto, o grupo SHR-CTL
(130.5 £ 2.3 %; n = 6) apresentaram um aumento na produg¢do basal de anions

superoéxidos, quando comparado com os demais grupos experimentais.

Figura 31 - Efeito do tratamento com carvacrol na produgdo de ROS nos diferentes grupos
experimentais.
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Efeito do tratamento com carvacrol na produgdo de ROS celular em diferentes grupos experimentais
em EPC isoladas da circulagdo periférica e cultivadas 7 dias apds o tratamento. a) Imagens
representativas da fluorescéncia DHE em EPC da circulagdo periférica (Aumento 400x). b)
Quantificacédo da intensidade de fluorescéncia de DHE de EPC isoladas da circulagéo periférica. Os
dados estdo expressos como a média +e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica,
seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
Fonte:Gongalves,2023.
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5.3.10 Influéncia do carvacrol sobre a senescéncia celular em EPC isoladas da medula
ossea

A senescéncia celular foi avaliada por meio da atividade de SA-B-gal através
da sonda C12FDG. O grupo SHR-CTL (MO = 13.8 £ 0.3, n = 4) aumentou a atividade
da enzima SA-B-gal em relacdo ao grupo WKY-CTL (BM = 4.3 + 0.5, n = 4),
apresentando uma maior intensidade de fluorescéncia em EPC isoladas da medula
0ssea de ratos. Por outro lado, os grupos SHR-C50 (MO =3.8 + 0.4, n =6 6), SHR-
C100 (MO =6.2 £ 0.4, n = 5) e SHR-RE10 (MO = 8.1 £ 0.5, n = 4) preveniram o
aumento induzido pelo grupo SHR-CTL na atividade de SA-B-gal (Figure 34),

apresentando niveis semelhantes ao grupo WKY-CTL.

Figura 32 - Efeito do tratamento com carvacrol na senescéncia celular em EPC nos diferentes grupos
experimentais.
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Efeito do tratamento com carvacrol na produgdo senescéncia celular em diferentes grupos
experimentais em EPC isoladas da medula 6ssea e cultivadas por 7 dias apds o tratamento.
Quantificacéo da intensidade de fluorescéncia de C12FDG de EPC isoladas da medula éssea. Os dados
estao expressos como a média + e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica, seguido
do pos-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Fonte: Gongalves, 2023.
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5.3.11 Influéncia do carvacrol sobre a senescéncia celular em EPC isoladas do sangue
periférico

A avaliacdo da senescéncia celular em EPC isoladas da circulagao periférica
revelou resultados semelhantes ao apresentado em células da medula 6ssea. Os
grupos SHR-C50 (SP = 2.0 £ 0.2, n = 6), SHR-C100 (SP = 1.7 £ 0.3, n = 6) e SHR-
RE10 (SP =2.6 £ 0.3, n = 6) preveniram o aumento induzido pelo grupo SHR-CTL (SP
=47 + 04, n = 6) na atividade de SA-B-gal (Figure 35), apresentando niveis
semelhantes ao grupo WKY-CTL (SP =2.3 £0.2, n = 6).

Figura 33 - Efeito do tratamento com carvacrol na senescéncia celular em EPC nos diferentes grupos
experimentais.
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Efeito do tratamento com carvacrol na produgdo senescéncia celular em diferentes grupos
experimentais em EPC isoladas da circulagdo periférica e cultivadas por 7 dias apds o tratamento.
Quantificacao da intensidade de fluorescéncia de C12FDG de EPC isoladas da circulag&o periférica. Os
dados estdo expressos como a média+e.p.m. O teste ANOVA foi utilizado para a analise estatistica,
seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
Fonte:Gongalves,2023.
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5.3.12 Efeito do carvacrol sobre o estresse oxidativo vascular de animais hipertensos
tratados

O estresse oxidativo vascular relaciona-se com uma menor recuperagcado da
camada endotelial, visto que pode causar lesdes nas células endoteliais adjacentes e
reduzir a capacidade de adeséo celular. Em nosso estudo os animais SHR-CTL (112,9
t 1,5; n = 6) apresentaram um aumento da intensidade de fluorescéncia de DHE em
relagdo ao grupo WKY-CTL (100 = 0,6; n = 6) (Figura 36). De forma interessante, os
tratamentos dos grupos SHR-C50 (112,9 +1,5; n =6), SHR-C100 e SHR-RE10 foram
capazes de reduzir a intensidade de fluorescéncia observada no grupo SHR-CTL
(p<0,05).,
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Figura 34 - Medida da intensidade de fluorescéncia basal da sonda DHE em cortes transversais artéria
mesentérica superior isolada de rato dos diferentes grupos experimentais apos tratamento de quatro
semanas.
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Grupos: WKY-CTL (n = 6); SHR-CTL (n = 6); SHR-C50 (n= 6); SHR-C100 (n = 5); SHR-RE10(n = 6).
a). Imagens da intensidade de fluorescéncia basal emitida pela sonda DHE em cortes histoldgicos de
artéria mesentérica superior dos diferentes grupos experimentais tratados por quatro semanas (objetiva
10 X). b). Grafico da intensidade relativa de fluorescéncia basal (%) de DHE em cortes histoldgicos de
artéria mesentérica dos diferentes grupos tratados por quatro semanas. Os dados estdo expressos em
valores médios de porcentagem de fluorescéncia em relagéo ao controle + e.p.m. *p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Fonte: Gongalves,2023.
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5.3.13 Deteccéao de células vasculares marcadas com CD34

A melhoria da funcionalidade das EPC relaciona-se diretamente com o
aumento da capacidade regenerativa. Sendo assim, avaliamos a expressao de CD34
em artéria mesentérica superior dos animais tratados através da técnica de
microscopia de fluorescéncia. Os animais SHR-CTL (81,0 + 1,0 n = 5) apresentaram
uma redugao da intensidade de fluorescéncia de CD34 (100 % 3,8; n = 5) (Figura 37)
em relagdo aos animais WKY-CTL. Este efeito foi revertido pelo tratamento dos
animais SHR-C50 (93,1 £ 3,3; n = 6), SHR-C100 (96,2 + 3,3; n =6) e SHR-RE10 (91,5
1 0,7; n = 4). Os grupos tratados ndo apresentaram diferenga estatistica significativa

entre si.
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Figura 35 - Medida da intensidade de fluorescéncia de CD34 em cortes transversais artéria mesentérica
superior isolada de rato dos diferentes grupos experimentais apds tratamento de quatro semanas.
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Grupos: WKY-CTL (n = 5); SHR-CTL (n = 5); SHR-C50 (n= 6); SHR-C100 (n = 6); SHR-RE10(n = 4).
a). Imagens da intensidade de fluorescéncia basal emitida pelo anticorpo CD34 em cortes histolégicos
de artéria mesentérica superior dos diferentes grupos experimentais tratados por quatro semanas
(objetiva 10 X). b). Grafico da intensidade relativa de fluorescéncia basal de CD34 em cortes
histoldgicos de artéria mesentérica dos diferentes grupos tratados por quatro semanas. Os dados estao
expressos em valores médios de porcentagem de fluorescéncia em relagéo ao controle £ e.p.m. *p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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5.3.14 Deteccéao de células vasculares marcadas com CD31

A imunofluorescéncia de artéria mesentérica superior isoladas de animais
tratados mostraram uma diminuicao significativa na expressao de CD31 nos animais
SHR-CTL (70,0 £ 0,6; n = 6) quando comparados ao grupo WKY-CTL (100 £ 5,3; n =
4) (Figura 38). Todavia, os animais dos grupos SHR-C50 (82,2 + 3,2; n = 6), SHR-
C100 (80,1 £ 2,0; n =5) e SHR-RE10 (80,7 + 1,2; n = 5) apresentaram expressao de
CD31 superiores ao grupo SHR-CTL. Entretanto, a resposta n&o foi revertida ao nivel
de expressao do grupo WKY-CTL.
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Figura 36 - Medida da intensidade de fluorescéncia de CD31 em cortes transversais artéria mesentérica
superior isolada de rato dos diferentes grupos experimentais apds tratamento de quatro semanas.
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Grupos: WKY-CTL (n = 4); SHR-CTL (n = 6); SHR-C50 (n= 6); SHR-C100 (n = 5); SHR-RE10(n = 5).
a). Imagens da intensidade de fluorescéncia basal emitida pelo anticorpo CD31 em cortes histolégicos
de artéria mesentérica superior dos diferentes grupos experimentais tratados por quatro semanas
(objetiva 10 X). b). Gréfico da intensidade relativa de fluorescéncia basal de CD31 em cortes
histologicos de artéria mesentérica dos diferentes grupos tratados por quatro semanas. Os dados estao
expressos em valores médios de porcentagem de fluorescéncia em relagdo ao controle + e.p.m. *p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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6 DISCUSSAO

Os principais achados desse estudo indicam que o carvacrol melhora a
funcionalidade de EPC por reduzir o dano oxidativo através do aumento da sintese de
fatores antioxidantes e melhora a biodisponibilidade de NO, um dos principais
moduladores da atividade das EPC. Além disso, demonstramos que o carvacrol
previne a disfungdo endotelial de animais hipertensos através de uma regulagao
positiva da mobilizacdo de EPC, aumentando a capacidade proliferativa e funcional e
reduzindo o estresse oxidativo e senescéncia de células isoladas a partir da medula
Ossea e sangue periférico, contribuindo para a re-endotelizagdo mediada por EPC.

O uso de produtos de origem vegetal é reconhecido ha anos como uma fonte
de agentes terapéuticos, em virtude de suas propriedades fisico-quimicas,
farmacocinéticas e farmacodinémicas. Nos ultimos anos uma diversidade de técnicas
de isolamento, analise e ensaios biolégicos foram desenvolvidas para aprimorar as
atividades atribuidas a esses produtos (CHOPRA;DHINGRA, 2021). Neste contexto,
pesquisas tem evidenciado os 6leos essenciais, compostos volateis, de baixo peso
molecular que apresenta em sua constituicao altas concentracbes de monoterpenos,
com uma ampla variedade bioldgica e farmacoldgica (COSTA et al., 2019).

O carvacrol é o principal constituinte de 6leos essenciais extraidos de plantas
como Origanum vulgare, Thymus vulgaris e Lepidium flavum (SHARIFI-RAD et al.,
2018). Este monoterpeno tem sido extensivamente estudado e demonstrou
apresentar varios beneficios, incluindo propriedades antioxidantes (TOHIDI et al.,
2020), anti-inflamatorias (LI, Y.;XU, J. Z.; et al., 2018) e cardioprotetoras [17,22,36]
(DANTAS et al., 2015; CHEN et al., 2017a; SADEGHZADEH et al., 2018).

Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, demonstraram a agao
benéfica do carvacrol sobre a disfungéo erétil associada a hipertensdo de animais
SHR, por reverter a disfungdo endotelial e hipercontratilidade em tiras de corpos
cavernosos provavelmente por um mecanismo que envolve a modulagao do estresse
oxidativo (GONCALVES, 2018). Também demonstramos que o tratamento com o
carvacrol foi capaz de reduzir a disfuncéo endotelial associada a uma redugéo do
estresse oxidativo em animais hipertensos (dados nao publicados). Entretanto, os

mecanismos pelo qual ocorre este efeito ainda precisam ser elucidados.
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O termo disfuncdo endotelial é utilizado para caracterizar a funcao celular
endotelial prejudicada, sendo determinada por uma alteragéo na biodisponibilidade de
NO, estresse oxidativo e senescéncia endotelial (PARK et al., 2021). A ANG Il € um
dos principais fatores que induzem anormalidades, causando danos vasculares e
remodelamento vascular na hipertensao, afetando a inflamagéao, hipertrofia, migragao
e apoptose celular (ZHANG et al., 2017). Além disso, a sinalizagdo mediada pela ANG
Il esta associada ao estresse oxidativo e inflamagao em EPC, acelerando o processo
de senescéncia que inibe o reparo endotelial endégeno. Como resultado a leséo
vascular progride aumentando a ocorréncia de eventos cardiovasculares (LIN et al.,
2013). Desta forma, devido as caracteristicas mencionadas acima nés utilizamos a
ANG Il como modelo de estresse oxidativo in vitro, para avaliar os efeitos do carvacrol
sobre a modulacéo de EPC.

Muitos estudos relataram a utilizacdo de ANG Il como modelo de estresse
oxidado in vitro em ceélulas endoteliais, embora ndo tenha estabelecido uma
concentragédo padrédo de incubagado. Entretanto, a literatura é escassa em relagéo a
modelos de estresse oxidativo em EPC. Neste sentido, avaliamos qual seria
concentracdo de ANG Il mais adequada para induzir o aumento da detecg¢ao de O2*-
pela sonda DHE. As concentracdes testadas de 0,1, 1 e 10uM, foram escolhidas com
base em estudos que descrevem a utilizacdo de ANG Il em células endoteliais
(ZHANG et al., 2017).

A viabilidade celular € determinada pelo numero de células vivas em uma
populacdo sendo usada como um indicador vital para a agdo da sobrevivéncia ou
morte celular em resposta a drogas ou agentes quimicos (ADAN et al., 2016). Sendo
assim, avaliamos inicialmente a capacidade citotoxica induzida por ANG Il em EPC
isoladas da medula 6ssea de ratos. Ao avaliar o impacto sobre a viabilidade celular foi
observado uma reducio deste parametro nas concentracdes de 1,0 e 10 uM.

Em contrapartida, todas as concentragdes de ANG |l foram capazes de induzir
o aumento da intensidade de fluorescéncia da sonda DHE em relagéo ao controle em
EPC isoladas da medula éssea de ratos. Entretanto, a concentragao de 10 uM induziu
a formacgéao de O2°*" de maneira mais significativa que as demais concentragdes. Desta
forma, definimos padronizar a concentracao de 1,0 uM nos experimentos posteriores,
por ser a menor concentracao a induzir alteragao da viabilidade celular e formacao de
O2*.
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No presente estudo, também investigamos as concentragdes celulares seguras
de carvacrol sobre a viabilidade e estresse oxidativo em EPC extraidas da medula
Ossea de ratos. Interessantemente, a concentragao de 0,1 yM ndo apenas nao induziu
citotoxicidade, mas também aumentou a taxa proliferativa de EPC e preveniu a
citotoxicidade induzida por ANG II. Além disso, na presenca de ANG Il observamos
nesta concentragdo uma reducdo efetiva da formacdo de O2°*. Desta forma,
convencionamos a utilizacdo da concentracdo de 0,1 pyM de carvacrol nos
experimentos subsequentes.

