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Resumo

Estudos demonstraram que lignanas apresentam propriedades benéficas ao sistema
cardiovascular, apresentando acgdo anti-hipertensiva, vasodilatadora e protetora
vascular. Foi Investigado a relacdo estrutura-atividade e o mecanismo de acao do
efeito vasodilatador de lignanas em aorta de camundongos. Aortas de camundongos
foram mantidas em um sistema de banho de 6rgdo em solucao fisiologica de Krebs-
Riger. Curvas concentracao-resposta cumulativas de lignanas: grandisina, licarina A
e yangambina foram obtidas. Em aortas com endotélio funcional, grandisina, licarina
A e yangambina induzem efeito vasodilatador concentracédo-dependente (pClsp =
4,30 = 0,13, > 4,00 e 4,51 + 0,05, respectivamente). Na auséncia de endotélio
funcional o efeito vasodilatador da grandisina nao foi alterado. No entanto, a acao
vasodilatadora da licarina A foi significativamente reduzida e promoveu um
deslocamento para direita da curva concentracdo-efeito de yangambina. O mesmo
padrao de respostas foi observado com a pré-incubacéo dos vasos com L-NAME. A
pré-incubacao de anéis de aorta com ODQ promoveu um deslocamento para direita
da curva concentracao-efeito de yangambina e de licarina A. A pré-contracdo dos
vasos com KCI ndo reduziu o relaxamento vascular induzido por grandsina e
yangambina. Na auséncia de calcio extracelular, a pré-incubacdo com grandisina e
com yangambina reduziu a contracdo induzida por fenilefrina. Além disso, na
auséncia de célcio extracelular, a pré-incubacdo com grandisina e com yangambina
reduziram significativamente a contracdo induzida pela cafeina. A pré-incubacéo de
anéis de aorta com grandisina e com yangambina reduziu a intensidade de
fluorescéncia emitida por Fluo 4-AM diante ao estimulo de fenilefrina na presenca de
célcio extracelular. Em contrapartida, vasos pré-incubados com grandisina e com
yangambina ndo apresentaram alteracdo na intensidade de fluorescéncia emitida
por Fluo 4-AM na auséncia de calcio extracelular. O grupamento
propenilbenzofurano da licarina A pode ser responsavel por um efeito vasodilatador
dependente de endotélio e de 6xido nitrico, enquanto que o Unico grupo furano da
grandisina estaria relacionado com um mecanismo de acdo independente de
endotélio e dependente da inibicdo do influxo de calcio. O grupo furofurano da

yangambina parece permitir uma ativagéo parcial da vasodilatagdo dependente do
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endotélio e inibicdo do influxo de calcio. Assim, este trabalho d& suporte para o

desenvolvimento de novos farmacos vasodilatadores com base na estrutura de
lignanas.

Palavras chave: Lignanas, grandisina, licarina A, yangambina, vasodilatacao.
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Abstract

Studies have shown that lignans have properties beneficial to the cardiovascular
system, showing an anti-hypertensive, vasodilator and protective vascular action.
The structure-activity relationship and the mechanism of action of the vasodilatory
effect of lignans in mice aorta were investigated. Mice aortas were maintained in a
organ system bath in Krebs-Riger saline. Cumulative concentration-response curves
of lignans: grandisin, licarin A and yangambin were obtained. In aortas with functional
endothelium, grandisin, licarin A and yangambin induce vasodilation effect,
concentration-dependent (pIC50 = 4.30 £+ 0.13,> 4.00 and 4.51 £ 0.05, respectively).
In the absence of a functional endothelium the vasodilator effect of grandisin has not
changed. However, the vasodilator effect of licarin A was significantly reduced and
the concentration-effect curve of yangambin was shifted to the right. The same
pattern of response was observed in vessels pre-incubated with L-NAME. Pre-
incubation of aortic rings with ODQ promoted a shift to the right of yangambin and
licarin A concentration-effect curves. Vessels pre-contracted with KCI did not reduce
vascular relaxation induced by grandsin and yangambin. In medium without calcium,
pre-incubation with grandisin and yangambin reduced the contraction induced by
phenylephrine. Furthermore, in absence of extracellular calcium, pre-incubation with
grandisin and yangambin significantly reduced the contraction induced by caffeine.
Pre-incubation of the aortic rings with grandisin and yangambin reduced the intensity
of fluorescence emitted by Fluo 4-AM front phenylephrine stimulation in the presence
of extracellular calcium. In contrast, vessels pre-incubated with grandisin and
yangambin had no significant effect on the fluorescence intensity emitted by Fluo 4-
AM in the absence of extracellular calcium.The propenylbenzofuran group of licarin
may be responsible for an endothelium- and nitric oxide-dependent mechanism,
while the single furan group of grandisin could be related to a mechanism of action
endothelium-independent and dependent of inhibition of calcium influx. The furofuran
group of yangambin seem to allow a partial activation of endothelium-dependent
vasodilatation and inhibition of calcium influx. Therefore, this work gives support for

