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

FEITOSA, M. S. A.
Po6s-graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
Tese de doutorado, CCS/UFPB, 2025

RESUMO

O envelhecimento € um fendmeno natural, complexo e multifatorial marcado pelo declinio das fungdes
fisioldgicas em nivel molecular e celular ao longo do tempo. No sistema cardiovascular, esse processo
resulta no acumulo progressivo de células senescentes endoteliais, que apresentam fungédo anormal e
perda da capacidade proliferativa, levando a disfungdo endotelial, mecanismo-chave na origem de
diversos disturbios, incluindo a disfungéo erétil (DE). A DE ¢é a incapacidade de obter e/ou manter uma
erecgao peniana adequada para uma relagéao sexual satisfatéria. Evidéncias crescentes sugerem que o
estresse oxidativo € um dos principais mecanismos responsaveis pela senescéncia endotelial. Assim,
areducéo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode ser um fator importante para reverter
os danos oxidativos e recuperar a funcéo endotelial. Compostos antioxidantes como o carvacrol, limitam
esses danos e, portanto, apresentam beneficios para a senescéncia endotelial. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a atividade senoprotetora do carvacrol na senescéncia endotelial cavernosa
induzida por D-galactose, através de investigacdes in vitro e in silico. Para isso, células endoteliais
cavernosas de ratos (RCEC) foram cultivadas e tratadas por 48 horas, na auséncia e na presenga da
D-galactose, agente indutor da senescéncia prematura, e do carvacrol. Inicialmente, foi avaliada a
viabilidade celular, senescéncia associada a [B-galactosidase (SA-B-galactosidase) e atividade
antioxidante do carvacrol. No modelo D-galactose, o tratamento com o carvacrol restaurou a viabilidade
celular e, em condigbes basais, ndo apresentou efeitos toxicos. Quanto a SA--galactosidase, tanto na
presenga quanto na auséncia, o carvacrol reduziu a senescéncia. Além disso, o carvacrol, em modelo
de senescéncia, atenuou o estresse oxidativo. O estresse oxidativo é frequentemente acompanhado
de uma menor producgéo de éxido nitrico (NO), o que pode enfraquecer o seu efeito protetor. Por isso,
avaliamos se a diminuicdo do estresse oxidativo causada pelo carvacrol poderia estar aumentando a
biodisponibilidade de NO. Essa analise demonstrou que o carvacrol, na presenga da D-galactose,
aumenta a biodisponibilidade de NO, indicando uma melhora na saude endotelial. A apoptose também
foi avaliada, revelando que o carvacrol aumentou a sobrevivéncia celular e diminuiu a apoptose inicial
e tardia na presenca da D-galactose, sugerindo que, por atuar como antioxidante e aumentar a
biodisponibilidade NO, ele poderia estar reduzindo os danos oxidativos induzidos. Geralmente,
considera-se que as células senescentes estdo permanentemente paradas na fase G0/G1 do ciclo
celular, portanto, avaliamos a propor¢do de RCEC em cada fase do ciclo. O carvacrol, na presenca da
D-galactose, reduziu a propor¢ao dessas células na fase GO/G1 e aumentou nas fases S e G2/M,
provavelmente por atuar como antioxidante, uma vez que o dano oxidativo € um dos principais
mecanismos responsaveis pela parada do ciclo celular em células senescentes. Por fim, em busca de
compreender ainda mais 0s mecanismos envolvidos nesses efeitos, 0s principais alvos moleculares
das vias de senescéncia foram selecionados para a investigagao de interagdo com o carvacrol, através
de analises in silico. Esses estudos revelaram interacbes com os sete alvos avaliados, com destaque
para o p53 e a NADPH oxidase que apresentaram interagdes de alta estabilidade, podendo ser até
melhor do que o ligante padréao. Assim, a atividade antioxidante e a reducao da parada do ciclo celular
na fase G0/G1 do carvacrol, podem estar relacionadas com a modulagao negativa da NADPH oxidase
e p53, respectivamente.

Palavras-chave: 1. Envelhecimento. 2. Senescéncia endotelial. 3. Oxido nitrico. 4. Antioxidante. 5.

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

FEITOSA, M. S. A.
Po6s-graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
Tese de doutorado, CCS/UFPB, 2025

ABSTRACT

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

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

O envelhecimento € um processo multifatorial caracterizado por alteragdes
moleculares, celulares e fisiolégicas que aumentam a suscetibilidade do individuo ao
desenvolvimento de doengas (De Almeida Rezende; Oliveira De Almeida; Gongalves;
De Azevedo et al., 2021). De fato, mais de 90% das pessoas com mais de 65 anos
apresentam pelo menos uma doenga crdnica, € mais de 70% convivem com duas ou
mais (Zhang; Pitcher; Prahalad; Niedernhofer; Robbins, 2023). Portanto, compreender
os mecanismos do envelhecimento e desenvolver estratégias para retardar esse
processo, bem como o surgimento de doencas associadas a idade, € de grande
relevancia (Fu; Zhang; Zhang, 2022).

Ao longo das décadas, tem sido amplamente discutido se a senescéncia
contribui para o processo de envelhecimento do organismo. Uma vez que as células
s&o os blocos de construgdo fundamentais do tecido e do organismo, é indiscutivel
que a senescéncia celular contribui para o envelhecimento, como evidenciado pelo
acumulo progressivo de células senescentes em diversos tecidos em doengas
relacionadas a idade (Khor; Wong, 2020).

Nesse contexto, a senescéncia das células endoteliais desempenha um papel
fundamental no desenvolvimento de desordens relacionadas ao envelhecimento, pois
0 acumulo dessas células leva a disfungéo endotelial, mecanismo-chave na origem
de diversos disturbios, incluindo a disfuncao erétil (DE), marcador precoce de doencgas
cardiovasculares (DCV) (Jia; Aroor; Jia; Sowers, 2019; Khor; Wong, 2020).

A DE é a incapacidade de obter e/ou manter uma erecao peniana adequada
para uma relagado sexual satisfatéria (Argiolas; Argiolas; Argiolas; Melis, 2023). O
envelhecimento é reconhecido por alterar a funcédo erétil e promover disfungéo
endotelial, que interrompe o0s mecanismos homeostaticos responsaveis pela
regulagdo da contragdo da musculatura lisa e do tonus vascular peniano (Blick;
Ritchie; Sullivan, 2016; Echeverri Tirado; Ferrer; Herrera, 2016).

A disfung¢ao endotelial manifesta-se com uma diminuicdo da biodisponibilidade
de oxido nitrico (NO), resultante da sua degradagao acelerada por espécies reativas
de oxigénio (ROS), consequéncia do aumento do estresse oxidativo. Além disso, as
ROS alteram a sinalizagao intracelular da sintase de 6xido nitrico endotelial (eNOS)

de modo que ela entre em um estado de desacoplamento, produzindo ainda mais



31

ROS e reduzindo a biodisponibilidade de NO (De Almeida; De Oliveira; Da Silva
Pontes; De Souza Junior et al., 2022).

Em células endoteliais, o estresse celular induzido pelo estresse oxidativo € um
fator determinante para promover a senescéncia prematura (Jia; Aroor; Jia; Sowers,
2019). Assim, estratégias senoprotetoras que visam reduzir o estresse oxidativo e
promover a recuperagao ou eliminagdo de biomoléculas, organelas e células
danificadas podem ser um processo importante para preservar a integridade celular
(Chaudhary; Chaudhary; Sharma; Singh et al., 2023).

Nesse contexto, os 6leos essenciais, como antioxidantes naturais, apresentam
um recurso util para a identificacdo de terapias que podem atingir a senescéncia e as
alteracdes associadas (Ledrhem; Nakamura; Obitsu; Hirae et al., 2022). Dentre os
componentes dos Oleos essenciais, destaca-se o carvacrol, que tem atraido
consideravel atengdo por sua ampla gama de atividades farmacologicas (Forqani;
Akbarian; Amirahmadi; Khorrami et al., 2024).

Carvacrol € um monoterpeno fendlico obtido de plantas aromaticas da familia
Lamiaceae como Origanum vulgare (orégano), Thymus vulgare (tomilho), Lepidium
flavum (pimenta), Bergamia loise var. Citrus aurantium (bergamota selvagem) (Imran;
Aslam; Alsagaby; Saeed et al., 2022). As atividades bioldgicas do carvacrol foram
demonstradas em diferentes estudos in vivo e in vitro, incluindo atividade antioxidante,
anti-inflamatéria, vasorrelaxante e antiapoptética (De Almeida Feitosa; De Almeida;
Dantas; De Azevedo et al., 2024). Além disso, o carvacrol regula negativamente
marcadores da senescéncia (El-Far; Mohamed; Elsabagh; Mohamed et al., 2022).

Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa evidenciaram que o carvacrol
pode melhorar a funcdo erétil associada ao envelhecimento, atuando através da
reducdo do estresse oxidativo, melhora da disfuncdo endotelial e na diminuigdo do
acumulo de células senescentes no corpo cavernoso isolado de ratos. No entanto,
sao necessarios mais estudos para aprofundar a compreensdo dos mecanismos
envolvidos nesses efeitos. Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar a
agao senoterapéutica do carvacrol em cultura de células endoteliais cavernosas de
ratos (RCEC) no modelo experimental de senescéncia induzida por D-galactose,

através de metodologias in vitro e in silico.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

21 Definindo o envelhecimento

O envelhecimento é um fendbmeno natural complexo e multifatorial
caracterizado por uma deterioragdo gradual das fungdes fisioldogicas em nivel
molecular e celular de um organismo ao longo do tempo (De Almeida Rezende;
Oliveira De Almeida; Gongalves; De Azevedo et al., 2021; El-Far; Elghaity; Mohamed;
Noreldin et al., 2024). Ele é desenvolvido a partir do acumulo de fatores fisicos,
ambientais e sociais e os detalhes dos mecanismos moleculares que desencadeiam
o processo de envelhecimento sdo considerados uma tarefa dificil (Davalli; Mitic;
Caporali; Lauriola; D'arca, 2016).

A origem do envelhecimento tem sido uma questao de debate ha décadas, e
varias hipoteses que propdem mecanismos para sua evolugdo foram levantadas,
como a teoria dos radicais livres mitocondriais (Harman, 1965), a teoria dos teldbmeros
(Olovnikov, 1996), a teoria dos danos ao acido Desoxirribonucleico (DNA) (Gensler;
Bernstein, 1981), a teoria do erro (Orgel, 1963) e a teoria inflamatdria (Franceschi;
Bonafe; Valensin, 2000). De forma geral, essas hipbéteses sugerem que o
envelhecimento ndo €& uma ocorréncia aleatéria, mas sim um fenbmeno
geneticamente programado, ocorrendo quando ceélulas e tecidos s&o desgastados ao
longo dos anos (Harman, 1981; Weismann, 1891).

Em meados da década de 1900, os pesquisadores comegaram a debater a
ideia de que o envelhecimento era a causa de doencgas cronicas relacionadas a idade.
O uso da palavra "causa" continua controverso porque, embora o envelhecimento seja
o maior fator de risco para uma infinidade de doencas relacionadas a idade, a
causalidade nao foi comprovada. Em apoio a ideia, alguns fenébmenos aparentemente
normais do envelhecimento, que interagem entre si de forma complexa, contribuem
para as doengas (Campisi; Kapahi; Lithgow; Melov et al., 2019). Um marco inicial
importante na pesquisa sobre envelhecimento ocorreu em 1939, quando observaram
que a restricdo da ingestdo caldrica em camundongos e ratos aumentava a
expectativa de vida; foi a primeira demonstragdo da plasticidade do processo de
envelhecimento (Campisi; Kapahi; Lithgow; Melov et al., 2019; Mccay; Maynard,;

Sperling; Barnes, 1939).
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Em 2013, Lépez-Otin et al. assumiram a tarefa de fornecer alguma ordem a
multidao de vias biolégicas envolvidas no processo de envelhecimento, propondo que
todos os fatores implicados no envelhecimento sejam organizados em nove
categorias, ou marcadores. Para que seja considerado um marcador, esses fatores
devem estar presentes durante o envelhecimento normal e, ao ser manipulado
experimentalmente, deve influenciar o ritmo do processo de envelhecimento. Esse
ultimo requisito continua sendo o mais dificil de ser alcancado, principalmente devido
a interconex&o entre os marcadores (Amorim; Coppotelli; Rolo; Palmeira et al., 2022).
Isso ressalta o fato de que o envelhecimento € um processo complexo que deve ser
analisado como um todo. Consequentemente, cada um dos marcadores deve ser
considerado como um ponto de entrada para a exploracado futura do processo de
envelhecimento (Lopez-Otin; Blasco; Partridge; Serrano; Kroemer, 2023).

As nove caracteristicas do envelhecimento que foram propostas pelo grupo de
Lopez-Otin, compreende instabilidade genémica, desgaste do telémero, alteracdes
epigenéticas, disfungdo mitocondrial, perda de proteostase, detecgédo desregulada de
nutrientes, senescéncia celular, exaustdo de células-tronco e comunicacao
intercelular alterada. A pesquisa sobre a biologia do envelhecimento progrediu
notavelmente com base nesta proposta (Lopez-Otin; Blasco; Partridge; Serrano;
Kroemer, 2013).

Dez anos depois, em 2023, Lopez-Otin adicionou novas caracteristicas as
originais, que inclui autofagia, disturbio da microbiota e inflamagédo crénica,
fornecendo uma estrutura mais abrangente para estudos do envelhecimento (Lépez-
Otin; Blasco; Partridge; Serrano; Kroemer, 2023) Essas caracteristicas sao agrupadas
em trés categorias: primaria, cujos efeitos sdo indubitavelmente negativos;
antagénica, cujos efeitos podem ser benéficos ou deletérios dependendo de sua
intensidade; e integrativa, que afeta a homeostase e a funcionalidade do tecido (Figura
1). Avangos na compreensao dos mecanismos subjacentes ao processo de
envelhecimento e os possiveis determinantes modificaveis podem revelar insights
sobre como atingir o envelhecimento mais saudavel (Dominguez; Veronese;
Barbagallo, 2024; Tartiere; Freije; Lopez-Otin, 2024).
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Figura 1 - Marcadores (hallmarks) do envelhecimento.

Legenda: O esquema compila doze marcadores do envelhecimento que estdo agrupados em
trés categorias: primaria, instabilidade gendmica, desgaste do telémero, alteragdes
epigenéticas, perda de proteostase e macroautofagia desabilitada; antagonista, desregulacao
da deteccao de nutrientes, disfungdo mitocondrial e senescéncia celular; integrativa, exaustao

de células-tronco, alteragdo da comunicagéo intercelular, inflamagéao crénica e disbiose.
Fonte: Adaptado de Lopez-Otin; Blasco; Partridge; Serrano e Kroemer (2023)

De fato, o envelhecimento é um fenbmeno fisiolégico e multifatorial de declinio
progressivo da fungédo do organismo ao longo do tempo (Fu; Zhang; Zhang, 2022). A
maioria dos biogerontdlogos concordaria que o envelhecimento € o impacto
cumulativo de uma série de processos biologicos deletérios que gradualmente tornam
um organismo cada vez mais vulneravel a mortalidade com a idade (Mc Auley, 2024).

by

E considerado a raiz de multiplas doencas, @ medida que a populagdo idosa e a
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expectativa de vida aumentam, também se elevam as chances de sofrer de doencas
relacionadas a idade (Navarro; Salazar; Diaz; Chacin et al., 2023).

A relagcado entre as muitas comorbidades e o processo de envelhecimento
envolve a interagdo constante e sinérgica de varios fatores intrinsecos e extrinsecos,
que precisam ser completamente descritos para obter uma visao clara dos processos
subjacentes ao fendbmeno de envelhecimento (Navarro; Salazar; Diaz; Chacin et al.,
2023). Esse entendimento é particularmente relevante quando se considera que o
processo de envelhecimento de um individuo ndao pode ser totalmente equiparado ao
de outro, sabendo que a interacdo entre os fatores intrinsecos e extrinsecos nunca
sera exatamente a mesma.

As bases extrinsecas que incluem os fatores ambientais relacionados ao estilo
de vida, como dieta hipercaldrica, sedentarismo e habitos nocivos (cigarro, estresse e
0 consumo excessivo de alcool, por exemplo) afetam diretamente a saude devido as
suas consequéncias metabdlicas prejudiciais; podendo ter uma influéncia mais
decisiva do que os fendmenos intrinsecos (Denham; O'brien; Charchar, 2016; Juarez-
Fernandez; Porras; Garcia-Mediavilla; Roman-Saguillo et al., 2020; Ragonnaud;
Biragyn, 2021).

Em relagdo a base intrinseca, o impacto e a interagao entre genes candidatos
selecionados relacionados a longevidade e suas variagdes, bem como fatores
epigenéticos e outras caracteristicas primarias do envelhecimento celular foram
sugeridos como os principais culpados do processo de envelhecimento, em conjunto
com moléculas especificas e organelas celulares, como metabdlitos e mitocéndrias,

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

2.2 Impacto do envelhecimento da populagao e das doengas associadas

A populagédo global apresentou um crescimento notavel ao longo do ultimo
século, quase triplicando de aproximadamente 3 bilhdes de individuos em 1950 para
8 bilhdes em 2022, de acordo com dados da Divisao de Populagcdo do Departamento
de Assuntos Econdmicos e Sociais das Nag¢des Unidas. Este aumento populacional
ocorreu em conjunto com um aumento notavel na expectativa de vida, que foi de 45,51
anos em 1950 para 73,3 anos em 2024 (Figura 2). As proje¢des indicam uma trajetéria
ascendente adicional, com uma esperang¢a média de vida prevista de 81,88 anos até

ao ano de 2100 (Surugiu; lancu; Vintilescu S; Stepan et al., 2024).
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Figura 2 - Expectativa de vida no mundo de 1950 até 2024.
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Legenda: Expectativa média de vida global para homens, mulheres e ambos os sexos de 1950
a 2024.

Fonte: OMS acesso em 04/11/2024

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e o Banco Mundial, a
populagcéo global com 65 anos ou mais era de 727 milhdes, constituindo 9,3% da
populagao total em 2022. Considera-se que um pais ou regiao esta se tornando uma
sociedade envelhecida quando uma proporcédo de pessoas com 60 anos ou mais
atinge 10% da populagao, ou quando uma parcela de individuos com 65 anos ou mais
chega a 7% (Liu; Fang; Tu; Mo et al., 2024).

No Brasil, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), apresenta,
com base nos dados do Censo Demografico 2022, resultados sobre a populacéo de
pessoas idosas, que € definida por aquelas pessoas que possuem 60 anos de idade
ou mais. Em 1980, o Brasil tinha 6,1% da populacido com 60 anos ou mais de idade.
Ja em 2022, esse grupo etario representou 15,8% da populagdo total e um
crescimento de 46,6% em relacdo ao Censo Demografico 2010, quando representava

10,8% da populacdo. Entre os motivos para o envelhecimento da populagao
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brasileira, € possivel destacar o avango da medicina, ja que as pessoas podem
realizar a prevengcdo médica com maior cuidado (Ibge, 2022).

Apesar do aumento da expectativa de vida ser uma realidade para a maioria
dos paises, os individuos ndo necessariamente apresentam melhora na sua qualidade
de vida (Figura 3) (Amorim; Coppotelli; Rolo; Palmeira et al., 2022; De Almeida;
Ribeiro; De Medeiros, 2017). Durante o processo de envelhecimento, os tecidos e
o6rgaos sofrem declinio funcional ou deterioragdo, aumentando assim sua
suscetibilidade a doencgas relacionadas a idade, como doengas neurodegenerativas,
diabetes, cancer e DCV, encurtando sua expectativa de vida saudavel, o que trouxe
enorme pressao financeira aos paises em todo o mundo em termos de assisténcia a
saude (Fu; Zhang; Zhang, 2022; Li; Tian; Luo; Bao et al., 2024).

Figura 3 - Envelhecimento e a incidéncia de doengas relacionadas a idade.
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Legenda: Aumento da incidéncia de doengas com o avango da idade que pode ser atenuado
por terapias de envelhecimento. Essas intervengbes deslocam a curva de incidéncia para a
direita, indicando a eficiéncia da terapia em retardar o surgimento de doencas associadas ao

envelhecimento.

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

Nos ultimos anos, investigagdes moleculares revelaram redes de sinalizacao
comuns que podem relacionar o processo de envelhecimento com a deterioragéo da

homeostase cardiovascular (Costantino; Paneni; Cosentino, 2016). Esses diferentes
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processos parecem estar altamente interconectados com o desenvolvimento de DCV,
responsaveis pelo maior indice de morbimortalidade mundial, por isso, o
envelhecimento € um dos principais fatores de risco para essas doencas (De Almeida;
De Almeida Rezende; Dantas; De Lima Silva et al., 2020).

Uma associagéo entre DCV e DE foi observada em 1997, e desde entéao ficou
evidente que a DE frequentemente antecede eventos cardiovasculares, podendo ser
utilizada como um marcador precoce para identificar homens com alto risco de DCV
grave (Mobley; Khera; Baum, 2017). Mc Mahon ressalta, ainda, que a DE & um
importante indicador de disfungédo endotelial generalizada (Mcmahon, 2019).

Um estudo fundamental que estabeleceu as bases para a utilizagao potencial
da DE para o diagnéstico precoce de DCVs, foi publicado por Montorsi e
colaboradores, no qual 65% dos pacientes apresentaram sintomas de DE trés anos
antes do inicio das manifestagdes cardiovasculares. Os autores sugerem que, devido
ao pequeno calibre dos vasos penianos, qualquer alteracdo minima afetaria esses
vasos primeiro, antes de causar sintomas cardiovasculares evidentes (Montorsi;
Ravagnani; Galli; Rotatori et al., 2004).

Os fatores de risco para DE sao semelhantes aos de DCV, como hipertensao
arterial, diabetes mellitus, tabagismo, obesidade e dislipidemia (MCMAHON, 2014;
MOBLEY et al., 2017). No entanto, o envelhecimento, por si s6, pode ser o suficiente
para o desenvolvimento da DE, sendo considerado um dos fatores de risco mais

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

2.3 Disfuncao erétil associada ao envelhecimento

A DE é um problema sexual masculino caracterizado como a incapacidade
persistente ou recorrente de obter e/ou manter uma erecido suficiente para uma
relacdo sexual satisfatéria (Nih, 1993). O principal fator de risco associado a DE € a
idade, podendo afetar até 76% dos individuos que possuem mais de 70 anos de idade
(De Almeida Rezende; Oliveira De Almeida; Gongalves; De Azevedo et al., 2021,
esta relacionada ao aumento da expectativa de vida da populagéo, estima-se que até

o final de 2025 a DE acometa 322 milhdes de homens (Chen; Lu; Zhang; Tan; Qin,
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2024; Kessler; Sollie; Challacombe; Briggs; Van Hemelrijck, 2019; Sin; Anand; Koh,
2021).

2.3.1 Fisiologia da ere¢cdo e os mecanismos envolvidos

A erecdo peniana € um mecanismo neurovascular complexo que requer
interagcdo entre os sistemas nervosos central e periférico, endotélio vascular e fatores
hormonais, além de ser dependente da integridade estrutural dos componentes
celulares penianos (Bogacki-Rychlik; Gaweda; Bialy, 2023; Castela; Costa, 2016).

O tecido erétil € uma estrutura vascular altamente especializada, composta por
trés corpos esponjosos cilindricos, sendo dois corpos cavernosos, localizados na
porcao dorsal do pénis, e um corpo esponjoso que circunda o segmento distal da
uretra no lado ventral do pénis (Figura 4). Esse tecido compreende pequenas artérias
de resisténcia (artérias helicoidais) que se abrem em cavidades sinusoidais
(trabéculas) revestidas internamente por uma monocamada endotelial vascular. Este
endotélio vascular é cercado por uma rede de células musculares lisas (CML), nervos
autondmicos e matriz extracelular, que compreende colageno, fibras elasticas e
fibroblastos (Andersson, 2019; Castela; Costa, 2016).
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Figura 4 — Anatomia do pénis.
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Legenda: Anatomia peniana visédo longitudinal (A) e transversal (B). A visdo longitudinal
destaca a estrutura alongada do pénis, revelando o corpo cavernoso, a veia dorsal, a
inervacao, a irrigacao sanguinea, o corpo esponjoso, a glande e a uretra. Ja a visao
transversal (B) revela trés estruturas eréteis formadas por um corpo esponjoso e dois corpos
cavernosos, que sao revestidos pelas fascias de Buck, de Colles e por tecido subcutaneo,
que os separam da pele. Os corpos cavernosos sdo revestidos ainda por um envelope
espesso denominado tunica albuginea, que se funde para formar o septo mediano, separando

os dois corpos cavernosos.

Fonte: Adaptado de Andersson (2019)

Os corpos cavernosos estao contidos em um envelope espesso denominado

tunica albuginea, que se funde para formar o septo peniano. Este septo, por ser
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perfurado e descontinuo, permite que os corpos cavernosos funcionem como uma
unidade unica (Andersson, 2019; Jung; Jo; Kwon; Jeong, 2014). A tunica albuginea é
uma estrutura com multiplas camadas circulares de tecido conjuntivo e é composta de
colageno fibrilar entrelagado com fibras de elastina, proporcionando uma grande
flexibilidade e rigidez ao pénis, além de fornecer resisténcia tecidual. Fascias
profundas (de Buck) e superficiais (de Colles) envolvem a tunica albuginea e encerram
0S vasos sanguineos e 0s nervos penianos e um tecido subcutaneo os separam da
pele (Andersson, 2019).

O suprimento sanguineo arterial é fornecido principalmente por trés ramos da
artéria pudenda interna, artéria bulbar, uretral e cavernosa, que se unem formando a
artéria dorsal (Figura 5) (Garg; Date; Gupta; Baliarsing, 2016). A artéria bulbar fornece
suprimento sanguineo para as glandulas de Cowper (glandulas bulbouretrais). A
artéria uretral acompanha longitudinalmente a uretra e supre ndo apenas 0 corpo
esponjoso, mas também a glande do pénis e o tecido uretral. A artéria cavernosa, uma
artéria mais profunda, esta localizada no centro dos corpos cavernosos, e se divide
em multiplos ramos formando as artérias helicoidais. Estas artérias sao responsaveis
por controlar o fluxo sanguineo nos sinusoides; no pénis relaxado, o suprimento de
sangue para 0s espagos cavernosos e restrito e as artérias helicoidais encontram-se
ocluidas (Andersson, 2019; Breza; Aboseif; Orvis; Lue; Tanagho, 1989; Garg; Date;
Gupta; Baliarsing, 2016).
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Figura 5 — Anatomia vascular do pénis.
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Fonte: Adaptado de Andersson (2019)

Legenda: Corte transversal do pénis destacando a irrigagdo sanguinea.

A erecdo peniana é desencadeada pela estimulacdo e excitacdo sexual. O
processo € iniciado pela ativacdo da via parassimpatica através dos nervos
cavernosos, que promove a dilatacdo das artérias helicoidais e aumento do fluxo
sanguineo, que, por sua vez, causa a liberagcado de fatores relaxantes endoteliais,
aumentando o relaxamento do musculo liso cavernoso. Como consequéncia, o
sangue flui para os espagos cavernosos, promovendo a sua expansdo. Durante esse
processo, a drenagem venosa € comprimida mecanicamente, limitando o retorno do
fluxo sanguineo ao sistema venoso. Esses processos, em conjunto, aumentam a
pressao intracavernosa que eleva o pénis para o estado ereto (Andersson, 2019;
Garg; Date; Gupta; Baliarsing, 2016). Durante a detumescéncia (estado de flacidez

peniana), esses eventos sao invertidos (Figura 6) (Andersson, 2019).
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Figura 6 — Mecanica da eregéo.
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Legenda: Estados de detumescéncia (A) e ereg¢éo peniana (B). O estado de detumescéncia
€ caracterizado pela contragao tbnica do musculo liso das trabéculas cavernosas e pela
vasoconstricao das artérias do corpo cavernoso, diminuindo significativamente o suprimento
sanguineo. Ja o estado de eregao, o relaxamento do musculo liso nas trabéculas e na
vasculatura arterial resulta em aumento do fluxo sanguineo, que rapidamente dilata e
preenche os espacos cavernosos. O fluxo venoso cai a medida que os espagos cavernosos

em expansao comprimem 0 plexo venoso.