O estresse oxidativo esta relacionado com a reducédo da fungdo das EPC,
reduzindo a capacidade de adesao, migracao e reparo endotelial intensificando o
dando endotelial de pacientes hipertensos (XIE et al., 2021). Varios agentes
antioxidantes como resveratrol (SHEN et al., 2016), Ginkgo biloba
(DONG;GOLDSCHMIDT-CLERMONT, 2007), berberine (ZHANG, G. et al., 2020) e
ginsenoide (HE et al., 2011) melhoraram a funcionalidade das EPC em decorréncia
da diminuigcdo do estresse oxidativo. Diante disso, avaliamos a funcionalidade das
EPC in vitro. Em nosso estudo, a adesédo e migracdo celular foi enfraquecida pela
incubacao de ANG Il, corroborando com dados na literatura que demonstram uma
reducao da funcionalidade das EPC relacionada ao aumento da senescéncia celular
devido ao intenso estresse oxidativo (LI, C. et al., 2021).

A incubacgéo com o carvacrol em condi¢des basais ndo alterou a adesao celular,
entretanto induziu o aumento da migracéao celular de EPC extraidas da medula 6ssea
de ratos. Matluobi e colaboradores demonstraram que o carvacrol nas concentracoes
de 12,5, 25 e 50uM induz aumento de migracéo celular e angiogénese em células
mesenquimais humanas através da modulagdo de fatores angiogénicos e
diferenciagcao celular (MATLUOBI et al., 2018). Concentragdes superiores as
utilizadas em nosso estudo, justificando a divergéncia de resultados. Na presenga de
ANG Il o carvacrol aumentou a adeséo e migragao celular. Portanto, podemos sugerir
que o carvacrol contribui para melhorar a funcdo das EPC em condicdes de estresse
oxidativo, corroborando com diversos estudos na literatura que demonstram a agao
benéfica deste monoterpeno em reverter o dano oxidativo (RIAZ et al., 2022).

A producao do NO através da ativacao da via PI3K/Akt/eNOS é um dos
principais fatores associados ao processo de migracao e angiogénese mediado pelas

EPC. Hu e colaboradores demonstaram através de estudos clinicos que a regulagéo
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positiva da expressao de Akt/eNOS promoveu a migragao celular (HU et al., 2019). A
sinalizacao da via PI3K/Akt/eNOS também esta envolvida na restauracédo da funcao
das EPC melhorando a reendotelizacédo (YAO et al., 2020; MU et al., 2022).
Entretanto, em condigcbes de estresse oxidativo induzido por ANG Il a sinalizagéo da
via da eNOS é prejudicada comprometendo a fungao vascular (YU et al., 2021), visto
que o aumento da formacéo O2°" reduz a biodisponibilidade de NO por desencadear
o desacoplamento da eNOS e favorece a formagao de ONOO-, intensificando a agcao
de agentes oxidantes na célula (PEREZ-TORRES et al., 2020). Nés mostramos que
o carvacrol melhora a formacao de NO e induz o aumento da expressao da eNOS, o
qgue provavelmente resultou em uma melhor fung¢ao das EPC, tendo em vista que este
€ um importante regulador da funcionalidade dessas células.

As EPC sé&o caracterizadas por apresentar maior expressao de genes
antioxidantes em comparagao com células endoteliais maduras (WANG et al., 2013).
Todavia, condi¢des de intenso estresse oxidativo nas EPC desencadeia redugao da
sintese e atividade de enzimas antioxidantes (MAI et al., 2022). Além disso, o estresse
oxidativo promove a peroxidagao lipidica, resultando em disfuncdo de EPC
(D'APOLITO et al., 2017). Em EPC isoladas de sangue periférico, a ANG demonstrou
reduzir a atividade de CAT, SOD e glutationa e aumentou o dano oxidativo (XU et al.,
2019). Estudos demonstraram que a ANG (1uM) em EPC extraidas da medula 6ssea
de ratos aumentou a resposta de secrecao a malonaldeido (MDA) e reduziu a
atividade de SOD (MAI et al., 2022). Sendo assim, passamos a avaliar se o carvacrol
induziu a redugao da formacao de O2°*"e melhorou a expressao da eNOS por aumentar
a expressao de fatores antioxidantes.

Em nosso estudo demonstramos que o carvacrol foi eficiente em aumentar a
producao das enzimas SOD e CAT, prevenindo o aumento do estresse oxidativo
induzido pela presenca da ANG Il. Poucos estudos demonstram in vitro a agéo do
carvacrol sobre a modulagdo de enzimas antioxidantes. Entretanto, o tratamento com
o carvacrol em diferentes concentragdes tem se mostrado efetivo em aumentar a
atividade de enzimas antioxidantes, incluindo CAT, SOD entre outras, em diferentes
modelos que induzem o estresse oxidativo (AMINIZADEH et al., 2020; HAKIMI et al.,
2020; YILDIZ et al., 2022; MORTAZAVI et al., 2023), corroborando com os dados

obtidos em nosso estudo.
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O fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) controla a expressao de
muitos genes que codificam reguladores redox celulares, sendo um importante
mecanismo de sinalizacdo na manutengao da homeostase redox. Sob condigbes de
estresse oxidativo o Nrf2 é ativado e translocado para o nucleo, que se liga a regiao
promotora ARE, desencadeando a transcrigdo de genes relacionados a enzimas
antioxidantes, restaurando a homeostase redox (T et al., 2020). Desta forma, nosso
estudo procurou avaliar se o aumento da expressao das enzimas SOD e CAT estao
relacionadas com o aumento da expressao do Nrf2.

O carvacrol aumentou a expressdo do Nrf2 apenas quando foi incubado de
forma concomitante com a ANG, demonstrando sua importancia em condi¢cdes de
dano oxidativo, assim como demonstrado em diferentes estudos que demonstram que
este monoterpeno induz o aumento da expressao do Nrf2 em condigdes de estresse
oxidativo (AMINIZADEH et al., 2020; ARKALI et al., 2021; NAEEM et al., 2021).

Estudos tem demonstrado que o estresse oxidativo relaciona-se diretamente
com o comprometimento funcional e redu¢cdo do numero de EPC circulantes na
disfuncéo vascular. Além disso, a presencga de fatores de risco cardiovascular pode
alterar o estado redox dessas células, alterando suas habilidades de reparo. De fato
substancias antioxidantes tem demonstrado melhorar a biologia das EPC(LIN et al.,
2013). Sendo assim, devido a acao efetiva do carvacrol em melhorar a funcionalidade
das EPC em condicbes de estresse oxidativo, passamos a avaliar se o carvacrol
poderia também modular a funcionalidade das EPC em experimentos in vivo.

Em acordo com resultados obtidos anteriormente, a administragao oral e diaria
do carvacrol em ambas as doses (50 e 100 mg/kg), por quatro semanas, foram
capazes de reduzir a PAS de animais hipertensos. Resultados semelhantes foram
descritos na literatura, demonstrando que o tratamento oral com carvacrol por 30 dias
reduziu a PAS, mesmo quando foram utilizadas doses inferiores ao nosso estudo
(COSTA et al., 2021; DIAS et al., 2022). Desta forma, esses dados corroboram com a
capacidade anti-hipertensiva do carvacrol.

Existem muitos estudos sobre os marcadores para identificagao de populagdes
de EPC. Em geral, as EPC sao um grupo heterégeno de células caracterizadas por
expressar em sua superficie CD133 e CD34 como marcadores de células progenitoras
hematopoiéticas, e VEGFR2 como um marcador de linhagem endotelial,

caracterizando a marcagao celular mais fidedigna (HEINISCH et al., 2022). Desta

118



forma, para caracterizar a populacdo de EPC adotamos a marcacdo concomitante de
CD133*, CD34* e VEGRF-2".

Ao quantificar o niumero de EPC na medula 6ssea em nosso estudo,
verificamos um elevado percentual de células no grupo SHR-CTL quando comparados
ao grupo WKY-CTL. Resultados divergentes foram relatados por Fernandes et al.,
onde os autores descreveram que animais SHR apresentaram uma reducédo dos
niveis de EPC derivadas da medula 6ssea em comparagdao com animais WKY
(FERNANDES, T. et al., 2012). Uma possivel variavel para explicar essa divergéncia
€ a idade dos animais, uma vez que de acordo com o estagio da hipertensdo podem
ser encontrados niveis diferentes de EPC na medula 6ssea e circulagao periférica,
devido ao dano ocasionado pelas ROS nestas células ao longo da progressédo da
hipertensao arterial (LUO et al., 2016). Em nosso estudo, os animais tratados com
carvacrol na dose de 50 e 100 mg/kg e com resveratrol apresentaram uma redugao
nos numeros de EPC na medula 6ssea quando comparados ao grupo SHR-CTL e nao
apresentaram diferenga estatistica do grupo WKY-CTL.

Em contraste na avaliagdo das EPC circulantes o grupo SHR-CTL apresentou
concentragdes significantemente menor, quando comparada ao grupo WKY-CTL,
corroborando com dados na literatura, que demonstraram uma reducao dos niveis de
EPC circulantes em animais (YAO et al., 2008) e pacientes hipertensos (HU et al.,
2021; LI, C. et al.,, 2021). Resultados divergentes sao encontrados na literatura,
caracterizando um aumento nos niveis de EPC circulantes de animais SHR em
relacdo a animais WKY (ZHANG, G. et al., 2020; LI et al., 2022). Entretanto, tais
estudos utilizam um perfil de caracterizacao diferente do utilizado em nosso estudo,
caracterizando as células de forma isolada com marcadores CD144 (ZHANG, G. et
al., 2020; LI et al., 2022) ou CD31 (LEAL et al., 2020). Tais marcadores também
podem ser utilizados como marcadores adicionais de EPC (PETERS, 2018; LI, J.-H.
et al., 2021), embora ndo sejam tao especificos quando utilizados de forma isolada.

Interessantemente, o tratamento por quatro semanas com o carvacrol (SHR-
C50 e SHR-C100) restauraram as concentragdes de EPC circulantes, para valores
semelhantes ao grupo WKY-CTL, sem apresentar diferenca estatistica para o grupo
SHR-RE10, com caracteristica de diferenciagdo em células endoteliais, em
decorréncia da expresséo de CD34 e VEGFR-2. Huang também demonstrou que o

tratamento com resveratrol foi capaz de induzir o aumento nos niveis circulantes de
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EPC, por restaurar a fungao bioldgica destas células, sendo este um importante fator
para o reparo do dano vascular (HUANG, P. H. et al., 2010).

Além disso, estudos tem relatado que o aumento da mobilizagdo das EPC na
circulagao apresenta como finalidade preservar a integridade endotelial em reposta a
um dano vascular, prevenindo os danos relacionados a hipertenséo
(BUDZYN;GRYSZCZYNKA; et al., 2019; BUDZYN;GRYSZCZYNSKA,; et al., 2019).
Entretanto, para que este reparo seja realizado € necessario a manutengao funcional
destas células (NAITO et al., 2020). Desta forma, pode-se sugerir o carvacrol foi
eficiente em aumentar a mobilizacdo de EPC para a circulagao periférica, modulando
de forma benéfica a funcao celular.

A capacidade clonogénica das EPC tem sido utilizada como um indice de
analise funcional, sendo correlacionada como um fator de risco cardiovascular quando
apresenta baixa formacao de UFC (LUO et al., 2016). Na hipertensao, o declinio da
funcionalidade das EPC, parece ocorrer de forma primaria a redugcdao de EPC
circulantes, sendo este fator acentuado a medida que a hipertensdo progride
(GIANNOTTI et al., 2010). A baixa funcionalidade destas células tem sido relatada em
pacientes com hipertensao arterial de dificil controle e com danos em 6rgao alvos
(HUANG, P.-H. et al., 2010; MAGEN et al., 2010; LEE et al., 2011).

Desta forma, avaliamos a capacidade de formacéao de colonias de EPC isoladas
da medula 6ssea e sangue periférico. Em nosso estudo, o grupo hipertenso mostrou
uma baixa capacidade de formacao de colénias em comparagdo aos animais
normotensos, sugerindo uma deficiéncia no reparo mediada por estas células.
Resultados semelhantes foram relatados em estudos com animais (YU et al., 2008;
FERNANDES, Tiago et al.,, 2012) e pacientes hipertensos (MACENEANEY et al.,
2011; BOGDANSKI et al., 2012; WANG et al., 2019), corroborando que a hipertensao
induz uma baixa regeneracgéo vascular, por reduzir a proliferagéo.

Outrossim, semelhante aos resultados obtidos no estudo in vitro, o tratamento
com o carvacrol foi capaz de aumentar a capacidade proliferativa das EPC de forma
semelhante aos animais tratados com o resveratrol e ao grupo normotenso. Estudos
anteriores demonstraram que o consumo do resveratrol foi capaz de melhorar a
capacidade proliferativa de EPC por mecanismos que envolve o aumento da
sinalizagao do oxido nitrico (NO) (HUANG, P. H. et al., 2010).
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Como mencionado anteriormente, o NO € um importante mediador do processo
da angiogénese, visto que esta molécula participa de forma ativa para induzir a
mobilizacdo de EPC, além de melhorar a capacidade migratéria e proliferativa
(PEYTER et al.,, 2021). Este fato foi evidenciado através de experimentos com
camundongos knockout para eNOS-/-, resultando em falha na mobilizagdo de EPC
para a circulagao periférica (AICHER et al., 2003). Além disso, a downregulation da
via de sinalizacao PI3K/Akt/eNOS esta relacionada com o comprometimento do
reparo endotelial mediado pelas EPC em pacientes hipertensos (YAO et al., 2020).
Estudos com animais hipertensos também relacionaram a baixa expressao de eNOS
em EPC com a deficiéncia de regeneragéo em tecidos que sofreram isquémia (DE
NIGRIS et al., 2007). Diante disto, passamos a avaliar a modulagao do carvacrol sobre
a expressao e atividade da eNOS.