the development of new vasodilator drugs based on the structure of lignans.

Keywords: Lignans, grandisin, licarin A, yangambin, vasodilation.
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

1.1 Hipertenséo Arterial

As doencas cardiovasculares (CVDs) permanecem a maior causa de mortes
no mundo. Mais de 17 milhdes de pessoas morreram em virtude destas
enfermidades em 2008, sendo que mais de 3 milhdes dessas mortes ocorreram
antes da idade de 60 anos e poderiam ter sido em grande parte evitadas. A
porcentagem de mortes prematuras por CVDs isquémicas é de 4% em paises de
alta renda, chegando a 42% em paises de baixa renda (WHO, 2011).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, as CVDs séo causadas por
disturbios do coracdo e vasos sanguineos, e incluem doenca cardiaca coronaria,
acidente vascular cerebral (AVC), doenca arterial periférica, doenca reumatica,

doenca cardiaca congénita, insuficiéncia cardiaca e presséao arterial elevada.

A hipertensdo € um importante fator de risco para CVDs. Em alguns grupos
de individuos estima-se que o risco de doenca cardiovascular dobra a cada
incremento de 20/10 mmHg na presséo arterial, partindo-se de valores baixos tais
como 115/75 mmHg. (Chobanian et al., 2003). De acordo com a Sociedade
Brasileira de Hipertensdo € considerado hipertenso o individuo que apresenta,
sistematicamente, pressao arterial sistolica (PAS) = 140 mmHg e/ou pressao arterial
diastolica (PAD) = 90 mmHg.

Em todo o mundo, aumento da pressédo sanguinea é causa estimada de 7,5
milhdes de mortes, cerca de 12,8% do total de todas as mortes anuais. O nimero de
pessoas com hipertensao aumentou de 600 milhdes em 1980 para quase um bilh&do
em 2008. A prevaléncia de hipertensao arterial em adultos com 25 anos ou mais foi
de cerca de 40% em 2008, sendo os maiores indices observados em paises de

desenvolvimento baixo, médio inferior e médio superior (WHO, 2011).



INTRODUCAO

Prevalence of raised blood pressure*, ages 25+, age standardized
Both sexes, 2008
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Fig.1: Mapa mundial mostrando a prevaléncia de pressédo arterial elevada em ambos os sexos
(idades 25 +, idade padronizada) (WHO, 2011).

A hipertensdo pode causar leséo renal em fase inicial, e muitas vezes o dano
renal acontece insidiosamente e persiste por muitos anos sem quaisquer sintomas
clinicos tipicos. Nos ultimos dez anos, a incidéncia de doenca renal em estagio final
causada por hipertensdo cresceu de uma taxa anual de 9% para 28% (Ruilope,
2002).

Em idosos, a hipertensdo é um importante fator de risco para o AVC
isquémico e hemorragia cerebral (Kannel et al.,1976). O beneficio da reducdo da
pressdo arterial no risco de acidente vascular cerebral foi demonstrada pelo
Programa Hipertensdo Sistolica em Idosos (Systolic Hypertension in the Elderly
Program-SHEP), em que os pacientes ativamente tratados apresentaram reducao
na incidéncia tanto de AVC isquémico (37%) quanto de hemorragico (54%) (Perry et
al., 2000).

Individuos hipertensos tém grande propensdo a desenvolver hipertrofia
ventricular esquerda que esta associada com aumento da incidéncia de insuficiéncia

cardiaca, infarto do miocardio, doenca cardiaca coronaria, arritmias graves e morte
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INTRODUCAO

cardiaca subita (Messerli & Ketelhut, 1991; Schillaci et al., 2000). A hipertenséo
também é considerada um importante fator de risco para oclusdo arterial da retina e
neuropatia 6ptica isquémica anterior ndo artérica (Hayreh et al.,1996). Os estagios
finais da doenca da retina sdo desencadeados pelo rompimento da barreira
retina/sangue e por exsudados lipidicos, comuns em casos de pressao arterial
severamente elevada (Staessen et al., 2000).