Fonte: Adaptado de Holden; Akers e Llahana (2019)
O NO é o principal mediador envolvido no processo de ere¢cao peniana. Ele é

liberado pelos nervos nédo adrenérgicos € nao colinérgicos (NANC), por meio da
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enzima sintase de 6xido nitrico neuronal (nNOS) e pelas células endoteliais, por meio
da eNOS (Castela; Costa, 2016; De Almeida Feitosa; De Almeida; Dantas; De
Azevedo et al., 2024). Nos nervos NANC, o aumento do influxo de Ca?*, pela abertura
de canais de Ca?* sensiveis a voltagem (CaV), resulta na formagdo do complexo
calcio-calmodulina e ativagdo da nNOS (Zamble; Carpentier; Kandoussi; Sahpaz et
al., 2006). Nas células endoteliais, a acetilcolina (ACh) liberada pelo nervo colinérgico,
ativa o receptor muscarinico M3z acoplado a proteina Gq/11, iniciando a via da
fosfolipase C, que resulta no aumento de Ca?* citosolico. O Ca?*, por sua vez, se liga
a calmodulina, formando o complexo calcio-calmodulina que ativa a eNOS (Senbel;
Hashad; Sharabi; Daabees, 2012; Viaro, 2000). A ativacdo da eNOS também pode ser
mediada via fosforilagao direta dos residuos Ser''’’ pela proteina cinase B (PKB), que
€ ativada em resposta ao estresse de cisalhamento nas células endoteliais,
contribuindo para a produgao continua de NO (Hurt; Musicki; Palese; Crone et al.,
2002; Ming; Viswambharan; Barandier; Ruffieux et al., 2002).

O NO é sintetizado a partir da oxidagao e conversao catalitica de L-arginina em
citrulina na presenca de oxigénio molecular e diferentes cofatores, como BHs,
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), flavina mononucleotideo (FMN)
e flavina adenina dinucleotideo (FAD) (Wu; Ding; Ramprasath; Zou, 2021).

Uma vez que ele é produzido, difunde-se pelas CMLs do corpo cavernoso,
ativando a ciclase de guanilil soluvel, aumentando o monofosfato ciclico de guanosina
(cGMP). Este mediador, entao, ativa inumeras cascatas de sinalizagao resultando em:
abertura dos canais de potassio e hiperpolarizagao; sequestro de calcio intracelular
pelo reticulo sarcoplasmatico; e inibicdo dos canais de calcio, diminuindo assim os
niveis citosolicos de calcio, promovendo o relaxamento das CMLs, dilatagdo dos
sinusoides e influxo sanguineo (Shindel; Lue, 2000). O aumento do fluxo sanguineo
inicial nas artérias helicoidais aumenta o estresse de cisalhamento, estimulando
mecanicamente a ativacdo da eNOS e, consequentemente a produgcao de NO pelas
células endoteliais. Essas alteragdes resultam no aumento da presséao intracavernosa,
possibilitando a manutencao da erecéo (Castela; Costa, 2016; Dean; Lue, 2005; Zaid;
Zhang; Lue, 2017).

Nesse contexto, mecanismos dependentes e independentes de NO regulam o
tbnus vascular peniano, garantindo um equilibrio apropriado de vasoconstricdo e
vasodilatagao e, anormalidades em qualquer desses fatores podem levar a DE (Blick;
Ritchie; Sullivan, 2016; Zhuang; Zhuang; Jiang; Zhang et al., 2024). O
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envelhecimento, como um dos principais fatores que levam ao declinio dessas
fungdes, tem um impacto significativo na funcéo erétil que ndo pode ser ignorado
(Pellegrino; Sjoberg; Tin; Benfante et al., 2023; Zhuang; Zhuang; Jiang; Zhang et al.,
2024).

2.3.2 Alteragbées na hemodinamica peniana no envelhecimento

Com o envelhecimento, varias modificagdes na composi¢ao e organizagao dos
componentes eréteis foram relatadas demonstrando alterar a hemodinamica peniana.
Nessas condicbes, o tecido cavernoso apresenta variagcbes no conteudo e nas
funcbes desempenhadas por suas células, ha também alteracbes na arquitetura
vascular e endotelial, aumento da senescéncia celular e degeneracédo das fibras
elasticas. Essas modificagcbes afetam a hemodindmica peniana, prejudicando a
erecao (Castela; Soares; Rocha; Vendeira et al., 2011).

O corpo cavernoso, um importante componente vascular peniano, sofre
modificagdes estruturais e funcionais significativas com o envelhecimento. Uma
caracteristica notavel € a apoptose das CML, que, quando excessiva, pode levar a
fibrose, afetando a funcionalidade do corpo cavernoso (Zhuang; Zhuang; Jiang; Zhang
etal., 2024). Foi relatado que um bom desempenho no processo de eregao exige uma
porcentagem adequada de CML que estruturam um corpo cavernoso viavel (Echeverri
Tirado; Ferrer; Herrera, 2016). Além disso, mudangas funcionais como uma
diminuicdo na capacidade de relaxamento dessas células também pode ser
observado, comprometendo o tonus muscular peniano (Zhuang; Zhuang; Jiang;
Zhang et al., 2024).

Foi relatado que em animais com DE associada ao envelhecimento, houve um
prejuizo na responsividade contrati do corpo cavernoso, revelando uma
hipercontratilidade em resposta a fenilefrina (agonista a1 adrenérgico), e a
estimulagédo por campo elétrico. Esse efeito pode estar relacionado a regulagao
positiva das vias contrateis do corpo cavernoso, neuropatia autonémica (causada pela
exacerbagcdo da atividade simpatica) e/ou aumento da sensibilidade do receptor
noradrenérgico (Andersson, 2011; De Almeida Feitosa; De Almeida; Dantas; De
Azevedo et al., 2024).
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O colageno e as fibras elasticas também sdo componentes afetados pelo
processo de envelhecimento. Varios estudos revelaram que a concentragao de fibras
elasticas diminui gradualmente com a idade, acompanhada por um aumento nas fibras
colagenas. De fato, a estrutura colunar dentro do corpo cavernoso se torna irregular,
com um grande numero de fibras de colageno espessas, enquanto o numero de fibras
musculares lisas e elasticas diminui, resultando em fibrose (Meldrum; Morris;
Gambone; Esposito, 2020; Segal; Hannan; Liu; Kutlu et al., 2012; Zhuang; Zhuang;
Jiang; Zhang et al., 2024). Foi demonstrado que essas mudancgas histolégicas sao
causadas pelo aumento do estresse oxidativo associado a uma maior producao de
fatores pro-fibréticos como o inibidor-1 do ativador do plasminogénio (PAI-1) e o fator
de crescimento transformador B-1 (TGFB1) que estimulam a apoptose de CML e a
deposicao de colageno (Ferrini; Kovanecz; Sanchez; Vernet et al., 2007).

Adicionalmente, a mudanga na proporgao de colageno e elastina desencadeia
uma remodelagdo anormal da tunica albuginea com uma possivel diminuicdo na
resisténcia a tracdo peniana induzida pela substituicdo de fibras elasticas por
deposi¢ao desorganizada de colageno, levando a uma perda na elasticidade e a um
endurecimento anormal, afetando significativamente a arquitetura dos feixes e,
finalmente, prejudicando sua fungéo de oclusédo venosa das veias subtunicais durante
a erecéo (Zhuang; Zhuang; Jiang; Zhang et al., 2024).

De fato, a disfuncdo sexual pode ser desencadeada a partir de alteragdes
morfolégicas minimas dos componentes eréteis ao longo dos anos, podendo levar a
danos acumulativos gerados pelo processo de envelhecimento. Estudos afirmam que
essas alteragbes estdo intimamente relacionadas ao estresse oxidativo (Aversa;
Bruzziches; Francomano; Natali et al., 2010; De Almeida Feitosa; De Almeida; Dantas;
De Azevedo et al., 2024; Echeverri Tirado; Ferrer; Herrera, 2016).

O estresse oxidativo ocorre quando a produgao de ROS excede a capacidade
do sistema antioxidante de elimina-las (Chaudhary; Chaudhary; Sharma; Singh et al.,
2023). Consequentemente, essas espécies podem combinar direta ou indiretamente
com proteinas, acido nucleicos e fosfolipidios ndo apenas destruindo suas estruturas
quimicas e perturbando a fungao celular, mas também danificando a nivel tecidual,
resultando em disturbios metabdlicos dos o6rgdos vitais e, eventualmente, em
envelhecimento do organismo (Kong; Li; Li; Liao et al., 2018; Yan; Zhao; Li; Zheng et
al., 2022).
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Dentro da célula, o estresse oxidativo esta sob um controle rigido; niveis muito
baixos de ROS sao normalmente produzidos como subprodutos de processos
metabdlicos celulares e varias dessas espécies participam da transducao de sinais
fisiologicos. Entretanto, a producéo excessiva de ROS e o acumulo de dano oxidativo
ao longo do tempo esta associada a diversos mecanismos fisiopatologicos (Meldrum;
Morris; Gambone; Esposito, 2020).

Estda bem estabelecido na literatura que o estresse oxidativo interrompe a
funcdo endotelial e a sinalizagdo do NO, cruciais para a funcédo erétil (Kaltsas;
Zikopoulos; Dimitriadis; Sheshi et al., 2024). Dados do nosso laboratorio, obtidos em
modelo animal de envelhecimento induzido por D-galactose, sugerem uma
associagao entre DE e disfuncao endotelial, possivelmente mediada pelo aumento das
ROS (De Almeida Rezende; Oliveira De Almeida; Gongalves; De Azevedo et al., 2021).

A perda da integridade do endotélio e a subsequente disfungdo endotelial,
interrompe os mecanismos homeostaticos responsaveis pela regulagdo da contracao
do musculo liso e do tdnus vascular peniano, condigdes que equivalem a mecanismos-
chave no inicio e progressao da DE (Blick; Ritchie; Sullivan, 2016). Postula-se que a
disfuncdo endotelial implica em uma diminuicdo da biodisponibilidade NO, que é
incapaz de compensar a complacéncia cavernosa prejudicada resultante de um
aumento na deposigao de colageno e uma perda de CMLs (Helmy; Senbel, 2012).

A reducao da biodisponibilidade de NO pode ocorrer das seguintes maneiras:
(1) reducao nos niveis de substrato (L-arginina) ou cofator (tetrahidrobiopterina — BH4)
de eNOS; (2) diminuigdo na expressao de eNOS; (3) mudanca na atividade da eNOS,
como o desacoplamento da eNOS; (4) acumulo nos niveis de dimetilarginina
assimétrica (ADMA), inibidor endégeno da eNOS; (5) inativacdo de NO, uma vez que
o anion superdéxido (O2’) reage com o NO produzindo peroxinitrito (ONOO") (Shaito;

Aramouni; Assaf; Parenti et al., 2022) (Figura 7).
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Figura 7 - Principais mecanismos que levam a diminui¢ao da
biodisponibilidade de NO.

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

Legenda: Mecanismos de redugdo da biodisponibilidade de NO. Os tragos pontilhados
indicam vias que levam a diminuicdo dos niveis de NO. a) redug¢ao do substrato da eNOS, L-
arginina; b) redugao do cofator BHs; c) alteragcao na atividade da eNOS levando ao seu estado
de desacoplamento; d) diminuigdo na expressao de eNOS; e) acumulo de ADMA, inibidor
endogeno de eNOS. NO: éxido nitrico; Oz anion superéxido; ONOO™: peroxinitrito; eNOS:

sintase de oxido nitrico endotelial; BHa: tetrahidrobiopterina; ADMA: dimetilarginina.

O desacoplamento da eNOS reduz significativamente os niveis de NO
biodisponivel, uma vez que a enzima desacoplada transfere um elétron do NADPH
para o Oz ao invés de transferir para o NO, resultando no aumento dos niveis de Oz
e na redugao da producéo de NO (Shaito; Aramouni; Assaf; Parenti et al., 2022; Wang;
Zhang, 2024). Embora o Oz possa ser eliminado pela enzima superoxido dismutase
(SOD), ele tem uma maior afinidade pelo NO, se ligando a ele para formar ONOO-,
reduzindo ainda mais os niveis de NO (Han; Kim, 2023; Shaito; Aramouni; Assaf;
Parenti et al., 2022).

O ONOO" é uma espécie de nitrogénio toxica e altamente reativa, que ndo pode
ser removida enzimaticamente, podendo causar danos oxidativos ao DNA, proteinas
e lipidios, promover a liberacdo de vasoconstritores, aumentar a apoptose e causar

lesdo e inflamacgao nos tecidos (De Almeida; De Oliveira; Da Silva Pontes; De Souza
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Junior et al., 2022; Musicki; Liu; Lagoda; Strong et al., 2010). Adicionalmente, esse
radical juntamente com o O2" pode aumentar a incidéncia de morte celular necrética e
apoptoética do endotélio e musculo liso vascular, favorecendo a um desnudamento
desta camada e uma redugé&o adicional da biodisponibilidade do NO (De Almeida; De
Almeida Rezende; Dantas; De Lima Silva et al., 2020).

Um outro mecanismo importante para o desenvolvimento da disfungéo
endotelial além do estresse oxidativo € a senescéncia endotelial, que desempenha
um papel crucial no desenvolvimento da DE associada ao envelhecimento (De
Almeida Rezende; Oliveira De Almeida; Goncalves; De Azevedo et al., 2021; Han;
Kim, 2023; Nishimatsu; Suzuki; Saito; Niimi et al., 2015). Em condigdes fisiolégicas,
as ceélulas senescentes s&o precisamente controladas pelas células imunes,
impedindo o seu acumulo ao longo do tempo, no entanto, com o avango da idade,
essas células se acumulam, contribuindo para a instalacdo e progressao da DE
(Nishimatsu; Suzuki; Saito; Niimi et al., 2015).

2.4 Senescéncia celular: um alvo terapéutico determinante no processo de

envelhecimento

Senescéncia e envelhecimento sao processos intimamente conectados, mas
nao sinbnimos. O envelhecimento € um processo gradual natural previsivel do
organismo e ocorre devido a mecanismos pro-envelhecimento, como danos ao DNA,
peroxidagao, dobramento incorreto de proteinas, resultando em morte celular ou
senescéncia. A senescéncia € o processo de parada estavel e irreversivel do
crescimento das células (Kudlova; De Sanctis; Hajduch, 2022).

A senescéncia contribui para o desenvolvimento normal do organismo, é uma
resposta protetora que limita a fibrose e atua como uma barreira primaria a
tumorigénese e progressao maligna. No entanto, o acumulo anormal de células
senescentes contribui para o declinio relacionado a idade, sendo um elemento
causador em muitas comorbidades associadas a idade (Figura 8) (Mchugh; Duran;
Gil, 2025).
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Figura 8 - Teoria do acumulo de células senescentes.

l'Jmqu de células

senescentes

Desenvolvimento de
doengas cronicas e
desordens [ |

L |
Limiar ------SEn____ g N ___ B AN e RN g I
Envelhecimento,
obesidade e l
‘ ‘ Quimioterapia
I v &

Legenda: Uma vez que a carga de células senescentes excede um limiar, a disseminagao
paracrina e endodcrina auto-amplificadora da senescéncia através do SASP supera a
depuracdo das células senescentes pelo sistema imunolégico. Além disso, 0 aumento da
abundancia de fatores SASP pode impedir a fungdo do sistema imunolégico, amplificando
ainda mais o acumulo de células senescentes. O acumulo de células senescentes também
pode levar a multiplos disturbios e doencgas relacionados a idade. SASP: fendtipo secretor

associado a senescéncia.
Fonte: Adaptado de Chaib; Tchkonia e Kirkland (2022)

Hayflick e Moorhead introduziram pela primeira vez o termo senescéncia para
descrever o fenbmeno da parada irreversivel do crescimento de linhagens de células
diploides humanas apés extensa passagem serial em cultura (Hayflick; Moorhead,
1961). Desde entdo, a senescéncia tornou-se uma area de estudo amplamente
explorada na pesquisa cientifica e tem sido um desafio compreender o papel da
senescéncia como um mecanismo regulador central do processo de envelhecimento
e das doencgas associadas (Donato; Morgan; Walker; Lesniewski, 2015; Ogrodnik,
2021).

De fato, o fendtipo da senescéncia € caracterizado como uma parada
irreversivel do ciclo celular associado a mudangas no perfil secretor, danos
moleculares e alteracbes no metabolismo (Figura 9) (Gorgoulis; Adams; Alimonti;
Bennett et al., 2019; Ogrodnik, 2021). A hipétese do teldmero é uma das explicagcdes
amplamente aceita para a ocorréncia da senescéncia. Os teldmeros, sequéncias

repetitivas de DNA nas extremidades dos cromossomos eucarioticos, encurtam como
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uma funcdo linear do aumento da divisdo celular e, de acordo com a hipdtese, o
comprimento curto do telémero desencadeia o inicio da senescéncia (Hayashi;
Matsui-Hirai; Miyazaki-Akita; Fukatsu et al., 2006). Embora o encurtamento do
teldbmero seja uma das principais causas da senescéncia celular (conhecida como
senescéncia celular replicativa), outros estimulos estressores, como a ativagédo de
oncogenes, dano ao DNA, irradiagdo e o estresse oxidativo, também podem causar
senescéncia celular (denominada senescéncia celular prematura) (Nishimatsu;
Suzuki; Saito; Niimi et al., 2015; You; Nepovimova; Valko; Wu; Kuca, 2023).

Figura 9 - Caracteristicas do fenétipo da senescéncia.

Legenda: Marcadores do fenodtipo da senescéncia. As caracteristicas do fendtipo da
senescéncia como a parada do ciclo celular, alteracdes no metabolismo e no perfil secretor e
dano macromolecular atuam de forma interdependentes, apesar de serem geralmente

descritas separadamente.

Fonte: Gorgoulis; Adams; Alimonti; Bennett et al. (2019)
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O estagio inicial da senescéncia € iniciado em resposta a um ou mais desses
estimulos. Inicialmente, as células senescentes comegam a sofrer mudancas
morfoldgicas caracteristicas, esse processo € acompanhado pela remodelacdo da
cromatina nuclear, perda da lamina B1, indugdo do metabolismo oxidativo nas
mitocdndrias, aumento da expressao de proteinas reguladoras (p53, p21 e p16), além
de secretar uma mistura complexa de fatores principalmente pré-inflamatorios
denominados fenoétipo secretor associado a senescéncia (SASP) (Herranz; Gil, 2018;
Kudlova; De Sanctis; Hajduch, 2022). A parada da atividade proliferativa em células
senescentes € frequentemente associada a uma regulagdo positiva da f-
galactosidase lisossomal, SA-B-galactosidase, que tem sido considerada um
excelente biomarcador de células senescentes in vitro (Figura 10) (De Mera-
Rodriguez; Alvarez-Hernan; Gafian; Martin-Partido et al., 2019). Enquanto a parada
do ciclo celular é regulada pelas vias supressoras de tumores p53 e p16/pRb (proteina
do retinoblastoma), o SASP é controlado pela modulagéo e ativagao de fatores de
transcrigdo, como Fator nuclear de transcrigdo pro-inflamatéria-kB (NF-kB), alvo
mecanicista da rapamicina (mTOR) e vias de sinalizagdo da proteina cinase ativada
por mitdgeno (MAPK) p38 (Gorgoulis; Adams; Alimonti; Bennett et al., 2019).
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Figura 10 - Mecanismos da senescéncia celular.

oﬁ

Varios
pstressores, ® e ®

1 IL-1a,
IL-6, IL-8

S sAsP ¢S D&,
. Disfungio L
: telomérica ) Alteragdes ®_(P ;v
metabélicas om x=

" @
/ \ Estresse INKda 2@ 9
# J oxidative | 1\ s l“"
— DAV WAPT
. p21CIF‘1
EE,‘; Danono  _ | Aumento da
= DNA atividade da

B-galactosidase

4 . Ty Senescéncia celular
"
2l B 3
<o Estresse ) G, ,/' &
2 ‘ < oncogénico ;
¥ |

S

Alteragdes
morfologicas

G;

Parada do ciclo
celular

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

Legenda: Senescéncia celular: causas e mecanismos subjacentes. A senescéncia celular é
caracterizada como um estado de parada irreversivel do ciclo celular e envolve alteracdes
como o aumento de SA-B-galactosidase, p53, p16, p21 e SASP, incluindo IL-1, IL-6 e IL-8,
todos considerados biomarcadores da senescéncia. Estimulos como a disfungao telomérica,
estresse oxidativo, dano ao DNA e estresse oncogénico sao alguns mecanismos envolvidos
na indugdo da senescéncia. SASP: fendtipo secretor associado a senescéncia; IL:

interleucina; SA-B-galactosidase: senescéncia associada a B-galactosidase.

Outra peculiaridade das células senescentes € a morfologia anormalmente
aumentada e plana com aumento desproporcional da relagdo citoplasma-nucleo.
Embora o citoplasma volumoso tenha sido originalmente descrito como uma
caracteristica que acompanha o estabelecimento da senescéncia celular, um estudo

recente sugere que o aumento do tamanho da célula pode desempenhar um papel
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causal na condugdo da parada do crescimento associada a senescéncia (Figura
11) (Di Micco; Krizhanovsky; Baker; D'adda Di Fagagna, 2021).

Figura 11 - Comparagédo morfologica de células endoteliais jovens e senescentes.

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

Legenda: Morfologia de células endoteliais jovens (A) e senescentes (B) isoladas da aorta
suina (ampliacdo 4x). As células jovens apresentam uma morfologia tipica de
“paralelepipedo”, enquanto as células endoteliais senescentes exibem uma morfologia

ampliada, multinucleada e achatada.

As alteragcdes morfoldgicas sao controladas por mudangas moleculares, e estéo
relacionadas com a producéo do conteudo intracelular que foi gerado para a divisdo
celular. As células senescentes também sao caracterizadas por grandes nucleos,
multinucleos e reorganizagdo da cromatina, incluindo condensagdo cromossdmica,
redistribuicdo e formacao de focos heterocromaticos, possivelmente secundarios a
perda da lamina B1 da superficie interna do envelope nuclear. Algumas organelas
apresentam alteragdes morfolégicas anormais, como mitocéndrias inchadas, aumento
do numero de lisossomos e expansao do reticulo endoplasmatico. Vacuolizagao,
granularidade e detritos intracelulares no citoplasma de células senescentes também

foram relatados (Huang; Hickson; Eirin; Kirkland; Lerman, 2022).
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2.5 Mecanismos subjacentes a senescéncia endotelial e as evidéncias de sua

importancia clinica

Vérias linhas de evidéncia fornecem motivagdes para investigar a senescéncia
de células endoteliais. Tecidos com uma alta proporgao de células endoteliais foram
identificados como tendo a maior carga de células senescentes, e as células
endoteliais sdo conhecidas por serem um dos primeiros tipos de células a se tornarem
senescentes com o avango da idade (Bloom; Islam; Lesniewski; Donato, 2023).

O endotélio € uma monocamada altamente dindmica que atua como uma
barreira seletivamente permeavel, mediando o trafego de macromoléculas. Ele é vital
para manter o sangue em estado fluido, além de controlar o ténus através da produgao
de compostos vasoativos, como NO, prostaciclina e endotelina-1 (ET-1) (Deng; Zhang;
Tang; Zhang, 2024; Donato; Morgan; Walker; Lesniewski, 2015). Devido a sua
localizagdo anatémica, as células endoteliais sdo continuamente expostas ao fluxo de
sangue contendo muitas substancias que podem contribuir para a senescéncia,
incluindo oxigénio, glicose, lipidios, metabdlitos de aminoacidos, células imunes, ROS
e citocinas inflamatdrias. As forgas hemodinamicas do fluxo sanguineo, como tensao
de cisalhamento e pressao alta ou pulsatil, também podem induzir a senescéncia
(Bloom; Islam; Lesniewski; Donato, 2023). A senescéncia das células endoteliais
revela uma producado atenuada de NO, aumento da liberagao de ET-1, inflamacéao
elevada e apoptose celular, contribuindo para o desenvolvimento e progressao de
DCVs (Jia; Aroor; Jia; Sowers, 2019).

Embora a senescéncia endotelial tenha certas caracteristicas que podem ser
atribuidas exclusivamente a ela, ela compartilha varios mecanismos principais com
outros tipos de senescéncia. A senescéncia endotelial € desencadeada por uma
variedade de estressores de senescéncia que incluem estresse replicativo e oxidativo,
ativagdo oncogénica, atrito do teldmero, dano ao DNA e disfungdo mitocondrial.
Independentemente do tipo de estressor, as vias senescentes convergem para a
parada do ciclo celular, que € mediada principalmente por duas principais vias
supressoras de tumores envolvendo p53/p21 e/ou p16/pRB (Han; Kim, 2023).

A via p53 depende da ativagao do fator de transcricdo p53 por uma série de
cascatas de sinalizagao iniciada pelos estressores. O p53 ativado promove a ativagao
de p21, que induz uma parada do ciclo celular pela inibigdo da cinase dependente de

ciclina (CDK) 2. O p16 também inibe a progresséo do ciclo celular, mas o faz ao inibir
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os complexos CDK4/6. Tanto o p21 quanto o p16 inibem as CDKs impedindo a
fosforilagao e inativagdo da pRb. A pRb ativada desempenha um papel crucial na
senescéncia, principalmente pela sua capacidade de interromper a transcrigcao,
mediada pelos fatores de transcricdo E2F, de proteinas do ciclo celular e promotoras
de proliferagdo, necessarios para o inicio da fase S e progressao do ciclo celular (Van
Deursen, 2014) (Figura 12).

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

ciclo celular.
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Legenda: A parada do ciclo celular é mediada pela ativacédo das redes supressoras de tumores
p53 e p16. Uma vez ativada, essa rede inibe as CDKs, responsaveis pela fosforilagao e
inibicdo da Rb, resultando na supressao da transcricao de proteinas do crescimento e do ciclo

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

Fonte: Adaptada de Van Deursen (2014)
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As células senescentes exibem uma regulagdo positiva das vias p53/p21 e
p16/Rb, marcadores associados a ativagao da resposta ao dano no DNA. Células
endoteliais senescentes desenvolvem o SASP e um aumento da atividade de SA - [3-
galactosidase. Além disso, a via de sinalizagdo fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), juntamente com proteina cinase ativada por monofosfato de
adenosina (AMPK), mTOR e sirtuina (SIRT) 1, também esta envolvida na senescéncia
de células endoteliais (Figura 13) (Mansfield; Ramponi; Gupta; Stevenson et al., 2024;
Wang; Konja; Singh; Zhang; Wang, 2024).

Figura 13 - Mecanismos subjacentes a senescéncia endotelial.
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Legenda: Caracteristicas da senescéncia endotelial. Alteragdes induzidas por estimulos
prejudiciais levam a ativagdo de vias supressoras tumorais, como p53-p21 e pRb-p16,
resultando em parada proliferativa e senescéncia. VEGFR: receptor do fator de crescimento
endotelial; AMPK: proteina cinase ativada por monofosfato de adenosina; mTOR: alvo
mecanicista da rapamicina; SIRT: sirtuina; SA — B — gal: senescéncia associada a p —
galactosidase; NO: 6xido nitrico; SASP: fendtipo secretor associado a senescéncia; CDK:
cinase dependente de ciclina; Rb: retinoblastoma; MAPK: proteina cinase ativada por

mitégeno.

Fonte: Adaptado de Wang; Konja; Singh; Zhang e Wang (2024)
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Nas células endoteliais, a senescéncia produz um fendétipo distinto - as células
endoteliais senescentes séo planas, ampliadas e refratarias as alteragdes fenotipicas.
Mecanicamente, as células endoteliais senescentes aumentam a adesdo as
membranas basais, impedindo o alinhamento correto ao fluxo sanguineo. As
consequéncias funcionais do aumento da adesdo sdo que as células resistem a
desnudacdo e podem persistir por longos periodos de tempo. Além disso, a
incapacidade dessas células de se alinharem ao fluxo sanguineo pode contribuir para
as redugdes nos NO e aumento da sinalizacado inflamatéria nas células endoteliais
(Bloom; Islam; Lesniewski; Donato, 2023).