O presente estudo demonstra que o tratamento com o carvacrol foi capaz de
induzir o aumento da atividade da eNOS em células cultivadas extraidas da medula
o0ssea. Em contrapartida, nas células provenientes da circulagdo periférica o
tratamento com o carvacrol induziu o aumento da sintese e atividade da eNOS,
corroborando com os resultados obtidos anteriormente. Chen et al. relatou que o
carvacrol aumentou a fosforilagdo da eNOS em modelo de isquemia/reperfusdo em
cardiomiécitos (CHEN et al., 2017b). O carvacrol também demonstrou aumentar os
niveis de expressdo de eNOS em tecido renal em modelo de isquemia/reperfusao
bilateral (OZTURK et al., 2018). Além disso, o resveratrol mostrou promover o
aumento da contagem e funcionalidade de EPC através da ativagdo da via
PI3K/Akt/eNOS (CHEN et al., 2020). Desta forma, podemos sugerir que o carvacrol
induziu o0 aumento da capacidade migratéria da EPC por reverter o dano da via de
sinalizagao do NO em animais hipertensos.

Estudos experimentais indicam que pacientes hipertensos, apresentam altos
indices de formagao de ROS associada ao aumento da senescéncia celular (HE et al.,
2019; LI, C. et al., 2021). Desta forma, ao serem produzidas na medula 6ssea, devido
a deficiéncia de fatores quimiotaticos e ao estado acelerado de senescéncia, a
mobilizacdo dessas células nao ocorre adequadamente, ficando aprisionadas na
medula dssea e intensificando a disfungdo endotelial (PENG et al., 2015b). Esses
dados estdo em consonadncia com os dados apresentados neste estudo, que

demonstrou 0 aumento ROS celular em animais hipertensos com consequente
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indugao de senescéncia nas EPC, justificando um elevado indice de EPC na medula
Ossea de animais SHR.

O tratamento com o carvacrol, por sua vez foi capaz de reverter o aumento de
producao de ROS em EPC, reduzindo a prematuridade da senescéncia celular. De
fato, varios estudos tém demonstrado que a capacidade antioxidante do carvacrol atua
de forma benéfica sobre o sistema cardiovascular (EL-SAYED et al., 2015),
restaurando a funcao vascular (COSTA et al., 2021; DIAS et al., 2022) e reduzindo a
atividade da enzima NADPH oxidase, principal enzima envolvida na formag¢ao de ROS
(LEE et al., 2015).

A redugcao do estresse oxidativo ainda pode ser explicado devido a uma
melhora da performance antioxidante que o carvacrol induz, aumentando a expressao
da SOD, CAT e Nrf2, como demonstramos anteriormente. Entdo podemos sugerir,
pelo menos em parte, que o aumento da fungcado observada nas EPC isoladas de
animais hipertensos tratados com o carvacrol, esta associada a capacidade
antioxidante deste monoterpeno. Efeitos semelhantes também foram reportados em
relacédo ao resveratrol (SHEN et al., 2016), corroborando com nossos achados.

Marketou et al relataram que as EPC apresentam um papel importante na
rigidez e remodelamento arterial de pacientes hipertensos, onde a reducado da
mobilizagao reflete em um reparo ineficiente (MARKETOU et al., 2014). Sendo assim,
investigamos como o aumento da mobilizacdo das EPC induzido pelo carvacrol,
alterou o remodelamento vascular.

Em animais SHR, o tratamento com o carvacrol reverteu o estresse oxidativo
vascular o que pode ter contribuido para o aumento da re-endotelizacdo mediada por
EPC, como demonstrado pelo aumento de células marcadas com CD31 e CD34 nos
vasos de animais hipertensos tratados. Resultados semelhantes foram observados
com SHR-RE10, corroborando com estudos anteriores que demonstram que o
resveratrol acelera a re-endotelizagdo de segmentos arteriais com isquemia (J et al.,
2006).

Matluobi e et al. mostraram através de experimentos in vitro, que o carvacrol
aumentou a migragao, angiogénese e a transdiferenciagcao de células mesenquimais
para células endoteliais, sendo este efeito mediado por um aumento da expressao do
VEGF, importante fator quimiotatico envolvido na re-endotelizacdo mediada pelas

EPC. Desta forma, podemos sugerir que o carvacrol pode melhorar a capacidade
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regenerativa dos vasos sanguineos de animais hipertensos por modular de alguma
forma o aumento da expressdo do VEGF (MATLUOBI et al., 2018). Entretanto,
estudos adicionais sdo necessarios para comprovar esta hipétese e elucidar melhor

0s mecanismos pelos quais o carvacrol modula a fungao das EPC.
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7 CONCLUSAO

Em sintese, este estudo elucidou os efeitos que o carvacrol induz sobre o
reparo endotelial mediado pelas EPC, sendo capaz de melhorar a mobilizagao,
proliferacdo e fungao celular, aumentando a expressdo da eNOS e fatores
antioxidantes, promovendo a formacédo de NO e reduzindo o estresse oxidativo e

senescéncia celular.
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8 PERSPECTIVA

Os resultados obtidos neste estudo apontam para o potencial do carvacrol na
prevencdo e redugcdo da progressao da disfuncdo vascular induzido pelo estresse
oxidativo no estado hipertensivo, possibilitando a producdo de um produto que atue de
maneira complementar para o tratamento da hipertens&o. O préoximo passo sera investigar
0s mecanismos moleculares relacionados a angiogénese e o processo inflamatério
observado na hipertenséo arterial, visando consolidar os conhecimentos cientificos sobre

as acoes do carvacrol.
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Abstract: Carvacrol, a phenolic monoterpene, has diverse biological activities, highlighting its antiox-
idant and antihypertensive capacity. However, there is little evidence demonstrating its influence on
vascular regeneration. Therefore, we evaluated the modulation of carvacrol on endothelial repair
induced by endothelial progenitor cells (EPC) in hypertension. Twelve-week-old spontaneously
hypertensive rats (SHR) were treated with a vehicle, carvacrol (50 or 100 mg/kg/day), or resveratrol
(10 mg/kg/day) orally for four weeks. Wistar Kyoto (WKY) rats were used as the normotensive
controls. Their systolic blood pressure (SBP) was measured weekly through the tail cuff. The EPCs
were isolated from the bone marrow and peripherical circulation and were quantified by flow cy-
tometry. The functionality of the EPC was evaluated after cultivation through the quantification of
colony-forming units (CFU), evaluation of eNOS, intracellular detection of reactive oxygen species
(ROS), and evaluation of senescence. The superior mesenteric artery was isolated to evaluate the
quantification of ROS, CD34, and CD31. Treatment with carvacrol induced EPC migration, increased
CFU formation and eNOS expression and activity, and reduced ROS and senescence. In addition,
carvacrol reduced vascular ROS and increased CD31 and CD34 expression. This study showed
that treatment with carvacrol improved the functionality of EPC, contributing to the reduction of
endothelial dysfunction.

Keywords: oxidative stress; endothelial progenitor cells; endothelial dysfunction

1. Introduction

Endothelial progenitor cells (EPC), precursors of mature endothelial cells, are capable
of exerting functional effects on arteries, capillaries, and veins, which include maintenance
of the endothelial layer and vascular homeostasis, as well as participation in vascular
regeneration and neovascularization [1].

Under normal conditions, most EPC remains in the bone marrow, relatively inactivated,
in contact with stromal cells. However, in response to an injury through chemotactic factors,
EPCs are released from the bone marrow and mobilized to the injured tissue directly into
the damaged vessel structures, preventing blood vessel dysfunction [2,3]. In contrast, when
the percentage of EPC decreases, or its function is impaired, the angiogenic capacity is
weakened, reducing its regeneration capacity and potentiating vascular injury [4].

A series of experimental and clinical studies have been conducted in the context of
hypertension that demonstrate reductions in functionality and proliferative capacity [5]
with lower numbers of circulating EPCs [6-8]. The pathological mechanisms involving
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EPC dysfunction in arterial hypertension are complex and include abnormalities of the
oxidant and antioxidant system, which leads to the increased production of reactive oxygen
species [9]. A fundamental point of this process is that prolonged exposure to high levels
of ROS induces EPC dysfunction, causing premature cell senescence driven by telomere
wear, making the regeneration process difficult [10]. Thus, attenuating oxidative stress by
antioxidant molecules may maintain the functional integrity of EPC [11].

There is an increasing search for products of natural origin that act as the biologi-
cal aspect, helping the individual’s well-being in several areas of science. In this sense,
evidence has linked the Mediterranean diet with a variety of benefits to cardiovascular
health [12]. Origanum vulgare (oregano), an herb commonly used in this diet, has been
shown to possess various antioxidant, anti-inflammatory, antidiabetic, and antinociceptive
activities [13]. Such activities can be mainly attributed to the components present in this
herb’s essential oil [14]. Carvacrol, the main constituent of the essential oil of oregano,
stands out for its various pharmacological activities, such as an antioxidant properties [15],
including on the cardiovascular system [16-18].

Carvacrol leads to reduced levels of inflammatory factors [19,20], inhibits the formation
of atheroma plaques [21], increases the levels of antioxidant enzymes and activation of
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) [22], and reduces senescence cell [23]. Furthermore,
carvacrol instigates the angiogenesis of human mesenchymal cells by modulating the
differentiation of these cells [24].

Therefore, the main objective of this work was to evaluate the regenerative potential
of carvacrol through EPC modulation in spontaneously hypertensive rats.

2. Materials and Methods
2.1. Animal and Experimental Design

Male Wistar Kyoto (WKY) and Spontaneously Hypertensive Rats (SHR), 12 weeks old,
were housed in temperature-controlled conditions (21 £ 1 °C), with a 12-h light-dark cycle
and with free access to food (NUVILAB CR-1, QUIMTIA®, Curitiba, PR, BR) and water. The
animals came from the Animal Production Unit of IPerFarm /UFPB and the Central Animal
Facility /UFAL. The Committee on Ethics and Use of Animals (CEUA) from the Federal
University of Paraiba under no. 2171120320 approved the current experimental protocols.

WKY animals were used as a negative control (WKY-CTL; n = 8). As a model of
hypertension, we used SHR animals, which have changes in EPC functionality associated
with impaired vascular function [25]. The SHR animals were randomly divided into four
experimental groups: hypertensive control (SHR-CTL; n = 8), hypertensive treated with
carvacrol 50 mg/kg (SHR-C50; n = 8) or 100 mg/kg (SHR-C100; n = 8), and hypertensive
treated with resveratrol 10 mg/kg (SHR-RE10; nn = 8). All experimental groups received
daily doses of the respective treatments for four weeks.

2.2. Indirect Measurement of Systolic Blood Pressure (SBP) and Heart Rate (HR)

The tail plethysmography method was used to detect the SBP and HR at the start
and end of each treatment [26]. Before the measurements, the rats were allowed a 10-min
period to acclimate to the heated (28-30 °C) acrylic box environment. After this period, the
animals were transferred to an acrylic container, and the tail cuff and piezoelectric sensor
were connected to the tail for pulse measurements.

The piezoelectric sensor signals were amplified using ADinstruments® (Bella Vista,
NSW, Australia) and digitized using suitable software (Labchart7®). In addition, the SBP
and HR values were calculated using the average of three consecutive measurements.

2.3. Isolation and In Vitro Culture of EPC Derived from Bone Marrow and Peripheral Blood

After the animal was anesthetized, 10 mL of peripheral blood (PB) with EDTA was
collected in the hepatic portal vein to obtain circulating mononuclear cells [27,28]. After
euthanasia, the femur and tibia were separated and dissected [29]. Subsequently, the
epiphyses were removed, and the bone cavities were washed with 10 mL of PBS/EDTA.
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Then, the cells were centrifuged at 600x g for 10 min at 4 °C. Next, the supernatant was
discarded, and the pellet was resuspended in 10 mL of medium 199 (Sigma-Aldrich®,
St. Louis, MO, USA). Finally, the blood was collected, and bone marrow (BM) washing was
added to the Ficoll®-Paque PLUS density gradient media (Cytiva Life Sciences, Uppsala,
Sweden) for cell separation. Thus, the mononuclear cell layer was used for flow cytometry
to quantify, characterize, and follow seven-day cell cultures.

Suspensions with at least 95% viability were transferred to 6-well plates, in the propor-
tion of 1 x 10° mononuclear cells/1 cm? /0.5 mL of EBM-2 supplemented with endothelial
growth factors such as human epidermal growth factor (hEGF), vascular endothelial growth
factor (VEGEF), basic human fibroblast growth factor (hFGF-b), insulin-like growth factor-1
(IGF-1), hydrocortisone, gentamicin and amphotericin, 2% fetal bovine serum, ascorbic
acid, and heparin (Lonza, Walkersville, MD, USA) and kept in a 5% CO, incubator at 37 °C
for 24 h. In addition, nonadherent cells were plated in 24-well plates, previously prepared
with fibronectin (1 pg/mL), in proportions of 1 x 10° cells/1 cm? /0.5 mL of EBM-2. Every
2 days, the culture medium was changed until the seventh day, whereas the experimental
protocols were followed.

2.4. EPC Quantification and Characterization after Treatment with Carvacrol

After isolating cells from the peripheral blood and bone marrow, cells were diluted
to reach a ratio of 10°/100 pL. Then, the cells were labeled with the following antibodies:
FITC-anti-VEGFR-2 (1:50; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), plus PE-anti-CD34
(1:50; Santa Cruz Biotechnology), plus APC-anti-CD133 (1:10; BioLegend, Inc., San Diego,
CA, USA), and PerPCP-Cy5-7-AAD (0.25 pg/106; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA).
After adding the antibodies, the cells were incubated for 30 min and the 7-AAD for 10 min
at 4 °C away from light. Each analysis was performed on the population of 100,000 events
using a FACS Canto-II cytometer (BD, Santa Monica, CA, USA).

2.5. Functional Evaluation of Endothelial Progenitor Cells (EPCs) by Colony-Forming Units

Following carvacrol treatment, the EPC clonogenicity properties were evaluated. Thus,
to determine the number of colony-forming units (CFU), the cells were visually inspected
after seven days through an inverted microscope with 40 x magnification (NIKON Eclipse
TS100, Tokyo, Japan). The results were expressed as a percentage of the average number
of colonies formed by 10° plated cells. Two different observers manually calculated the
average number of colonies from ten wells under a light microscope.