Modificacdes de estilo de vida podem ser o Unico tratamento necessario para
prevenir ou até mesmo tratar as formas mais leves de hipertensdo. Reducdo do
peso (resulta em uma diminuicdo na PAS 5-20 mmHg por 10 kg a menos), a
reducdo de sodio na dieta (diminuicdo de 2-8 mmHg na PAS), atividade fisica
(diminuicdo de 4-9 mmHg na PAS), o consumo moderado de alcool (uso de alcool
aumenta de 2-4 mmHg a PAS) e dieta balanceada (Dietary Approaches to Stop
Hypertension - DASH: diminui¢do de 8-14 mmHg na PAS) séo fundamentais para o
controle da hipertensdo em combinacdo ou ndo com o tratamento farmacolégico
(Chobanian et al., 2003).

1.2 Farmacos Anti-Hipertensivos

A pressdao arterial corresponde ao produto do débito cardiaco pela resisténcia
periférica, sendo assim, farmacos que promovam reducdo destes parametros tém
por consequéncia a reducdo da presséo arterial. Os hipotensores podem reduzir o
débito cardiaco ao inibir a contratilidade miocardica ou ao diminuir a pressdo de
enchimento ventricular, por meio de acdes sobre o tdnus venoso ou no volume
sanguineo, por intermédio de efeitos renais. J4 a resisténcia periférica pode ser
reduzida por farmacos que atuem sobre a musculatura lisa dos vasos de resisténcia
ou por interferir na atividade de sistemas que produzam vasoconstricdo (Oates e
Brown, 2010).

De acordo com Oates e Brown (2010), os farmacos anti-hipertensivos podem
ser classificados conforme seus locais ou mecanismos de acdo como: diuréticos,
simpaticoliticos, vasodilatadores, bloqueadores de canais para calcio, inibidores da
enzima conversora de angiotensina e antagonistas do receptor da angiotensina Il do

tipo 1.
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A descoberta dos diuréticos de tiazidicos, em 1957, ofereceu pela primeira
vez a possibilidade de reduzir a presséo arterial de maneira eficiente. Desde entéo
estes farmacos tém representado uma ferramenta fundamental para o tratamento da
hipertensdo (Ghiadoni, 2006). Estudos clinicos relataram o beneficio de diuréticos
tiazidicos, seja administrados isoladamente ou combinados com bloqueadores de
calcio, na reducdo da morbidade e mortalidade de infartos (SHEP Cooperative
Research Group, 1991; ALLHAT Collaborative Research Group, 2002; Liu, et al.,
2009). Entretanto, o uso prolongado destes farmacos pode ocasionar aumento nos
niveis de colesterol total e de LDL e diminuicdo nos niveis de HDL (Tuck, 1990).
Além disso, seu uso pode causar hipocalemia, que prejudica o metabolismo da
glicose através da reducao da secrecdo de insulina, podendo causar diabetes tipo 2
(Pepine et al., 2004).

Dentre os hipotensores simpaticoliticos podemos destacar os agentes de
acao central, como a a-metildopa e os antagonistas B-adrenérgicos, como o
propranolol. O anti-hipertensivo mais comumente utilizado por gravidas hipertensas
€ a a-metildopa uma vez que seu uso nédo afeta a circulacdo uteroplacentaria (Khalil
et al., 2010). Os B-bloqueadores sdo considerados farmacos de primeira escolha
para pacientes que sofreram infarto do miocardio e doenca coronariana (Chobanian
et al., 2003). J4 o carvedilol € um B-bloqueador de terceira geracdo que nao
apresenta os efeitos hemodinamicos e metabdlicos negativos dos B-blogqueadores
tradicionais, podendo ser utilizados como um agente cardioprotetor inclusive em

pacientes com sindrome metabdlica ou diabetes (Leonetti et al., 2012).