As células senescentes adquirem o SASP, que inclui quimiocinas e citocinas
pré-inflamatérias, incluindo interleucina (IL)-18, IL-6, IL-8, ligante de quimiocina CXC
11 (CXCL11) e PAI-1, enzimas que degradam a matriz extracelular como
metaloproteinases de matriz (MMP) e fatores de crescimento (Bloom; Islam;
Lesniewski; Donato, 2023; Guduric-Fuchs; Pedrini; Bertelli; Mcdonnell et al., 2024).
Uma das principais fungdes do SASP é recrutar células imunes para captar e eliminar
células senescentes. Paradoxalmente, quando as células senescentes escapam da
eliminacao pelo sistema imunolégico e permanecem em um tecido, seu SASP causa
inflamacao crénica, promove a fibrose, interrompe a homeostase do tecido e contribui
para os efeitos prejudiciais da senescéncia (Mchugh; Duran; Gil, 2025).

Embora o SASP seja heterogéneo e possa variar de acordo com o tipo de célula
e estimulos, uma caracteristica unica do SASP endotelial é sua caracterizacédo por
reguladores da disfungdo arterial, incluindo niveis aumentados de ROS e NO
reduzido. A homeostase redox prejudicada, caracterizada pela produg¢ao reduzida de
NO e aumento do estresse oxidativo, € amplamente reconhecida como uma
caracteristica definidora essencial da senescéncia endotelial (Han; Kim, 2023).

O fator nuclear de transcricao pré-inflamatéria-kB (NF-kB) esta associado a
funcdo endotelial prejudicada e parece estar envolvido na indugdo do SASP da célula
endotelial. E amplamente reconhecida a associagao entre NF-kB e p38 MAPK, na qual
a p38 MAPK estimula o NF-kB, promovendo a indugdo de SASP. A p38 MAPK
desempenha um papel importante na senescéncia celular em resposta a danos ao
DNA, podendo contribuir também para a parada do ciclo celular por meio da ativagao
das vias mediadas por p53 e pRb (Bloom; Islam; Lesniewski; Donato, 2023; Salminen;
Kauppinen; Kaarniranta, 2012). O mTOR também foi relatado como um regulador do

SASP, uma vez que a sua inibicdo pela rapamicina reduz a expressao de IL-1q,
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levando a reducgao da atividade transcricional de NF-kB (Salazar; Duran; Diaz; Chacin
et al., 2023).

A senescéncia endotelial revela ainda alteragdes na fungao celular que podem
induzir disfungdo endotelial. Essas alteragdes incluem a reducdo da producao de
prostaciclina (PGI2), atividade reduzida da eNOS e produgédo diminuida de NO
(Abdelgawad; Agostinucci; Zordoky, 2022; Wang; Konja; Singh; Zhang; Wang, 2024).
A menor biodisponilidade de NO pode ser atribuida ao desacoplamento da eNOS, que
ocorre por causa da quantidade limitada de seus cofatores, como L-arginina e BHa.
Na senescéncia endotelial, a eNOS desacoplada e a NADPH oxidase podem produzir
O, que, por sua vez, se liga ao NO para formar ONOO~ oxidando o BH4 em 7,8-
diidrobiopterina (BH2); o que danifica os aglomerados de zinco-tiolato da eNOS,
impulsionando ainda mais o desacoplamento da eNOS, aumentando, em ultima
analise, as ROSs e reduzindo o NO. Foi observado ainda que a di-hidrofolato redutase
(DHFR) e a metilenotetra-hidrofolato redutase (MTHFR), duas enzimas responsaveis
pela regeneracdo de BHsa partir de BH2, sdo prejudicadas na senescéncia,

amplificando ainda mais a deficiéncia de NO (figura 14) (Han; Kim, 2023).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/endothelial-dysfunction
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Figura 14 - Desacoplamento da eNOS na senescéncia endotelial.
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Legenda: Funcionamento da eNOS na célula endotelial senescente e ndo senescente. O
desacoplamento de eNOS e NOX produz Oz que possui uma maior afinidade pelo NO do que
pelo seu eliminador alternativo, a SOD, levando a produ¢cao de OONO™. Além de se associar
ao NO para sua propria formacao, OONO" oxida BH4s em BH,, reduzindo o cofator eNOS.
Esses mecanismos diminuem colaborativamente a disponibilidade de NO durante a
senescéncia endotelial. As enzimas DHFR e MTHFR regeneram BH4 reduzindo BH,. NOX:
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase; eNOS: sintase de Oxido nitrico
endotelial; NO: 6xido nitrico; SOD: superoxido dismutase; OONO™  peroxinitrito;
H.O,: peroxido de hidrogénio; H.O: &gua; BHi: tetra-hidrobiopterina; BH.: 7,8-di-

hidrobiopterina; MTHFR: metilenotetra-hidrofolato redutase; DHFR: di-hidrofolato redutase.
Fonte: Han e Kim (2023)

A senescéncia endotelial pode ser atribuida ainda a uma diminuicdo da
atividade das sirtuinas. Evidéncias crescentes tém mostrado que as sirtuinas sao
fatores essenciais no retardo da senescéncia celular e na extensdo da vida util do
organismo. As sirtuinas sdo uma classe de proteinas que possuem atividade
desacetilase dependente de nicotinamida adenina dinucleotideo oxidado (NAD+)
(Kida; Goligorsky, 2016). As células endoteliais expressam todos os tipos de sirtuinas.
Entre as sete sirtuinas (SIRT1-7) conhecidas, a SIRT1, localizada no nucleo, é a
sirtuina mais amplamente analisada nas células endoteliais e € conhecida por ser um

importante regulador do envelhecimento endotelial, prevenindo danos ao DNA, parada
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do ciclo celular e estresse oxidativo. A SIRT1 exerce seus efeitos regulando a eNOS,
0 p53, a promogao do reparo de danos ao DNA e a prevencao do desgaste do
teldbmero (Lee; Woo; Moon; Lee et al., 2020; Lee; Lee; Lee; Min, 2019). A SIRT1
contribui para a neutralizagdo do estresse oxidativo por meio da modulagdo de
enzimas antioxidantes, aumentando os niveis de SOD2 e catalase (CAT) (Grabowska;
Sikora; Bielak-Zmijewska, 2017). A SIRT1 ainda tem um papel protetor do endotélio
mediando o nivel do PAI-1 (Han; Kim, 2023).

Enquanto a inibicdo da SIRT-1 induz a senescéncia prematura e reduz a eNOS,
sua superexpressao previne a senescéncia endotelial induzida por estresse. Por outro
lado, a superexpressao de SIRT-1 suprime PAI-1 e aumenta a expressao de eNOS,
sugerindo que a supressao de PAI-1 induzida por SIRT-1 contribui para a protecao
contra disfungdo endotelial e senescéncia. Os niveis elevados de PAI-1 durante o
estresse aumentam a producdo de ROS e aumentam os niveis dos mediadores p53,
p16, p21 (Shaikh; Balaya; Dagamajalu; Bhandary et al., 2024; Vaughan; Rai; Khan;
Eren; Ghosh, 2017).

Outro achado importante sobre as sirtuinas revela a atuag¢ao da SIRTS e SIRT6,
localizadas na mitocondria e nucleo, respectivamente. A SIRT5 desempenha papéis
importantes em resposta ao estresse oxidativo, através do aumento da atividade da
SOD1 (Singh; Chhabra; Ndiaye; Garcia-Peterson et al., 2018). Ja a SIRT6
desempenha um papel consideravel no reparo do DNA em resposta ao estresse
oxidativo e na manutencao da estabilidade gendmica ao integrar sinais de danos ao
DNA com ativagao de enzimas de reparo; ela também esta envolvida na manutencao
do telémero (Morris, 2019). O SIRT6 também demonstrou coativar o fator nuclear
eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) para proteger as células-tronco mesenquimais
humanas do estresse oxidativo (Singh; Chhabra; Ndiaye; Garcia-Peterson et al.,
2018).

A sinalizacdo do mTOR é uma outra via crucial que afeta a longevidade e o
envelhecimento; a sua inibicao tem sido associada ao retardo da senescéncia celular
(Khor; Wong, 2020). O mTOR € uma serina/treonina quinase que regula diversos
processos celulares e fisiolégicos através de dois complexos proteicos distintos
conhecidos como complexo mMTOR 1 (mTORC1) e complexo mTOR 2 (mTORC2).
Enquanto o mTORC1 regula principalmente a tradu¢ao de proteinas, a biossintese de

nucleotideos e lipidios, bem como limita o catabolismo mediado pela autofagia, o
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mTORC?2 esta envolvido na sobrevivéncia e proliferacao celular (Islam; Hall; Dutson;
Bloom et al., 2024).

Evidéncias atuais revelam que a atividade elevada de mTOR e a consequente
perda da autofagia é suficiente para conduzir a disfuncédo celular, tecidual e do
organismo (Cassidy; Narita, 2022). Portanto, a hiperatividade do mTOR pode levar ao
acumulo de proteinas anormais nas células senescentes, levando ao desenvolvimento
de doencgas degenerativas caracterizadas pela formacdo de agregados proteicos
(Tabibzadeh, 2021). Além disso, o mMTORC1 é um mediador critico da senescéncia
celular dependente de p53/p21 e/ou p16/pRB. A ativacdo do mTORC1 leva o acumulo
de p53 através de um aumento da tradugao p53 (Khor; Wong, 2020).

Diversos modelos experimentais de senescéncia tém sido criados e
caracterizados e fornecem condicbes de pesquisa confidveis para o estudo da
senescéncia e doencas associadas a idade. Pesquisadores propuseram o modelo de
senescéncia induzida por D-galactose, que é reconhecido como um modelo valido
para estudar os mecanismos envolvidos no processo de senescéncia (Garcia-Trejo;
Gbémez-Sierra; Eugenio-Pérez; Medina-Campos; Pedraza-Chaverri, 2024; Lee;

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

2.6 Modelo de senescéncia prematura induzida por D-galactose

A senescéncia celular é classificada em senescéncia replicativa e senescéncia
prematura. A senescéncia celular prematura reflete o fenbmeno da senescéncia sob
estresse, que simula parcialmente o processo real de senescéncia celular em
circunstancias fisiologicas (Niu; Li; Liang; Wu; Chen, 2023). Por outro lado, a
senescéncia replicativa ocorre quando células diploides cultivadas passam por
rodadas repetidas de mitose, sendo intimamente relacionada ao desgaste do
teldmero, um processo que leva a instabilidade cromossdémica (Van Deursen, 2014).

A D-galactose induz senescéncia principalmente por aumentar o nivel de
estresse oxidativo das células tratadas. A D-galactose pode acentuar a formagao de
ROS causando estresse oxidativo, inflamacéo, disfuncdo mitocondrial e apoptose
(Lee; Hoang; Jung; Jung et al., 2020).

A D-galactose € um agucar monossacarideo redutor presente em pequenas

quantidades nos organismos. Entretanto, quando em excesso, & oxidada pela
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galactose oxidase, resultando na formagao de peréxido de hidrogénio (H203). Este,
por sua vez, pode reagir com o ferro reduzido para formar ions hidroxido. Além disso,
a D-galactose pode ser convertida em aldose, ainda pela agao da galactose oxidase.
Outra via de reacao envolve sua interacdo com aminas, formando um composto
instavel, que pode acarretar na formagao de produtos finais de glicagédo avangada e
estresse oxidativo (Cardoso; Magano; Marrana; Andrade, 2015; Guo; Guo; Wang;
Shao et al., 2020).

Em células endoteliais, a D-galactose é amplamente utilizada para induzir a
senescéncia. Nessas células, D-galactose diminui as defesas antioxidantes através
da reducgao da expressao do fator de transcricdo Nrf2, reduzindo a atividade de SOD,
catalase (CAT) e glutationa (GSH), além do aumento do estresse oxidativo e
malondialdeido (MDA). Ademais, a atividade da SA-B-galactosidade, bem como os
niveis de expressdo das proteinas p16, p21, p53 e Keap1, aumentaram
significativamente. Essas alteragdes, em conjunto, podem gerar alteragdes celulares
graves como estresse oxidativo, redugéo da viabilidade celular, inflamagao, disfungéo
mitocondrial e apoptose, favorecendo o desenvolvimento de doengas associadas a

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

2.7 O papel do estresse oxidativo associado a senescéncia

O estresse oxidativo é bem conhecido por ser um importante contribuinte na
disfungao endotelial associada a idade. Embora os niveis fisioldgicos de ROS sejam
necessarios para manter a fungéo celular normal, a sua superprodugéao induz efeitos
deletérios, que perturbam o crescimento, o desenvolvimento e a diferenciagao celular,
prejudicando multiplas vias metabdlicas, incluindo vias de respiragdo e sinalizagao
molecular (Chaudhary; Chaudhary; Sharma; Singh et al., 2023).

As ROS e as espécies reativas de nitrogénio (RNS) contém um elétron
desemparelhado, tornando-os altamente reativos e rapidos para reagir com substratos
proximos ou biomoléculas para atingir a estabilidade (De Almeida; De Oliveira; Da
Silva Pontes; De Souza Junior et al., 2022). ROS consiste em varios compostos
quimicos, tais como Oz, H20,, radical hidroxila (OH) e acido hipocloro (HOCI). Por
outro lado, as RNS sado compostas por NO e ONOO'. Altos niveis de ONOO" e a

deplecao dos niveis de NO estao relacionados a disfuncédo endotelial, um evento que
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contribui significativamente para o envelhecimento e na génese de varias DCVs
(Jomova; Raptova; Alomar; Alwasel et al., 2023).

O estresse oxidativo relacionado a senescéncia esta associado, pelo menos
em grande parte, a atividade NADPH oxidase (Lee; Zeeshan; Kim; Chae, 2017) . Foi
revelado que essa enzima oxidante induz a parada prematura do ciclo celular em
células endoteliais senescentes (Weyemi; Lagente-Chevallier; Boufragech; Prenois
et al., 2012). Além desta enzima, ha outras fontes de ROS nas células endoteliais
como sintase de eNOS desacoplada, transporte de elétrons mitocondrial e xantina
oxidase (Montezano; Touyz, 2012).

A NADPH oxidase € uma familia de proteinas transmembranas, reconhecida
como a principal enzima responsavel pela produgdo de ROS como produto principal,
e ndo como subproduto (Waghela; Vaidya; Agrawal; Santra et al., 2021). Esta enzima
produz Oz pela montagem de um complexo proteico de multiplas subunidades,
utilizando nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADH) e NADPH como
substratos (Lasségue; Clempus, 2003). Em células endoteliais € em vasos
sanguineos de idosos, foi demonstrado um aumento na atividade e expresséo da
enzima NADPH oxidase com consequente aumento na producao de Oy, favorecendo
ao estresse oxidativo (Donato; Walker; Magerko; Bramwell et al., 2013). O estresse
oxidativo induzido pelo acumulo de ROS e a consequente lesédo celular sdo fatores
determinantes para promover a senescéncia prematura das células endoteliais, a
rigidez vascular e o desenvolvimento de DCV associada a idade (Jia; Aroor; Jia;
Sowers, 2019).

Em condigbes fisiologicas, as concentracbes de ROS s&o controladas e
preservadas por um sistema homeostatico vivo através de complexos enzimaticos e
ndo enzimaticos conhecidos como antioxidantes. No sistema enzimatico, a SOD, a
CAT, a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa redutase (GR) estao relacionadas
as defesas celulares contra o estresse oxidativo (De Almeida; De Oliveira; Da Silva
Pontes; De Souza Junior et al., 2022). Além disso, antioxidantes ndo enzimaticos
intracelulares, como acido ascorbico (vitamina C), vitamina D, flavonoides,
carotenoides, sao particularmente eficazes contra agentes oxidantes (Figura 15)
(lakovou; Kourti, 2022).
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Figura 15 - Sistemas de protegéo antioxidante.
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Legenda: Apresentacdo esquematica de sistemas de regulacdo de ROS com antioxidantes
enzimaticos e nao enzimaticos. A NOX produz Oy, que, por sua vez, é alvo da SOD
convertendo-o em H0O,. O H20O; é degradado tanto pela catalase quando pela GPx, resultado
na formacao a H2O. As setas pretas indicam reagdes enzimaticas e as linhas verdes indicam
reagbes ndo enzimaticas. O, anion superoxido; H,O,: perdéxido de hidrogénio; OH: radical
hidroxila; H.O: agua; NOX: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase; SOD:
superoxido dismutase; Prx: peroxirredoxina; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa

redutase; GSH: glutationa; GSSG: glutationa dissulfeto.

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

O fator nuclear 2 relacionado ao fator eritroide 2 (Nrf-2), um fator de transcrigao
sensivel ao potencial redox, € o principal regulador do sistema antioxidante (Baird;
Taguchi; Zhang; Takahashi et al., 2023). As ROS desempenham um papel central na
regulacao da via do Nrf-2, proporcionando um equilibrio dindmico entre a ativacédo do
Nrf2 e sua inibigdo pela proteina 1 associada a ECH do tipo Kelch (Keap 1) (Hong;
Boiti; Vallone; Foulkes, 2024).
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Em condigbes fisioldgicas, Nrf-2 é regulado negativamente no citoplasma pela
proteina Keap 1, levando a ubiquitinagao e consequente degradagao via proteassoma
(Baird; Taguchi; Zhang; Takahashi et al., 2023). Em condi¢cbes de estresse, o Nrf-2 se
dissocia do complexo e se transloca para o nucleo, ligando-se aos elementos de
resposta antioxidante (ARE), codificando a transcricdo de enzimas antioxidantes,
como SOD, CAT, GPx e GR (Figura 16) (De Almeida; De Almeida Rezende; Dantas;
De Lima Silva et al., 2020). Esses produtos genéticos combatem coletivamente o
estresse oxidativo, neutralizando moléculas prejudiciais e melhorando o sistema de

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

Figura 16 - Via de sinalizagédo do Nrf-2/Keap 1.
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Legenda: Via do Nrf-2/Keap 1. O estresse oxidativo pode ativar a via de sinalizagao, por meio
da fosforilagao do Nrf-2 favorecendo a sua translocagao para o nucleo causando a transcricao
de enzimas antioxidantes. No entanto, em situagdes basais, o complexo Nrf-2/Keap 1 é

degradado via proteassoma, mantendo a homeostase.

Fonte: Adaptado de De Almeida; De Almeida Rezende; Dantas; De Lima Silva et al. (2020)
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Uma vez que os efeitos antioxidantes do Nrf-2 levam a protecao celular através
da eliminacdo excessiva de ROS e da restauracdo da homeostase redox, € bem
apreciado que o Nrf-2 seja um alvo potencial na prevengao da senescéncia. Uma
evidéncia acumulada mostrou que o nivel e a atividade de Nrf-2 diminuem com a
idade, o que é identificado em varios tipos celulares. A delecdo de Nrf-2 causa
senescéncia prematura e seu silenciamento leva a uma diminuicdo da funcgao
biolégica, aumento do estresse oxidativo e senescéncia acelerada de células
progenitoras endoteliais (EPCs) (Yuan; Xu; Luo; Wang; Xiao, 2021). Adicionalmente,
altos niveis de ROS induzidos ativam a p38 MAPK, o que leva ao aumento da
atividade transcricional da p53 e a regulagao positiva da p21 (Mufioz-Espin; Serrano,
2014).

As ROS agem ainda em varios componentes do SASP para promover a
senescéncia, incluindo a ativagdo das vias mTOR, NF-kB e MAPKs, aumento da
producdo de IL-1a que aumenta ainda mais a atividade de NF-kB, favorecendo o
estado pro-inflamatério (Liguori; Russo; Curcio; Bulli et al., 2018; Zhou; Khan; Hussain;
Gerdes et al., 2023). Além disso, a exposigao ao estresse oxidativo reduz a expressao
endotelial de SIRT1 e SIRT6 (Bloom; Islam; Lesniewski; Donato, 2023). SIRT1 pode
desacetilar proteinas-chave envolvidas na resposta ao estresse celular, causando a
regulacao positiva de enzimas antioxidantes como SOD, CAT e GSH-Px (Yan; Zhao;
Li; Zheng et al., 2022).

O papel relevante do estresse oxidativo na senescéncia € demonstrado pelo
fato de que o tratamento com antioxidantes atrasa ou previne a senescéncia. As
estratégias terapéuticas destinadas a atingir as células senescentes ou suas
propriedades (globalmente referidas como senoterapias) incluem maneiras de
promover a morte das células senescentes (senoliticos), regular o SASP sem a
eliminacgao das células senescentes (senomorficos), ou mesmo modular ou reverter a
inducao da senescéncia (Mchugh; Duran; Gil, 2025).

Nesse contexto, com base na analise dos mecanismos subjacentes a
senescéncia, os agentes com fungdes antioxidantes e/ou imunomoduladoras podem
ter valor preventivo ou potencial terapéutico na senescéncia e em doengas associadas
ao envelhecimento (Kong; Li; Li; Liao et al., 2018). Terapias baseadas na diminuigéo
do estresse oxidativo podem ser obtidas a partir da utilizagdo de plantas, que
consistem em importantes fontes de substancias antioxidantes a serem utilizadas na

medicina moderna (Cordeiro, 2015).



69

2.8 Produtos naturais: Potencial terapéutico na senescéncia celular

O uso de produtos naturais pode garantir o fornecimento de uma série de
fitoquimicos que contribuem para aumentar a expectativa de vida e a saude (Deledda;
Giordano; Velluzzi; Flore et al., 2022). Evidéncias indicam que substancias que podem
mediar os processos fisioldgicos deteriorados tém grande probabilidade de ter o
potencial de prolongar a vida util e melhorar as doengas associadas ao
envelhecimento. E os produtos naturais demonstraram ser capazes de retardar o
envelhecimento e/ou melhorar as doencas associadas ao envelhecimento,
prolongando assim a vida util, por meio da regulagao de varios processos fisioldgicos
(Song; Zhang, 2023).

Uma série de compostos naturais foi investigada por seu potencial anti-
senescéncia e antienvelhecimento em modelos celulares e animais, bem como em
humanos (Gurau; Baldoni; Prattichizzo; Espinosa et al., 2018). Nos ultimos anos,
compostos naturais se destacaram por possuirem propriedades senoliticas, como
quercetina, fisetina, piperlongumina e o analogo da curcumina, que contribui para a
reducdo do acumulo de células senescentes. Além disso, os produtos naturais
possuem efeitos senomorficos, como a quercetina, naringenina, apigenina e
kaempferol, que atuam reduzindo os fatores SASP ao reduzir a inflamacéo e o
estresse oxidativo (Gurau; Baldoni; Prattichizzo; Espinosa et al., 2018; Li; Qin; Feng;
Hu et al., 2019). O resveratrol, composto com uma forte atividade antioxidante, e seu
derivado pterostilbeno também possuem efeitos antienvelhecimento por meio da
modulag¢ao do dano oxidativo, inflamacéo, atrito dos teldbmeros e senescéncia celular
(Lange; Li, 2018).

Nesse contexto, plantas medicinais ricas em fitoquimicos antioxidantes tém
atraido cada vez mais atengdo como potenciais agentes na prevencédo de doengas.
Descobriu-se que elas desempenham sua atividade protetora ao eliminar as ROS e
desintoxicar oxidantes genotoxicos potentes (Alireza Mortazavi, 2023). Os
antioxidantes ajudam a reduzir os danos oxidativos, melhorar a saude endotelial e
retardar a senescéncia, principalmente por sua capacidade de eliminar radicais livres.
Esses compostos podem agir inibindo as vias de formagdo dos radicais livres ou
protegendo as células contra seus efeitos prejudiciais (De Almeida Feitosa; De
Almeida; Dantas; De Azevedo et al.,, 2024; Evazalipour; Safarzadeh Kozani;

Safarzadeh Kozani; Shabani et al., 2021). Nesse contexto, os compostos
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antioxidantes naturais, presentes de forma significativa em 6leos essenciais, tém
demonstrado numerosos efeitos benéficos no envelhecimento saudavel e no
tratamento de doencas associadas a idade (Agatonovic-Kustrin; Kustrin; Morton,
2019).

Os Oleos essenciais sao utilizados ha muito tempo na medicina popular.
Conhecidos como O6leos volateis ou Oleos etéricos, eles sado liquidos oleosos
odoriferos comumente encontradas em plantas aromaticas e sao “essenciais” porque
incluem o aroma e as qualidades botanicas (Tareen; Catenacci; Perteghella; Sorrenti;
Bonferoni, 2025). Oleos essenciais sdo misturas naturais complexas de moléculas
volateis e lipofilicas, compreendendo estruturas heterogéneas que podem, no entanto,
ser agrupadas em classes de componentes com similaridade estrutural interna e uma
rota biossintética comum. Ao longo desta linha, a maioria dos componentes tipicos de
Oleos essenciais pertencem a uma das duas familias principais: terpenoides (grupo
principal) e fenilpropanoides (nao terpenoides) (Matera; Lucchi; Valgimigli, 2023).

Os Oleos essenciais tém sido amplamente investigados por seu potencial
terapéutico em diversas condi¢gdes patoldgicas e seu perfil farmacologico inclui
propriedades antibacterianas, antioxidantes, antivirais, inseticidas e outros efeitos
biolégicos foram encontrados nesses Oleos volateis. Alguns desses dleos sao
utilizados para tratamento de cancer, preservacdo de alimentos, aromaterapia e
perfumaria. As atividades antibacterianas e antioxidantes dos Oleos essenciais
sustentam muitas aplicacbes de preservacao de alimentos e medicina natural,
farmacéutica e alternativa (Tareen; Catenacci; Perteghella; Sorrenti; Bonferoni,
2025).

Os principais compostos bioativos encontrados nos 6leos essenciais sao os
terpenos e terpenoides (Pezantes-Orellana; German Bermudez; Matias De La Cruz;
Montalvo; Orellana-Manzano, 2024). Os terpenos sao formados por combinagdes de
varias unidades de base de 5 carbonos (Cs) chamadas isopreno, enquanto os
terpenoides sdo uma classe modificada de terpenos que apresentam grupos
funcionais contendo oxigénio, como cetona, hidroxi, aldeido, éter ou fragdes
carboxilicas. As estruturas quimicas dos terpenos podem variar de compostos lineares
a mono ou policiclicos, e seu esqueleto € formado pela condensac¢ao de dois a muitos
milhares de unidades de isopreno (De Sousa; Damasceno; Amorati; Elshabrawy et al.,
2023).
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Os monoterpenos sao os terpenos mais representativos, produzidos a partir da
unido de duas unidades de isopreno (C1o), constituindo cerca de 90% dos 6leos
essenciais vegetais e permitindo uma variedade muito grande de estruturas quimicas
(Bakkali; Averbeck; Averbeck; Idaomar, 2008). Uma substancia ativa que representa
uma parte significativa dos 6leos essenciais € o fenol monoterpenoide carvacrol

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

2.9 Carvacrol

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) € uma molécula pequena encontrada em
Oleos essenciais obtidos de plantas da familia Lamiaceae, como a Origanum vulgare
(orégano), Thymus vulgaris (tomilho), em concentragcbes de 85-90% (Abbasloo;
Khaksari; Sanjari; Kobeissy; Thomas, 2023) (Figura 17). Podendo ser extraido ainda
em menores concentragdes da Bergamia loise var. Citrus aurantium (bergamota
selvagem), Nigella sativa (cominho preto) e Lepidium flavum (pimenta). Nao é soluvel
em agua, mas altamente soluvel em etanol, tetracloreto de carbono e éter dietilico
(Imran; Aslam; Alsagaby; Saeed et al., 2022; Maczka; Twardawska; Grabarczyk;
Winska, 2023). O carvacrol € considerado um composto quimico pouco perigoso,
sendo reconhecido como uma substancia segura pela Food and Drug Administration
(FDA) (Wang; Luo; Kou; Ye et al., 2025).

Figura 17 - Forma estrutural do carvacrol.