2.6. Evaluation of EPC-eNOS Expression after Carvacrol Treatment

The expression of total endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and phosphorylated
endothelial nitric oxide synthase (ps1177) are performed by the flow cytometry technique
as previously described [30]. In brief, after seven days of cell culture, EPC was fixed
with 4% paraformaldehyde for 20 min at 37 °C, following permeabilization with 0.1%
Triton X-100 for 10 min at 37 °C. Then, a blocking solution consisting of PBS and 5% BSA
was added for 2 h at room temperature. Subsequently, the EPCs were resuspended and
incubated with primary anti-eNOS (1:50; Bd Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) or
anti-eNOS ps1177 (1:100; Bd Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) antibodies for 1 h
at room temperature. Finally, the samples were washed with PBS and incubated with
PE-conjugated anti-mouse IgG (Invitrogen™, Waltham, MA, USA) for 1 h in the dark. The
samples were analyzed using a FACS Canto-II cytometer (BD, Santa Monica, CA, USA).

2.7. Evaluation of the Effect of Carvacrol Treatment on ROS Production

Superoxide anions (ROS) were measured by a dihydroethidium (DHE) probe
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). DHE, an oxidative fluorescent dye, was oxi-
dized to ethidium bromide and intercalated into DNA in the presence of superoxide
anions. Briefly, cultured EPC or superior mesenteric artery sections (10 um) from differ-
ent groups were loaded with 10 uM DHE for 40 min at 37 °C in the dark. Subsequently,
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the samples were washed with PBS and analyzed by fluorescence microscopy (NIKON
Eclipse TS100, Tokyo, Japan). The analysis of ROS production in EPC was performed
by two different analyzers, quantifying the fluorescence intensity using NIS elemental®
software version 4.2 through the observations of 10 other fields. Data were normalized
by the control group.

2.8. Evaluation of Cellular Senescence by Flow Cytometry

To measure SA-f3-gal activity by flow cytometry, the fluorogenic substrate C12FDG
(5-dodecanoylaminofluorescein Di-f3-D-galactopyranoside, Invitrogen, Life Technologies
SAS; Waltham, MA, USA) was used as previously described [31]. Briefly, the EPC was
pretreated for 1 h with chloroquine (300 uM) to raise the pH of the lysosomes (pH = 6.0),
plus an additional 1 h of C12FDG (33 uM) in the dark. Finally, EPCs were washed with
ice-cold PBS, trypsinized, and immediately analyzed with a FACS Canto-II (BD, Santa
Monica, CA, USA).

2.9. Immunofluorescence

Initially, superior mesenteric artery segments of the treated animals were included
in Tissue Tek Compound (OCT), frozen in liquid nitrogen, and kept at —80 °C until the
experimental protocols. Subsequently, superior mesenteric artery sections (10 pm) from
different groups were fixed with 4% paraformaldehyde for 30 min at 37 °C. Next, the vessels
were blocked with PBS with 5% BSA for 30 min at room temperature. Finally, monoclonal
antibodies were incubated: FITC-conjugated anti-PECAM antibody (1:500; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA) and PE-conjugated anti-CD34 antibody (1:500; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA) overnight at 4 °C. Subsequently, the sections were washed
with PBS and mounted with DAPI mounting medium (Fluoroshield™, Sigma Aldrich,
St. Loius, MO, USA) for nuclear identification [32]. Data were acquired using fluorescence
microscopy (NIKON Eclipse TS100, Tokyo, Japan) and analyzed with Image]® software
version 1.50i.

2.10. Statistical Analysis

All data were expressed as the mean plus or minus the standard error of the mean
(e.p.m). The significant difference between the tested groups was tested by one-way or two-
way analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s post-test. Data were considered
significant when p < 0.05. All analyses performed were calculated using the statistical
program Graph Pad Prism version 7.0®.

3. Results
3.1. Carvacrol Reduces SBP in SHR Animals

Changes in the SBP of WKY and SHR animals from the different experimental groups
after four weeks of treatment are shown in Table 1. At the beginning of the treatment, the
baseline SBP of the WKY-CTL group was significantly lower than the SHR-CTL (Table 1),
SHR-C50, SHR C100, and SHR-RE10 groups (p > 0.05). The pressure levels of the WKY-CTL
group remained lower than the SHR-CTL group (p > 0.05) at the end of the treatment.
The SHR-C50, SHR-C100, and SHR-RE10 groups significantly reduced SBP compared
to the SHR-CTL group at the end of the treatment (p < 0.05). Similarly, the SHR-C50,
SHR-C100, and SHR-RE10 groups significantly reduced SBP compared to the respective
groups at the beginning of the treatment. Thus, carvacrol effectively reduced SBP in
hypertensive animals.
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Table 1. SBP (mmHg) measurements at the beginning and the end of the treatments for the different
experimental groups.

Groups Initial SBP Final SBP
WKY-CTL (1 = 6) 138 £ 2.8 137 + 3.4
SHR-CTL (1 = 7) 186 + 5.1 * 202 £5.1
SHR-C50 (1 = 6) 193 +3.7* 171 + 3.8#11#
SHR-C100 (1 =7) 188 +£3.2* 163 £2.7#1%
SHR-RE10 (1 = 6) 194 +3.2* 168 £5.2%1%

Results are expressed as the mean + e.p.m. The ANOVA test was used for the statistical analysis, followed by
Tukey’s post-test. * p < 0.05 vs. initial WKY-CTL; # p < 0.05 vs. final WKY-CTL;  p < 0.05 vs. final SHR-CTL;
¥ p <0.05 vs. start of treatment.

3.2. Carvacrol Enhances EPC Mobilization to the Peripheral Circulation

EPC was quantified in the bone marrow and peripheral circulation by expressing
surface antigens CD34*/CD133" /VEGFR-2* (Figure 1a). Hematopoietic cells were se-
lected based on the forward and side scatter values, excluding debris, aggregates, and
dead cells [33]. The EPC levels in the bone marrow were lower in the WKY-CTL group
(0.26 £ 0.04, n = 4) compared to the hypertensive SHR-CTL group (0.42 £ 0.04, n = 4)
(p < 0.05) (Figure 1b). Treatments with carvacrol at doses of 50 mg/kg (0.23 4= 0.04, n = 6)
and 100 mg/kg (0.20 & 0.03, n = 5) were similar to that of the WKY-CTL group and signif-
icantly different from the SHR-CTL group (p < 0.05). The SHR-RE10 group (0.17 £ 0.03,
n = 5) was also significantly different from the SHR-CTL group (p < 0.05) (Figure 1b).
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Figure 1. Quantification and characterization of EPC after treatment with carvacrol. Representative
images of EPC characterization by flow cytometry in the bone marrow (a). Quantification of EPC
isolated from bone marrow (b) and peripheral circulation (c). EPC levels were expressed as the per-
centage of CD34*/CD133* /VEGFR2" cells in relation to mononuclear cells. * p < 0.05 vs. WKY-CTL;
#p <0.05 vs. SHR-CTL. Results are expressed as the mean =+ e.p.m. The ANOVA test was used for
the statistical analysis, followed by Tukey’s post-test.

On the other hand, the circulating EPC levels were lower in the SHR-CTL group
(0.011 £ 0.004, n = 5) compared to the normotensive WKY-CTL group (0.036 £ 0.005,
n =4) (p < 0.05) (Figure 1c). Interestingly, treatments with carvacrol at doses of 50 mg/kg
(0.029 £ 0.005, n = 4) and 100 mg/kg (0.029 £ 0.005, n = 5) significantly improved EPC
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circulation compared to the SHR group -CTL (p < 0.05). Similarly, the SHR-RE10 group
(0.026 £ 0.003, n = 4) also showed an increase in the circulating number of EPCs (Figure 1c).
These results indicated that carvacrol reduced the entrapment of EPC in the bone marrow,
favoring its migration to the peripheral circulation.

3.3. Characterization of EPC after Cell Culture

After 7 days of cell culture, EPC was characterized in the bone marrow and peripheral
circulation. The results obtained after evaluating the expression of the CD34 and VEGFR-2
surface antigens demonstrated the achievement of EPC in all the groups under study, with
no statistically significant differences between the treated groups (Figure 2a,b).
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Figure 2. Effect of carvacrol treatment on CFU expression in EPC cultured 7 days after treatment.
Characterization of the EPC population confirmed by the expression of VEGFR-2 and CD34 in
the bone marrow, (a) peripheral circulation, and (b) cultured cells. Representative image of CFU
evaluated after seven days of cell culture (c¢). Number of CFU after seven days of cell culture of
cells isolated from bone marrow (d) and peripheral circulation (e). Results are expressed as the
mean + e.p.m. The ANOVA test was used for the statistical analysis, followed by Tukey’s post-test.
*p < 0.05 vs. WKY-CTL; * p < 0.05 vs. SHR-CTL.

Treatment with carvacrol increased the proliferative capacity of EPC derived from
the bone marrow and peripheral circulation. After seven days of cultivation, the results
indicated that the SHR-CTL group (BM =11.2 £ 0.8, n =4; PB=6.7 + 1.1, n = 4) (Figure 2d,e)
markedly reduced the colony-forming units (CFU) when compared to the WKY-CTL group
(BM=3224+1.0,n=4;,PB=14.5+ 0.6, n =4) (p <0.05). Interestingly, this effect was reversed
by the treatments of the SHR-C50 group (BM =272 £1.6,n =4; PB=13.7 £ 0.8, n = 4),
SHR-C100 (BM =21.5 2.2, n =4; PB=13.7 + 1.4, n = 4), and SHR-RE10 (BM =26.0 + 1.4,
n=4; PB=14.2 £ 1.3, n = 4). Therefore, these results indicate that carvacrol improved the
clonogenicity of EPC.

3.4. Carvacrol Treatment Increases eNOS Activity and Expression

The depletion in NO levels is linked to the low repair capacity mediated by EPC. In
contrast, NO signaling mediates the induction of proliferation, angiogenesis, and migration
of EPC to the peripheral circulation. Thus, we evaluated the expression and activity of
eNOS, the enzyme that synthesizes NO. In EPC isolated from bone marrow, the different
experimental groups did not show significant changes in eNOS expression (p > 0.005)
(Figure 3a). In contrast, the percentage of phosphorylated eNOS (p-eNOS) was significantly
reduced in the SHR-CTL group (BM = 5.50 =+ 0.6; n = 4) compared to the WKY-CTL group
(BM = 8.34 &+ 0.2; n = 5) (Figure 3b). Treatments with carvacrol at doses of 50 mg/kg
(BM =750 £ 0.5; n = 4) and 100 mg/kg (BM =7.17 & 0.3; n = 4) were able to reverse the
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impairment of eNOS activity characterized in the hypertensive group. Treatment with
resveratrol (BM = 8.42 & 0.5; n = 5) was similar to the groups treated with carvacrol.
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Figure 3. Evaluation of the total eNOS and phosphorylated eNOS in EPC cultured 7 days after
treatment. Evaluation of the total eNOS (a) and p-eNOS (b) expression in cultured EPC from bone
marrow. Quantification of the total eNOS (c) and p-eNOS (d) expression in EPC isolated from the
peripheral circulation. Results are expressed as the mean + e.p.m. The ANOVA test was used for the
statistical analysis, followed by Tukey’s post-test. * p < 0.05 vs. WKY-CTL; * p < 0.05 vs. SHR-CTL.

In the EPC isolated from the peripheral circulation, we verified a reduction in the
percentage of total eNOS and p-eNOS in the SHR-CTL animals (eNOS = 7.2 + 0.1%, n = 6;
p-eNOS =7.0 £ 0.2%, n = 6) when compared to the WKY group -CTL (eNOS =13.3 £+ 1.1%,
n=6; p-eNOS =10.0 £ 0.5%, n = 6) (Figure 3¢,d). In contrast, the SHR-C50 (eNOS = 13.8 £ 1.2%,
n =5; p-eNOS =10.1 £ 0.5, n = 6), SHR-C100 (eNOS = 13.1 £ 0.9%, n = 5; p-eNOS = 10.1 += 0.8,
n =5), and SHR-RE10 groups (eNOS = 13.0 £ 1.6%, n = 5; p-eNOS = 8.42 £+ 0.6, n = 5)
(Figure 3¢,d) significantly increased in eNOS expression and activity, showing similar levels to
the WKY-CTL group. The results revealed that enhanced EPC functionality may be related to
increased eNOS activation.

3.5. Carvacrol Reduced Oxidative Stress and Cellular Senescence in EPCs

Elevated ROS levels, such as oxidative stress conditions, lead to reduced cell migration
due to, at least in part, an increase in senescence and cell apoptosis, in addition to reducing
the mobilization, migration, and adhesion factors. Therefore, we evaluated the fluorescence
intensity by quantifying superoxide anions in EPC after 7 days of cultivation using the
DHE probe.

The DHE probe emitted basal fluorescence in EPC-cultured cells in the different
experimental groups. In the SHR-CTL group, an increase in basal fluorescence intensity
(120.1 £ 4.3%; n =6) was verified when compared to the WKY-CTL group (100.0 £ 2.3%;
n = 6) (Figure 4a,c) in bone marrow-derived EPC. Interestingly, the SHR-C50 (94.7 £ 1.8%;
n = 6), SHR-C100 (98.1 £ 1.4%; n = 6), and SHR-RE10 (107.7 £ 3.2%, n = 4) groups showed
fluorescence similar to the WKY-CTL group.
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Figure 4. Effect of carvacrol treatment on ROS production and cellular senescence in different experi-
mental groups in EPC cultured 7 days after treatment. Representative images of DHE fluorescence
in EPC from MO (a) and SP (b). Quantification of fluorescence intensity of EPC isolated from MO
(c) and SP (d) after seven days of cultivation. Evaluation of cellular senescence by quantifying the
fluorescence intensity of C12FDG from EPC isolated from MO (e) and SP (f). Results are expressed
as the mean + e.p.m. The ANOVA test was used for the statistical analysis, followed by Tukey’s
post-test. * p < 0.05 vs. WKY-CTL; # p < 0.05 vs. SHR-CTL.

Similar results were observed in the EPC derived from the peripheral circulation,
where the levels of DHE fluorescence intensity of the WKY-CTL group (100.0 £ 2.1%; n = 6)
showed no significant difference between the SHR-C50 (108.1 &£ 3.5%; n = 6), SHR-C100
(102.0 &= 4.4%; n = 6), and SHR-RE10 groups (106.1 £ 3.7%, n = 6) (Figure 4b,d). However,
the SHR-CTL group (130.5 £ 2.3%; n = 6) showed an increase in the basal production of
superoxide anions compared to the other experimental groups.