O nitroprussiato de sodio € um vasodilatador cujo metabdlito ativo € o 6xido
nitrico. E considerado farmaco de primeira escolha no tratamento da crise
hipertensiva associada a insuficiéncia cardiaca congestiva, por atuar na musculatura
lisa arteriolar e venular, promovendo vasodilatacdo direta. Seu uso pode levar a
intoxicacdo, principalmente em pacientes com insuficiéncia renal e hepética, uma

vez que o nitroprussiato de sédio é metabolizado a cianeto e biotransformado em

tiocianato pelo figado, cuja excrecédo é renal. (Nobre et al., 2002).

Os bloqueadores dos canais de célcio, como o verapamil e a nifedipina,
reduzem a pressdo arterial ao relaxar o muasculo liso arteriolar, reduzindo a
resisténcia vascular periférica (Hulthén, 1986). Nao causam retengéo de sddio e ndo
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comprometem a fungao renal. Ao contrario dos 3-bloqueadores de primeira geracéo,
ndo alteram o perfil lipidico e a glicemia, sendo uma opg¢do para pacientes com
dislipidemias e diabéticos (Fukao et al., 2011).

O captopril foi o primeiro anti-hipertensivo inibidor da enzima conversora da
angiotensina (ECA; Cushman et al., 1977), A sintese deste farmaco teve como
protétipo peptideos isolados do veneno de jararaca (Bothrops jararaca) por Ferreira
e colaboradores (1965), que apresentavam a capacidade de inibir esta enzima. O
uso prolongado desta classe de hipotensores causa tosse seca devido ao acumulo
de bradicinina, que normalmente é degradada pela ECA, dificultando a adesdo ao
tratamento. JA os blogueadores do receptor da angiotensina Il do tipo 1, como o
losartan, ndo apresentam este efeito adverso, uma vez que nao interferem no
funcionamento da ECA. Também n&o afetam os outros subtipos de receptores de
angiotensina, sendo assim, permitem estimulagdo dos receptores tipo 2 pela
angiotensina Il, que garante efeitos benéficos cardiovasculares, renais e anti-

inflamatorios (Giestas et al., 2010).

Na prética clinica, farmacos anti-hipertensivas sdo muitas vezes utilizados em
combinacgao, pois a maioria dos pacientes hipertensos néo atinge a presséao arterial
alvo por meio de monoterapia. Terapias que combinam farmacos com diferentes
mecanismos podem proporcionar efeitos sinergéticos sobre a pressao sanguinea,
resultando em maior eficacia anti-hipertensiva do que os componentes individuais
(Mancia et al., 2007). Um estudo de meta-analise envolvendo 11.000 pacientes
mostrou que aqueles que utilizaram regime de combinacdo medicamentosa
apresentaram uma reducdo da pressao arterial cinco vezes mais eficaz em relacéo

aos que foram submetidos a monoterapia (Wald et al., 2009).

1.2.1 Anti-Hipertensivos naturais

Diversas pesquisas relatam que o consumo moderado de vinho tinto esta
associado com a reducao do risco de CVDs (Vinson et al., 2001; Bernatova et al.,
2002; Dell'Agli et al.,, 2004). A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
como 0s anions superéxido, € um dos fatores que contribui para a disfuncéo

endotelial, através da reducéo da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) vascular
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(Miller et al., 1998). Um estudo de Sarr e colaboradores (2006) demonstrou que 0S
polifendis presentes no vinho tinto previnem a hipertensédo e a disfuncao endotelial
através da prevencdo da inducdo da NADPH oxidase, preservando a
biodisponibilidade de NO. Soares de Moura e colaboradores (2002) avaliaram o
efeito hipotensor do extracto hidroalcodlico (GSE) obtido a da casca da uva vinifera
(Vitis labrusca). O efeito anti-hipertensivo de GSE é resultado uma combinacdo de
acOes vasodilatadoras e antioxidantes.

Acidos clorogénicos (CGAs) sdo potentes antioxidantes encontrados em
certos alimentos e bebidas, principalmente no café. Os metabolitos de CGAs
reduzem a producédo de ROS, diminuindo a presséo arterial através do aumento da
biodisponibilidade do NO na vasculatura arterial. Uma dieta rica em CGAs pode ser
promissora para proporcionar uma abordagem nao farmacologica para a prevencéao

e tratamento da hipertenséo (Zhao et al., 2012).