Fonte: PubChem (2024)

Esse composto possui uma ampla atividade bioldgica, incluindo atividade
antioxidante (El-Sayed; Abd-Allah; Mansour; El-Arabey, 2015; Samarghandian;



72

Farkhondeh; Samini; Borji, 2016), anti-inflamatéria (Fachini-Queiroz; Kummer;
Estevao-Silva; Carvalho et al., 2012), melhora a saude vascular (Dantas; Almeida;
Gongalves; Araujo et al., 2022), restaura a funcao erétil associada ao envelhecimento
(De Almeida Feitosa; De Almeida; Dantas; De Azevedo et al., 2024) e a hipertensao
(Gongalves Taf, 2024 ), previne a disfungao endotelial e reduz a senescéncia em corpo
cavernoso (De Almeida Feitosa; De Almeida; Dantas; De Azevedo et al., 2024). Essas
atividades farmacolégicas tém um papel potencial no tratamento e prevengcao de
muitas doengas cronicas, como cancer, doengas degenerativas e cardiovasculares
(Azizi; Majlessi; Choopani; Naghdi, 2022).

A presenca do grupo OH no carvacrol € a principal razao para sua atividade de
eliminacao de radicais. Seu carater acido fraco facilita a doacdo de atomos de
hidrogénio para elétrons desemparelhados, tornando outro radical estabilizado pelo
espalhamento de elétrons produzido na estrutura de ressonancia da molécula (Imran;
Aslam; Alsagaby; Saeed et al., 2022). O carvacrol, além de neutralizar ROS, modula
positivamente o fator de transcricdo Nrf2, parte integrante do mecanismo de defesa
da célula, aumentando as defesas antioxidantes, como SOD, CAT e GPx, conferindo
protecao as células, tecido e 6rgaos (Forgani; Akbarian; Amirahmadi; Khorrami et al.,
2024; Maczka; Twardawska; Grabarczyk; Winska, 2023). Além disso, o carvacrol
reduziu a expressédo da enzima NADPH oxidase, principal enzima responsavel pela
producdo de Oz na senescéncia, potencializando o efeito antioxidante (Khazdair;
Moshtagh; Anaeigoudari; Jafari; Kazemi, 2024).

Descobertas recentes mostraram que o carvacrol também melhora a resposta
imunoldgica, em células e em modelo animal (Alireza Mortazavi, 2023). Em tecido
cardiaco, o carvacrol exerceu um efeito protetor pela diminuicdo dos niveis dos
mediadores inflamatdrios fator de necrose tumoral a (TNF-a), IL-6 e IL-1[3, reduzido a
toxicidade nesse tecido (Khazdair; Moshtagh; Anaeigoudari; Jafari; Kazemi, 2024).
Além disso, foi relatado o aumento da citocina anti-inflamatoria IL-10 (Alireza
Mortazavi, 2023).

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que
o tratamento oral com carvacrol melhora a DE (Figura 18) associada ao
envelhecimento prematuro induzido por D-galactose, possivelmente devido a sua
acao protetora sobre as células endoteliais cavernosas. Além disso, ele atenuou o
estresse oxidativo e o acumulo de células senescentes no tecido cavernoso de ratos
(De Almeida Feitosa; De Almeida; Dantas; De Azevedo et al., 2024).
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Figura 18 - Tracado original representativo (A) e grafico estatistico (B) da pressao

intracavernosa/pressao arterial média (ICP/MAP) em resposta a estimulagao elétrica

do nervo cavernoso de animais tratados com D-galactose.
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Legenda: ICP/MAP em resposta a estimulagao elétrica (16 Hz, 6 V, 1 ms por 60 s) do nervo
cavernoso nos diferentes grupos de animais tratados por oito semanas. Grupos: CTL
(veiculo); DGAL (D-galactose 150 mg/kg); DGAL+CVC50 (D-galactose 150 mg/kg + Carvacrol
50 mg/kg); DGAL+CVC100 (D-galactose 150 mg/kg + Carvacrol 100 mg/kg); DGAL+SD1,5
(D-galactose 150 mg/kg + Sildenafila 1,5 mg/kg). Os resultados estao expressos como média
+ e.p.m. (n = 5). Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way,
seguido de pos-teste de Bonferroni. * p < 0,05 vs CTL. # p < 0,05 vs DGAL. ES: Estimulagao

elétrica.

Fonte: (De Aimeida Feitosa; De Almeida; Dantas; De Azevedo et al., 2024)
Em vista disso, como a senescéncia celular e o estresse oxidativo sao

mecanismos centrais no processo de envelhecimento e na progressao de doengas
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como a DE, e considerando ainda que os produtos naturais com potencial atividade
antioxidante podem desempenhar um papel fundamental na prevengao dos efeitos
celulares deletérios associados ao envelhecimento. E fundamental realizar estudos
com o carvacrol para avaliar o seu potencial senoterapéutico nas células endoteliais
do corpo cavernoso de ratos em modelo de senescéncia induzida por D-galactose.
Esses estudos podem elucidar os mecanismos moleculares envolvidos, fornecendo
uma compreensao mais aprofundada de seus efeitos na melhora da DE associada ao
envelhecimento e contribuindo para o desenvolvimento de novas abordagens

terapéuticas contra os efeitos deletérios da senescéncia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito senoprotetor do monoterpeno carvacrol em RCEC no modelo
experimental de senescéncia induzida por D-galactose, mediante abordagens in vitro

e in silico.

3.2 Objetivos especificos

Investigar os efeitos do carvacrol em cultura de células endoteliais cavernosas
de ratos no modelo experimental de senescéncia induzida por D-galactose por meio
de:

* Analise da viabilidade celular

+ Determinagao da atividade da B-galactosidase associada a senescéncia

*  Modulagao do estresse oxidativo

Prever a interagcédo e estabilidade do carvacrol e os alvos-chave através de
abordagens in silico por meio da:

» Simulagédo de docking molecular para a determinagdo dos valores de
energia de ligacao entre o carvacrol e os alvos-chave da via da
senescéncia, sendo eles:

* NADPH oxidase
*  Nrf2/Keap 1

« p53

+ mTOR

+ SIRT1

+ PAI-1

« MAPK p38

+ Simulagdo de dindmica molecular para avaliar a flexibilidade e
estabilidade das interacdes entre o carvacrol e os alvos-chave da via da
senescéncia o p53 e NADPH oxidase.

Investigar dos mecanismos do carvacrol sobre as vias de senescéncia induzida

por D-galactose em célula endotelial cavernosa de ratos através da:



Deteccéao dos niveis de NO
Investigacao da apoptose

Analise da progressao do ciclo celular
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa

Os experimentos foram realizados no Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos (IPeFarm) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus I,
Joao Pessoa-PB. Sendo os estudos in vitro realizados no Laboratério de Farmacologia
Cardiovascular e os ensaios in silico no Laboratério de Quimioinformatica sob

coordenacgao do prof. Dr. Marcus Tullius Scotti.

4.2 Substéncias e reagentes

Para a realizagdo dos protocolos experimentais foram utilizados os seguintes
insumos: Dulbecco’s modificed Eagle’s médium — baixa glicose (DMEM), solu¢éo de
penilicina/estreptomicina, glutamina, D-valina, VEGF-A, gelatina 2%, D-(+)-galactose,
dimetil suféxido (DMSO), dihidroetidio (DHE), 5 - Bromo — 4 — Cloro — 3 - Indolil  — D
- galactopiranosideo (X-Gal), 3-Amino, 4-aminometil-2 ', 7'-difluoresceina, diacetato
(DAF-FM DA), ACh todos obtidos da Sigma-Aldrich® Brasil Ltda (Sado Paulo, Brasil).
Além disso, foi utilizado soro fetal bovino (SFB) e solugdo de tripsina/acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,5% obtidos da Gibson® by life tecnologies (Recife,
Brasil). A heparina sédica (Hepamax-s®) foi obtida da Blau Farmacéutica S.A, o
tampéo de coloragéo iodeto de propidio (PI)/RNase e a anexina V da BD Pharmingen
™ o 4'6-Diamidino-2-fenilindol, 2-(4-Amidinofenil)-6-indolecarbamidina (DAPI), o
brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) e 7-amino-actinomicina
D (7-AAD) da Sigma-Aldrich® Brasil Ltda (Sdo Paulo, Brasil).

O bicarbonato de sodio (NaHCO3), fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) e
a glicose (CeH1206) foram obtidos da Anidrol e o hepes da Santa Cruz Biotechnology
(Texas, Estados Unidos da América). O cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potassio
(KCI), fosfato de so6dio monobasico (NaH2PO4H20), fosfato de sodio bibasico
(Naz2HPOs4), sulfato de magnésio (MgSOs), cloreto de magnésio (MgCl.), cloreto de
calcio (CaCl;) e a glicose (CeH1206) foram obtidos da Dindmica Quimica

Contemporanea Ltda (Sao Paulo, Brasil). O ferrocianeto de potassio (CsNsFeKs) e o
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ferricianeto de potassio (CsNeFeKs) foram obtidos da Neon Comercial Ltda. O acido
citrico (CsHsO7) foi obtido da empresa Dinamica Quimica Contemporanea Ltda.

O cloridrato de xilazina e cloridrato de cetamina foram obtidos da Syntec (Sao
Paulo, Brasil). A solugéo de iodopovidona (PVPI) foi obtida da Natulab (Bahia, Brasil),
o formaldeido da empresa Medi Quimica Industria Farmacéutica Ltda.

O gas diéxido de carbono (CO.) foi obtido da White Martins Gases Industriais

do Nordeste S/A (Pernambuco, Brasil).

4.3 Substancia teste: Carvacrol

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) fé um liquido obtido da Sigma-Aldrich
Brasil LTDA, referéncia 282197, envase/lote #STBK3476, com 98% de pureza,
férmula molecular C10H140, massa molecular 150,22 g/mol, ponto de fusao 3-4°C,
ponto de ebulicdo 236-237 °C e densidade 0,976 g/mL em 20°C (Maczka;
Twardawska; Grabarczyk; Winska, 2023).

O carvacrol foi solubilizado em DMSO para o preparo da solugido mae, que foi
utilizada para a preparacao das diluicdes, realizadas em solugao nutritiva Tampao
Fosfato-Salino (PBS). Todas as solugbes foram produzidas momentos antes da

incubacéao. A concentragao de DMSO em solugédo nao excedeu 0,01%.

44 Solugoes

Para o isolamento do corpo cavernoso a solugao salina balanceada de Hank
(HBSS) foi preparada utilizando agua mili-Q estéril para a solubilizagdo dos sais e
estocada a 4°C. Os seguintes sais foram utilizados: NaCl, KCI, MgSQOa, Naz:HPOy4,
CaClz, NaHCO3, KH2PO4 e CeH1206. Segue a sua composigao detalhada:
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Tabela 1 - Composicao da solugao salina balanceada de Hank.

Composigao Concentragao (mM)
NaCl 137,0
KCI 5,4
MgSO4 1,0
NaxHPO4 0,25
CaCl, 1,3
NaHCOs3 4,2
KH2PO4 0,44
CeH1206 55

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

A solucdo de PBS foi preparada utilizando agua mili-Q estéril para a
solubilizagdo dos sais e estocada a 4°C. Os seguintes sais foram utilizados: NaCl,
NaH2PO4H20 e NapHPOs. Sua composicao detalhada esta discriminada na tabela

abaixo:

Tabela 2 - Composigao da solugéo de PBS (pH 7,2).

Composigao Concentragao (mM)
NaCl 161,0
NaH2PO4H20 1,8
NazHPO4 15,8

Fonte: De Almeida Rezende; Oliveira De Almeida; Gongalves; De Azevedo et al. (2021)

Para avaliacdo da SA-B-galactosidase foi utilizada a solugéo de x-gal, que foi
preparada utilizando agua destilada para a solubilizagdo dos sais, no dia do
experimento. Os seguintes sais foram utilizados: CeHsO7 e Na2HPO4 (solugédo tampéo
citrato-fosfato); NaCl, MgCl,, CsNsFeKs, CsNsFeKs e x-gal.
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Tabela 3 - Composi¢ao da solugao de coloragao de x-gal.

Composicao Concentragao
Tampao citrato-fosfato (pH 6,0) 40 mM
NaCl 150 mM
MgCly 2mM
CsNeFeKs 5 mM
CeNsFeKs 5mM
X-gal 1 mg/mL

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

Para a deteccao das taxas de apoptose utilizamos a solugcao de trabalho 10X
Binding Buffer, que foi preparada utilizando agua destilada para a solubilizagdo dos
sais e estocada a 4°C. Os seguintes sais foram utilizados: CaClz, NaCl e hepes. Sua

composicao detalhada esta discriminada na tabela abaixo:

Tabela 4 - 10X Binding Buffer (pH 7,4).

Composicao Concentragao
CaCl 25 mM
NaCl 1,4 M

Hepes (pH 7,4) 0,1 M

Fonte: Vermes; Haanen; Steffens-Nakken e Reutelingsperger (1995)

4.5 Animais

Foram utilizados ratos Wistar da espécie Rattus novergicus, com oito semanas
de idade, provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual da Paraiba
e mantidos na Unidade de Produgdo Animal (UPA) do Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Os animais foram mantidos sob condigdes monitoradas de temperatura (22 +

2°C), umidade (60%), ciclo claro-escuro de 12 horas (6h00 - 18h00) com livre acesso
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a agua potavel e alimentagao (racao comercial; Nuvilab CR-1 irradiada, Quimtia®),
conforme recomendagdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA).

Todos os protocolos experimentais foram previamente submetidos e aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPB, protocolados sob o
CEUA n° 6563220322 (ID 001669) (Anexo A). Os animais foram manipulados com
todos os cuidados necessarios para evitar o sofrimento, minimizar o desconforto e dor
desde o inicio do estudo até o momento da eutanasia, obedecendo aos preceitos da
lei n° 11.794 de 8 de outubro de 2008 e ainda da resolugéo editada pelo CONCEA n°
57 de 6 de dezembro de 2022.

4.6 Isolamento e cultivo de células endoteliais cavernosas de rato

Inicialmente, os animais foram eutanasiados utilizando o método de
sobredosagem da mistura anestésica de cetamina e xilazina (210 mg/kg e 30 mg/kg,
respectivamente), administrados por via intraperitoneal. Apdés a confirmagao da
eutanasia, o animal foi colocado em decubito dorsal e na regido abdominal e pélvica
foi pulverizado uma solucéo de PVPI e alcool 70% para a antissepsia. Posteriormente,
o pénis foi cuidadosamente isolado, transferido para um frasco estéril contendo HBSS
e, imediatamente transportado para uma capela de fluxo laminar. Nesta, o tecido foi
lavado suavemente duas vezes com solu¢ao de PBS gelada para a limpeza e remogao
do sangue residual.

A glande do pénis, a uretra e o feixe neurovascular dorsal foram removidos do
pénis, e apenas o tecido do corpo cavernoso foi utilizado para a cultura de células
endoteliais primarias. O tecido do corpo cavernoso foi cortado em 4 - 6 fragmentos (3
- 6 mm) e imediatamente colocado em garrafa de cultivo celular pré-tratada com
gelatina (0,2%), contendo meio de cultura DMEM baixa glicose suplementado com
20% de SFB, 1% de penicilina e estreptomicina, 4 mM de glutamina, 25 mM de hepes
e 100 Ul/mL heparina. O VEGF-A 5 ng/mL foi adicionado ao DMEM para a indugéo do
brotamento de células endoteliais do tecido cavernoso. Os explantes foram mantidos
em estufa com 5% de CO2 e temperatura de 37°C, com inspegdo diaria e troca do

meio a cada 2 dias.
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Apos o brotamento das células do tecido cavernoso e o crescimento celular
atingir 80% de confluéncia, conforme inspecionado em microscopio (Nikon, Jap&o),
os explantes foram removidos suavemente, sem interrupcdo ou toque nas células
endoteliais em crescimento. Em seguida, as células foram removidas da placa
utilizando uma solugéo de tripsina/EDTA a 0,05% por quatro minutos, centrifugadas
em 1500 rotagcbes por minuto (rpm) por cinco minutos, a 4°C e ressuspensas em
DMEM suplementado com D-valina (100 pg/mL) para inibigdo do crescimento de
fibroblastos, permanecendo assim por 2 dias.

Ap6s a incubacdo com D-valina, as células foram mantidas em DMEM
suplementado com 10% de SFB, fazendo a troca do meio a cada 2-3 dias, e quando
as células atingiram 80% de confluéncia, foi realizada uma nova tripsinizagdo. As
passagens 2 - 4 foram utilizadas para a realizagdo dos protocolos experimentais. Para
cada experimento, as células foram plaqueadas na concentragdo de 4x10* células/mL
e o percentual de SFB contido no meio DMEM foi reduzido de 10% para 2% durante

a incubacao (Figura 19 e 20).
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Figura 19 - Representagao esquematica do isolamento e cultivo de RCEC.
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Legenda: PVPI: iodopovidona; PBS: solugao salina tamponada com fosfato; RCEC: Célula
endotelial cavernosa de rato; DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s médium; VEGF-A: fator de

crescimento endotelial vascular.

Fonte: FEITOSA (2025)
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Figura 20 - Representagao esquematica do brotamento de RCEC em garrafa de

cultivo celular.

RCEC

DIA 1 E DIA 7 E DIA 10
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do explante ha garrafa H do explante na garrafa : do explante e 1 dia
de cultivo celular de cultivo celular apés a sua retirada

Legenda: O tecido de corpo cavernoso foi implantado em garrafa de cultivo celular revestida
com gelatina 0,2% e o brotamento celular foi acompanhado diariamente. Apds a migracao das
células, elas foram utilizadas para subcultivo. Objetiva de 10x. RCEC: célula endotelial

cavernosa de rato.

Fonte: FEITOSA (2025)

4.7 Modelo de senescéncia acelerada induzida por D-galactose

O modelo de senescéncia acelerada de RCEC foi estabelecido via tratamento
com D-galactose na concentragdo de 20 mg/mL por 48 horas, conforme descrito
anteriormente (Ye; Feng; Zhang; Li et al., 2023). Para tanto, apés 24h do
plagueamento das células, elas foram submetidas a uma incubagdo com 20 mg/mL

de D-(+)-galactose por 48 horas em atmosfera umidificada contendo 5% de CO:z a
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37°C. A D-galactose foi preparada no dia da incubagao e solubilizada em meio de
cultura DMEM suplementado com 2% de SFB.

4.8 Avaliagcao dos efeitos do carvacrol sobre os marcadores da senescéncia
em condigoes basais e em modelo de senescéncia induzida por D-

galactose em célula endotelial cavernosa de rato

4.8.1 Design experimental

O efeito do carvacrol foi avaliado na condicdo basal e no modelo de
senescéncia acelerada. Na condigao basal, as células foram divididas nos seguintes
grupos experimentais: Controle (CTL); Carvacrol (CVC) 10-'®* M; CVC 102 M; CVC
10" M; CVC 10 M; CVC 10° M; CVC 10® M; CVC 107 M; CVC 10 e CVC 10°° M.
Na condigédo de senescéncia, as células foram dividas nos grupos: CTL, D-galactose
20 mg/mL (DGAL); DGAL+CVC 10'* M; DGAL+CVC 102 M; DGAL+CVC 10" M;
DGAL+CVC 10 M; DGAL+CVC 10° M; DGAL+ CVC 10® M; DGAL+CVC 107 M;
DGAL+CVC 10 e DGAL+CVC 10 M (Figura 21).

Figura 21 - Delineamento experimental.
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Controle D-galactose (DGAL)
(CTL) 20 mg/mL
Carvacrol Carvacrol .- Carvacrol  Carvacrol DGAL+ DGAL+ DGAL+ DGAL+
10°M 10"*M 10°M 10°M Carvacrol Carvacrol Carvacrol Carvacrol

10"M 10M 10°M 10°M

Legenda: DGAL: Grupo experimental D-galactose; RCEC: Célula endotelial cavernosa de

rato.

Fonte: FEITOSA (2025)
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As células do grupo CTL foram tratadas com o veiculo, que € composto pelo

DMSO na mesma concentragao que foi utilizada para a solubilizagado do carvacrol.

4.8.2 Avaliagao da viabilidade celular

A viabilidade de RCEC foi avaliada por meio do ensaio de redugdo do MTT,
conforme descrito anteriormente (Mosmann, 1983). Esse ensaio colorimétrico é
utilizado para medir a atividade metabdlica celular como um indicador de viabilidade
e proliferagao celular. Baseia-se na redugcao do MTT, sal de tetrazdélio amarelo soluvel
em agua, em cristais de formazan de cor purpura, insoluvel em agua, por meio da
atividade de redutases mitocondriais em células metabolicamente ativas (Kumar;
Nagarajan; Uchil, 2018). Os cristais de formazan sao dissolvidos utilizando uma
solucdo de solubilizacdo que permite a quantificagdo da solugcdo através de um

espectrofotdmetro de placas (Figura 22).

Figura 22 - Reacao de redugao do MTT em formazan.

Q NADH NAD* Q
?HN\N, 3 CH, \/b— 7/3N%S o
O/LN/ %I Redutase mitocondrial " \NI

Formazan

Legenda: MTT: brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio; NADH: nicotinamida

adenina dinucleotideo reduzido; NAD+: nicotinamida adenina dinucleotideo oxidado.

Fonte: Adaptado de Kamiloglu; Sari; Ozdal e Capanoglu (2020)

Para isso, as células foram distribuidas em placas de 96 pog¢os na concentracéo
de 4x10* células/mL e mantidas por 24 horas em atmosfera umidificada contendo 5%

de CO2 a 37°C para a adeséao celular. Ap6és a adesao e o periodo de incubacao,
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descrito anteriormente (item 4.5 e 4.7.1), o MTT (0,45 mg/mL) foi adicionado em cada
poco e uma nova incubacao foi realizada por mais 3 horas em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO2 a 37°C. Ao final desse tempo, o MTT foi cuidadosamente
aspirado e o DMSO foi adicionado para a solubilizacido dos cristais de formazan,
permanecendo por 1 hora em temperatura ambiente ao abrigo da luz. A leitura da
absorbancia foi realizada em 595 nm utilizando um espectrofotémetro (iMark™
Microplate Absorbance Reader, Heiwajima, Ota-ku, TO, Japao). A intensidade
colorimétrica € diretamente proporcional ao numero de células viaveis. Foram
conduzidos trés experimentos independentes, cada um em duplicata.

A intensidade colorimétrica foi utilizada para quantificar as células viaveis nos
diferentes grupos experimentais. Os dados foram expressos como média da
intensidade colorimétrica + erro padrdao da média (EPM), normalizados pelo grupo
CTL.

4.8.3 Avaliacao da senescéncia associada a B-galactosidase

SA-B-galactosidase € um biomarcador de senescéncia comumente usado e
sua atividade aumentada em células senescentes deriva da [(3-D-galactosidase
lisossomal. O ensaio SA-B-galactosidase € muito util para testar se diferentes
condigbes ou compostos podem induzir ou inibir o aparecimento de células
senescentes. O método citoquimico foi utilizado e é baseado na coloragao de células
contendo uma enzima ativa com o cromégeno X-gal, substrato direto para a [3-
galactosidase. A 3-galactosidase cliva o substrato em galactose e 5-bromo-4-cloro-3-
hidroxiindol, e este, por sua vez, € oxidado em uma substancia azul, fornecendo
analise visual da atividade da B-galactosidase (Valieva; Ivanova; Fayzullin; Kurkov;
Igrunkova, 2022).

Até o momento, sabe-se que a maioria das células de mamiferos,
independentemente da idade, expressam atividade da [B-galactosidase lisossomal em
pH 4. Apesar da enzima demonstrar sua atividade maxima em pH 4, ela s6 pode ser
usada para diferenciar células “velhas” e “jovens” por meio de reagdes bioquimicas
em pH 6 (Piechota; Sunderland; Wysocka; Nalberczak et al., 2016).

O ensaio da SA-B-galactosidase foi realizado para determinar o fendtipo
senescente das RCECs, conforme descrito previamente (Sun; Hu; Hu; Xu; Jiang,

2015). Em resumo, as células foram distribuidas em placas de 48 pogos na
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concentragéo de 4x10* células/mL e mantidas por 24 horas em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO2 a 37°C para a adesao celular. Apos a adeséo e o periodo de
incubacao, descrito anteriormente (item 4.5 e 4.7.1), as células foram lavadas com
PBS e fixadas com uma solug¢do de formaldeido 2% e glutaraldeido 0,2% por 1 minuto.
A solugao de x-gal (1 mg/mL) (tabela 3) recém preparada foi adicionada em cada pogo
e incubada overnight (por 18h, no maximo), a 37°C em camara umida ao abrigo da
luz. Apds a lavagem com PBS para a remocgéao do excesso de coloragao, foi adicionada
uma solugao de DAPI (300 nM), para a marcagao do nucleo e facilitar a identificagao
da célula, por cinco minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Por fim, as
células foram lavadas novamente com PBS, uma solugdo de glicerol 20% foi
adicionada e as placas foram mantidas refrigeradas (2 — 8°C) até a analise
subsequente. Foram conduzidos seis experimentos independentes, cada um em
duplicata.

A leitura das placas foi realizada utilizando microscépio de luz Nikon Eclipse Ti-
E (Nikon, Japao) acoplado ao software NIS Elements versao DS-U3 (Nikon, Japao)
sendo analisadas utilizando o software ImageJ®. As células senescentes foram
identificadas como células coradas em azul e, para cada poco, contou-se um minimo
de 200 células para determinar o percentual de células positivas para SA-B-
galactosidase. Os dados foram expressos como média do percentual de células

positivas para SA-B-galactosidase £ EPM, normalizados pelo grupo CTL.

4.8.4 Avaliagcao dos niveis de &anions superoéxidos

A deteccéao dos niveis de ROS intracelular em RCEC foi realizada por meio de
uma sonda fluorescente sensivel a ROS, DHE, conforme descrito anteriormente (Ji;
Chen; Pang; Chen et al., 2024). O DHE é amplamente utilizado para detecgao do O2
presente no citosol devido a sua capacidade de difusdao passiva para o interior das
células e alta reatividade. No interior da célula, o DHE é oxidado pelo Oy, formando
um produto intermediario, o 2-hidroxietidio que intercala com o DNA, levando a
exibicdo de uma fluorescéncia vermelha. O 2-hidroxietidio € excitado em 500 nm e
tem um espectro de emissao a 580 nm (Wojtala; Bonora; Malinska; Pinton et al., 2014).

Em resumo, as células foram distribuidas em placas de 48 pogos na
concentragéo de 4x10* células/mL e mantidas por 24 horas em atmosfera umidificada

contendo 5% de CO2 a 37°C para a adesao celular. Apds a adesao e o periodo de
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incubacéao, descrito anteriormente (item 4.5 e 4.7.1), as células foram lavadas com
PBS e incubadas com a sonda fluorescente DHE (10 uM) por quarenta minutos, a 37
°C ao abrigo da luz. Posteriormente, as células foram lavadas com solugdo de PBS
para remocdo do excesso da sonda e levadas imediatamente para analise no
microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse Ti-E (Nikon, Japao) acoplado ao software
NIS Elements versdao DS-U3 (Nikon, Japao). Foram conduzidos trés experimentos
independentes, cada um em duplicata.

A intensidade de fluorescéncia foi utilizada para mensurar a concentragao de
O2 nos diferentes grupos. Os dados foram expressos como média da intensidade de
fluorescéncia + EPM, normalizados pela fluorescéncia emitida pelo DHE do grupo

CTL. As imagens foram analisadas utilizando o software ImageJ®.

4.9 Predicao da interagdo do carvacrol com alvos da via da senescéncia

através de abordagens in silico

4.9.1 Simulacao de docking molecular para a determinagdo dos valores de
energia de ligagdo entre o carvacrol e os alvos-chave da via da

senescéncia

A abordagem de ancoragem (do inglés, docking) molecular € um método de
biologia computacional e bioinformatica para dar suporte a avaliagao in vivo e in vitro
de produtos naturais, modelando a interagao entre esses compostos e as proteinas
alvo (Nurhayati; Rihandoko; Fadlan; Ghaissani et al., 2022).