Cellular senescence decreases the functionality and migration of EPC, hampering
its ability to restore endothelial dysfunction. Thus, we evaluated senescence through the
activity of SA-f3-gal through the C12FDG probe. As a result, the SHR-C50 (BM =3.8 £ 0.4,
n=6,PB=2.0=£0.2,n=6)and SHR-C100 (BM =6.2+ 0.4, n =5; PB=1.7 £ 0.3, n = 6) groups
and SHR-RE10 (BM = 8.1 £ 0.5, n =4; PB = 2.6 £ 0.3, n = 6) prevented increase induced
by the SHR-CTL group (BM =13.8 £ 0.3, n =4; PB = 4.7 £ 0.4, n = 6) during SA-3-gal
activity (Figure 4e,f), showing levels similar to the WKY-CTL group (BM =4.3 £ 0.5, n = 4;
PB = 2.3 £+ 0.2, n = 6) both in bone marrow-derived EPC and in peripheral circulation
EPC. Considering these results, we can infer that carvacrol negatively modulated cellular
senescence due to reduced oxidative stress.
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3.6. Carvacrol Reduces Vascular Oxidative Stress and Induces EPC-Mediated Reendothelialization

Vascular oxidative stress is related to a lower recovery of the endothelial layer, as it
can damage adjacent endothelial cells and reduce the cell adhesion capacity. In our study,
the SHR-CTL animals (112.9 £ 1.5; n = 6) showed an increase in the intensity of DHE
fluorescence compared to the WKY-CTL group (100 £ 0.6; n = 6) (Figure 5a,d). Interestingly,
the treatments of the SHR-C50 (101.9 £ 1.9; n = 6), SHR-C100, and SHR-RE10 groups were
able to reduce the fluorescence intensity observed in the SHR-CTL group (p < 0.05). These
results show that carvacrol inhibited the production of ROS characteristic of hypertension,
reducing vascular damage.
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Figure 5. Assessment of vascular oxidative stress and reendothelialization after the treatment.
Representative images of the fluorescence intensity of DHE (a), CD34 (b), and CD31 (c) in superior
mesenteric arteries isolated from the treated animals. The cell nucleus (blue) was stained with DAPI.
Bar graph expressing the measure of the relative intensity of the basal fluorescence (%) of DHE (d),
CD34 (e), and CD31 (f) in histological sections of the superior mesenteric artery. Results are expressed
as the mean + E.PM. Data were analyzed using the one-way ANOVA statistical test, followed by
Tukey’s post-test. * p < 0.05 vs. WKY; # p < 0.05 vs. SHR.

The improvement in EPC functionality was directly related to the increase in regen-
erative capacity. Thus, we evaluated the expressions of CD34 and CD31 in the blood
vessels of treated animals. SHR-CTL animals showed a reduction in CD34 (Figure 5b,e)
and CD31 (Figure 5¢,f) fluorescence intensity compared to WKY-CTL animals. However,
this effect was reversed by treating animals SHR-C50, SHR-C100, and SHR-RE10. There-
fore, these results indicate that carvacrol improved endothelial dysfunction in the treated
hypertensive animals.

4. Discussion
A critical component of the Mediterranean diet includes the herb oregano, which is

commonly added to salads, spaghetti, soups, and sauces and is also used in the prepa-
ration of meats, sausages, and canned foods and to preserve cucumbers, mushrooms,
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and tomatoes [12]. Essential oils are responsible for the main pharmacological properties
attributed to oregano, with carvacrol as the main constituent [34]. This monoterpene has
been extensively studied and has been shown to present several benefits, including antiox-
idant [35], anti-inflammatory [36], and cardioprotective [17,22,37] properties, especially
antihypertensive action [18,38], as demonstrated by our results.

Furthermore, in the present study, carvacrol prevents endothelial dysfunction in hyper-
tensive animals by upregulating EPC mobilization, increasing the proliferative and functional
capacity, and reducing the oxidative stress and senescence of cells isolated from bone marrow
and peripheral blood, which contribute to EPC-mediated reendothelialization.

Multiple data indicate that EPC has diverse surface markers, which depend on the EPC
maturation levels. Furthermore, EPC is a heterogeneous group of cells characterized by
expressing on their surface CD133 and CD34 as hematopoietic progenitor cell markers and
VEGFR2 as an endothelial lineage marker, characterizing the most reliable cell marking [39].
Thus, to characterize the EPC population, we adopted the concomitant labeling of CD133%,
CD34", and VEGRF-2".

When quantifying the number of EPCs, we verified that carvacrol reduced the entrap-
ment of EPCs in the bone marrow, making them more available to perform endothelial
repair in the peripheral circulation. Studies have reported that increased EPC mobiliza-
tion in the circulation aims to preserve the endothelial integrity in response to vascular
damage [8]. The increase in EPC migration is associated with functional maintenance, a
necessary condition for their repair capacity [40]. Thus, carvacrol efficiently increased the
mobilization of EPC to the peripheral circulation, improving cell function. Similar results
were observed by treatment with resveratrol, as demonstrated by Huang, who reported an
increase in the biological process of EPC [41].

The clonogenic capacity of EPC has been used as an index of functional analyses, being
correlated as a cardiovascular risk factor when it presents a low formation of CFU [9]. In
hypertension, the decline in the functionality of the EPC occurs primarily in the reduction
of circulating EPC, and this factor is accentuated as hypertension progresses [42]. The low
functionality of these cells has been reported in patients with hypertension that is difficult
to control and with damage to the target organs [43—45]. In our study, we also demonstrated
that hypertensive animals have a deficiency in repair mediated by these cells by reducing
the proliferation of these cells, corroborating with studies in SHR animals [46,47] and
hypertensive patients [48-50].

Furthermore, treatment with carvacrol increased the proliferative capacity of EPC
similarly to animals treated with resveratrol and the normotensive group. Studies have
demonstrated that consuming resveratrol can enhance the proliferative capacity of EPCs
through increasing nitric oxide (NO) signaling [41].

NO is an essential mediator for angiogenesis by inducing EPC mobilization and
improving the migratory and proliferative capacity [4]. This fact was evidenced through
experiments with knockout eNOS-/- mice, which failed in the mobilization of EPC to the
peripheral circulation [51]. The malfunction in NO bioavailability is a characteristic of
endothelial dysfunction, which depends on the balance between eNOS production and
inactivation triggered by ROS. Interestingly, carvacrol treatment not only repaired the
inactivation of the PI3K/AKT-eNOS-NO pathway but also attenuated ROS production
in SHR EPCs. The NO-mediated pathway can promote the growth and mobilization
of EPC from the bone marrow into the peripheral circulation [52,53]. Thus, we suggest
that carvacrol increases the EPC migratory capacity by reversing the damage to the NO
signaling pathway in hypertensive animals.

Experimental studies have indicated that hypertensive patients have high rates of ROS
formation associated with increased cellular senescence [54,55]. Thus, when produced in
the bone marrow, due to the deficiency of chemotactic factors and the accelerated state of
senescence, the mobilization of these cells does not occur properly, becoming trapped in
the bone marrow and intensifying the endothelial dysfunction [56]. Therefore, we demon-
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strated that carvacrol reduced cellular senescence, causing an increase in the migratory
capacity of EPC and making them available to perform the repair of damaged organs.

The antioxidant capacity of carvacrol [20] acts beneficially on the cardiovascular
system, restoring vascular function [18,38] and reducing the activity of the NADPH oxidase
enzyme, the main enzyme involved in the formation of ROS [21]. Recently, carvacrol has
been shown to increase SOD activity in human mesenchymal stem cells [24]. Thus, we
can suggest that the increase in performance observed in EPC isolated from hypertensive
animals treated with carvacrol is associated with its antioxidant capacity.

Marketou et al. reported that EPC plays an important role in arterial stiffness and
remodeling in hypertensive patients, where reduced mobilization reflects inefficient re-
pair [57]. Therefore, we investigated how the increase in EPC mobilization induced by
carvacrol altered vascular remodeling. In SHR animals, treatment with carvacrol reversed
vascular oxidative stress, which may contribute to the increase in EPC-mediated reendothe-
lialization, as demonstrated by the increase in CD31- and CD34-labeled cells in the vessels
of treated hypertensive animals. Similar results were observed with SHR-RE10, corroborat-
ing previous studies demonstrating that resveratrol accelerates the reendothelialization of
balloon-injured arterial segments [58].

Furthermore, Matluobi et al. showed through in vitro experiments that carvacrol
increased the migration, angiogenesis, and transdifferentiation of mesenchymal cells to en-
dothelial cells. This effect was mediated by an increase in the expression of VEGEF, a critical
chemotactic factor involved in EPC-mediated reendothelialization [24]. However, in our
study, the expression of chemotactic factors was not quantified, which is the main limitation.
Therefore, additional studies are needed to prove this hypothesis and better elucidate the
mechanisms by which carvacrol modulates EPC function and the reendothelization process.

5. Conclusions

This study elucidated the effects of carvacrol on EPC-mediated endothelial repair,
improving mobilization, proliferation, and cell function; increasing eNOS expression; and
reducing oxidative stress and cell senescence. However, additional studies to evaluate the
intracellular signaling mechanisms involved in the regenerative potential of carvacrol are
necessary to consolidate its protective action in the cardiovascular system.
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S-ISOPROPYL-2-METHYLPHENOL ENHANCES PENILE FUNCTION IN
SPONTANEOUSLY HYPERTENSIVE RATS

Abstract: 5-isopropyl-2-methylphenol, a monoterpene found in essential oils from various
plants, has been shown to have anti-inflammatory, antioxidant, vasorelaxant, and hypotensive
effects. The current study looked at the effects of 5-isopropyl-2-methylphenol on male
hypertensive rats with erectile dysfunction. During four weeks, 12-week-old spontaneously
hypertensive rats (SHR) were given intragastrically with saline, 5-isopropyl-2-methylphenol
(50 or 100 mg/kg/day), or sildenafil (1.5 mg/kg/day). Wistar Kyoto (WKY) rats were utilized
as normotensive controls. All the drugs examined throughout the treatment period lowered
systolic blood pressure. Treatments with 5-isopropyl-2-methylphenol and sildenafil enhanced
the intracavernosal pressure/mean arterial pressure ratio in hypertensive rats. The
acetylcholine- and SNP-induced relaxation responses in isolated rat corpora cavernosa were
considerably improved by sildenafil or 5-isopropyl-2-methylphenol treatments. Treatment with
5-isopropyl-2-methylphenol reduced hypercontractility produced by phenylephrine or electric
field stimulation in corpora cavernosa SHR. The contractile response of rats treated with 5-
isopropyl-2-methylphenol was not affected in the presence of tempol. The fluorescence
intensity emitted by the DHE probe in rat corpora cavernosa was considerably lower in SHR-
treated groups compared to SHR-CTL. The present study suggests that S5-isopropyl-2-
methylphenol enhances SHR erectile performance while decreasing endothelial dysfunction,
smooth muscle cell hypercontractility, and superoxide anion production.

Keywords: corpus cavernosum, erectile dysfunction, reactive oxygen species, SHR.



INTRODUCTION

Erectile function is dependent on a balance between relaxing and contracting factors acting
on cavernous smooth muscle, which is regulated by neural and local control mechanisms.
Therefore, changes in these mechanisms may lead to erectile dysfunction (ED) (De Souza et
al., 2022). This clinical condition has been defined by the United States National Institutes of
Health as the inability to achieve or maintain a penile erection that would enable satisfactory
sexual activity (Consensus, 1993).

ED is closely associated with chronic diseases, such as diabetes and systemic arterial
hypertension (Hernandez-Cerda et al., 2020). Several studies describe a higher incidence of
ED in hypertensive men when they occur in normotensive individuals (Doumas et al., 2006;
Moreira et al., 2002; Seftel et al., 2004). In addition, studies have identified ED as a predictive
factor for the development of hypertension (Wang et al., 2021). In both situations, ED is
triggered by the deregulation of endothelial factors and increased smooth muscle contraction,
which consequently causes an increase in vascular pressure, poor cavernous perfusion, and
inadequate intumescence (Wang et al., 2021).

ED treatment is based on the use of phosphodiesterase type 5 inhibitors (iPDE-5), such as
sildenafil, vardenafil, and tadalafil (Ganapathy et al., 2021). However, the number of studies
seeking to develop new strategies for the treatment of ED has been increasing (Decaluwe et
al., 2014) since treatment with iPDE-5 is less effective in patients with an impaired nitric oxide
(NO) pathway, especially in individuals with vascular diseases (Albersen et al., 2010).
Antioxidant compounds have been gaining prominence in these studies as they reduce
oxidative damage, improve NO bioavailability and have a protective effect on erectile function
(Akomolafe et al., 2018; Cevik et al., 2013; Ushiyama et al., 2008; Yu et al., 2013).

5-isopropyl-2-methylphenol is an aromatic monoterpene found in essential oils from
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aurantium bergamia (bergamot) (Sharifi-Rad et al., 2018), and has been shown to have potent
antioxidant activity (El-Sayed et al., 2015; Samarghandian et al., 2016) in addition to
antifungal (Chavan et al., 2014), antibacterial (Nostro et al., 2007), antiviral (Gilling et al.,
2014), anti-inflammatory (Fachini-Queiroz et al., 2012) and anticarcinogenic (Yin et al., 2012)
activities.

Some studies highlight the free radical scavenging activity induced by 5-isopropyl-2-
methylphenol, with the compound enhancing antioxidant enzyme activity and non-enzymatic
antioxidant activity (Sharifi-Rad et al., 2018). In addition, 5-isopropyl-2-methylphenol plays
arole in the cardiovascular system, acting as a vasodilator through the interaction with voltage-
gated calcium (CaV) and transient receptor potential (TRP) channels, which also contribute to
a hypotensive effect (Dantas et al., 2015; Peixoto-Neves et al., 2010). Based on the range of
pharmacological activities already described for 5-isopropyl-2-methylphenol and especially its
antioxidant activity, this study aimed to evaluate the effect of 5-isopropyl-2-methylphenol on
the erectile dysfunction of SHR.