A canela (Cinnamomum zeylanicum) € uma especiaria comumente utilizada
na culinaria. Nyadjeu e colaboradores (2011) observaram que a injecdo intravenosa
aguda do extrato da casca do caule de C. zeylanicum induziu uma reducéo
significativa na pressao arterial média de ratos wistar normotensos e hipertensos,
cuja hipertenséo foi induzida por trés modelos distintos. Em anéis de aorta de rato, 0
extrato de C. zeylanicum induziu relaxamento através do aumento da producao de

NO endotelial e da ativacdo dos canais para K* no misculo liso vascular.

A reserpina € um alcaloide extraido da raiz de Rauwolfia serpentina, um
arbusto nativo da india (Doyle et al., 1955). Atualmente é utilizada no tratamento da
hipertens&o arterial. E antagonista adrenérgico que atua reduzindo o débito cardiaco
e resisténcia vascular periférica. Embora apresente eficacia, comodidade posoldgica
e baixo custo, vem sendo substituida por outros hipotensores com menos efeitos

adversos (Kostis et al., 1995).

O chapéu-de-couro (Echinodorus grandiflorus) € uma planta encontrada em
todo o Brasil, principalmente na regido Sudeste, popularmente utilizada no
tratamento da hipertensao arterial. Um estudo desenvolvido por pesquisadores do
Instituto Oswaldo Cruz demonstrou que o extrato etandlico bruto de E. grandiflorus

(EEEG) apresenta efeitos anti-hipertensivo através da libertacdo de 6xido nitrico e
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da estimulacdo de receptores muscarinicos colinérgicos e de receptores de PAF.
Estes resultados sugerem que EEEG pode ser vir a ser utilizado para o tratamento
oral da hipertenséo arterial (Lessa et al., 2008).

A Hancornia speciosa, cujas folhas séo popularmente usadas no Brasil para
tratar diabetes e hipertensdo. Um estudo desenvolvido por nosso grupo de pesquisa
demonstrou que o extrato desta planta apresenta potente efeito hipotensor em ratos
normotensos. Seu efeito hipotensivo se deve a inibicdo da ECA levando a reducédo
na angiotensina Il e no aumento dos niveis de 6xido nitrico (NO) (Silva et al., 2011).

1.3 Lignanas

Lignanas e neolignanas sdo um grande grupo de produtos naturais
caracterizados pelo acoplamento de duas unidades C¢C3. Quando as duas unidades
CesC3 estéo ligados por uma ligacao entre as posicoes 8 e 8', 0 composto é nomeado
como lignana. Na auséncia da ligacdo C-8 a C-8', e onde as duas unidades C¢C3
estdo unidas por uma ligacédo carbono-carbono, trata-se de uma neolignana (Moss,
2000).

Lignanas sdo metabdlitos secundarios de plantas produzidos a partir de
fenilpropandides através da via do chiquimato (Marienhagen e Bott, 2013). Estéo
amplamente distribuidas no reino vegetal, sendo encontradas em pteridéfitas,

gimnospermas e angiospermas (Ghisalberti, 1997).

Estudos demonstraram que esta classe de compostos possui propriedade
anti-tumoral. Lignanas isoladas das folhas de Juniperus sabina (Cupressaceae)
apresentaram acdo antineoplasica contra leucemia murina P-388, carcinoma
pulmonar humano A-549 e carcinoma de colon HT-29 (San Feliciano et al., 1993;
Gordaliza et al., 1994). Além disso, lignanas isoladas da Aglaia elliptica (Meliaceae)
inibiram o crescimento de células cancerigenas humanas de pulmdo e mama em
cultura (Lee et al., 1998).

Charlton (1998) descreveu a atividade antiviral de lignanas, que se mostraram
eficazes contra herpes virus (HSV), papiloma virus humano (HPV) e virus da

imunodeficiécia humana (HIV). Dentre os mecanismos de agdo envolvidos
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destacam-se: ligacao de tubulina e inibicdo da transcriptase reversa, da integrase e
da topoisomerase.

Foram descritas propriedades bactericidas de lignanas isoladas de Myristica
argentea (Myristicaceae) contra Steptococcus mutans (Nakatani et al., 1988). Além
disso, lignanas isoladas de Terminalia bellerica apresentaram atividade antifungica,
inibindo o crescimento de Penicillium expansum (Valsaraj et al., 1997).