O docking molecular realiza a predicdo da conformacdo e orientagdo da
molécula ligante dentro do sitio de ligagdo de uma proteina alvo e estima a sua
afinidade de ligagao (Yuriev; Agostino; Ramsland, 2011). O grau de afinidade e
especificidade para o reconhecimento molecular proteina-ligante depende das
caracteristicas fisico-quimicas e estao intimamente relacionadas com as interagdes
intermoleculares existentes no complexo. Estas interagcdes incluem as ligagbes de
hidrogénio, as interagdes provenientes do efeito hidrofébico, as interagdes de van der
Waals, as interagdes eletrostaticas e as ligagdes covalentes que possam ser formadas

durante o processo de interagao proteina-ligante (Verli, 2014).
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A formacdo de um complexo proteina-ligante envolve dois componentes
principais: encaixe e pontuagado. O processo de encaixe envolve uma amostragem
conformacional e orientacional do ligante dentro das restrigdes impostas pelo sitio de
ligacdo do receptor. A fungdo de pontuacéo é responsavel por selecionar a melhor
pose — ou seja, sua conformacgao, orientagdo e posi¢cado no espago — e por classificar
os ligantes, caso um banco de dados seja utilizado para o encaixe ou triagem. Para
ser bem sucedido, o encaixe deve prever com precisao dois componentes em relagao
as informacgdes disponiveis experimentalmente: a estrutura do ligante (previsdo de
pose) e sua capacidade de ligacdo (previsdo de afinidade) (Yuriev; Agostino;
Ramsland, 2011).

O docking molecular foi utilizado para investigar alvos de ligacdo do
monoterpeno carvacrol na atenuacao dos efeitos produzidos pela senescéncia celular
através da afinidade de ligacédo do composto com os alvos moleculares selecionados
no estudo. A escolha desses alvos foi baseada em um rastreio direcionado, com
destaque para aqueles que atuam como componentes-chave em vias de sinalizagao
relevantes para a senescéncia celular. Os detalhes das proteinas selecionadas estao

disponiveis na tabela abaixo:
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Tabela 5 - Alvos-chave envolvidos em vias de senescéncia para o ensaio do docking

molecular.
Método .
A o= Resolugio de SEElEE Referéncia
molecular ID = padrao
obtencgao
Dominio
SH3- Massenet;
subunida Difracao - Chenavas; Cohen-
depd0da 1WEX  200A o llex Apocinina  adicd: Dagher ef al.
NADPH (20095)
Oxidase
Nrf2/Kea Difraco  -'9ante co- Ges?:igv;innoil;er-
P 7q5H  231A iC cristalizado: naner,
1 de raios X APPN Johansson; Wissler
et al. (2022)
Difragcao o Cho; Gorina; Jeffrey
P53 Tup 2,20 A de raios X trina-a e Pavletich (1994)
. ~ Ligante co- ) i1
SIRT1 5BTR  320A  Difracao - o lizado: 2% Wang; Qiu; Liu
de raios X et al. (2015)
Resveratrol
Difracao - Yang; Jiang; Li; Yang
mTOR  5WBY 3,10 A de raios X Rapamicina ot al. (2017)
e Ligante co-  Kaieda; Takahashi;
M%';K 5WJJ 1,60 A dte)lfr:gzox cristalizado:  Takai: Goto et al.
P NHMC (2018)
Difracao , - Sharp; Stein; Pannu;
PAI-1 183K 2,99 A de raios X Tiplaxtinina Carrell et al. (1999)

Fonte: FEITOSA (2025)

Legenda: Detalhes dos alvos-chave selecionados envolvidos em vias de sinalizagéo da
senescéncia celular. NADPH: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato; Nrf2: fator nuclear

eritroide 2 relacionado ao fator 2; Keap 1: proteina 1 associada a ECH do tipo Kelch; APPN:
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Acido 3-[4-(difluorometil)fenil]-2-[(2-metilpropan-2-il)oxicarbonilamino] propandico; SIRT1:
sirtuina 1; mMTOR: alvo mecanicista da rapamicina; MAPK: proteina cinase ativada por
mitogeno; NHMC: N-[4-[2-(4-fluoro-3-metilfenil) imidazo[1,2-b]piridazin-3-il]piridin-2-il]-1-
hidroxi-2-metilpiridin-1-io-4-carboxamida; PAI-1: inibidor-1 do ativador do plasminogénio.

PDB: Protein Data Bank; PDB ID: Codigo de Identificagdo da macromolécula no PDB.

A simulagdo computacional foi iniciada com o desenho das estruturas quimicas
dos compostos no  Software Marvin  Sketch v.23.10, ChemAxon
(https://chemaxon.com/marvin) e, em seguida, foi realizada a padronizagdo das
estruturas quimicas em 3D e minimizagdo da energia dos compostos pelos métodos
de mecéanica molecular e pelo método semi-empirico Austin Model 1 (AM1) por meio
do Software Spartan 14, WaveFunction (https://www.wavefun.com/). As estruturas 3D
das proteinas em estudo foram obtidas do Protein Data Bank (PDB)
(https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) (Acesso em: 25 de setembro de 2024)
(Bernstein; Koetzle; Williams; Meyer et al., 1977).

Os encaixes moleculares foram realizados com os alvos que apresentaram em
sua estrutura o ligante cocristalizado: Keap 1, SIRT 1 e MAPK 38. Para os alvos que
nao apresentaram ligantes cocristalizados: mTOR, dominio SH3- subunidade p40 da
NADPH oxidase, p53 e o PAI-1; foi realizada a identificacdo do sitio ativo por meio da
visualizagado dos residuos que interagem com o ligante padrdo. Essas informagdes
foram obtidas de dados da literatura referentes a cada um dos alvos no PDB, como
também pela utilizagdo de molecular Pocket Predictions, sendo utilizada a plataforma
Bite Net - Skolteck | Molecule, 2022 (https://sites.skoltech.ru/imolecule/tools/bitenet)
(Acesso em: 01 de Julho de 2024).

Todas as moléculas de agua foram removidas da estrutura cristalina, e um
‘template” foi criado entre o alvo e o ligante para demarcar o sitio ativo da
macromolécula. Em seguida, a molécula teste foi inserida para a realizagdo da
simulagao do docking molecular.

O software Molegro Virtual Docker v.6.0.1, CLC Bio Company (2002) foi
utilizado para a execugdo do docking molecular e a energia de ligagdo e as
pontuagdes foram calculadas utilizando a fungdo de pontuagdo Moldock Scoring
Function (MolDocK Score) (Thomsen; Christensen, 2006).

O algoritmo MolDock SE (Simplex Evolution) foi usado com os seguintes

parametros: 20 execugdes com um maximo de 3.000 interacdes usando uma
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populacao de 50 individuos, 2.000 etapas de minimizacéo para cada residuo flexivel
e 2.000 etapas de minimizagao global por simulagéo. A fungédo de pontuagao MolDock
Score (GRID) foi usada para calcular os valores de energia de encaixe. Um GRID foi
fixado em 0,3 A e a esfera de busca foi fixada em 15 A de raio. Para a analise da
energia do ligante, foram avaliadas as interagdes eletrostaticas internas, ligacbes de
hidrogénio internas e tor¢des sp2-sp2 (De Azevedo, 2010; Thomsen; Christensen,
2006).

Para a validagdo da analise, foi realizado o redocking e avaliado os valores
para o desvio quadratico médio (RMSD), que foi calculado a partir das poses,
indicando o grau de confiabilidade do ajuste. O RMSD fornece o modo de conexao
préximo a estrutura experimental e é considerado bem-sucedido se o valor for inferior
a 2,0 A (Schlosser; Rarey, 2009).

4.9.2 Simulagao de dinamica molecular entre o carvacrol e os alvos-chave da

via da senescéncia o p53 e a NADPH oxidase

A dinamica molecular € um procedimento de simulacdo que descreve a
variagdo do comportamento molecular em funcdo do tempo. O comportamento
molecular abrange diversas propriedades de uma molécula em estudo, tais como seu
conteudo de estrutura secundaria, a orientacao das cadeias laterais, a conformagao
de alcas e a energia de interagdo com outras moléculas como enzima e substrato,
proteina e proteina, proteina e DNA, ou farmaco e receptor. Além disso, a ideia de que
essas propriedades variam como funcdo do tempo reflete sua natureza dinadmica,
evidenciando que elas ndo permanecem estaticas, mas se modificam em solug¢des
biolégicas (Verli, 2014).

As simulagdes de dindmica molecular foram realizadas para estimar a
estabilidade da ligagcédo dos alvos que se destacaram no docking molecular: dominio
SH3 - subunidade p40 da NADPH oxidase e p53. Para tanto, foi utilizado o software
GROMACS versao 2023.1 (Abraham; Murtola; Schulz; Pall et al., 2015; Berendsen;
Van Der Spoel; Van Drunen, 1995). A topologia do ligante foi criada na plataforma
Automated Topology Builder (ATB) versdo 3.0 (https://atb.uq.edu.au/), usando o
campo de forca GROMOS 43a1. A simulacdo empregou 0 modelo de agua SPC em

uma caixa cubica, com neutralizacdo do sistema pela adicdo de ions CI~ e Na*, e
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minimizacdo para remover interacées inapropriadas (Bondi, 1964; Malde; Zuo;
Breeze; Stroet et al., 2011).

O sistema foi equilibrado a 300K usando o algoritmo V-rescale NVT (numero
constante de particulas, volume e temperatura) por 100 ps, seguido de equilibrio a 1
atm com o algoritmo Parrinello-Rahman NPT (pressao e temperatura constantes) por
mais 100 ps. A simulagdo de dindmica molecular foi conduzida para 50 milhdes de
passos, totalizando 100 ns. A estabilidade estrutural foi avaliada com valores de
RMSD para todos os atomos de Ca e a flexibilidade com Root Mean Square
Flutuaction (RMSF), além de analisar as energias de interacdo Coulombic e Lennard-
Jones. Os graficos RMSD e RMSF foram gerados usando o software Grace (Grace
Development Team, http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/) (Nachbagauer; Feser;
Naficy; Bernstein et al., 2021; Pettersen; Goddard; Huang; Meng et al., 2021).

410 Avaliagcao dos mecanismos do carvacrol sobre as vias de senescéncia

induzida por D-galactose em célula endotelial cavernosa de ratos

4.10.1 Design experimental

A partir dos protocolos realizados, utilizando uma ampla faixa de concentragao
do carvacrol (1013 — 105 M), nos protocolos de viabilidade celular, ensaio da SA-B-
galactosidase e quantificagcdo de ROS, marcadores da senescéncia, identificamos a
concentragéo que produz 50% do efeito maximo (CEsp) sem apresentar efeitos téxicos
para a célula. Portanto, para investigar os mecanismos subjacentes a esses efeitos e
sua associagao com as vias de senescéncia, optamos por utilizar a concentragao de
carvacrol de 101 M. Essa escolha se baseia nos bons resultados obtidos para os
ensaios da SA-B-galactosidase e quantificagdo de ROS sem alteragao da viabilidade
celular, além de corresponder aproximadamente a CEsp para esses dois ensaios. Em
todos os experimentos conduzidos posteriormente, o carvacrol foi testado tanto na
presencga quanto na auséncia da D-galactose (20 mg/mL).

Para isso, apds o plagueamento e adeséao celular, as células foram divididas
em grupos experimentais, basal e modelo. Na condicdo basal, as células foram

distribuidas em dois grupos, controle (CTL) e tratadas com o carvacrol 10-'°© M. Na
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condicao de modelo, as células foram distribuidas em D-galactose (DGAL) e tratadas

com D-galactose e carvacrol 1019 M (Figura 23).

Figura 23 - Delineamento experimental dos protocolos realizados para

avaliagao dos mecanismos do carvacrol em RCEC.

e T s Y
ﬁ RCEC ﬁl bacs
Passagens P2-P4 : ncubagao
X 24h Ewhs%coz
Plagueamento 37°C
4x10* células/mL ( 1
Controle D-galactose (DGAL)
(CTL) 20 mg/mL
CTL Carvacrol DGAL DGAL+
10"M Carvacrol

107°M

Legenda: RCEC: Célula endotelial cavernosa de rato; CTL: controle; DGAL: D-galactose.

Fonte: FEITOSA (2025)

4.10.2 Avaliagao do efeito do carvacrol na detecg¢ao dos niveis de éxido nitrico
de célula endotelial cavernosa de rato em modelo de senescéncia

induzida por D-galactose

Para detectar os niveis de intracelular de NO, foi utilizada a sonda fluorescente
sensivel ao NO, DAF-FM DA, conforme descrito anteriormente (Gu; Tan; Song; Song
et al., 2022). O DAF-FM DA é um composto fluorescente que pode penetrar na
membrana celular e, uma vez dentro da célula, é hidrolisado por esterases citosolicas
nao especificas. Isso resulta na formacdo de 4-amino-5-metilamino-2',7'-

difluorofluoresceina (DAF-FM), que reage com uma forma parcialmente oxidada de
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oxido nitrico (N203), formando um triazol. Este ultimo apresenta alta intensidade de
fluorescéncia (Metto; Evans; Barney; Culbertson et al., 2013).

Portanto, para a deteccao dos niveis intracelulares de NO, as células foram
distribuidas em placas de 48 pogos na concentragéo de 4x10* células/mL e mantidas
por 24 horas em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 a 37°C para a adeséao
celular. Apos a adesao e o periodo de incubacgao, descrito anteriormente (item 4.5 e
4.8.1), as células foram submetidas a um tratamento com ACh 10-°> M por quarenta e
cinco minutos na presenga e na auséncia da D-galactose e, posteriormente,
incubadas com a sonda fluorescente DAF-FM DA (2 uM) por trinta minutos, a 37 °C
ao abrigo da luz. As células foram lavadas com solugao de PBS para remocgao do
excesso da sonda e levadas imediatamente para analise no microscépio de
fluorescéncia Nikon Eclipse Ti-E (Nikon, Japao) acoplado ao software NIS Elements
versdo DS-U3 (Nikon, Jap&o). O DAF-FM DA é excitado em aproximadamente 495
nm e tem um espectro de emissdo em 515 nm. Foram conduzidos quatro
experimentos independentes, cada um em duplicata.

A intensidade de fluorescéncia foi utilizada para mensurar a concentragao de
NO nos diferentes grupos. Os dados foram expressos como média da intensidade de
fluorescéncia £+ EPM, normalizados pela fluorescéncia emitida pelo DAF-FM DA do

grupo CTL. As imagens foram analisadas utilizando o software ImageJ®.

4.10.3 Avaliagao do efeito do carvacrol na apoptose de RCEC em modelo de

senescéncia induzida por D-galactose

Para detectar as taxas de apoptose, utilizamos a dupla marcagao com anexina
V e 7-AAD, que permite a diferenciagao entre as células em apoptose inicial daquelas
em apoptose tardia ou em processo de necrose (Xu; Zhang; Liao; Xuan et al., 2023).
A anexina V é uma proteina de ligagao a fosfolipidios dependente de Ca?* que tem
alta afinidade pelo fosfolipideo da membrana plasmatica fosfatidilserina (Lecoeur;
Ledru; Prévost; Gougeon, 1997). Na etapa inicial da apoptose, a fosfatidilserina é
translocada do folheto interno da membrana para o externo, expondo assim a
fosfatidilserina ao ambiente extracelular (Babes; Tofolean; Sandu; Baran et al., 2018).
A anexina V, por sua vez, se liga a fosfatidilserina quando exposta, indicando que uma
populagao de células esta alterando a assimetria da membrana e, consequentemente,

iniciando o processo de apoptose (Zimmermann; Meyer, 2011).
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7-AAD é um corante fluorescente vital derivado de actinomicina D, que se liga
seletivamente as regides guanina-citosina do DNA (Zembruski; Stache; Haefeli;
Weiss, 2012). Enquanto a célula mantiver a integridade da sua membrana, o 7-AAD
ndo pode ligar-sef/intercalar-se ao DNA, uma vez que a sua entrada através da
membrana nao é possivel. No entanto, quando a integridade da membrana é perdida,
o 7-AAD passa a ter acesso ao DNA das células (Zimmermann; Meyer, 2011).

A coloragao com a anexina V precede a perda da integridade da membrana que
acompanha os ultimos estagios da morte celular resultante de processos apoptoticos
ou necraticos. Portanto, a coloragcado com anexina V € normalmente usada em conjunto
com um corante vital, como o 7-AAD, para permitir a diferenciacéo dos estagios da

apoptose (Figura 24) (Zimmermann; Meyer, 2011).

Figura 24 - Deteccgao de viabilidade e apoptose por coloragdo de anexina V e

7-AAD.
Célula normal Célula em apoptose inicial Célula em apoptose tardia

)
b, (e
z %
::.z:nd:;sfolipidio
0 Fosfatidilserina
VWA DNA

Legenda: A anexina V se liga a fosfatidilserina e 7-AAD intercala com DNA. A anexina V e o
7-AAD ndo podem penetrar através de uma membrana celular intacta. Em células normais, a
fosfatidilserina esta localizada apenas na face interna das membranas celulares. Durante o
estagio inicial da apoptose, a fosfatidilserina fica exposta na parte externa da membrana.
Assim, células viaveis sdo anexina V e 7-AAD negativas, células apoptéticas iniciais sao
anexina V positivas e 7-AAD negativas e células apoptoticas tardias e necroticas sdo anexina
V e 7-AAD positivas.

Fonte: Adaptado de Zimmermann e Meyer (2011)
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Células que apresentam coloragao positiva para a anexina V e negativa para
7-AAD estao passando por apoptose em sua fase inicial. Células que apresentam
coloracao positiva para anexina V e 7-AAD estao no estagio final de apoptose. Células
que apresentam coloragdo negativa para anexina V e 7-AAD est&o viaveis e ndo estéo
passando por apoptose mensuravel (Schroeder-Castagno; Del Rio-Serrato; Wilhelm;
Romero-Suarez et al., 2022). A coloragao com anexina V/7-AAD nao distingue entre
células que sofreram morte apoptotica versus aquelas que morreram como resultado
de uma via necrética, uma vez que em ambos 0s casos as células mortas estdo
marcadas pela anexina V e 7-AAD (Zimmermann; Meyer, 2011).

Para a analise, as células foram distribuidas em placas de 24 pogos na
concentragéo de 4x10* células/mL e mantidas por 24 horas em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO2 a 37°C para a adesao celular. Apds a adesao e o periodo de
incubacéao, descrito anteriormente (item 4.5 e 4.8.1), as células foram removidas da
placa utilizando uma solugao de tripsina/EDTA a 0,05% e centrifugadas por cinco
minutos a 4°C a 1500 rpm. As células foram ressuspensas em 71X Binding Buffer
(solugcao de trabalho) preparada a partir da diluicdo da solugdo 70X Binding Buffer e
incubadas com anexina V 5 pL/108 células e 7-AAD 0,25 ug/mL por quinze minutos a
temperatura ambiente ao abrigo da luz.

Passado o tempo de incubacgao, a solugcédo 1X Binding Buffer foi adicionada para
posteriormente realizar a leitura (10.000 eventos/amostra) utilizando o citometro de
fluxo FacsCanto Il (BD FACSCantoTM II, Woburn, MA, EUA) dentro de 1 hora. A
anexina V é detectada usando um filtro 6ptico centralizado proximo a 575 nm do
espectro e o 7-AAD é um corante de acido nucleico pronto para uso com fluorescéncia
detectavel na faixa do vermelho distante do espectro. Foram conduzidos seis
experimentos independentes, cada um em duplicata. Os dados foram analisados
utilizando o software FACSDIVA™,

4.10.4 Avaliagao do efeito do carvacrol na distribuicao de RCEC nas diferentes

fases do ciclo celular em modelo de senescéncia induzida por D-galactose

O conteudo de DNA foi determinado utilizando o PI/RNAse (ribonuclease) para
analisar a distribuicdo das células no ciclo celular, conforme descrito anteriormente
(Ye; Feng; Zhang; Li et al., 2023). O Pl € um composto fluorogénico que se liga aos

acidos nucleicos de maneira estequiométrica, de forma que a quantidade de luz
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emitida seja proporcional ao conteudo de DNA das células. O Pl liga-se tanto ao DNA
quanto ao acido ribonucleico (RNA), portanto este ultimo deve ser removido por
digestdo com RNases. Ao quantificar o nivel de DNA, pode-se avaliar a proporcao de
células em cada fase do ciclo celular e até mesmo a presenca de células apoptéticas.
A distribuigao das células nas principais fases do ciclo celular é dada pela diferenca
no conteudo de DNA entre as células pré-replicativas (fases G0/G1), as replicativas

(fase S) e as pos-replicativas + mitoticas (fases G2/M) (Babes; Tofolean; Sandu; Baran
et al.,, 2018). O reagente Pl pode ser utilizado para analisar o ciclo celular por

citometria de fluxo, além de ser utilizado com anticorpos para examinar a expressao
de proteinas durante o ciclo celular.

Resumidamente, as células foram distribuidas em placas de 24 pogos na
concentragéo de 4x10* células/mL e mantidas por 24 horas em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO2 a 37°C para a adesao celular. Apds a adesao e o periodo de
incubacéao, descrito anteriormente (item 4.5 e 4.8.1), as células foram lavadas com
PBS, removidas da placa utilizando uma solugdo de tripsina/EDTA a 0,05% e
centrifugadas por cinco minutos a 4°C a 1500 rpm. As células foram tratadas com uma
solucdo de paraformaldeido a 1% para ressuspensao e fixacdo, sendo mantidas
nessa solugao por um periodo de dez minutos a temperatura ambiente. Passado esse
tempo, as células foram lavadas com PBS até a remocgao do paraformaldeido e foi
adicionado, gota por gota, etanol (70%) gelado. As células foram incubadas a -20°C
por, no minimo, 2 horas até a analise.

Para a leitura, as células foram lavadas até a remocgéao do etanol, centrifugando-
as por cinco minutos a 1500 rpm a 4°C. A solugdo de coloragcao PI/RNase foi
adicionada na proporgdo de 0,5 mL de solugdo para 108 células/mL por um periodo
de vinte minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds esse tempo, a leitura
(10.000 eventos/amostra) foi realizada utilizando o citometro de fluxo FacsCanto I
(BD FACSCantoTM Il, Woburn, MA, EUA) dentro de 1 hora. Pl é detectado na faixa
laranja do espectro usando um filtro de 562-588 nm. Foram conduzidos quatro
experimentos independentes, cada um em duplicata. Os dados foram analisados
utilizando o software FACSDIVA™.

4.11 Analise estatistica



102

Os dados foram expressos como média £ EPM. A analise de variancia ANOVA
one-way com pos-teste de Dunnett’s foi utilizada para comparagdes de mais de duas
variaveis, que foram consideradas significativas quando o p < 0,05. Nas curvas
concentracéo-resposta, os valores de efeito maximo (Emsx) € de pD2 (logaritmo
negativo da concentragao que produz 50% do Emax) foram obtidas por regressdo nao
linear. Todas as analises realizadas foram calculadas pelo programa estatistico Graph
Pad Prism® versao 9.3.0.



Resultados
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagao dos efeitos do carvacrol sobre os marcadores da senescéncia
em condicoes basais e em modelo de senescéncia induzida por D-

galactose em célula endotelial cavernosa de rato

5.1.1 Avaliacdao do efeito do carvacrol sobre a viabilidade celular em célula

endotelial cavernosa de rato

Em condic¢des basais, apds 48 horas de incubagao das RCECs com o carvacrol
(103 M: 97,45 £ 2,64 %, n = 3; 102 M: 99,81 + 3,24 %, n = 3; 10" M: 99,52 + 3,76
%, n=3;10°1°M: 99,65 + 3,29 %, n = 3; 10°°M: 105,53 + 4,93 %, n = 3; 108 M: 103,44
+4,11 %,n=3;107M: 103,09 + 3,18 %, n = 3; 10°M: 106,17 + 1,94 %, n = 3; 105 M:
110,65 = 2,68 %, n = 3) (p > 0,05) a viabilidade celular ndo apresentou diferengas
significativas quando comparado com o grupo controle (0) (100,33 + 0,87 %, n = 3)
(Figura 25).
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Figura 25 - Viabilidade de RCEC tratadas com carvacrol 10-'3 — 10-°*M em condig¢des

experimentais basais.
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Legenda: Viabilidade celular (%) relativa ao controle de RCEC em diferentes grupos
experimentais em condigbes basais. Grupos experimentais: 0 (controle); 103 — 10 (carvacrol
10" - 10° M). Os dados estdo expressos em valores médios de viabilidade celular em relagdo
ao controle (0) £ EPM (n = 3). Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA

one way, seguido de pos-teste de Dunnett’s. CTL: controle.
Fonte: FEITOSA (2025)

Em condi¢cbes de senescéncia, o grupo D-galactose 20 mg/mL (88,55 + 1,37
%, n = 3, p < 0,005) apresentou uma redugao significativa da viabilidade celular
quando comparado ao grupo controle (98,82 £ 1,20 %, n = 3). No entanto, o tratamento
com o carvacrol (10-'3*M: 99,23 + 1,06 %, n = 3; 10-'2M: 98,86 + 1,13 %, n = 3; 10"
M: 98,63 £ 0,66 %, n=3; 10"°M: 99,92 + 0,447 %, n=3; 10°M: 98,02 + 0,72 %, n =
3; 108M: 98,44 £ 0,50 %, n = 3; 10" M: 95,21 £ 0,80 %, n = 3; 10°M: 94,11 + 0,56 %,
n =3) (p <0,05) na presenga da D-galactose melhorou significativamente a viabilidade
celular, com exceg¢ao da concentragdo de 10° M (86,71 £ 1,02 %, n = 3, p > 0,05),
quando comparado ao grupo D-galactose 20 mg/mL (88,55 £ 1,37 %, n = 3) (Figura
26).
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Figura 26 - Viabilidade de RCEC tratadas com carvacrol 10-'3 — 10-°*M em modelo

de senescéncia induzida por D-galactose.
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Legenda: Viabilidade celular (%) relativa ao controle de RCEC em diferentes grupos
experimentais em modelo de senescéncia induzida por D-galactose. Grupos experimentais: 0
(controle); 20 (D-galactose 20 mg/mi=L); 20 e 10™"® — 10 (D-galactose 20 mg/mL + carvacrol
10" - 10° M). Os dados estdo expressos em valores médios de viabilidade celular em relagdo
ao controle (0) £ EPM (n = 3). Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA

one way, seguido de pds-teste de Dunnett’s. *p <0,05vs 00, #p < 0,05 vs 20 0. CTL: controle.

Fonte: FEITOSA (2025)

5.1.2 Avaliagao do efeito do carvacrol sobre a atividade da B-galactosidase

associada a senescéncia em célula endotelial cavernosa de rato

Em condi¢des basais, apds 48 horas de incubacdo das RCECs com o carvacrol
a atividade da B-galactosidase diminuiu significativamente no grupo carvacrol nas
concentragdes 10° M (55,75 + 7,00 %, n =6, p < 0,05) e 10°M (52,72 + 4,88 %, n =
6, p < 0,05) quando comparado ao grupo controle (100,00 + 9,87, n = 6), diferente das
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concentragdes de 103 - 107 M (1013 M: 93,77 + 9,73 %, n = 6; 10-'2M: 87,32 + 3,81
%,n=6; 10" M: 87,85 + 8,06 %, n=6; 10°"°M: 89,38 + 8,21 %, n =6; 10°M: 83,99
+ 14,61 %, n = 6; 108 M: 79,97 + 7,83 %, n = 6; 107 M: 67,54 + 6,16 %, n = 6) (p >

0,05) que ndo apresentaram nenhuma diferenga significativa (Figura 27).

Figura 27 - Atividade da SA-B-galactosidase de RCEC tratadas com carvacrol 10-"3

—10°M em condigbes experimentais basais.
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Legenda: Atividade da SA-B-galactosidase (%) relativa ao controle de RCEC em diferentes
grupos experimentais em condigdes basais. Grupos experimentais: 0 (controle); 107" — 10
(carvacrol 10" — 10° M). Os dados estdo expressos em valores médios de porcentagem de
atividade da [B-galactosidase em relagdo ao controle + EPM (n = 6). Os dados foram
analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguido de pds-teste de Dunnett’s.