MATERIALS AND METHODS
Animals

All protocols were carried out using 12-week-old Wistar Kyoto (WKY) and SHR from the
[PeFarM Animal Production Unit of the Federal University of Paraiba, where the rats were
held under a controlled temperature (21 £ 1 °C) in a 12-hour light/12-hour dark cycle with
water and food ad libitum. All experimental protocols were approved by the Animal Research
Ethics Committee (CEUA) of the Federal University of Paraiba under certificate n® 132/2017.
Study design

The rats were randomly divided into five experimental groups: normotensive control
(WKY-CTL; n = 8); hypertensive control (SHR-CTL; n = 8); hypertensive rats treated with 50
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methylphenol (SHR-C100; n = 8); and hypertensive rats treated with 1.5 mg/kg/day sildenafil
(SHR-S1.5, n = 8). All animals received their treatments intragastrically for four weeks.
Reagents

To carry out the experiments, the following substances were used: sodium heparin, L(-)-
phenylephrine (Phe) hydrochloride, acetylcholine (ACh) hydrochloride, sodium nitroprusside
(SNP), dihydroethidium (DHE), 4-hydroxy-TEMPO (tempol) and Cremophor®, all of which
were obtained from SigmaAldrich Brazil Ltda. (Sao Paulo-SP, Brazil); xylazine hydrochloride
and ketamine hydrochloride, which were both obtained from Syntec (Santana de Parnaiba - SP,
Brazil); and sildenafil citrate, which was obtained from the Sigma-Aldrich Brazil Ltda. (Sao
Paulo-SP, Brazil). 5-isopropyl-2-methylphenol (carvacrol) was obtained from Sigma-Aldrich
Brazil Ltda at 98% purity, with the reference 28219710G, batch #STBH1940, molecular
formula C10H140, molecular mass 150.217 g/mol and density 0.98 g/mL. The stock solutions
of 5-isopropyl-2-methylphenol were prepared from the solubilization of this substance with
Cremophor®. The desired concentrations were obtained by diluting it in saline solution. The
concentrations of Cremophor® in the solution did not exceed 0.03%.
Systolic blood pressure measurement

The rats' systolic blood pressure (SBP) was evaluated weekly using the tail cuff method
(Panlab, Harvard Apparatus, Spain). To measure the blood pressure, the rats were kept in a
heated acrylic container (28-30°C) for 10 minutes prior to the measurement to make the caudal
artery pulsation more readily detectable. At least three successive measurements were recorded
in the data acquisition system (LabChart® software, version 7.1; ADInstruments, Colorado
Springs, CO) to obtain the mean SBP.
Intracavernosal pressure (ICP) measurement

Under anesthesia, a small incision was made in the cervical region for dissection and

exteriorization of the right common carotid artery, where a polyethylene (PE) catheter was



implanted (PE-10 tube soldered to a PE-50 catheter) to access the thoracic aorta and perform
continuous measurements. mean arterial pressure (MAP). Then, the cavernous nerve was
identified and stimulated using a bipolar bronze electrode (Animal Nerve Stimulating
Electrode, MLA0320, ADInstruments) connected to a stimulus generator (Stimulus generators
contained in PowerLab®, ADInstruments). Consecutive electrical stimulation with 1 ms and 6
V pulses at different frequencies (0.2, 0.4, 0.6, 1, 2, 4, 8 and 12 Hz) and lasting 45 s were
induced in the ganglion to measure the PIC and to construct a frequency response curve. ICP
was measured by introducing a 30 G needle connected to a catheter in the crura region of the
left corpora cavernosa. MAP and ICP variations were measured with pressure transducers
(Disposable BP Transducer, MLT0699, ADInstruments) coupled to the PowerLab® data
acquisition system (LabChart® software, version 8.1; ADInstruments, Colorado Springs, CO).
Functional studies in strips of rat corpora cavernosa

For dissection and removal of the rat corpora cavernosa, the penis was removed at the level
of the attachment to the ischium and immersed in Krebs solution with the following
composition (mM): 118.0 NaCl; 4.7 KCl; 1.56 CaCl, 2H,0; 1.2 KH,POy; 1.17 MgSOs4; 25.0
NaHCOs3 and 5.5 glucose. Strips of corpus cavernosum were suspended by metal rods
connected to a force transducer and inserted into tanks for isolated organ baths (Panlab Multi
Chamber Organ Baths, ADInstruments) containing 10 mL of solution at 37°C that was
continuously bubbled with a mixture of 95% O> and 5% CO (pH 7.4). The strips were
maintained under a basal tension of 0.5 g for a stabilization period of 60 minutes. The tension
changes were measured using isometric transducers (MLTO020, ADInstruments, Australia) and
recorded in the PowerLab® system (ML870/P, LabChart version 7.0, ADInstruments,
Australia).

The contractility of the rat corpora cavernosa was evaluated by increasing the cumulative
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was performed using 50 V electric pulses having a duration of 1 ms at different frequencies (1,
2,4, 8, and 16 Hz) with a duration of 10 seconds for each frequency. The contractile response
of the corpora cavernosa to Phe was also evaluated by pre-incubation for 30 minutes with
tempol (1 mM), which is a superoxide dismutase (SOD) mimetic. The relaxation response of
the corpora cavernosa in the different treatment groups was assessed by increasing the
cumulative concentration to ACh (0.1 nM - 100 uM), which is an endothelial muscarinic
agonist, or to SNP (10 nM - 300 uM), which is a spontaneous NO donor.
Evaluation of superoxide anion production

Reactive oxygen species (ROS) generation in the rat corpus cavernosum was detected with
the fluorescent dye DHE. The rat corpora cavernosa were isolated, embedded into the Tissue
Tek Compound (OCT) embedding medium, and frozen in liquid nitrogen. Subsequently,
sections of corpora cavernosa (10 uM) were incubated with 5 uM DHE at 37 °C for 30 minutes
in a humid chamber and protected from light. The intensity of the fluorescence emitted by DHE
was used to measure the superoxide anion production in the different groups. The digital
images were captured using a fluorescence microscope (NIKON Eclipse Ti-E, NIKON, Japan)
for further analysis.
Statistical analysis

The data are expressed as the mean + SEM. For statistical analysis, one-way or two-way
ANOVA was used, followed by the Bonferroni post-hoc test. The differences between the
means were considered significant when p < 0.05. The data were analyzed and plotted in the
statistical software GraphPad Prism 7.0®. The maximum relaxation corresponded to the
maximum effect (Emax) for the highest concentration used. Pharmacological potency was
determined using the ECso (concentration that induces a response halfway between the baseline
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RESULTS
S-isopropyl-2-methylphenol induces antihypertensive effect in SHR

Treatment with 5-isopropyl-2-methylphenol at doses of 50 mg/kg and 100 mg/kg and
sildenafil 1.5 mg/kg decreased blood pressure in SHR animals compared to the SHR-CTL
group after the second week of treatment. However, none of the experimental groups could
revert the SBP value to the level of the WKY-CTL group (Figure 1; table 1).
S-isopropyl-2-methylphenol improves the ICP/MAP ratio in SHR

The representative records of the ICP/MAP ratio in the different experimental groups are
shown in figure 2a. The ICP/MAP ratio was significantly lower in the SHR-CTL group when
compared to that in the WKY-CTL group (Figure 2b, c). Treatment with 5-isopropyl-2-
methylphenol at a dose of 100 mg/kg and with sildenafil at a dose of 1.5 mg/kg significantly
improved hypertensive animals' ICP/MAP ratio. Meanwhile, the SHR-C50 group showed a
significant increase in the ICP/MAP ratio only at the 12Hz frequency compared to the SHR-
CTL group.
S-isopropyl-2-methylphenol improves relaxation of the corpora cavernosa when exposed
to ACh and SNP in SHR

ACh (0.1 nM - 100 uM) induced significantly lower relaxation in the corpora cavernosa
of the SHR-CTL group when compared to that in the corpora cavernosa of the WKY-CTL
group (p < 0.05) (Figure 3a). The treatments of the SHR-C100 and SHR-S1.5 groups improved
the relaxation response induced by ACh in hypertensive rats, presenting a reply similar to that
observed in the WKY-CTL group, thus reversing the endothelial dysfunction associated with
hypertension. However, treatment of the SHR-C50 group was not able to improve the
inadequate relaxant response in hypertension (Figure 3a).

SNP (10 nM - 300 uM) induced significantly lower relaxation in the corpora cavernosa of
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(p <0.05) (Figure 3b). However, in the SHR-C50, SHR-C100, and SHR-S1.5 groups, the SNP-
induced relaxation response in the corpora cavernosa was restored (p < 0.05) (Figure 3b).
S-isopropyl-2-methylphenol reduces hypercontractility of the corpora cavernosa in SHR

Phe (10 nM - 300 uM) induced significantly greater contraction in the corpora cavernosa
of the SHR-CTL group when compared to the corpora cavernosa of the WKY-CTL group (p <
0.05) (Figure 4a). In the SHR-C50 and SHR-C100 groups (Figure 4a), the hypercontractility
response to Phe observed in the SHR-CTL group was reduced (p < 0.05). On the other hand,
the SHR-S1.5 group did not change the Phe hypercontractility observed in the SHR-CTL group
(Figure 4a).

The representative records of the EFS in the different experimental groups are shown in
figure 4c. Similarly observed with Phe, the SHR-C50 and SHR-C100 groups attenuated the
hypercontractility response in the corpora cavernosa to EFS compared to that in the SHR-CTL
group (Figure 4b). The SHR-S1.5 group did not alter the hypercontractility to EFS induced by
hypertension compared to the SHR-CTL group (Figure 4b).

S-isopropyl-2-methylphenol reduces hypercontractility in a similar way to tempol of the
corpora cavernosa in SHR

The contractile response induced by Phe in the SHR-CTL group was significantly reduced
by pre-incubation of tempol in corpora cavernosa compared to the respective group without
this antioxidant (Figure 5a, e). A similar effect was observed in the SHR-S1.5 group (Figure
5d, e). In contrast, the contractile response remained unchanged in the SHR-C50 and SHR-
C100 groups compared to their respective groups in the absence of tempol (Figure 5b and c,
respectively).

S-isopropyl-2-methylphenol reduces reactive oxygen species in the corpus cavernosum of

SHR



The DHE probe emitted baseline fluorescence in the rat corpora cavernosa sections of all
experimental groups. The SHR-CTL showed an increase in DHE fluorescence intensity (226.0
+ 13.1%; n =5) when compared to the DHE fluorescence intensity of the WKY-CTL group
(103.3 £ 12.0%; n = 5) (Figure 6a, b). The corpora cavernosa sections of the SHR-C50 (101.3
+10.1%;n=5), SHR-C100 (103.4 £5.0%; n = 6), and SHR-S1.5 (142.5 = 6.1%; n = 6) groups
showed a significant reduction in the fluorescence intensity emitted by the DHE probe when
compared to that emitted by the DHE probe in the SHR-CTL group.

DISCUSSION

This study revealed that 5-isopropyl-2-methylphenol improves the erectile function of
SHR, likely through a mechanism involving restoring endothelial dysfunction and reducing rat
corpus cavernosum hypercontractility.

First-line therapy for the treatment of ED consists of the administration of iPDE-5.
However, their efficacy is reduced when NO bioavailability is decreased. Thus, endothelial
dysfunction may limit the efficacy of this therapy (Kedia et al., 2020; Toque et al., 2014).
Therefore, it is necessary to develop new therapeutic options that may attenuate the progression
of the problem in patients with this condition (Decaluwe et al., 2011).

Plant products have been an important alternative and the subject of several studies that
demonstrate a significant effect in the treatment of ED (Cevik et al., 2013; Li et al., 2014,
Ushiyama et al., 2008). In this context, monoterpenes, particularly the isomers carvacrol and
thymol, stand out in the literature due to their important activity on the cardiovascular system
(Aydin et al., 2007; Dantas et al., 2015; Peixoto-Neves et al., 2010). In general, these
compounds have antioxidant activity (El-Sayed et al., 2015) and may, thus, be indicated for
protecting cellular constituents susceptible to chronic oxidative damage (Samarghandian et al.,
2016). Therefore, our group sought to assess whether 5-isopropyl-2-methylphenol would

benefit erectile dysfunction in hypertensive animals.



Our study confirmed the antihypertensive activity of 5-isopropyl-2-methylphenol at both
doses, corroborating previous studies carried out with SHR animals (Costa et al., 2021). The
SHR-S1.5 group also showed reduced blood pressure levels, which aligns with literature data
showing a reduction in SBP after two months of treatment (Yaguas et al., 2010). Interestingly,
treatments with 5-isopropyl-2-methylphenol or sildenafil reduced SBP almost to the same
level.

Erectile function was assessed by the ICP/MAP ratio. The ICP/MAP ratio in the SHR-
CTL group was significantly reduced compared to that in the WKY-CTL group, confirming
the development of ED in SHRs, as previously observed in the literature (He et al., 2020). In
contrast, the SHR-C100 group exhibited a restored erectile function in most stimulation
frequencies tested compared to the SHR-CTL group.

These results demonstrate that 5-isopropyl-2-methylphenol, in addition to having an
antihypertensive effect, which may contribute to improving or delaying the development of
ED, also influences erectile function, capable of reversing hypertension-associated ED. This
statement is in agreement with the results showing that the reduction in pressure levels alone
is not effective in improving ED, as demonstrated by the effects induced by some
antihypertensive drugs, such as beta-blockers and thiazide diuretics (Cordero et al., 2010;
Sharp et al., 2017). In addition, the SHR-S1.5 group presented an improved erectile function,
corroborating with reports in the literature (Da Silva et al., 2019; Liu et al., 2010; Sung et al.,
2017).

Since NO is considered the primary peripheral pro-erectile physiological regulator and
changes in its synthesis or bioavailability may lead to the development of ED (Alves-Lopes et
al., 2017; Sangiorgi et al., 2021), the activity of ACh, was assessed to determine whether there
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dysfunction of ACh-induced relaxation in SHR, as previously described (Behr-Roussel et al.,
2005; Toblli et al., 2007).

S-isopropyl-2-methylphenol at a dose of 100 mg/kg wholly restored endothelial function
in corpora cavernosa SHR, which may suggest the involvement of this mechanism in reversing
erectile dysfunction. This effect corroborates data from the literature, demonstrating that
different antioxidant substances also improve endothelial function in rat corpora cavernosa
(Long et al., 2018; Murat et al., 2016; Ushiyama et al., 2008).