Lignanas também demonstraram acdo antiparasitaria. Lignanas isoladas de
Doliocarpus dentatus (Dellineaceae) foram eficazes no combate da forma
amastigota de Leishmania amazonensis (Sauvain et al., 1996). Além disso, lignanas
isoladas de Virola surinamensis apresentaram elevada acdo trypanomicida in vitro

contra a forma trypomastigota de Trypanosoma cruzi (Lopes et al., 1998).

Com relacdo aos beneficios cardiovasculares, um estudo de Abe e
colaboradores (1989) demonstrou os efeitos do 2,3-dibenzilbutano-1,4-diol (DBB),
uma lignana encontrada na urina de humanos, na musculatura lisa vascular da aorta
de coelhos. Eles observaram que o DBB induz o relaxamento da musculatura lisa
vascular através da inibicdo do influxo de célcio (Ca®") sem influenciar na liberacéo

de Ca?* dos estoques intracelulares.

Em 1991, este mesmo grupo estudou os efeitos de DBB em aorta de ratos e
observou que esta lignana inibiu as contracfes induzidas por noradrenalina (NA) de
maneira concentracdo dependente. Este efeito foi acompanhado da inibicdo do
aumento de Ca®" intracelular induzido por NA, além de aumentar os niveis de
guanilato monofosfato ciclico (GMPc). Além do DBB, a literatura descreve a
atividade de vérias lignanas como anti-hipertensiva (Prasad, 2004; Park et al., 2012),
vasodilatadora (Matsunaga et al., 1994; Matsuda et al., 2000; Piccinelli et al., 2004;
Nakano et al., 2006; Oh et al., 2008; Raimundo et al., 2009; Albuquerque et al.,
2011) e protetora vascular (Nakano et al., 2003; Matsumura et al., 2000).

Estudos clinicos também evidenciaram efeitos benéficos de lignanas ao
sistema cardiovascular. Um estudo transversal envolvendo 242 individuos (151
homens e 91 mulheres na pds-menopausa) realizado por Pellegrini e colaboradores
(2010) demonstrou que o0 aumento na ingestdo da lignana matairesinol, no contexto

de uma dieta tipica italiana do norte, estad associado a reducdo da inflamacao
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vascular e disfungdo endotelial. Além disso, um estudo duplo-cego, cruzado e
controlado com placebo, investigou o efeito da sesamina, lignana encontrada no
gergelin, na presséo arterial de induviduos levemente hipertensos. Observou-se que
a administracdo de 60 mg de sesamina por 4 semanas diminuiu significativamente
pressao arterial, sugerindo que esta lignana apresenta acao anti-hipertensiva em
seres humanos (Miyawaki et al., 2009). Estes relatos demonstram o potencial deste
grupo de compostos para o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento de

doencas cardiovasculares.

1.3.1 Grandisina

Grandisina € uma furano neolignana cuja estrutura quimica esta representada
na Fig. 2.

MeO OMe

MeO OMe

OMe OMe

Fig. 2: Estrutura quimica da grandisina; [furano, tetraidro-3,4-dimetil-2,5-bis(3,4,5-trimetoxifenil)].

Esta lignana esta presente em diversas espécies de plantas das regides norte
e nordeste do Brasil, utilizadas na medicina popular para o tratamento de diversos

disturbios, entre eles, cdlica, inflamacao, artrite e dispepsia (Ayres & Loike, 1990).

Diversas atividades farmacoldgicas desta lignana foram demonstradas em
modelos in vivo e in vitro, incluindo atividades antiviral, antirreumatica,

antineoplasica e antipsoriatica (Lopes et al., 1998).

Carvalho e colaboradores (2010) demonstraram que grandisina apresenta
atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria, provavelmente, por inibir a formagéo
e/ou atividade de prostaglandinas. Esta acdo seria consequéncia da inibicdo da
atividade da ciclooxigenase ou por antagonizar os receptores de prostaglandinas.
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1.3.2 Licarina A

Licarina A é uma propenilbenzofurano neolignana cuja estrutura quimica esta

representada na Fig. 3.

MeO

OMe

HO

Fig. 3: Estrutura quimica da licarina A; [fenol, 4-[(2R,3R)-2,3-diidro-7-metoxi-3-metil-5-(1E)-1-propen-

1-il-2-benzofuranil]-2-metoxi].

Trabalhos anteriores demonstraram que licarina A exerce efeitos
antiproliferativos contra linhagens de células cancerigenas humanas (Lee et al.,
2004; Park et al., 2004).