*p < 0,05 vs 0. SA-B-galactosidase: Senescéncia associada a B-galactosidase; CTL: controle.
Fonte: FEITOSA (2025)

Em condi¢des de senescéncia, o grupo D-galactose 20 mg/mL (188,17 + 2,20
%, n = 6, p < 0,05) apresentou um aumento significativo da atividade da [3-
galactosidase quando comparado ao grupo controle (100,00 £ 4,53 %, n = 6). O
tratamento com o carvacrol (10'2M: 142,11 £ 0,77 %, n =6; 107" M: 127,55 + 2,94 %,
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n=26; 10"°M: 102,78 + 2,98 %, n = 6; 10°M: 92,24 + 1,04 %, n = 6; 108 M: 64,40 +
4,11 %, n=6; 10" M: 77,19 = 3,51 %, n = 6; 10°%M: 76,93 + 0,87 %, n = 6; 10° M:
78,08 £ 7,07 %, n = 6) (p < 0,05) na presencga da D-galactose promoveu uma redugao
significativa da atividade da 3-galactosidase quando comparada ao grupo D-galactose
(188,17 £ 2,20 %, n = 6), com excegdo da concentragdo 10> M (193,97 + 1,68, n = 6,

p > 0,05) que ndo demonstrou nenhuma diferenca estatistica (Figura 28).
Figura 28 - Atividade da SA-B-galactosidase de RCEC tratadas com carvacrol 10-"3
—10° M em modelo de senescéncia induzida por D-galactose.
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Legenda: Atividade da SA-B-galactosidase (%) relativa ao controle de RCEC em diferentes
grupos experimentais em modelo de senescéncia induzida por D-galactose. Grupos
experimentais: 0 (controle); 20 (D-galactose 20 mg/mL); 20 e 10"® — 10° (D-galactose 20
mg/mL + carvacrol 10" — 10° M). Os dados estdo expressos em valores médios de
porcentagem de atividade da B-galactosidase em relagao ao controle + EPM (n = 6). Os dados
foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguido de pods-teste de

Dunnett’s. *p < 0,05vs 00, # p < 0,05 vs 20 0. SA-B-galactosidase: Senescéncia associada a

B-galactosidase; CTL: controle.

Fonte: FEITOSA (2025)
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Em condi¢cbes de senescéncia, na presenca da D-galactose, o carvacrol
reduziu a atividade da B-galactosidase de forma dependente de concentragéo (10-13
M: 100,00 £ 1,29 %, n = 6; 102 M: 59,97 + 0,59 %, n =6; 107" M: 48,73 £ 2,27 %, n
=6; 10°"°M: 29,61 + 2,30 %, n =6; 10°M: 21,48 + 0,80 %, n = 6; 108 M: 00,00 + 3,17
%, n=6; 107" M: 9,86 + 2,71 %, n =6; 10°M: 9,66 + 0,67 %, n = 6; 10°M: 10,55 +
5,45 %, n = 6), apresentando um Emax de 0,00 + 3,17 % (n = 6) e pD2 de 10,99 + 0,11
(n =6) (Figura 29).

Figura 29 - Curva de concentragédo-resposta da senescéncia associada a (3 -
galactosidase em fungao da concentragédo do carvacrol em célula endotelial

cavernosa de rato no modelo de senescéncia induzida por D-galactose.
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Legenda: Curva concentracao-resposta da atividade da SA-B-galactosidase em fungao das
concentragdes de carvacrol (10" M — 107 M) em célula endotelial cavernosa de ratos no
modelo de senescéncia induzida por D-galactose. Os dados estdo expressos em valores
médios de porcentagem de atividade da p-galactosidase em relagcéo ao controle + EPM (n =
6). SA-B-galactosidase: Senescéncia associada a [(-galactosidase; CVC: carvacrol; pDa:

Logaritmo negativo da concentracao que produz 50% de seu efeito maximo.

Fonte: FEITOSA (2025)
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5.1.3 Avaliagao do efeito do carvacrol sobre a produgao de anions superoxidos

em célula endotelial cavernosa de rato

Em condi¢des basais, apds 48 horas de incubacédo das RCECs com o carvacrol
(103 M: 102,18 = 1,21 %, n = 3; 10'>M: 100,93 = 1,43 %, n = 3; 10" M: 100,13 %
1,41 %, n=3; 10°"°M: 98,48 + 3,89 %, n = 3; 10°M: 101,41 £ 2,67 %, n = 3; 108 M:
101,21 £ 3,55 %, n = 3; 107 M: 105,16 + 3,34 %, n = 3; 10°M: 107,45 £ 5,08 %, n =
3; 10°M: 105,10 £ 4,15%, n = 3) (p > 0,05) a produgéo de anions superoxidos nédo
apresentou diferengas significativas quando comparado com o grupo controle (0)

(100,00 * 1,40 %, n = 3) (Figura 30).

Figura 30 - Produgéo de anions superdxidos de RCEC tratadas com carvacrol 10-"3

—10° M em condigbes experimentais basais.
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Legenda: Producao de anions superoxidos (%) relativa ao controle de RCEC em diferentes
grupos experimentais em condigdes basais. Grupos experimentais: 0 (controle); 107" — 10
(carvacrol 107"® — 105 M). Os dados estdo expressos em valores médios de porcentagem de
fluorescéncia em relagao ao controle (0) + EPM (n = 3). Os dados foram analisados utilizando
o teste estatistico ANOVA one way, seguido de poés-teste de Dunnett’'s. ROS: Espécies

reativas de oxigénio; CTL: controle.

Fonte: FEITOSA (2025)
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Em condi¢des de senescéncia, o grupo D-galactose 20 mg/mL (120,27 * 2,61
%, n = 6, p < 0,05) apresentou um aumento significativo da produgéo de anions
superéxidos quando comparado ao grupo controle (100,00 £ 5,78 %, n = 6). O
tratamento com o carvacrol (10-'2M: 114,01 £ 2,54 %, n =6; 10" M: 112,23 + 4,29 %,
n=26;10""M: 108,64 + 4,98 %, n = 6; 10°M: 102,69 + 4,12 %, n = 6; 10°®M: 102,66
+2,14 %, n=6;107"M: 101,93 £ 2,05 %, n =6; 10°M: 102,53 + 1,22 %, n = 6; 105 M:
103,54 + 4,10 %, n = 6) (p < 0,05), na presenga da D-galactose, promoveu uma
reducao significativa da produgéo de anions superéxidos quando comparada ao grupo
D-galactose (120,27 + 2,61 %, n = 6), com excec¢ao da concentragdo 10> M (115,24
+ 2,91, n =6, p > 0,05) que nao demonstrou nenhuma diferenga estatistica (Figura
31).
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Figura 31 - Producdo de anions superdxidos de RCEC tratadas com carvacrol 10-'3

— 10 M em modelo de senescéncia induzida por D-galactose.
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Legenda: Producao de anions superoxidos (%) relativa ao controle de RCEC em diferentes
grupos experimentais em modelo de senescéncia induzida por D-galactose. Grupos
experimentais: 0 (controle); 20 (D-galactose 20 mg/mL); 20 e 10" — 10° (D-galactose 20
mg/mL + carvacrol 10"® — 10°° M). Os dados estdo expressos em valores médios de
porcentagem de fluorescéncia em relacdo ao controle + EPM (n = 6). Os dados foram
analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguido de pds-teste de Dunnett’s.

*p<0,05vs00,#p<0,05vs 20 0. ROS: Espécies reativas de oxigénio; CTL: controle.
Fonte: FEITOSA (2025)

Em condi¢cbes de senescéncia, na presenga da D-galactose, o carvacrol
reduziu a producéo de anions superéxidos de forma dependente de concentragdo (10"
3M: 100,00 £ 8,92 %, n =6; 10">M: 90,77 £ 7,82 %,n=6; 10" M: 77,42 + 13,16 %,
n=6; 10"°M: 50,40 £+ 15,29 %, n = 6; 10°M: 5,71 + 12,64 %, n = 6; 108 M: 5,51 +
6,59 %, n=6;107M: 0,00 6,31 %, n=6; 106M: 4,48 £ 3,76 %, n=6; 10°M: 12,13
+ 12,59 %, n = 6), apresentando um Emax de 0,00 + 6,31 % (n = 6) e pD2 de 10,06 +
0,23 (n = 6) (Figura 32).
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Figura 32 - Curva de concentragcao-resposta da producgao de anions superéxido em
funcdo da concentragcao do carvacrol em célula endotelial cavernosa de rato no

modelo de senescéncia induzida por D-galactose.
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Legenda: Curva concentragdo-resposta da producdo de anions superoxidos em funcao das
concentragdes de carvacrol (10" M — 107 M) em célula endotelial cavernosa de ratos no
modelo de senescéncia induzida por D-galactose. Os dados estdo expressos em valores
médios de fluorescéncia em relagao ao controle £+ EPM (n = 6). ROS: Espécies reativas de
oxigénio; CVC: carvacrol; pD.: Logaritmo negativo da concentragao que produz 50% de seu

efeito maximo.

Fonte: FEITOSA (2025)

5.2 Predicao da interagcao do carvacrol com alvos da via da senescéncia

através de abordagens in silico

5.2.1 Simulagdo de docking molecular para a determinagdo dos valores de
energia de ligagcado e das interagées entre o carvacrol e os alvos-chave da

via da senescéncia



114

O docking molecular foi realizado para a investigagdo do mecanismo de agao
do carvacrol através da energia de ligacéo e das interagbes entre 0 monoterpeno e os
alvos moleculares envolvidos na via da senescéncia. A validacdo da analise foi
realizada por meio do redocking entre o ligante-padrédo cristalografico e os alvos
moleculares selecionados. Os valores de RMSD das poses de ajuste foram obtidas:
0,15 A para o ligante 4&cido 3-[4-(difluorometil)fenil]-2-[(2-metilpropan-2-
ilyoxicarbonilamino] propandico (APPN) co-cristalizado da proteina Keap 1/Nrf2; 0,31
A para o ligante resveratrol co-cristalizado da proteina SIRT1; 0,18 A para o ligante N-
[4-[2-(4-fluoro-3-metilfenil) imidazo[1,2-b]piridazin-3-il]piridin-2-il]-1-hidroxi-2-
metilpiridin-1-io-4-carboxamida (NHMC) co-cristalizado da proteina MAPK p38.

Os resultados de docking molecular foram gerados através da fungcao de
pontuagdo Moldock score, de maneira que os valores mais negativos indicam
melhores previsées. A ancoragem molecular do carvacrol demonstrou valores de
energia de interagdo negativos para todos os alvos selecionados, conforme
demonstrado na tabela 6. Entretanto, o Moldock score do carvacrol apresentou
valores de energia de ligagdo mais negativos ou mais préximos dos ligantes-padréao
para os seus respectivos alvos moleculares NADPH oxidase e p53. O Moldock score
do carvacrol (-60,55 kJ/mol) para o alvo p53 apresentou um valor de energia de
ligagdo mais negativo quando comparado com o ligante-padrao, a Pifitrina-a, (-60,29
kJ/mol). Enquanto que o score do carvacrol para o alvo NADPH oxidase (-57,66
kJ/mol) revelou um valor préximo aos do seu respectivo ligante, apocinina (-58,68
kJ/mol).
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Tabela 6 - Energia de ligagao (kJ/mol) do carvacrol e ligantes com alvos-chave das

vias de senescéncia para a fungao de pontuagéo Moldock score.

MolDock score

Alvo molecular Energia de ligagao (kJ/mol) Residuos criticos
Carvacrol Ligante-padrao
Arg 202, Leu 199 e Leu
NADPH -57,66 -58,68 J
Oxidase 208
Nrf2/Keap 1 -53,89 -136,09 Ala 556 e Arg 415
p53 -60,55 -60,29 Arg 273 e Arg 248
SIRT1 -49,69 -66,32 Pro 212 e Ala 295
mTOR -69,50 -172,38 -
MAPK p38 -66,82 -191,5 Ala51, Val 38 e Phe 169
PAI-1 -76,71 -162,68 Arg 76

Legenda: Valores de energia de ligacao do carvacrol e ligantes com alvos chave das vias de
sinalizagdo. Em negrito encontram-se os valores de energia em que o carvacrol apresentou
energia menor ou proxima quando comparado ao ligante-padrdo. NADPH: nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato; Nrf2: fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2; Keap 1:
proteina 1 associada a ECH do tipo Kelch; SIRT1: sirtuina 1; mTOR: alvo mecanicista da
rapamicina; MAPK: proteina cinase ativada por mitégeno; PAI-1: inibidor-1 do ativador do
plasminogénio. Arg: arginina; Leu: leucina; Ala: alanina; Pro: prolina; Val: valina; Phe:

fenilalanina.

Fonte: FEITOSA (2025)

Diante disso, a interagdo molecular dos alvos que se destacaram, NADPH
oxidase e p53, foi avaliada, revelando que as ligagdes possuem diferentes graus de

especificidade. O mapa de interagdo molecular entre a enzima NADPH oxidase e o
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composto carvacrol demonstrou interagdes apolares, pois foram observadas
interagdes no anel benzeno e na cadeia carboOnica, sendo estas interagdes
correspondentes aos tipos alquil (linha tracejada em rosa claro) por meio dos residuos
Leucina (Leu) 199 (3 interagdes), Leu 208 (2 interagdes) e Isoleucina (lle) 226 (1
interacdo), além da Arginina (Arg) 202 (1 interagdo) (Figura 45A). O outro tipo de
interacao visualizada correspondeu a interac&o estérica por meio das interagdes do
tipo pi-cation (linha tracejada em laranja) através do residuo Arg 202 (1 interagao)
(Figura 33A). O ligante-padrao da NADPH oxidase, a apocinina, apresentou

interagdes semelhantes do tipo hidrofébicas Arg 202, Leu 199 e Leu 208 (Figura 33B).

Figura 33 - Mapa de interagao molecular da enzima NADPH oxidase com o

carvacrol (A) e o ligante-padrao apocinina (B).
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Legenda: Interagcdes moleculares em 2D entre os compostos carvacrol (A) e apocinina (B)
com a enzima NADPH oxidase (PDB: 1W6X). Rosa claro: interagdo alquil; verde claro:
interacdo carbono-hidrogénio; verde escuro: interacdo convencional de hidrogénio; laranja:

interacao Pi-cation. Residuos: Arg (Arginina); Leu (Leucina); lle (Isoleucina) e Ser (Serina).

Fonte: FEITOSA (2025)
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O mapa de interagao molecular para o alvo p53 com o carvacrol demonstrou
interacdes do tipo apolares, pois apresentou ligagées no anel benzeno e na cadeia
carbbnica, sendo estas interagcdes do tipo alquil (linha tracejada rosa claro) e
estabelecidas nos residuos Arg 273 (2 interac¢des), Lisina (Lys) 132 (1 interac&o) e Arg
248 (1 interacdo), como também foi revelada uma interacéo do tipo amida Pi-stacked
(linha tracejada rosa escuro) no residuo Arg 248. A ultima interagao foi do tipo nao
favoravel (linha tracejada vermelha) no residuo Lys 132 (Figura 34A). O ligante-padrao
pfitirina revelou interacdes do tipo Pi-cation no residuo Acido glutamico (Glu) 285 (1
interacdo); interagdo convencional de hidrogénio estabelecida pelo residuo Arg 273 (1
interacdo); interagcdo do tipo carbono-hidrogénio no residuo Serina (Ser) 240 (1

interacao) (Figura 34B).

Figura 34 - Mapa de interagdo molecular do alvo p53 com o carvacrol (A) e 0
ligante-padrao pfitirina (B).
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Legenda: Interagdes moleculares em 2D entre os compostos carvacrol (A) e pfitirina (B) com
o alvo p53 (PDB: 1PUT). Rosa claro: interagao alquil; rosa escuro: interacdo Amida Pi-stacked;
verde claro: interagcdo carbono-hidrogénio; verde escuro: interagdo convencional de
hidrogénio; laranja: interagcdo Pi-cation; vermelho: interacdo ndo favoravel. Residuos: Arg

(Arginina); Glu (Acido glutamico); Lys (lisina); Ser (serina).

Fonte: FEITOSA (2025)
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5.2.2 Simulagao de dinamica molecular entre o carvacrol e os alvos-chave da

via da senescéncia a NADPH oxidase e o p53

As simulagbes de dinamica molecular foram realizadas para investigar a
estabilidade das ligagdes dos alvos que se destacaram no Docking molecular, sendo
eles a NADPH oxidase e o p53. Para isso, foram calculados o RMSD e a flutuagéo
quadratica média (RMSF) para os atomos de Ca dos alvos moleculares complexados
com o seu respectivo ligante-padréo e o carvacrol. Os valores mais baixos de RMSD
e uma menor ocorréncia de flutuagdes expressam uma maior estabilidade de ligagao.

Para o alvo molecular p53 (linha preta) (Figura 35), o complexo formado com o
carvacrol (linha vermelha) apresentou valores de RMSD correspondentes a 0,37 nm
desde o periodo de 10 ns até o tempo final da simulagdo. Enquanto que o complexo
formado com o ligante-padréo, a pfitirina (linha verde), o valor de RMSD obtido foi de
0,47 nm (Figura 35).

Figura 35 - RMSD do alvo molecular p53 e complexado com o carvacrol e 0

ligante-padréo pfitirina.
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Legenda: Desvio quadratico médio (RMSD) dos atomos de Ca da proteina p53 (linha preta) e

complexado com o carvacrol (linha vermelha) e pfitirina (linha verde).

Fonte: FEITOSA (2025)
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Para o alvo molecular NADPH oxidase (linha preta) (Figura 36), o complexo
formado com o carvacrol (linha vermelha) apresentou valores de RMSD
correspondentes a 0,39 nm, sendo observada uma alta quantidade de flutuagdes,
enquanto que o complexo formado com o ligante-padrao, a apocinina (linha verde), o
valor de RMSD obtido foi de 0,30 nm (Figura 36).

Figura 36 - RMSD do alvo molecular NADPH oxidase e complexado com o carvacrol

e o ligante-padrao apocinina.
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Legenda: Desvio quadratico médio (RMSD) dos atomos de Ca da proteina nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidase (linha preta) e complexado com o carvacrol (linha

vermelha) e apocinina (linha verde).
Fonte: FEITOSA (2025)

A estabilidade dos complexos proteicos foi avaliada mediante alteragdes de

temperatura, pressao e da influéncia de solventes, através da métrica de RMSD. A
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proteina p53 apresentou um valor de RMSD correspondente a 0,14 nm para o
carvacrol (linha vermelha), enquanto que o ligante-padrao pfitirina (linha verde)

expressou um valor de 0,26 nm (Figura 37).
Figura 37 - RMSD do alvo molecular p53 complexado ao carvacrol e ao ligante-

padrao pfitirina, mediante alteragdes de temperatura, pressao e da influéncia de

solventes.
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Legenda: Desvio quadratico médio (RMSD) dos atomos de Ca da proteina p53 complexada

ao carvacrol (linha vermelha) e pfitirina (linha verde).
Fonte: FEITOSA (2025)

A proteina NADPH oxidase apresentou um valor de RMSD correspondente a
0,14 nm para o carvacrol (linha vermelha), enquanto que o ligante-padrao apocinina

(linha verde) expressou um valor de 0,13 nm (Figura 38).
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Figura 38 - RMSD do alvo molecular NADPH oxidase complexado ao carvacrol e ao
ligante-padrao apocinina, mediante alteragdes de temperatura, pressao e da

influéncia de solventes.
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Legenda: Desvio quadratico médio (RMSD) dos atomos de Ca da proteina nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidase complexada ao carvacrol (linha vermelha) e apocinina

(linha verde).

Fonte: FEITOSA (2025)

A fim de avaliar a flexibilidade dos residuos de aminoacidos que compdem os
complexos, e, se esses residuos podem influenciar na mudanca conformacional dos
alvos moleculares, foi avaliada a métrica RMSF de cada aminoacido que compde a
proteina. Os valores de RMSF acima de 0,3 nm sugerem uma alta flexibilidade,
podendo implicar em uma mudanga conformacional no alvo.

A proteina p53 apresentou valores de RMSF acima de 0,3 nm para os residuos
120, 186, 224-226, 287-289 (Figura 39).
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Figura 39 - RMSF do alvo molecular p53 e dos complexos com o carvacrol € o

ligante-padréo pfitirina.
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Legenda: Flutuagbes da raiz quadrada média (RMSF) da proteina p53 (linha preta) e dos seus
complexos com o carvacrol (linha vermelha) e pfitirina (linha verde).

Fonte: FEITOSA (2025)

A proteina NADPH oxidase apresentou valores de RMSF acima de 0,3 nm para
o residuo 228 (Figura 40).
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Figura 40 - RMSF do alvo molecular NADPH oxidase e dos complexos com o

carvacrol e o ligante-padréao apocinina.
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Legenda: Flutuagbes da raiz quadrada média (RMSF) da proteina nicotinamida adenina

dinucleotideo fosfato oxidase (linha preta) e dos seus complexos com o carvacrol (linha
vermelha) e apocinina (linha verde).

Fonte: FEITOSA (2025)

Adicionalmente, também foi avaliada a evolugao dos niveis de empacotamento
proteico do alvo molecular isolado e complexado com o carvacrol e o ligante-padrao.
Para isso, foi utilizada a métrica de valores do raio de giro, que fornece uma ideia de

quao compacta ou estendida € uma molécula durante uma simulagdo de dinamica

molecular, fornecendo informacdes sobre a conformacdo, a estabilidade, as
interagdes e a flexibilidade das moléculas em analise.

Os alvos moleculares p53 (linha preta) (Figura 41A) e NADPH oxidase (linha
preta) (Figura 41B) complexados com o carvacrol (linha vermelha) e os seus

respectivos ligantes-padrao (linha verde) ndo apresentaram variagdes em relagao a
proteina isolada.
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Figura 41 - Raio de giro (Rg) do alvo molecular p53 (A) e NADPH oxidase (B) e dos

complexos com o carvacrol e o ligante-padrao pfitirina.
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Legenda: Raio de giro (Rg) da proteina p53 (linha preta) (A) e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidase (linha preta) (B) e dos seus complexos com o carvacrol (linha

vermelha) e pfitirina (linha verde).

Fonte: FEITOSA (2025)

As energias de interagdo Coulomb e Lennard-Jones dos complexos proteina-
ligante foram calculadas para fornecer informagbées sobre a estabilidade das
interacdes dentro do sitio ativo. Com base nos calculos da energia de Coulomb para
os alvos p53 e NADPH oxidase, o carvacrol apresentou uma energia de ligagdo mais
negativa (-86,543; -63,762; respectivamente) quando comparado aos ligantes-padrao
(-43,093; -47,362; respectivamente) (Tabela 7). Entretanto, para a energia de
interacao de Lennard-Jones dos alvos p53 e NADPH oxidase, o carvacrol apresentou
um valor mais positivo (-39,9326; -48,441; respectivamente) quando comparado aos

ligantes-padrao (-137,045; -52,606; respectivamente) (Tabela 7).
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Tabela 7 - Energia de interacdo Coulommb e Lennard-Jones para o carvacrol e os

ligantes-padrao dos alvos p53 e NADPH oxidase.

p53 NADPH Oxidase
Energia de interagao
Carvacrol Pfitirina Carvacrol Apocinina

Coulomb -86,543 -43,093 -63,762 47,362

Lennard-Jones -39,9326  -137,045 -48,441 -52,606

Legenda: Energia de interacdo Coulommb e Lennard-Jones para o carvacrol e os ligantes-
padrdo dos alvos p53 (pfitirina), nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase

(apocinina) e NF-kB (emetine). Em negrito, destaca-se a menor energia.

Fonte: FEITOSA (2025)

5.3 Avaliagcao dos mecanismos do carvacrol sobre as vias de senescéncia

induzida por D-galactose em célula endotelial cavernosa de ratos

5.3.1 Avaliagao do efeito do carvacrol na detecg¢dao dos niveis de 6xido nitrico

em célula endotelial cavernosa de rato em condig¢bes basais

Em condi¢des basais, apds 48 horas de incubacédo das RCECs com o carvacrol
(1019 M: 98,96 + 2,51 %, n = 4) (p > 0,05), a produgdo de NO nZo apresentou
diferengas significativas quando comparado com o grupo controle (100,00 £ 0,75 %,
n = 4). Em contrapartida, a ACh (10°M: 115,69 + 1,68 %, n = 4) (p < 0,05) aumentou
significativamente a produgcao de NO quando comparado ao grupo controle (Figura
42).
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Figura 42 - Imagem representativa (A) e grafico estatistico (B) da intensidade de
fluorescéncia (%) da sonda DAF-FM DA relativa ao controle em célula endotelial

cavernosa de ratos tratada com carvacrol 10" M e ACh 10> M em condigbes

basais.
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Legenda: Intensidade de fluorescéncia emitida pela sonda DAF-FM DA (%) relativa ao
controle de RCEC em condigdes basais. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC 10°
(carvacrol 1071 M); acetilcolina 10° (acetilcolina 10° M). Objetiva 20x. Os dados estédo
expressos em valores médios de porcentagem de fluorescéncia em relagdo ao controle £+ EPM
(n =4). Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguido de
pos-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, & p < 0,05 vs CVC 107,

Fonte: FEITOSA (2025)
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5.3.2 Avaliagao do efeito do carvacrol na detecg¢dao dos niveis de 6xido nitrico
em célula endotelial cavernosa de rato no modelo de senescéncia

induzida por D-galactose

Em condi¢des de senescéncia, o grupo D-galactose 20 mg/mL (80,30 £ 0,786
%, n = 4, p < 0,05) apresentou uma redugao significativa da intensidade de
fluorescéncia emitida pela sonda DAF-FM DA quando comparado ao grupo controle
(100,00 £ 0,752 %, n = 4). Entretanto, o tratamento com o carvacrol (DGAL+ CVC 10
0M: 106,08 + 0,846 %, n = 4, p < 0,05) e com a ACh (DGAL+ ACh 10°M: 99,86 +
0,77 %, n = 4, p < 0,05) promoveu um aumento significativo da intensidade de
fluorescéncia emitida pela sonda DAF-FM DA quando comparado ao grupo D-

galactose (Figura 43).
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Figura 43 - Imagem representativa (A) e grafico estatistico (B) da intensidade de
fluorescéncia (%) da sonda DAF-FM DA relativa ao controle de célula endotelial

cavernosa de ratos tratada com carvacrol 10 M e ACh 105 M em modelo de

senescéncia induzida por D-galactose.
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Legenda: Intensidade de fluorescéncia emitida pela sonda DAF-FM DA (%) relativa ao
controle de RCEC em modelo de senescéncia induzida por D-galactose. Grupos
experimentais: CTL (controle); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 107
(D-galactose 20 mg/mL + carvacrol 10-'° M); DGAL + acetilcolina 10-° (D-galactose 20 mg/mL

+ acetilcolina 10°° M). Objetiva 20x. Os dados estdo expressos em valores médios de
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porcentagem de fluorescéncia em relacdo ao controle + EPM (n = 4). Os dados foram
analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguido de pés-teste de Dunnett’s.
*p <0,05vs CTL, #p < 0,05 vs DGAL.

Fonte: FEITOSA (2025)

5.3.1 Avaliacao do efeito do carvacrol na apoptose de RCEC

Apobs 48 horas de incubagao das RCECs, a dupla marcagdo com anexina V e

7-AAD permitiu a visualizagao de quatro quadrantes que representam diferentes

populagdes celulares (Figura 44).
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Figura 44 - Dotplots representativos de célula endotelial cavernosa de ratos tratada

com carvacrol 10-'© M em condi¢des basais e em modelo de senescéncia induzida

por D-galactose, duplamente marcada com anexina V e 7-AAD.
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Legenda: Dotplots representativos de RCEC
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em condigdes basais e em modelo de

senescéncia induzida por D-galactose duplamente marcada com anexina V e 7-AAD obtidos

por analise de citometria de fluxo. Os dotplots foram divididos em quatro quadrantes que

representam diferentes populacdes celulares: células mortas (Q1), células em apoptose tardia

(Q2); células viaveis (Q3); células em apoptose inicial (Q4). Grupos experimentais: CTL
(controle); CVC 1070 (carvacrol 10° M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL +
CVC 10 (D-galactose 20 mg/mL + carvacrol 1071 M).