SNP was used to assess endothelium-independent relaxation. Our study showed that
hypertension decreases the response to components of the NO-mediated signaling cascade in
smooth muscle cells of cavernous corpora of rats, corroborating data already presented in the
literature (Ushiyama et al., 2004).

5-isopropyl-2-methylphenol and sildenafil treatments improved the SNP-mediated
response, similar to the results observed for the WKY-CTL group. These data suggest that the
abovementioned treatments improved the NO-mediated signaling cascade. This result is quite
significant compared to data in the literature that showed that treatment with other antioxidants,
such as a-tocopherol, could not change this parameter (Ushiyama ef al., 2008).

In hypertension, some pathophysiological mechanisms involved in developing ED are
related to cavernous smooth muscle hypertrophy, inducing hypercontractility. In our study, we
demonstrated that SHR-CTL animals showed an increase in erectile tissue tone, which may
contribute to a reduction in blood flow and intracavernous pressure, as identified in previous
studies (Toblli et al., 2007; Toblli et al., 2000; Wang et al., 2018). Differing results were
observed by Toblli (2007), who showed reduced contractility to Phe in strips of cavernous
bodies of SHR at 24 weeks of age.

Treatment with 5-isopropyl-2-methylphenol at both doses (50 or 100 mg/kg) reduced

hypercontractility for Phe and EFS in SHR. These results suggest that the improvement in the



contractile response induced by appears to involve a common pathway mediated by a
reduction in the sensitivity of smooth muscle machinery to contractile substances, which
contributed to an improvement in erectile function. However, treatment with sildenafil could
not reduce hypercontractility, similar to that demonstrated by Toblli (2007), suggesting that the
improvement of erectile function does not involve the modulation of contractile muscle
response.

Oxidative stress appears to significantly modulate the neurovascular alteration involved in
the development of ED. Antioxidant agents act by limiting the activity of ROS-generating
enzymes, reversing oxidative damage (Agarwal et al., 2006; De Oliveira et al., 2021).

Therefore, the modulation by O»°*" of Phe-induced contraction in corpus cavernosum strips
of rats pretreated with tempol, a SOD mimetic, was evaluated. In present study demonstrated
that the reduced levels of O>*", evoked by pre-incubation with tempol, negatively modulate the
Phe-induced contraction in the corpora cavernosa of SHR -CTL rats.

In contrast, The pre-incubation with tempol in SHR-C50 and SHR-C100 rats had no
additive effect in reducing Phe-induced contraction compared to the effect in the absence of
this scavenger. Therefore, treatment with 5-isopropyl-2-methylphenol at both doses probably
reduces contractility through a mechanism similar to that induced by tempol. Conversely, pre-
incubation with tempol in the SHR-S1.5 group reduced the Phe-mediated contractile response
compared to the SHR-CTL group. This suggests that treatment with sildenafil seems to
improve erectile function mainly by other mechanisms.

To confirm the modulating effect of oxidative stress, we evaluated whether treatment with
S-isopropyl-2-methylphenol was able to modify baseline ROS levels in corpus cavernosum
sections of SHR by measuring the DHE fluorescence intensity.

Our results corroborate data in the literature that show an increase in oxidative stress in the

cavernous bodies of SHR (Ushiyama et al., 2004). Treatment with 5-isopropyl-2-methylphenol



at the two doses studied (50 and 100 mg/kg) was able to reverse the oxidative damage of
hypertension. Animals from the SHR-S1.5 group also showed a reduction in the DHE
fluorescence intensity; however, this response was not reversed to the baseline levels of the
WKY-CTL group. This result suggests that treatment with sildenafil reduces oxidative stress;
however, this does not appear to be the primary mechanism by which erectile function is
improved.

The increase in superoxide anion production in hypertension-associated ED is related to
increased NADPH activity (Agarwal et al., 2006). Studies have shown that 5-isopropyl-2-
methylphenol reduces ROS formation through the modulation of NADPH expression,
suggesting that 5-isopropyl-2-methylphenol can prevent the formation of pathological lesions
of atherosclerosis (Lee et al., 2015).

Finalmente, os canais TRPC3 e TRPC4 estao envolvidos na modulacdo positiva do
estresse oxidativo. O canal TRPC3 amplifica a formagdo de ROS por meio da interagdo com a
NADPH oxidase (Nox2), que causa a estabilizacdo desse complexo proteico e
consequentemente aumenta a producdo de ERO, levando a alteracao funcional das células que
culmina em dano tecidual (Kitajima et al., 2016; Poteser et al., 2006). Considering the wide
action of 5-isopropyl-2-methylphenol on the blockade of TRP receptors, we can hypothesize a
possible involvement of the monoterpene studied in the inhibition of these receptors for a more
pronounced reduction of oxidative stress, which needs future investigations.
CONCLUSIONS

In conclusion, our results demonstrate that treatment with 5-isopropyl-2-methylphenol
improves hypertension-associated erectile dysfunction in SHR, at least by a mechanism
involving endothelial function restoration and reduction of rat corpora cavernosa

hypercontractility.
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Figure Legends

Figure 1 — SBP (mmHg) weekly changes measured by tail-cuff. Groups: WKY-CTL (n = 6; ®); SHR-CTL (n =
5; m); SHR-C50 (n = 6; A); SHR-C100 (n = 6; V); SHR-S1.5 (n = 6; ¢). Results are expressed as mean + standard

error of mean (SEM). *p < 0.05 vs WKY-CTL; #p < 0.05 vs SHR-CTL.

Figure 2 — Effect of carvacrol on ICP/MAP ratio in response to pelvic ganglion stimulations (0.2 — 12 Hz). a)
original tracings of ICP/MAP ratio. b) ICP/MAP ratio curves. ¢c) ICP/MAP values as a function of the different
frequencies (Hz) of stimulation in the different groups of animals treated for four weeks. Groups: WKY-CTL (n
=5; @); SHR-CTL (n = 5; m); SHR-C50 (n = 5; A); SHR-C100 (n = 5; V); SHR-S1.5 (n = 6; ¢). Results are

expressed as mean + SEM *p < 0.05 vs WKY- CTL; #p < 0.05 vs SHR-CTL.

Figure 3 — Vascular reactivity to ACh (a) and SNP (b) in rat corpora cavernosa. Groups: WKY-CTL (n =5 and
7, respectively; ®); SHR-CTL (n = 6 and 5, respectively; m); SHR-C50 (n =5 and 7, respectively; A); SHR-C100
(n =5 and 6, respectively; V); SHR-S1.5 (n =5 and 7, respectively; 4). Results are expressed as mean + SEM*p

<0.05 vs WKY-CTL; #p < 0.05 vs SHR-CTL.

Figure 4 — Concentration-response curves to Phe (10 nM — 300 uM) (a) and EFS (1 — 16 Hz) (b) in rat corpora
cavernosa. (c) Original representative trancings showing the contractile frequency-response curves in rat corpora
cavernosa. Groups: WKY-CTL (n =5 and 7, respectively; ®); SHR-CTL (n =5 and 6; m); SHR-C50 (n = 6 and
5, respectively; A); SHR-C100 (n =5 and 6, respectively; V); SHR-S1.5 (n = 6; #). Results are expressed as mean

+ SEM*p< 0.05 vs WKY-CTL: #p< 0.05 vs SHR-CTL.

Figure 5 — Effect of carvacrol on concentration-response curves to Phe (10 nM — 300 uM), in presence of tempol
(1 mM), in rat corpora in in different groups (a-d). Percentage of the maximum effect of the Phe-induced
contractile response in the presence and absence of tempol (e). Groups: WKY-CTL (n =5; e); SHR-CTL (n = 5;
m); SHR-CTL-TEMPOL (n = 5; 0); SHR-C50 (n= 6; A); SHR-C50-TEMPOL (n=5; A); SHR-C100 (n=35; V¥);
SHR-C100-TEMPOL (n = 6;V); SHR-S1.5 (n = 6; 0); SHR-S1.5-TEMPOL (n = 5; 4). Results are expressed as

mean + SEM. *p < 0.05 vs WKY-CTL; #p < 0.05 vs SHR-CTL.

Figure 6 — Effect of carvacrol on reactive oxygen species (ROS) in rat corpora cavernosa. Basal fluorescence
intensity of DHE in transverse sections of rat corpora cavernosa. Groups: WKY-CTL (n = 5); SHR-CTL (n = 5);
SHR-C50 (n =5); SHR-C100 (n = 6); SHR-S1.5 (n = 6). a) Basal fluorescence intensity emitted by the DHE in

transverse sections of rat corpora cavernosa (objective 10X). b) Measurement of basal fluorescence intensity of



DHE (%) in transverse sections of corpora cavernosa. The data are expressed as mean of percentage of

fluorescence in relations to the control £ SEM. *p < 0.05 vs WKY-CTL, #p < 0.05 vs SHR-CTL.
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Certificamos que a proposta intitulada "Avaliagdo do efeito do carvacrol na regeneragao vascular induzida por células progenitoras
endoteliais de ratos espontaneamente hipertensos", protocolada sob o CEUA n2 2171120320 (o oo1086), SOb a responsabilidade de
Isac Almeida de Medeiros e equipe; Tays Gongalves - que envolve a produgdo, manutengao e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esté de acordo com
os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentac&o Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 29/05/2020.

We certify that the proposal "Evaluation of the effect of carvacrol on vascular regeneration induced by endothelial progenitor cells
of spontaneously hypertensive rats", utilizing 42 Heterogenics rats (42 males), 84 Isogenic rats (84 males), protocol number CEUA
2171120320 (o oo1086), under the responsibility of Isac Almeida de Medeiros and team; Tays Gonc¢alves - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 05/29/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 06/2020 a 01/2023 Area: Ciéncias Farmacéuticas

Origem: Unidade de Producd@o Animal IPeFarM

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 8 a 12 semanas N: 42
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 200a300g

Origem: Unidade de Producdo Animal IPeFarM

Espécie: Ratos isogénicos sexo: Machos idade: 8 a 10 semanas N: 28
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Kyoto Peso: 200a300g

Origem: Unidade de Produgao Animal IPeFarM

Espécie:  Ratos isogénicos sexo: Machos idade: 8 a 10 semanas N: 56
Linhagem: Rattus Norvegicus - SHR Peso: 200a300g

Local do experimento: Laboratdrio de Farmacologia cardiovascular , IPeFarm e Laboratério pré-clinico de envelhecimento, Instituto
do Envelhecimento da Paraiba.
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d&'ﬂw oo Cipoie Bonlios 1A, Gl

Profa. Dra. Jailane de Souza Aquino Prof. Dr. Carlos Augusto Alanis Clemente
Coordenadora da Comiss&o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidade Universitéria, s/n - Castelo Branco IIl Prédio da Reitoria - Gabinete da Vice-reitoria - CEP 58051-085 - Joao Pessoa/PB - tel: 55 (83) 3216-7155
Horério de atendimento: 22 a 62 das 14 as 17h : e-mail: ceua@ufpb.br
CEUA N 2171120320

182



ANEXO B — Artigos completos pulicados em periédicos entre 2018 e 2023.

183



Hindawi

Oxidative Medicine and Cellular Longevity
Volume 2020, Article ID 1954398, 20 pages
https://doi.org/10.1155/2020/1954398

Hindawi

Review Article

Unveiling the Role of Inflammation and Oxidative Stress on
Age-Related Cardiovascular Diseases

Arthur José Pontes Oliveira de Almeida(),! Mathania Silva de Almeida Rezende (),

Sabine Helena Dantas(),! Sonaly de Lima Silva ,! Jalio César Pinheiro Liicio de Oliveira ),
Fatima de Lourdes Assuncio Araiijo de Azevedo,! Rayanne Maira Felix Ribeiro Alves !
Geovania Maria Sales de Menezes,! Pablo Ferreira dos Santos,!

Tays Amanda Felisberto Gongalves (»,' Valérie B. Schini-Kerth (5,

and Isac Almeida de Medeiros '

IDepartamento de Ciéncias Farmacéuticas/Centro de Ciéncias da Satuide, Universidade Federal da Paraiba, Cidade Universitdria-
Campus I, Caixa Postal 5009, 58.051-970 Jodo Pessoa, PB, Brazil
2INSERM (French National Institute of Health and Medical Research), UMR 1260, Regenerative Nanomedicine,

Faculty of Pharmacy, University of Strasbourg, 67000 Strasbourg, France

Correspondence should be addressed to Isac Almeida de Medeiros; isac@Itf.ufpb.br
Received 20 December 2019; Revised 12 March 2020; Accepted 3 April 2020; Published 9 May 2020
Guest Editor: Adam P. Lightfoot

Copyright © 2020 Arthur José Pontes Oliveira de Almeida et al. This is an open access article distributed under the Creative
Commons Attribution License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the
original work is properly cited.

The global population above 60 years has been growing exponentially in the last decades, which is accompanied by an increase in
the prevalence of age-related chronic diseases, highlighting cardiovascular diseases (CVDs), such as hypertension, atherosclerosis,
and heart failure. Aging is the main risk factor for these diseases. Such susceptibility to disease is explained, at least in part, by the
increase of oxidative stress, in which it damages cellular components such as proteins, DNA, and lipids. In addition, the chronic
inflammatory process in aging “inflammaging” also contributes to cell damage, creating a stressful environment which drives to
the development of CVDs. Taken together, it is possible to identify the molecular connection between oxidative stress and the
inflammatory process, especially by the crosstalk between the transcription factors Nrf-2 and NF-«B which are mediated by
redox signalling and are involved in aging. Therapies that control this process are key targets in the prevention/combat of age-
related CVDs. In this review, we show the basics of inflammation and oxidative stress, including the crosstalk between them,
and the implications on age-related CVDs.

1. Introduction

The average life expectancy of the global population has been
increasing rapidly [1]. According to the United Nations
(UN), the world population over 60 years will keep growing
exponentially in the next decades, rising from 12%, data from
2015, to 22% in 2050 [2]. In parallel, age-related diseases have
also been increasing, highlighting cardiovascular diseases
(CVDs) as the main cause of morbidity and mortality
worldwide, aging being the main risk factor for these dis-
eases [3-5].