Além disso, licarina A extraido de Aristolochia taliscana, apresentou uma
relevante inibicdo de linhagens de Mycobacterium tuberculosis. Isto demonstra que
esta lignana pode apresentar potencial terapéutico no tratamento da tuberculose
(Ledn-Diaz et al., 2010).

Recentemente, foi relatado atividade tripanocida para licarina A isolada a

partir de Nectandra glabrescens (Cabral et al., 2010).

1.3.3 Yangambina

Yangambina é uma furano lignana cuja estrutura quimica esta representada

na Fig. 4.

11



INTRODUCAO

OMe
OMe

O
- OMe

3 (. i H
MeO L

Olvie

Fig. 4: Estrutura quimica da yangambina; [1H,3H-furo[3,4-c]furano, tetraidro-1,4-bis(3,4,5-

trimetoxifenil)].

Trabalhos anteriores demonstraram que yangambina é um antagonista
seletivo do receptor de fator de ativacdo de plaguetas (PAF) (Castro-Faria-Neto et
al., 1995; Herbert et al., 1997).

Serra et al. (1997) observaram que yangambina é antagonista ndo somente

sobre os receptores para PAF mas também sobre os receptores para leucotrieno B4.

Também foram descritas atividades no sistema nervoso central. Yangambina
aumentou a duracéo de imobilidade no teste de natacao forcada, reduziu a atividade
locomotora espontanea em campo aberto e aumentou o tempo de sono com
pentobarbital de sodio, parametros que sugerem atividade depressora sobre o

sistema nervoso central (Sousa et al., 2005).

1.4 Desenvolvimento de farmacos a partir de produtos naturais

Os produtos naturais representaram a principal fonte para o desenvolvimento
de novos medicamentos durante séculos. Em 1990 cerca de 80% dos farmacos
eram produtos naturais ou foram desenvolvidos a partir de produtos naturais
(Sneader, 1996).

Um exemplo classico para o desenvolvimento dos farmacos a partir de

produtos naturais foi a descoberta dos salicilatos obtidos de Salix alba (salgueiro).
12
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As cascas do salgueiro eram popularmente conhecidas por suas propriedades
analgésicas e antipiréticas. Em 1828, pesquisadores isolaram a salicina, que anos
mais tarde possibilitou a sintese do acido salicilico e posteriormente do acido acetil-
salicilico (AAS). As propriedades terapéuticas do AAS levaram os laboratérios de
pesquisa da Bayer a lancarem este farmaco em 1897, nomeado Aspirina® (Agosta
et al., 1997).

Além disto, existem relatos de produtos naturais que auxiliaram ndo apenas
no desenvolvimento de novos farmacos, como também ajudaram a revelar um novo
aspecto da fisiologia. Por exemplo, a partir da Digitalis purpurea mostraram o papel
da sédio-potassio-ATPase; a morfina indicou o caminho para os receptores afetados
por opidides enddgenos, muscarinicos e nicotinicos; a tubocurarina ajudou a
explorar os diferentes tipos de receptores de acetilcolina, entre outros (Rishton et al.,
2008).

Apoés a introducédo da sintese de alto rendimento e da quimica combinatoria,
0S produtos naturais tornaram-se uma fonte menos significativa para o
desenvolvimento de novos farmacos. Embora a despesa global em pesquisa de
farmacos dobrou desde 1991, o niumero de novos farmacos aprovados anualmente

pelo FDA (Food and Drug Administration) diminuiu em 50% ou mais (Hughes, 2009).

Apesar da promessa dos métodos alternativos de deteccdo de farmacos,
ainda ha uma escassez de compostos que progridem para ensaios clinicos. Este é
especialmente 0 caso em areas terapéuticas, como oncologia, imunossupressao e
doencas metabdlicas onde os produtos naturais tém desempenhado um papel

central na descoberta de novos farmacos (Newman, et al., 2003).

Em uma recente revisdo, Newman e Cragg (2012) analisaram o numero de
farmacos derivados de produtos naturais no total de lancamentos de 1981 a 2010
(Fig 5) e constataram que os produtos naturais representam uma fonte significativa

destas novas drogas, especialmente na terapéutica oncoldgica.
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Fig 5: Percentuais de novas entidades quimicas de origem natural (incluindo produto natural, produto
natural boténico e derivado de um produto natural) aprovadas de 1981 a 2010 (Newman e Cragg,
2012).