Fonte: FEITOSA (2025)
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Na analise da taxa de sobrevivéncia celular, o grupo D-galactose 20 mg/mL
(74,72 £ 1,95 %, n = 6, p < 0,05) apresentou uma redugédo significativa quando
comparado ao grupo controle (88,01 £ 1,12 %, n = 6). Entretanto, o tratamento com o
carvacrol, tanto em condigbes basais (CVC 10-'°M: 86,38 + 1,13 %, n = 6, p < 0,05)
quanto em modelo de senescéncia (DGAL+ CVC 10"°M: 88,40 + 1,84 %, n =6, p <
0,05), promoveu um aumento significativo da taxa de sobrevivéncia celular quando
comparado ao grupo D-galactose (Figura 45).

Figura 45 - Taxa de sobrevivéncia (%) de RCEC tratadas com carvacrol 10" M, em

condicdes basais e em modelo de senescéncia induzida por D-galactose.
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Legenda: Taxa de sobrevivéncia (%) de RCEC em condi¢gdes basais e em modelo de
senescéncia induzida por D-galactose. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC 107
(carvacrol 107'° M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 10'° (D-galactose
20 mg/mL + carvacrol 107" M). Os dados estdo expressos em valores médios de porcentagem
de sobrevivéncia celular £ EPM (n = 6). Os dados foram analisados utilizando o teste

estatistico ANOVA one way, seguido de pos-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, # p < 0,05
vs DGAL.

Fonte: FEITOSA (2025)
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Na analise da taxa de apoptose inicial, o grupo D-galactose 20 mg/mL (10,26 +
1,34 %, n = 6, p < 0,05) apresentou um aumento significativo quando comparado ao
grupo controle (4,93 £ 0,71 %, n = 6). Entretanto, o tratamento com o carvacrol, tanto
em condigbes basais (CVC 10-'°M: 4,98 + 0,52 %, n =6, p < 0,05) quanto em modelo
de senescéncia (DGAL+ CVC 10'°M: 4,11 £ 0,63 %, n =6, p < 0,05), promoveu uma
reducao significativa da taxa de apoptose inicial quando comparado ao grupo D-
galactose (Figura 46).

Figura 46 - Taxa de apoptose inicial (%) de RCEC tratadas com carvacrol 10-'° M,

em condi¢des basais e em modelo de senescéncia induzida por D-galactose.
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Legenda: Taxa de apoptose inicial (%) de RCEC em condi¢cdes basais e em modelo de
senescéncia induzida por D-galactose. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC 107
(carvacrol 107'° M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 10'° (D-galactose
20 mg/mL + carvacrol 1071 M). Os dados estdo expressos em valores médios de porcentagem
de células em apoptose inicial £ EPM (n = 6). Os dados foram analisados utilizando o teste
estatistico ANOVA one way, seguido de pos-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, # p < 0,05
vs DGAL.

Fonte: FEITOSA (2025)
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Na analise da taxa de apoptose tardia, o grupo D-galactose 20 mg/mL (12,88 +
1,59 %, n = 6, p < 0,05) apresentou um aumento significativo quando comparado ao
grupo controle (4,16 £ 0,97 %, n = 6). Entretanto, o tratamento com o carvacrol, tanto
em condigbes basais (CVC 10-'°M: 6,10 + 0,46 %, n =6, p < 0,05) quanto em modelo
de senescéncia (DGAL+ CVC 10-'°M: 5,43 + 1,15 %, n = 6, p < 0,05), promoveu uma
reducao significativa da taxa de apoptose tardia quando comparado ao grupo D-

galactose (Figura 47).

Figura 47 - Taxa de apoptose tardia (%) de RCEC tratadas com carvacrol 10-1° M,

em condi¢des basais e em modelo de senescéncia induzida por D-galactose.
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Legenda: Taxa de apoptose tardia (%) de RCEC em condi¢des basais e em modelo de
senescéncia induzida por D-galactose. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC 107
(carvacrol 107'° M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 10'° (D-galactose
20 mg/mL + carvacrol 1071 M). Os dados est&o expressos em valores médios de porcentagem
de células em apoptose tardia £ EPM (n = 6). Os dados foram analisados utilizando o teste
estatistico ANOVA one way, seguido de pos-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, # p < 0,05
vs DGAL.

Fonte: FEITOSA (2025)
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Na analise da taxa de apoptose total, o grupo D-galactose 20 mg/mL (23,15 +
1,68 %, n = 6, p < 0,05) apresentou um aumento significativo quando comparado ao
grupo controle (9,10 £ 1,56 %, n = 6). Entretanto, o tratamento com o carvacrol, tanto
em condigdes basais (CVC 10-°M: 11,08 + 0,74 %, n =6, p < 0,05) quanto em modelo
de senescéncia (DGAL+ CVC 10-'°M: 9,55 + 1,61 %, n = 6, p < 0,05), promoveu uma
reducao significativa da taxa de apoptose total quando comparado ao grupo D-

galactose (Figura 48).

Figura 48 - Taxa de apoptose total (%) de RCEC tratadas com carvacrol 10-'° M, em

condicdes basais e em modelo de senescéncia induzida por D-galactose.
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Legenda: Taxa de apoptose total (%) de RCEC em condi¢cdes basais e em modelo de
senescéncia induzida por D-galactose. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC 107
(carvacrol 1071 M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 107'° (D-galactose
20 mg/mL + carvacrol 1071 M). Os dados est&o expressos em valores médios de porcentagem
de células em apoptose total + EPM (n = 6). Os dados foram analisados utilizando o teste
estatistico ANOVA one way, seguido de pos-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, # p < 0,05
vs DGAL.

Fonte: FEITOSA (2025)
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5.3.2 Avaliagao do efeito do carvacrol sobre a progressao do ciclo celular em

células endoteliais cavernosas de ratos

Na analise do ciclo celular, apés 48 horas de incubacdo das RCECs, a
marcagao com Pl permitiu a visualizagado da distribuicdo das células nas diferentes

fases do ciclo celular (Figura 49).
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Figura 49 - Histogramas representativos da proporgéo (%) de RCEC nas diferentes
fases do ciclo celular tratadas com carvacrol 10-'°© M, em condigbes basais e em

modelo de senescéncia induzida por D-galactose.
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Legenda: Distribuicdo de RCEC (%) nas diferentes fases do ciclo celular em condigbes basais
e em modelo de senescéncia induzida por D-galactose marcadas com iodeto de propidio
obtidos por analise de citometria de fluxo. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC 10°
(carvacrol 1071 M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 10'° (D-galactose
20 mg/mL + carvacrol 1071 M). Os dados estdo expressos em valores médios de porcentagem
de células £ EPM (n = 6). Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one
way, seguido de pos-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, # p < 0,05 vs DGAL, & p < 0,05 vs
CvCc107°,

Fonte: FEITOSA (2025)
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Na analise da fase G0/G1 do ciclo celular, o grupo D-galactose 20 mg/mL (83,35
+ 0,71 %, n =6, p <0,05) apresentou um aumento significativo na proporgao de células
quando comparado ao grupo controle (68,61 £ 1,16 %, n = 6). Entretanto, o tratamento
com o carvacrol, em modelo de senescéncia (DGAL+ CVC 10-"°M: 66,46 + 0,87 %, n
=6, p < 0,05), promoveu uma redugéo significativa da propor¢ao de células da fase
G0/G1 quando comparado ao grupo D-galactose. O tratamento com o carvacrol em
condigbes basais (CVC 1079 M: 84,84 + 0,27 %, n = 6, p > 0,05) ndo promoveu
alteracdes significativas na proporgéao de células da fase GO/G1 quando comparado

ao grupo D-galactose (Figura 50).

Figura 50 - Proporgéo (%) de RCEC da fase G0/G1 do ciclo celular tratadas com

carvacrol 10" M, em condigbes basais e em modelo de senescéncia induzida por D-

galactose.
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Legenda: Distribuicdo de RCEC (%) da fase G0/G1 do ciclo celular em condigdes basais e em
modelo de senescéncia induzida por D-galactose. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC
1071° (carvacrol 107'° M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 10 (D-
galactose 20 mg/mL + carvacrol 107" M). Os dados est&o expressos em valores médios de
porcentagem de células da fase GO/G1 £ EPM (n = 6). Os dados foram analisados utilizando
o teste estatistico ANOVA one way, seguido de pés-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, # p
< 0,05 vs DGAL, & p < 0,05 vs CVC107°,

Fonte: FEITOSA (2025)
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Na analise da fase S do ciclo celular, o grupo D-galactose 20 mg/mL (4,69 +
0,41 %, n = 6, p < 0,05) apresentou uma diminuicao significativa na proporg¢édo de
células quando comparado ao grupo controle (8,00 = 0,57 %, n = 6). Entretanto, o
tratamento com o carvacrol, em modelo de senescéncia (DGAL+ CVC 10-'°M: 8,93 +
0,63 %, n =6, p <0,05), promoveu um aumento significativo da proporc¢ao de células
da fase S quando comparado ao grupo D-galactose. O tratamento com o carvacrol em
condigbes basais (CVC 109 M: 4,18 + 0,06 %, n = 6, p > 0,05) ndo promoveu
alteracdes significativas na propor¢ao de células da fase S quando comparado ao

grupo D-galactose (Figura 51).

Figura 51 - Proporgéao (%) de RCEC da fase S do ciclo celular tratadas com

carvacrol 10" M, em condigbes basais e em modelo de senescéncia induzida por D-

galactose.
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Legenda: Distribuicdo de RCEC (%) da fase S do ciclo celular em condi¢cdes basais e em
modelo de senescéncia induzida por D-galactose. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC
1071 (carvacrol 10'°© M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 10 (D-
galactose 20 mg/mL + carvacrol 107'° M). Os dados estdo expressos em valores médios de
porcentagem de células da fase S + EPM (n = 6). Os dados foram analisados utilizando o
teste estatistico ANOVA one way, seguido de pds-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, #p <
0,05 vs DGAL, & p < 0,05 vs CVC10°.

Fonte: FEITOSA (2025)
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Na analise da fase G2/M do ciclo celular, o grupo D-galactose 20 mg/mL (6,79
+ 0,46 %, n = 6, p < 0,05) apresentou uma diminui¢ao significativa na proporg¢édo de
células quando comparado ao grupo controle (16,38 + 0,08 %, n = 6). Entretanto, o
tratamento com o carvacrol, em modelo de senescéncia (DGAL+ CVC 10-"°M: 17,89
+ 0,56 %, n =6, p <0,05), promoveu um aumento significativo da proporcao de células
da fase G2/M quando comparado ao grupo D-galactose. O tratamento com o carvacrol
em condigdes basais (CVC 10-'°M: 5,49 + 0,14 %, n = 6, p > 0,05) ndo promoveu
alteracdes significativas na proporgao de células da fase G2/M quando comparado ao

grupo D-galactose (Figura 52).

Figura 52 - Proporgéo (%) de RCEC da fase G2/M do ciclo celular tratadas com

carvacrol 10" M, em condigbes basais e em modelo de senescéncia induzida por D-

galactose.
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Legenda: Distribuicdo de RCEC (%) da fase G2/M do ciclo celular em condigbes basais e em
modelo de senescéncia induzida por D-galactose. Grupos experimentais: CTL (controle); CVC
10"° (carvacrol 1071 M); DGAL 20 mg/mL (D-galactose 20 mg/mL); DGAL + CVC 10 (D-
galactose 20 mg/mL + carvacrol 107" M). Os dados estdo expressos em valores médios de
porcentagem de células da fase G2/M £ EPM (n = 6). Os dados foram analisados utilizando o
teste estatistico ANOVA one way, seguido de pds-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 vs CTL, #p <
0,05 vs DGAL, & p < 0,05 vs CVC10°.

Fonte: FEITOSA (2025)
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6 DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado com o objetivo de investigar o efeito
senoprotetor do monoterpeno carvacrol na senescéncia endotelial cavernosa induzida
por D-galactose, através de metodologias in vitro e in silico. As investigagdes in vitro
demonstraram que o carvacrol restaurou a viabilidade celular, reduziu o acumulo de
células endoteliais senescentes, bem como atenuou os niveis de ROS. Além disso, o
carvacrol aumentou a biodisponibilidade de NO, reduziu a apoptose e atenuou a
parada do ciclo celular. Ja as analises in silico revelaram que o carvacrol tem
capacidade de interagir com alvos proteicos relevantes das vias de senescéncia,
apresentando valores de energia de acoplamento negativos, podendo ser ainda mais
negativo do que o do ligante-padréo, sendo essas interagdes estaveis.

O envelhecimento € a diminui¢do continua e gradual da fungéo fisiolégica que
influencia a qualidade de vida e a longevidade. Durante o processo de
envelhecimento, uma combinagdo de fatores de estresse genéticos, ambientais e de
estilo de vida causa o acumulo de uma variedade de danos moleculares e celulares
ao longo do tempo, o que, por sua vez, leva a uma deterioragdo progressiva das
funcdes celulares e teciduais. Além disso, o envelhecimento representa um fator de
risco primario para muitas doengas, como doengas neurodegenerativas, cancer, DCV
e DE. Retardar os processos biolégicos do envelhecimento e gerenciar condigdes
cronicas poderia promover o envelhecimento saudavel e aumentar a expectativa de
vida (Wu; Bai; Chen; Yang; Zhu, 2024; Xue; Jiang; Meng; Lu et al., 2024; Zhuang;
Zhuang; Jiang; Zhang et al., 2024).

Um mecanismo fundamental do envelhecimento que tem ganhado cada vez
mais atengdo € a senescéncia celular (Chaib; Tchkonia; Kirkland, 2022). Ela é
essencial para a embriogénese, cicatrizacao de feridas e restauracao da plasticidade.
Também pode atuar como um mecanismo antineoplasico para restringir a proliferacéo
de células danificadas. Embora a senescéncia celular seja fundamental para o
desenvolvimento e a saude, estudos sobre senescéncia desregulada estao crescendo
rapidamente devido aos seus efeitos prejudiciais em muitos sistemas de 6rgaos vitais
(Wu; Bai; Chen; Yang; Zhu, 2024).

A senescéncia compromete o papel essencial que o endotélio desempenha na
manutengao da homeostase vascular, promovendo assim a disfungédo endotelial, que
tem sido implicada no desenvolvimento de varias doengas associadas ao

envelhecimento, incluindo diabetes, hipertensdo e DE (Ferrini; Gonzalez-Cadavid;
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Rajfer, 2017; Han; Kim, 2023). A incapacidade das células endoteliais senescentes de
proliferar compromete a integridade da monocamada das células endoteliais e da
barreira semipermeavel entre o sangue e os tecidos subjacentes, o que pode quebrar
a hemodinamica peniana e contribuir para o desenvolvimento da DE (Echeverri Tirado;
Ferrer; Herrera, 2016; Ferrini; Gonzalez-Cadavid; Rajfer, 2017; Khor; Wong, 2020).
Nesse contexto, se a senescéncia contribui para a disfungdo endotelial, e esta, por
sua vez, € uma das principais manifestagcées da DE, entdo estratégias que reduzam
a senescéncia podem favorecer a saude endotelial e, consequentemente, melhorar a
funcao erétil (Nishimatsu; Suzuki; Saito; Niimi et al., 2015). O desenvolvimento de
terapias voltadas para células senescentes, forneceu evidéncias adicionais de que as
células endoteliais senescentes sdo um alvo terapéutico viavel, tornando-se, assim,
um topico de intensa investigacao (Bloom; Islam; Lesniewski; Donato, 2023).

Estudos demonstram diversos beneficios terapéuticos da utilizacdo de
produtos naturais que visam células senescentes, denominadas senoterapias, para a
melhora de doengas relacionadas a idade (Saccon; Nagpal; Yadav; Cavalcante et al.,
2021; Wu; Bai; Chen; Yang; Zhu, 2024; Zhu; Doornebal; Pirtskhalava; Giorgadze et
al., 2017). Os agentes senoterapéuticos sao divididos em duas classes: senoliticas,
que matam seletivamente as células senescentes, e senomorficas, que atenuam o
SASP (Calabrod; Accardi; Aiello; Caruso et al., 2024). A maioria dos senoliticos
identificados até o momento promove a apoptose de células senescentes ao atingir
enzimas criticas envolvidas em mecanismos pro-sobrevivéncia e antiapoptdticos,
como p53, p21, proteinas da familia Bcl-2 e outros. Dentre os senoliticos podemos
destacar o desatinib, quercetina, ABT-263 (Navitoclax) e fisetin. Em contraste, os
senomorficos suprimem a senescéncia através da reducado da expressdo de SASP
por meio da modulagao de NF-kB, sirtuinas, mTOR, IL-1a, p38 MAPK e outras vias
de sinalizagdo. A classe dos senomorficos incluem rapamicina, ruxolitinib e outros
(Zhang; Pitcher; Prahalad; Niedernhofer; Robbins, 2023).

Apesar do crescimento exponencial nos estudos para o desenvolvimento de
senoterapéuticos voltados ao tratamento de doencgas relacionadas a idade e a
ampliagao da longevidade saudavel, os efeitos adversos relacionados ao uso dessas
terapias representam um desafio significativo para o seu uso seguro. Esses agentes
estdo associados a efeitos graves, como trombocitopenia, neutropenia,
nefrotoxicidade, disfungao metabdlica, imunossupressao, dentre outros. Assim, torna-

se essencial a busca por novas abordagens terapéuticas que mantenham a eficacia
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no combate a senescéncia celular, minimizando os riscos relacionados ao seu uso
(Chaib; Tchkonia; Kirkland, 2022; Rudin; Hann; Garon; Ribeiro De Oliveira et al., 2012).

Nessa perspectiva, os produtos naturais possuem atividades antioxidantes e
anti-inflamatérias amplamente documentadas, sugerindo o seu potencial para atuar
como senoterapéuticos (Zhang; Pitcher; Prahalad; Niedernhofer; Robbins, 2023). Os
Oleos essenciais, tém sido objeto de interesse cientifico, com extensa triagem
indicando que muitos extratos vegetais e seus componentes isolados tém atividades
benéficas para doengas associadas a idade, principalmente por possuir propriedades
antioxidantes (Ayaz; Sadiq; Junaid; Ullah et al., 2017). Dentre os antioxidantes mais
ativos, encontrados em 6leos essenciais destaca-se o monoterpeno carvacrol (El-
Sayed; Abd-Allah; Mansour; El-Arabey, 2015).

O carvacrol € um fenol monoterpénico produzido por um numero abundante de
plantas aromaticas, incluindo tomilho e orégano. Atualmente, o carvacrol € usado
como um ingrediente aromatizante e conservante de alimentos. Ele possui uma ampla
gama de bioatividades uteis para aplicagdes clinicas, como atividades antioxidante,
anti-inflamatéria, anti-envelhecimento e vasorrelaxante (Imran; Aslam; Alsagaby;
Saeed et al., 2022; Suntres; Coccimiglio; Alipour, 2015). Acredita-se que o carvacrol
produza esses efeitos através de sua agao em oposigao aos efeitos de ROS, portanto,
podem ser indicados para protecdo e prevencao de danos oxidativos aos tecidos
(Samarghandian; Farkhondeh; Samini; Borji, 2016). Nesse contexto, essas
propriedades, em conjunto, fornecem suporte para a avaliagdo de suas possiveis
acgdes benéficas, em que os seus efeitos bioldgicos ainda ndo foram estudados, como
€ o caso da senescéncia endotelial cavernosa.

Diante dos efeitos promissores do carvacrol, foi investigado se ele promoveria
acgao benéfica sobre a senescéncia endotelial cavernosa induzida por D-galactose. O
modelo de senescéncia celular induzida por D-galactose tem sido amplamente
utilizado e foi estabelecido que, um dos principais mecanismos pelos quais ele exerce
seu efeito é por meio do aumento da producédo de ROS (Garcia-Trejo; Gomez-Sierra;
Eugenio-Pérez; Medina-Campos; Pedraza-Chaverri, 2024). D-galactose aumenta
significativamente os niveis de ROS e MDA e diminui as atividades de enzimas
antioxidantes como SOD, CAT e GSH. Os niveis de expressao de SA-B-galactosidade,
bem como os niveis de expressao da proteina p16, p21, p53 e Keap1, aumentaram
significativamente, enquanto os niveis de expressdo de Nrf-2 foram regulados

negativamente. Essas alteragbes, em conjunto, podem gerar alteragdes celulares
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graves como estresse oxidativo, reducao da viabilidade celular, inflamagao, disfungéo
mitocondrial e apoptose, favorecendo o desenvolvimento de doencgas associadas a
idade (Azman; Zakaria, 2019; Lee; Hoang; Jung; Jung et al., 2020).

No presente estudo, iniciamos as analises para avaliar a viabilidade celular, a
SA-B-galactosidase e a producdo de ROS em RCEC, utilizando uma ampla faixa de
concentragdo do carvacrol (10 — 10° M), a fim de determinar a CEso e,
consequentemente, a concentragcédo que sera utilizada nos ensaios subsequentes.

Para avaliar a viabilidade celular o ensaio de MTT € comumente usado, e a sua
reducdo para formazan é devido a atividade enzimatica celular em mitocdndrias.
Fatores no ambiente de cultura de células, como pH e glicose, NADH ou fornecimento
de NADPH, também influenciam a redugdao de MTT para formazan e, portanto, os
dados de MTT também refletem mudangas no metabolismo celular. O tratamento com
D-galactose (20 mg/mL) reduziu a viabilidade das RCEC apéds 48 horas de tratamento.
Corroborando com os nossos achados, estudos anteriores também demonstraram
uma reducgdo na viabilidade celular apds tratamento com D-galactose (Lee; Hoang;
Jung; Jung et al., 2020; Wang; Sun; Qu; Sang et al., 2022). O tratamento com o
carvacrol, na presenga da D-galactose, restaurou a viabilidade celular, enquanto na
sua auséncia nao houve alteragdo nesse parametro. Como o ensaio de MTT é
dependente de atividades enzimaticas celulares que refletem o metabolismo celular,
€ sugestivo que o carvacrol, em condigdes de senescéncia, pode ter melhorado a
atividade metabdlica das células senescentes.

Para confirmar o fendtipo senescente apds o tratamento com D-galactose,
utilizamos o método “padrdo ouro”™ a SA-B-galactosidase. Esse ensaio tem sido
amplamente utilizado como biomarcador tanto in vitro quanto in vivo (Childs; Durik;
Baker; Van Deursen, 2015; Gonzalez-Gualda; Baker; Fruk; Munoz-Espin, 2021). A
atividade da SA-B-galactosidase é a B-galactosidase lisossémica, que € detectada
pelo aumento do numero ou atividade dos lisossomos e que, ha muito tempo, esta
associada ao envelhecimento (Lee; Han; Im; Morrone et al., 2006). As células SA-3-
galactosidase positivas desempenham papéis no desenvolvimento normal e na
manutencido da homeostase tecidual. No entanto, quando estdo em condicbes
elevadas, podem impactar negativamente na regeneragao dos tecidos, contribuindo
para o desenvolvimento de doengas relacionadas a idade (Dungan; Murach; Zdunek;
Tang et al., 2022; Mchugh; Duran; Gil, 2025). O tratamento das RCEC com D-

galactose promoveu um aumento significativo de células senescentes quando
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comparado ao grupo CTL. Esses resultados sugerem que essas células
desenvolveram o fenétipo senescente. Resultados semelhantes foram demonstrados
por Zhang; Ouyang; Zhan; Li et al. (2023), revelando que a D-galactose aumentou em
mais de trés vezes a quantidade de células endoteliais senescentes em comparacao
ao grupo controle. E o tratamento com o carvacrol, tanto na auséncia quanto na
presenca da D-galactose, promoveu redugcéo da senescéncia endotelial cavernosa,
indicando uma reducgao do fenétipo senescente nessas células.

Uma vez que o carvacrol reduz a senescéncia endotelial cavernosa, avaliamos
se ele poderia estar atuando através da modulacdo do estresse oxidativo. Em
experimentos in vitro, o agucar redutor D-galactose pode levar a senescéncia celular
por aumentar os niveis de ROS, resultando em estresse oxidativo (Lee; Hoang; Jung;
Jung et al., 2020). O aumento nos niveis de ROS em células senescentes €&
considerado um indicador do processo de senescéncia e um potencial fator-chave na
sua indugao e manutengao (Zhang; Ouyang; Zhan; Li et al., 2023).

O tratamento com D-galactose aumentou os niveis de ROS quando comparado
com o grupo CTL, corroborando com estudos anteriores que utilizaram esse mesmo
modelo de indugao (Lee; Hoang; Jung; Jung et al., 2020; Xiao; Chen; Yan; Zheng et
al., 2024). O carvacrol, apesar de nao ter modulado os niveis de ROS de RCEC em
condigbes basais, no modelo de senescéncia induzida por D-galactose reduziu a
producao de ROS. Esta diminuicdo mediada pelo carvacrol pode ser atribuida a sua
forte atividade antioxidante. O grupo OH do carvacrol é essencial para sua agao
antioxidante, permitindo a eliminagao de ROS. Além de neutralizar, ele ativa o fator de
transcricdo Nrf-2, aumentando as defesas antioxidantes como SOD, CAT e GPXx,
conferindo uma maior protegao as células. O carvacrol também reduz a expresséo da
NADPH oxidase, diminuindo a producdo de O2 e potencializando seu efeito
antioxidante (Forqgani; Akbarian; Amirahmadi; Khorrami et al., 2024; Friedman, 2014;
Khazdair; Moshtagh; Anaeigoudari; Jafari; Kazemi, 2024; Maczka; Twardawska;
Grabarczyk; Winska, 2023).

A partir dos resultados obtidos, utilizando uma ampla faixa de concentracéo de
carvacrol (10-13 - 10-°M), identificamos a CEsp, para os ensaios da SA-f-galactosidase
e quantificagdo de ROS. Optamos por utilizar a concentragdo 10-'° M por apresentar
bons resultados nessas analises, sem comprometer a viabilidade celular. Assim, em
todos os protocolos conduzidos posteriormente, o carvacrol foi testado nessa

concentracao, na presencga e na auséncia da D-galactose.
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Considerando os efeitos benéficos do carvacrol no modelo de senescéncia em
RCEC - reduzindo a senescéncia por meio da modulagdo negativa do estresse
oxidativo — realizamos estudos in silico, através do docking e dinamica molecular, para
avaliar se o carvacrol poderia interagir com alvos moleculares das vias de
senescéncia, buscando compreender os possiveis mecanismos envolvidos na
resposta senoprotetora.

O docking molecular se tornou um método essencial do desenvolvimento de
medicamentos in silico nos ultimos anos. Essa técnica consiste em prever a interagcao
entre uma pequena molécula e uma proteina no nivel atdmico. Isso permite que os
pesquisadores estudem o comportamento de pequenas moléculas, dentro do sitio de
ligacdo de uma proteina alvo e entendam o processo bioquimico fundamental
subjacente a essa interacao (Agu; Afiukwa; Orji; Ezeh et al., 2023).

Os resultados de docking molecular gerados pela fungéo de pontuagéo foram
validados por meio do redocking entre o ligante-padrao cristalografico e os alvos
moleculares selecionados. Todos os valores de RMSD, que indica a distancia média
quadratica do ligante na estrutura cristalina e os atomos correspondentes na pose
ancorada, para os complexos APPN - Keap1/Nrf-2, resveratrol - SIRT1 e NHMC -
MAPK p38, apresentaram valores inferiores a 2,0 A. Para que um docking seja
considerado confiavel, & necessario que o valor de RMSD seja igual ou inferior a 2,0
A (Hung; Guerquin; Samudrala, 2011). Portanto, os nossos resultados indicam que as
poses geradas posicionaram o ligante corretamente no local ativo e que o programa
forneceu valores considerados satisfatérios para a validagao do docking.

A analise do docking molecular do carvacrol com os principais alvos-chave das
vias de senescéncia, para avaliar o processamento do acoplamento e interacéo entre
as moléculas, revelou diferentes valores de energia de ligagdo com base no algoritmo
Moldock Score. A interagao do carvacrol com os sete alvos moleculares avaliados
apresentou valores negativos de energia de ligagao, indicando que houve interagéo.
Entretanto, destacam-se os alvos NADPH oxidase e p53 que apresentaram valores
de energia de interagao proximos aos do ligante-padréo, a apocinina para a NADPH
oxidase, e até menores para a pfitirina e p53, indicando que o carvacrol interagiu tao
bem quanto o ligante-padrao, ou até melhor do que ele, respectivamente.