Cardiovascular aging (cardiac and vascular aging) is
characterized by a progressive decline in physiological pro-
cesses at the molecular, cellular, and tissue levels [6-8].
Two factors play a key role in this process: the gradual and
persistent increase in inflammation “inflammaging” and the
oxidative stress, including the crosstalk between them [9,
10]. These processes are associated with the pathophysiology
of aging-related CVDs, such as hypertension, acute myocar-
dial infarction, and stroke (Figure 1) [11-13].

This review brings an integrated approach to the role of
inflammation and oxidative stress associated with the
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Carboxymethyl-glucan from Saccharomyces
cerevisiae reduces blood pressure and improves
baroreflex sensitivity in spontaneously
hypertensive rats
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Carboxymethyl-glucan (CMG) is a derivative of B-p-glucan extracted from Sacharomyces cerevisae. This
polymer presents improved physicochemical properties and shows health benefits, such as immunomo-
dulation, antioxidant, anti-inflammatory, anti-tumor, and antiplatelet activities, and improved vascular
function. However, studies concerning the effect of administration of CMG on the cardiovascular para-
meters, mainly in the field of hypertension, are scarce. This study aimed to investigate the effect of admin-
istration of CMG in spontaneously hypertensive rats (SHR) and normotensive rats (WKY) models.
Normotensive and hypertensive animals received CMG at doses of 20 mg kg™ and 60 mg kg™ for four
weeks. Then, weight gain, lipid profile, renal function, blood pressure, cardiac hypertrophy, baroreflex sen-
sitivity, and sympathetic tone were evaluated. Oral administration of CMG influenced weight gain and
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cholesterol levels, and significantly reduced urea in the hypertensive animals. It decreased blood pressure
levels and cardiac hypertrophy, improved baroreflex response, and reduced the influence of sympathetic
tone. The results demonstrate the antihypertensive effect of CMG through improvement in baroreflex
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1. Introduction

Saccharomyces cerevisae is the largest source of p-b-glucans
among the yeasts. f-p-Glucans are chemically characterized by
a linear central backbone of glucose residues linked via p-(1-3)
linkages, and glucose side-chains of various sizes linked
through p-(1-6) linkages." This polysaccharide has been used
to treat cancer in Japanese traditional medicine for decades,
mainly due to its potent immunomodulatory role and anti-
cancer activity.»® Furthermore, it has demonstrated other
health benefits, such as anti-inflammatory, anti-mutagenic,
hypocholesterolemic, anti-hypertensive, hypoglycemic and
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sensitivity via sympathetic tone modulation.

antioxidant properties. Therefore, there is a great interest in
expanding its use as a functional ingredient in the develop-
ment of health foods and pharmaceutical products.”*™**

The nutritional and health benefits of f-p-glucans are
related to the physicochemical properties of this polymer.'""
Carboxymethyl-Glucan (CMG) is a carboxymethylated form
and is considered an alternative as a therapeutic agent with
greater potency or effectiveness. Its lower molar mass ensures
greater solubility in water, while its higher degree of branching
increases the affinity for cell receptors and, consequently,
improves the biological response.’®™® Another relevant aspect
for its use is that, despite not proved yet for CMG, soluble
derivatives of p-p-glucans had demonstrated the ability to
translocate from the gastrointestinal wall into the systemic cir-
culation when orally administered.*®

Some health benefits of CMG have already been reported.
In healthy humans, CMG acted as adjuvant in preventing oxi-
dative stress,"” while in patients with advanced prostate
cancer, it exhibited a protective effect against DNA damage
after oral administration.'® The administration of 20 mg kg™*
dose for 8 days modulated vascular function, reduced platelet
aggregation, and showed an anti-inflammatory effect in
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ABSTRACT

Hypertension is a chronic disease and a global health prob-
lem. Due to its high prevalence, it constitutes the most impor-
tant risk factor for cardiovascular disease. Fruit peels from Pas-
siflora edulis fo. flavicarpa are rich in bioactive natural com-
pounds that may have action in hypertension. This study
aimed to perform a fingerprinting analysis of Passiflora edulis
fruit peel extract and evaluate its actions on the cardiovascu-
lar system in an in vivo model. The extract was obtained from
the dried and powdered fruit peels of Passiflora edulis. Glyco-
side flavonoids were identified in the extract by HPLC-ESI-MS".
The extract showed a significant hypotensive effect after
28 days of treatment and improved vascular function in the
mesenteric artery. This effect was verified by decreased
vascular hypercontractility and increased vasorelaxant in re-
sponse to sodium nitroprusside and acetylcholine. There was
also a decrease in endothelial dysfunction, which can be at-
tributed to nitric oxide’s increased bioavailability. Thus, we hy-
pothesize that all these effects contributed to a reduction in
peripheral vascular resistance, leading to a significant hypo-
tensive effect. These results are novel for fruit peels from
P. edulis. Also, there was a decrease in plasma and cardiac ma-
londialdehyde levels and an increase in glutathione, suggest-
ing a reduction in oxidative stress, as well as an increase of
anti-inflammatory cytokines such as IL-10 in the plasma. This
study demonstrated that the extract can be a new source of
raw material to be applied as food or medicine adjuvant for
treating hypertension.

Introduction

Hypertension is a condition that accounts for 9.4 million deaths
around the world every year, thereby constituting a public health

challenge [1]. Data reveal that hypertension is present in 69% of
patients in the first episode of acute myocardial infarction, 77 %
of cerebrovascular accidents, 75 % with heart failure, and 60 % with
peripheral arterial disease [2]. It is also responsible for 45% of car-

Cabral B et al. Cardiovascular Effects Induced... Planta Med | © 2021. Thieme. All rights reserved.
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Abstract

Fassiflora edulis fo. flavicarpa (Passifloraceae) is popularly known as yellow passion fruit and its fruit peels are considered
a rich by-product in bioactive compounds which has greatly beneficial health properties. The objective of this study was
to evaluate the effects of P. edulis fruit peel extracts in a type 1 diabetes model and the potential vasorelaxant effect. The
aqueous and hydroethanolic extracts were obtained from P. edulis fruit peels and orientin and isorientin flavonoids were
identified in both extracts through ultra-high performance liquid chromatography. Pectin was only identified in the aque-
ous extract by high-performance steric exclusion chromatography and nuclear magnetic resonance. Regarding the vascular
system, the hydroethanolic extract showed better vasorelaxant effects in the mesenteric artery rings when compared to the
aqueous extract. These effects mainly occur by opening the potassium channels. In the type 1 diabetes model, extracts at
doses of 400 and 600 mg/kg were able to restore the effect of insulin in diabetic rats which were not responding to its action.
The antidiabetic effect was more significant for the aqueous extract. Thus, the results suggest that the hydroethanolic and
aqueous extracts have greater potential to be used to treat cardiovascular diseases such as hypertension and as a hypoglycemic
agent, respectively. Taken together, P. edulis fruit peel extracts proved to be a source of valuable bioactive raw material to
produce nutraceuticals or pharmaceutical products.

Keywords Yellow passion fruit peel - Type 1 diabetes mellitus - Vasorelaxant - Nutraceuticals
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Abstract

Erectile dysfunction (ED) is defined as the inability to achieve and/or maintain penile erec-
tion sufficient for satisfactory sexual relations, and aging is one of the main risk factors
involved. The D-(+)-Galactose aging model is a consolidated methodology for studies of car-
diovascular aging; however, its potential for use with ED remain unexplored. The present
study proposed to characterize a new experimental model for ED, using the D-(+)-Galactose
aging model. For the experiments, the animals were randomly divided into three groups
receiving: vehicle (CTL), D-galactose 150 mg/kg (DGAL), and D-(+)-galactose 150 mg/Kg +
sildenafil 1.5 mg/Kg (DGAL+SD1.5) being administered daily for a period of eight weeks. All
of the experimental protocols were previously approved by the Ethics Committee on the
Use of Animals at the Federal University of Paraiba n® 9706070319. During the treatment,
we analyzed physical, molecular, and physiological aspects related to the aging process
and implicated in the development of ED. Our findings demonstrate for the first time that
D-(+)-Galactose-induced aging represents a suitable experimental model for ED assess-
ment. This was evidenced by an observed hyper-contractility in corpora cavernosa, signifi-
cant endothelial dysfunction, increased ROS levels, an increase in cavernous tissue
senescence, and the loss of essential penile erectile components.

Introduction

Erectile dysfunction (ED) is defined as the inability to achieve and/or maintain sufficient
erection for satisfactory sexual relations [1]. Its prevalence tends to increase throughout the
individual’s life, affecting mainly men over 40 years old [2]. With the global increase in life

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0249487  April 15, 2021

1/16



Original Research Article
Beneficial effects of Carvacrol in a D-(+)-
galactose-induced aging model

ABSTRACT |

Aim: To evaluate the cardiovascular effect of carvacrol treatment in a D(+)galactose accelerated: aging model,
investigating effects on vascular reactivity, oxidative stress, and systolic blood pressure (SBR).

Methodology: Eight-week-old male Wistar rats (Rattus norvegicus) were used for oral treatment for eight weeks. Organ
baths were used for vascular reactivity studies (FEN, ACh, and NPS), fluorescence:microscopy to detect reactive oxygen
species (ROS, using DHE probe), and Tail-Cuff for systolic blood pressure (SBP) measurements. Non-linear regression
was used to create the concentration-response curves. Emax denotes the tissue's maximum response.

Results: The aged rats showed a significant increase in fluorescence intensity by the DHE probe compared to the CTL
group (CTL=100 % 3.6%, n=5 and Dgal=167.7 + 7.9%, n=5, respectively). However, the levels of ROS in the carvacrol-
treated groups were significantly attenuated in the Dgal+C50 (138.8 + 4.5%, n=5) and Dgal+C100 (130.0 + 5.5%, n=5)
groups. The animals of the Dgal group presented hypertension through the significant increase in SBP compared to the
CTL group (CTL=135.9 £ 3.9 mmHg, n=6, Dgal=170.9 + 2.0 mmHg, n=9, respectively). The increased SBP of Dgal rats
could be reversed by treatment with carvacrol (Dgal+C50=137.9 £ 2.7 mmHg, n=5, and Dgal+C100=124.6 + 8.2 mmHg,
n=>5, respectively. On the other hand, carvacrol was unable to restore the ACh-induced vasorelaxation effect found in CTL
(Emax=100.0 + 3.9%), Dgal (Emax=84.9 £ 4.4%), Dgal+C50 (Emax=84.9 + 4.4%) and Dgal+C100 (Emax=82.1 + 6.2 %).
Conclusion: Carvacrol shows protective antioxidant effects capable of reducing SBP in aged animals, being an important
tool in promoting healthy aging.

Keywords: carvacrol, aging, d-galactose-induced aging model, oxidative stress, antioxidant, systolic blood pressure,

1. INTRODUCTION

The aging process, characterized.by the gradual decline of cellular, molecular, and tissue functions, is regarded as the
leading risk factor for the development of age-related diseases, such as cardiovascular diseases (CVDs), which are the
leading cause of morbidity and mortality worldwide [1, 2]. Data indicate that by 2050, approximately a quarter of the
world's population will comprise the elderly. However, despite the population's increased life expectancy, individuals do
not necessarily experience an improvement in their quality of life [3, 4].

Cardiovascular aging is a dynamic process caused by several mechanisms, including progressive function and structure
change, resulting in.compromised cardiovascular homeostasis [5]. These changes are associated with increased
synthesis and release of Reactive Oxygen Species (ROS [4]. Briefly, with oxidative stress, vessels and the heart become
stiffer, and.endothelial dysfunction as one ages, a factor that predisposes to the onset of CVDs [6]. Due to the high
prevalence of CVDs in aging, understanding the causes and associated mechanisms is important [7, 8].

It has been'shown: in the literature that rats given D-(+)-galactose for eight weeks to induce aging developed oxidative
stress; vascular remodeling, changes in cardiac anatomy, and senescent cell accumulation, similar to naturally aged rats.
Thus, this accelerated aging model is a reliable experimental aging model at the cardiovascular system level and can be
widely used [9, 10]. The exploration of biomarkers and the search for new therapeutic targets, especially those with
antioxidant activity that can act to slow or reverse the aging process, has aroused much interest [11]. Natural products
have been a constant inspiration for medication research and development. Carvacrol, a natural compound of the
monoterpene class, is the constituent of the essential oil produced by numerous aromatic plants and spices, such as
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Reactive oxygen species (ROS) are bioproducts of cellular metabolism. There is a range of molecules with oxidizing properties
known as ROS. Despite those molecules being implied negatively in aging and numerous diseases, their key role in cellular
signaling is evident. ROS control several biological processes such as inflammation, proliferation, and cell death. The redox
signaling underlying these cellular events is one characteristic of the new generation of scientists aimed at defining the role of
ROS in the cellular environment. The control of redox potential, which includes the balance of the sources of ROS and the
antioxidant system, implies an important target for understanding the cells’ fate derived from redox signaling. In this review,

we summarized the chemical, the redox balance, the signaling, and the implications of ROS in biological aging.

1. Introduction

All living organisms produce reactive oxygen species (ROS) as
a result of cellular metabolism [1, 2]. Despite the presence of
antioxidant defenses (e.g., enzymes, proteins, and vitamins) in
organisms, ROS can accumulate due to overproduction or fail-
ure in the antioxidant system, leading to the stage of “oxidative
stress” [3], a key hallmark of aging [4-6].

Harman, in 1956, proposed the “free radical theory of
aging,” which argued that ROS derived from metabolism were
the primary cause of aging [7]. Since then, several publications
have reported the deleterious effects of ROS on aging [8, 9].
However, recent studies on long-lived models and genetically
altered animals challenge the role of ROS in aging [10]. In this

way, ROS appear to have a dual effect, first as an activator of a
homeostatic compensatory response that increases with age to
maintain survival, and then, beyond a certain point, as a factor
that, rather than alleviating, aggravat the damages associated
with aging [11, 12].

In this context, this review drafts an integrated approach
to the dual role of ROS on aging, addressing molecular, cel-
lular, and physiological aspects of ROS.

2. A General Overview of ROS

A range of molecules with oxidizing properties contributes
to oxidative stress [3]. These ROS include superoxide anions
(0,° "), hydroxyl radical (HO®), nitric oxide (*"NO), and lipid