Com base na capacidade do carvacrol em apresentar 6timas interagdes com
os alvos NADPH oxidase e p53, foram avaliados os mapas de interagdes

intermoleculares envolvidas na estabilidade dos complexos. O mapa de interagao
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molecular entre a enzima NADPH oxidase e o composto carvacrol demonstrou
interagcdes apolares, sendo estas interagdes correspondentes aos tipos alquil, por
meio dos residuos Leu 199, Leu 208 e lle 226, além da Arg 202. O outro tipo de
interacao visualizada correspondeu a interacédo estérica por meio das interagcdes do
tipo pi-cation através do residuo Arg 202. O ligante-padrao da NADPH oxidase, a
apocinina, apresentou interagdes semelhantes do tipo hidrofébicas Arg 202, Leu 199
e Leu 208. Assim, o carvacrol apresentou interagdes semelhantes ao ligante-padrao
apocinina, interagdes do tipo hidrofobicas Arg 202, Leu 199 e Leu 208, indicando que
os compostos interagem com a NADPH oxidase no mesmo sitio de ligagdo. Os mapas
de interagdo molecular para o alvo p53 demonstraram que, de forma semelhante ao
observado no alvo NADPH oxidase, houve uma maior contribuicdo das interagoes
apolares, uma vez que foram observadas interagdes no anel benzeno e na cadeia
carbénica, sendo estas interagdes do tipo alquil e estabelecidas nos residuos Arg 273,
Lys 132 e Arg 248, além da interac&o do tipo amida Pi-stacked no residuo 248 outra
considerada ndo favoravel no residuo Lys 132. E importante destacar que apesar da
ligac&do n&o favoravel no residuo Lys 132, ele ndo é responsavel pela manutengao da
atividade da enzima, e sim os residuos de Arg 273 e 248 (Cho; Gorina; Jeffrey;
Pavletich, 1994). Além disso, € importante mencionar que o carvacrol apresentou
interagdo semelhante ao ligante-padréo pfitirina que correspondeu ao residuo Arg 273
da interacdo Pi-alquil.

A dindmica molecular € amplamente usada como um método de simulagao
poderoso em muitos campos da modelagem molecular. No contexto de encaixe, ao
mover cada atomo separadamente no campo dos atomos restantes, a simulagéo da
dinamica representa a flexibilidade do ligante e da proteina de forma mais eficaz do
que outros algoritmos, de forma substancialmente semelhante as condi¢des
fisiolégicas (Meng; Zhang; Mezei; Cui, 2011; Rajiv Gandhi; Sharanya; Jayanandan;
Haridas et al., 2024).

Para a avaliagdo da dindmica molecular e investigacdo da estabilidade das
ligagcbes observadas nas simulagdes de docking molecular, os alvos moleculares
NADPH oxidase e p53 foram escolhidos, uma vez que a energia de interacao entre
eles e o carvacrol foram promissoras.

Uma métrica importante nas simulacdes de dindmica molecular, além do RMSD
€ o RMSF, responsavel por medir a flutuagdo da variagdo da posicao de um atomo

especifico ou de um grupo de atomos em relagcédo a sua posigao média durante uma
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simulacao (Pitera, 2014). Valores de RMSD mais baixos como também uma reducgéao
nas flutuagbes demonstra uma maior estabilidade. Para o alvo molecular p53, foi
observada uma maior estabilidade para o composto carvacrol, visto que este
apresentou valores de RMSD mais baixos quando comparado ao complexo do p53
com o ligante-padrao pfitirina, como também foi observada a ocorréncia de uma baixa
quantidade de flutuagdes para os dois complexos. Em contraste, para o alvo NADPH
oxidase, foi observada uma maior estabilidade para o ligante-padrao apocinina, visto
que este apresentou valores de RMSD mais baixos quando comparado ao complexo
do p53 com o carvacrol; foi também observada a ocorréncia de uma alta quantidade
de flutuagbes para o complexo com o carvacrol.

ApOs avaliar a estabilidade dos complexos, € necessario avaliar as métricas de
RMSD referentes aos ligantes a fim de observar se eles apresentam estabilidade
mediante mudancas de temperatura, pressao e da influéncia de solventes. Para o p53,
foram observados valores de RMSD mais baixos para o complexo com o carvacrol
quando comparado ao ligante-padréo pfitirina, demonstrando a maior estabilidade do
carvacrol e, consequentemente uma maior tendéncia de permanecer ligado a p53 na
presenca de solventes ou alteracdes bruscas de temperatura e pressao. Ja para o
alvo NADPH oxidase foi observado que a apocinina apresentou uma maior
estabilidade, quando comparado ao carvacrol. Esse efeito pode estar relacionado com
a maior rigidez da ligagdo da apocinina ao alvo que aumenta a probabilidade de
permanéncia no sitio ativo da enzima.

Para avaliar a flexibilidade dos residuos de aminoacidos que compdem os
complexos, e, se esses residuos podem influenciar na mudanga conformacional dos
alvos moleculares, foi avaliada a métrica RMSF de cada aminoacido que compde a
proteina. Quando o valor de RMSF é acima de 0,3 nm sugerem uma alta flexibilidade,
podendo implicar na mudanga conformacional do alvo. Para os dois alvos avaliados,
p53 e NADPH oxidase, o complexo com o carvacrol apresentou valores de RMSF
superiores a 0,3 nm em alguns residuos de aminoacidos. Esses resultados sugerem
uma interagdo com o carvacrol de alta flexibilidade, potencialmente induzindo
alteragdes conformacionais que podem impactar na modulagao do alvo.

Para avaliar os niveis de empacotamento proteico do alvo molecular isolado e
complexado com o carvacrol e o ligante-padréo, foi utilizada a métrica de valores do
Rg. Esta analise fornece uma ideia de quao compacta ou estendida € uma molécula

durante uma simulacdo de dindmica molecular, revelando informagdes sobre a
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conformacao, a estabilidade, as interacdes e a flexibilidade das moléculas em analise.
Os alvos moleculares p53 e NADPH oxidase complexados ao carvacrol e os seus
respectivos ligantes-padrao nao apresentaram variagdées em relagdo a proteina
isolada, demonstrando estabilidade das ligagdes, elucidando acomodagao do ligante
no sitio de ligagcéo do alvo molecular.

As energias de interagao Coulomb e Lennard-Jones dos complexos proteina-
ligante foram calculadas para fornecer informagdes sobre a estabilidade das
interagdes dentro do sitio ativo. Com base nos calculos da energia de Coulomb para
os alvos p53 e NADPH oxidase, o carvacrol apresentou uma energia de ligacédo mais
negativa quando comparado aos ligantes-padrao, demonstrando uma maior
contribuicdo da energia eletrostatica nas interagdes estabelecidas. Entretanto, de
acordo com a energia de Lennard-Jones dos alvos p53 e NADPH oxidase, o carvacrol
apresentou um valor mais positivo quando comparado aos ligantes-padrdo. Essa
maior estabilidade entre os alvos e os ligantes-padrdo decorrem de uma maior
contribuigdo da energia de Van der Waals nessas interagoes.

Considerando os efeitos benéficos do carvacrol no modelo de senescéncia em
RCEC através da redugdao da senescéncia por meio da modulagdo negativa do
estresse oxidativo e pela possivel interagdo com alvos moleculares das vias de
senescéncia, buscamos compreender quais 0s possiveis mecanismos moleculares
pelos quais o carvacrol poderia estar atuando para promover esses efeitos.

O estresse oxidativo é frequentemente acompanhado de uma menor producéo
de NO, o que pode enfraquecer o seu efeito protetor (Wu; Hou; Mu; Sun et al., 2017).
O aumento de ROS, em células endoteliais senescentes, é resultado da atuacao da
eNOS desacoplada, da atividade aumentada de NADPH oxidase e da redugcao da
defesa antioxidante, resultando na perda da integridade do endotélio e consequente
disfungao endotelial (Lee; Hoang; Jung; Jung et al., 2020). Evidéncias crescentes
demonstraram que a disfungdo endotelial € a marca registrada de uma ampla gama
de doengas vasculares associadas a vasoconstricdo, incluindo a DE (Aversa;
Bruzziches; Francomano; Natali et al., 2010).

Nessa perspectiva, uma vez que o carvacrol reduziu os niveis de ROS em
células endoteliais senescentes, avaliamos se essa redugao poderia estar associada
a um aumento dos niveis de NO. A capacidade de produzir NO serviu como marcador
para as células endoteliais saudaveis (Gu; Tan; Song; Song et al., 2022). O tratamento

com D-galactose reduziu significativamente a producao de NO quando comparado ao
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grupo CTL. Consistentes com os nossos estudos, dados revelam uma redugao na
biodisponibilidade de NO em modelo senescéncia em células endoteliais e este efeito
estd associado a alteragcbes que prejudicam a funcdo endotelial (Hwang; Kim;
Herman; Gorospe; Lee, 2022). No entanto, o carvacrol aumentou a producédo de NO
na presenga da D-galactose, de forma semelhante a ACh, sugerindo que ele pode
melhorar a saude endotelial, e, consequentemente, aumentar a biodisponibilidade de
NO nas células RCEC. Em condigdes basais, o carvacrol ndo alterou a producao de
NO nessas células. Assim, o NO endotelial pode proteger contra um estado de
estresse oxidativo, e a ativacdo da eNOS e a subsequente producido de NO retardam
a senescéncia celular endotelial (Ota; Eto; Kano; Ogawa et al., 2008).

A estreita relacao entre envelhecimento e disfuncéo endotelial aponta para uma
necessidade critica de encontrar maneiras de proteger contra a senescéncia
endotelial (Song; Liu; Hao; Yu et al., 2014). As células endoteliais senescentes tém
sensibilidade aumentada a apoptose, que perdem expressao de eNOS e expressam
niveis reduzidos de NO pré-sobrevivéncia (Childs; Durik; Baker; Van Deursen, 2015).

A avaliagao da apoptose foi realizada através da dupla marcacdo com anexina
V e 7-AAD, para a identificacdo dos estagios inicial e tardio, respectivamente, da
apoptose. Essa medida possibilita a detecgcdo de qualquer nivel do processo de
apoptose, mesmo que minimo, permitindo uma avaliacdo mais precisa da resposta. O
tratamento com D-galactose reduziu a sobrevivéncia celular e aumentou
significativamente a apoptose inicial e tardia de RCEC quando comparado ao grupo
CTL. Consistentes com as nossas analises, dados de Rippe; Blimline; Magerko;
Lawson et al. (2012) revelam o aumento da apoptose com a senescéncia endotelial.
Esse efeito pode ser atribuido, além da diminuicdo de NO (mediador pro-
sobrevivéncia) e aumento de ROS, aos efeitos da superexpressao de p53/p21 (Childs;
Durik; Baker; Van Deursen, 2015; Erusalimsky, 2009; Lee; Fenster; Ito; Takeda et al.,
1999). No entanto, o carvacrol aumentou a sobrevivéncia celular e reduziu a apoptose
inicial e tardia de RCEC na presenga da D-galactose. Em condi¢gdes basais, o
carvacrol nao alterou esses parametros, quando comparado ao grupo CTL. Por atuar
como antioxidante, o carvacrol provavelmente reduz os danos induzidos por ROS, que
levam a apoptose, atenuando o fendtipo pré-apoptético de RCEC induzido pela D-
galactose.

Além da apoptose, outra caracteristica essencial da senescéncia celular € a

parada do ciclo celular (De Mera-Rodriguez; Alvarez-Hernan; Gafan; Martin-Partido
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et al., 2021). No processo de senescéncia, a replicagao celular para quando ocorrem
lesdes irreversiveis no DNA (Calabrd; Accardi; Aiello; Caruso et al., 2024).
Geralmente, considera-se que as células senescentes estdo permanentemente
paradas na fase G0/G1 do ciclo celular, no entanto, outros poucos estudos apoiam
também o papel da parada em G2 (Anwar; Khosla; Ramakrishna, 2016).

O conteudo de DNA é o constituinte celular mais frequentemente medido para
avaliar o nivel de ploidia do DNA e a posi¢ao de parada da célula no ciclo celular. O
conteudo de DNA é definido como indice de DNA (Dl). Em células normais na fase
G0/G1 do ciclo celular, o DI = 1,0. Ja as células na fase G2/M apresentam DI = 2,0,
enquanto aquelas em fase S sao caracterizadas por um DI entre 1,0 e 2,0
(Darzynkiewicz, 2011). O tratamento com D-galactose aumentou significativamente a
proporcao de RCEC na fase G0/G1 e reduziu nas fases S e G2/M quando comparado
ao grupo CTL, indicando que a D-galactose induziu a parada do ciclo celular na fase
GO0/G1. Corroborando com os nossos estudos, Ye; Feng; Zhang; Li et al. (2023)
revelaram efeitos semelhantes em modelo senescéncia celular induzida por D-
galactose (Ye; Feng; Zhang; Li et al., 2023). A parada do ciclo celular na senescéncia
€ amplamente mediada pela ativacdo de uma ou ambas as vias supressoras de
tumores p53/p21 e p16, principalmente pelo aumento na expressao desses fatores de
transcricdo. O p53 induz a parada do ciclo celular ativando o inibidor da CDK2, p21.
Da mesma forma, o p16 ativa um inibidor de CDK4/6. Tanto o p21 quanto o p16 ao
inibir as CDks, inibe a fosforilagao e inativagcao da pRb. A pRb ativada interrompe a
transcricdo de proteinas promotoras de crescimento celular (Calabro; Accardi; Aiello;
Caruso et al., 2024; Kumari; Jat, 2021).

O carvacrol, por sua vez, na presenga da D-galactose, reduziu
significativamente a propor¢do de RCEC na fase G0/G1 e aumentou nas fases S e
G2/M, indicando que o carvacrol reverteu a parada do ciclo celular na fase G0/G1
devido a maior distribuicdo dessas células nas fases do ciclo. Como o carvacrol € um
potente antioxidante e o dano oxidativo € um dos principais responsaveis pela parada
do ciclo celular em células senescente, € possivel que sua agao esteja relacionada a
esse mecanismo. Além disso, estudos anteriores relataram que o carvacrol, poderia
modular negativamente os marcadores p53 e p21, cruciais para a parada do ciclo
celular em células senescentes. Em condi¢cbdes basais, o tratamento com carvacrol

aumentou significativamente a propor¢gdo de RCEC na fase G0/G1 e reduziu nas fases
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S e G2/M quando comparado ao grupo CTL. Esses efeitos requerem uma
investigacdo mais aprofundada em nivel molecular.

Em resumo, as investigacdes demonstraram que o carvacrol restaurou a
viabilidade celular, reduziu o acumulo de células endoteliais senescentes, bem como
atenuou os niveis de ROS, reduzindo o estresse oxidativo em RCEC. Esse efeito pode
estar relacionado a diminuicdo da atividade da NADPH oxidase, mediada pela
possivel interacdo com o carvacrol. Além disso, o carvacrol aumentou a
biodisponibilidade de NO, cuja agao protetora endotelial pode estar envolvida na
reducdo da apoptose. Por fim, o carvacrol reduziu a propor¢cédo de células em parada
do ciclo celular na fase G0/G1, possivelmente por modular negativamente o fator de
transcricdo p53, responsavel pela ativagdo da via de parada do ciclo celular,
caracteristica da senescéncia.

Portanto, os resultados fornecem evidéncias de que o carvacrol pode ser um
forte candidato para atuar como senoterapéutico de células endoteliais cavernosas,
ao reduzir a senescéncia e seus efeitos deletérios, conferindo uma maior protecao

endotelial e contribuindo para a prevencgao da DE associada ao envelhecimento.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que na senescéncia

endotelial cavernosa induzida por D-galactose, por meio de analises in vitro e in silico,

o carvacrol (Figura 53):

Restaurou a viabilidade celular;

Reduziu a senescéncia endotelial;

Atenuou o estresse oxidativo;

Possivelmente interage com alvos moleculares importantes das vias de
senescéncia, principalmente p53 e NADPH oxidase, sendo essas alteragdes
com alta estabilidade e baixas flutuagdes;

Aumentou a biodisponibilidade de NO;

Reduziu a apoptose inicial e tardia;

Diminuiu a propor¢ao de células na fase G0/G1 do ciclo celular.

Figura 53 - Mecanismos de ac¢ao do carvacrol na senescéncia endotelial
cavernosa induzida por D-galactose
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Abstract

Aging is one of the risk factors involved in the development of erectile dysfunction (ED). Growing evidence suggests that
oxidative stress is the critical mediator of changes in endothelial function and penile vascular tone in the aging process. Thus,
reducing reactive oxygen species (ROS) levels may preserve the bicactivity of the pznile vasculature. Antioxidant compounds,
such as carvacrol, limit the damage caused by ROS and, therefore, benefit the treatment of ED. Thus, this study aims to
evaluate the effects of carvacrol on ED using the D-i{ +)-galactose aging model. The animals were divided into five groups:
control, D-{ +)-galactose 150 mg/kg, carvacrol 50 mg'kg or 100 mg/kg. and sildenafil 1.5 mg/kg treated daily for 8 weeks.
The physiological, functional, and morphological characteristics of aging-associated ED were evaluated afler treatment with
carvacrol. Carvacrol prevented ED in & D-( +)-galactose-induced aging mode] by reducing hypercontractility, enhancing
endothelial dysfunction in the rat corpus cavernosum, and improving endothelial health of rat cavernous endothelial cells. In
addition, carvacrol preventad the destruction of erectile componants essential for penile erection and promoted a reduction
of penile tissue senescence, probably through mechanisms that involve the harmful modulation of oxidative stress. Carvacrol
significantly improved the erectile function of rats in a D-{ 4+)-galactose-induced aging model and has excellent potential as
4 new therapentic allernative in treating erectile dysfunction.

Keywords Sexual dysfunction - Accelerated aging - Reactive oxygen species - Monoterpene

Introduction {de Almeida Rezende et al. 2021, Crafa et al. 2023). The
high prevalence is related to the increase in life expectancy
of the population; it is estimated that by 2025, ED will affect

322 million men (Kessler et al. 20019; Sin et al. 2021).

Erectile dysfunction (ED) is a2 male sexual problem char-
acterized by the persistent or recurrent inability to obtain

and‘or maintain an erection sufficient for satisfactory sexual
intercourse (NIH 1993). The main risk factor associated with
ED is aging, affecting up to 0% of individuals over 70 years
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Several mechanisms involved in the aging process, such
a8 endothelial dysfunction, increased contractility, decreased
relaxation of the corpus cavernous (CC), and vascular senes-
cence, play a vital role in the development of ED (Aversa
et al. 2010; Echeverri Tirado et al. 2016). Furthermore,
these mechanisms are tightly connected with the increased
reactive oxyvgen species (ROS) (de Almeida Rezende et al.
021

Increased exposure to oxidative siress disrupts penile
hemodynamics, probably by depleting nitric oxide (NO)
levels (Xu et al. 2022). MO may react with superoxide
anions (0, ), producing peroxynitrite, a highly cytotoxic
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Abstract

Erectile dysfunction (ED) is defined as the inability to achieve and/or maintain penile erec-
tion sufficient for satistactory sexual relations, and aging is one of the main sk factors
involved. The D-(+)-Galactose aging model is a consolidated methodology for studies of car-
diowascular aging; however, its potential for use with ED remain unexplored. The present
study proposed to characterize a new experimental model for ED, usingthe D-(+)-Galactose
aging model. Forthe experiments, the animals were randomly divided into three groups
receiving: ve hicle (CTL), D-galactose 150 mg/kg (DGAL), and D-(+)-galactose 150 mgKg +
sildenafil 1.5 mg'Kg (DGAL+SD1.5) being administered daily for a period of eight weeks. Al
of the experimental protocols were previously approved by the Ethics Committee on the
Use of Animals atthe Federal University of Paraiba n” 9706070319, During the treatment,
we analyzed physical, molecular, and physiological aspects related tothe aging process
andimplicated in the development of ED. Ourfindings demonstrate for the first time that
D-(+)-Galactose-induced aging represents a sutable 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, andthe loss of essential penile erectile components.

Introduction

Erectile dysfunction (ED) is defined as the inability to achieve andfor maintain sufficient
erection for satisfactory sexual relations [1]. Tts prevalence tends o increase throughout the
individual’s life, affecting mainly men over 40 years old [2]. With the global increase in life
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Abstract: Carvacrol, a phenolic monoterpene, has diverse biological activities, highlighting its antio-
idant and antibypertensive capacity. Howewver, 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. Twele-week-old spontanecusly
hypertensive rats (SHR) wem treated with a vehicle, carvacrol (50 or 100 mg/ kg/day ), or resveratrol
(10 mg kg /day) orally for four weeks. Wistar Kyoto (WEKY) rats wem 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 wene quantified by flow oy-
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 ooy gen 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 C1331 and CI034 expression. This study showed
that treatment with carvacrol improved the functionality of EPC, contributing to the reduction of
endothelial dysfunction

Keywords: axidative stress; endothelial progenitor azlls; 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, relative ly 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 Hssue directly into
the damaged vessel structures, preventing blood vessel dysfunction [2,3]. Tn contrast, when
the percentage of EPC decreases, or its funchon is impaired, the angiogenic capacity is
weakened, reducing its regenerabion capacity and potentating vascular injury [4].

A series of experimental and clinical studies have been conducted in the context of
hypertension that demonstrae reductions in functionality and proliferative capacity [5]
with lower numbers of crculating EPCs [6-8]. The pathological mechanisms involving
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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 (SBP).

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 (FEM, ACh, and NPS),
fluorescence microscopy to detect reactive oxygen species (ROS, using DHE probe), and Tail-Cuff
for systolic blood pressure (SBP) measurements. Mon-inear regression was used to create the
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Reactive cxygen species (ROS) are bioproducts of cellular metabolism. There is a range of molecules with oxidizing properties
known as ROS. Degpite those malecules being implied negatively in aging and numerous diseases, their key role in cellular
dgnaling is evident. ROS contro] several biological processes mich as inflammation, proliferation, and cell death. The redox
dgnaling underlying these cellular events is one charmcteristic of the new generation of scientists aimed at defining the rale of
ROS in the cellular environment. The contral of redox potential, which indudes the balance of the sources of ROS and the
anticxidant system, implies an important target for understanding the cells’ fate derived from redox dgnaling. In this review,
we summarized the chemical, the redox balance, the signaling, and the implications of ROS in biological aging

1. Introduction

Al living organisms produce reactive oxygen species (ROS) as
a result of cellular metabolism [1, 2]. Despite the presence of
antioxidant defenses (eg., enzymes, proteins, and vitamins) in
organisms, ROS can accumulate due to overproduction or fail -
ure in the antioxddant system, leadng to the stage of “oxddative
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 ddeterious effects of ROS on aging [8, 9].
However, recent studies on longlived models and genetically
altered animals challenge the role of ROS in aging [10]. In this

way, ROS appear to have a dual effedt, first as an activator of a
homenstatic compensatory response that increases with age to
maintain survival, and then, beyond a certain point, as a factor
that, rather than alleviting, agpravat the damages assodated
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 coddative stress [3]. These ROS include superoodd e anions
(0,7 ), hydrooyl radical (HO®), nitric oxdde ("NO), and lipid
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Resumo

Carboximetil-glucano & um derivado semissintético do - 0 -glucane, um polissacaridec amplamente encontrado em
varias fontes naturais, como leveduras, fungos e cereais. Este composto tem efeitos benéficos a salide e é considerado
um importante imunomodulador. Mo entanto, estudos explorando a bioatividade do carboximetil-glucano na sadde
cardiovascular ainda sdo escassos, principalmente na hipertensdo. Assim, este estudo buscou expandir a
compreensao dos efeitos do carboximetil-glucano nas funges vasculares e plaquetarias em um modelo animal
hipertensivo. Ratos espontaneamente hipertensos e seus controles Wistar-Kyoto normotensos foram designados a
cinco grupos: controle, carboximetil-glucano (80 mg kg -1 ), ratos controle espontaneamente hipertensos, ratos
espontaneamente hipertensos carboximetil-glucanc (20 mg kg -1 ) e ratos espontaneamente hipertensos
carboximetil-glucano (50 mg kg -1 ). Os animais foram tratados por quatro semanas com carboximetil-glucano nas
doses de 20 e 60 mg kg - por via oral, e os ratos controle receberam solugdo salina come placebo. A reatividade
vascular, a agregacdo plaquetdria e a produgdo de espécies reativas de oxigénio foram avaliadas no final do
tratamento. Os resultados mostraram gue o carboximetil-glucano melhorou a funcdo vascular e reduziu a agregacio
plaquetdria, principalmente na dose de 60 mg kg -1 . Mo entanto, apesar desses efeitos, ndo houve redugdo nos niveis
de espécies reativas de oxigénio. Esses achados sugeriram que o carboximetil-glucano modula a fungdo endotelial.
Ele também atua como um antiagregante plaguetario, o que é um recurso interessante para o manejo da hipertensdo

e suas complicagbes trombaoticas.
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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 (CVDk), such as hypertension, atherosderosis,
and heart failure. Aging is the main risk factor for these diseases. Such susceptibility to discase is explined, atleast 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 proces in aging “inflammaging” also contributes to cell damage, creating a stressful environment which drives to
the development of CVDs. Taken together, it is posdble to identify the maolecular connection between oxidative stress and the
inflammatory process, especially by the crosstalk between the transcription factors Nif-2 and NF-kB which are mediated by
medox ggnalling and are involved in aging. Therapies that control this process are key targets in the prevention'combat of age-
melated OV k. In this review, we show the basics of inflammation and oxidative stress, induding the cmstalk between them,
and the implications on age-related CVDs.

L. Introduction

The average life expectancy of the global population has been
increasing rapidly [1]. According to the United Nations
(UM}, 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 @rdiovascular diseases
(CVDs) as the main cause of morbidity and mortality
worldwide, aging bang the main risk factor for these dis-
cses [3-5].

Cardiovascular aging (@ardiac and vascular aging) is
characterized by a progressive dedine in physiological pro-
ceses at the maolecular, cdlular, 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 CVD's, 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 oxdative stress associated wath the
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Apéndice H — Pedido de patente

Acesso ao Patriménio Genético

Declaragdo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invenggo
ndo foi obtido em decorréncia de acesso & amostra de componente do Patrimdnio Genético
Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou ndo se aplica.

Declaragio de veracidade

IﬂD&claro, sob as penas da lei, que todas as informagdes acima prestadas so completas e
verdadeiras.

PETICIONAMENTO Esta ED"Ci‘t.EI.EECI foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 17/11/2021 as
ELETRONICO 18:01. Petigho 870210108181
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10 ANEXOS

Anexo A - Certificado de aprovagao do projeto na Comissao de Etica no

Uso de Animais

Universidade Comissio de Etica no #
Federal da Uso de Animais |

Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacao dos efeitos do carvacrol sobre as alteracbes cardiovasculares associadas ao
envelhecimento induzido por D-galactose”, protocolada sob o CEUA n® 6563220322 (o coiess), sob a responsabilidade de Isac
Almeida de Medeiros ¢ equipe; Mathania Silva de Almeida Rezende; Islania Giselia Albuguergue Gongalves - que envolve a
preducao, manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de B de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de julho de 2009, bem como com as nermas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e
foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paralba (CEUA/UFPB) na reunido de
01/06/2022.

We certify that the proposal "Evaluation of the effects of carvacrol on cardiovascular changes associated with aging induced by D-
galactose”, utilizing 129 Heterogenics rats (129 males), protocol number CEUA 8563220322 oo aoeés, under the responsibility of
Isac Almeida de Medeiros and team; Mathania Silva de Almeida Rezende; Islania Giselia Albuquergue Gongalves - 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 Committea cn Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPE) in the meeting of 06/01/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 07/2022 a 12/2024 Area: Ciéncias Farmacéuticas

Origem: Biotério José Pauling
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: & a B semanas N: 129
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso:  250a 30049

Local do experimento: Laboratdno de Farmacologia CardiovascularfiPeFarM/UFFB

Jodo Pessoa, 01 de junho de 2022
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Profa. Dra. Adriana Maria Fernandes de Oliveira Golzio Prof. Dr. lvia Carmem Talieri
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