Uma abordagem multidisciplinar, envolvendo a geragcdo de uma nova
diversidade molecular a partir de produtos naturais, combinados com metodologias
sintéticas total e combinatéria, incluindo a manipulacdo de vias biossintéticas,
constitui a melhor solucdo para a atual crise de produtividade que a comunidade
cientifica enfrenta na descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos

(Newman e Cragg, 2012).

As fontes naturais estdo disponiveis em abundancia e oferecem as melhores
possibilidades de encontrar substancias de interesse terapéutico. (Butler, 2008).
Além disso, os produtos naturais também podem ser utilizados como modelos
guimicos para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Lignanas possuem
uma ampla variedade de propriedades biolégicas e tém sido muito utilizadas na
medicina popular para o tratamento de um vasto espectro de patologias humanas
(Tibiricad, 2001). Sendo assim, o estudo das propriedades farmacoldgicas desta
classe de produtos naturais, bem como seu respectivo mecanismo de acado, Sao

fundamentais para o desenvolvimento de novos farmacos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a relacdo estrutura-atividade e o mecanismo de acdo do efeito
vasodilatador das lignanas grandisina, licarina A e yangambina em aorta de

camundongo.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a relacdo concentracdo-efeito da vasodilatagcdo induzida pelas
lignanas grandisina, licarina A e yangambina em aorta de camundongo;

Investigar a participacdo do endotélio e de fatores derivados do endotélio no
efeito vasodilatador destas lignanas;

Investigar o mecanismo de acdo envolvido na atividade vasodilatadora destas
lignanas em aorta de camundongo;

Avaliar a relacdo estrutura-atividade destas lignanas para a atividade

vasodilatadora e mecanismo de acéao.
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3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos com idade entre 9 e 15
semanas, provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biolégicas
da UFMG e mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG, em ciclos de claro-escuro, com livre acesso a agua e
racdo. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) - UFMG, protocolo n° 168/2012.

3.2 Lignanas

As lignanas foram cedidas pelo Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica da
Universidade Federal da Paraiba. Foram utilizadas grandisina isolada de Licaria
aurea, licarina A obtida de Nectandra glabrescens e yangambina isolada de Ocotea
duckei. As lignanas foram solubilizadas em Dimetilsulfoxido (DMSO), sendo as
solugdes a 0,01 M preparadas em DMSO 100% e as solu¢des a 0,001 M em DMSO

50%, diluido em agua destilada.

3.3 Preparacao e montagem dos vasos

Apbs o sacrificio dos animais, a aorta toracica foi retirada e transferida para
uma placa de Petri com solucao fisiologica de Krebs-Henseileit (mM): NaCl 118,0;
KCI 4,7; NaHCO3; 25,0; CaCl,.2H,0 2,5; glicose 11,0; KH,PO, 1,2; MgS0,4.7H,0
1,2), sendo removido o0 excesso de tecido adiposo e conjuntivo. A artéria foi
cortada em anéis de 2 a 3 mm de comprimento. Duas hastes metdlicas triangulares
foram passadas pelo limen do vaso. Os anéis foram transferidos para cubas de
vidro com volume de 10 mL, contendo solucdo de Krebs-Henseileit, aerada
continuamente com carbogénio (95% de O, e 5% de CO,), a uma temperatura de 37

+ 1 °C. Uma das hastes foi a cuba e a outra foi acoplada a um transdutor de tenséo
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isométrica. Foi aplicada uma tensdo basal de 0,5 g aos anéis, simulando uma
tensdo a qual ele era submetido fisiologicamente. A preparacdo foi mantida nestas
condicdes por 45 minutos, sendo a tensdo reajustada até a estabilizacdo. A solucdo
de Krebs-Henseileit foi trocada em intervalos de 15 minutos, a fim de garantir

nutrientes aos anéis de aorta e evitar o acimulo de metabdlitos.

O registro das tensdes foi feito através de transdutores isométricos (World
Precision Instruments, Inc., USA), acoplados a um amplificador (Modelo TBM-4;
World Precision Instruments, Inc., USA), e este conectado a um computador
equipado com uma placa conversora analégico-digital (AD16JR; World Precision
Instruments, Inc. USA). Utilizou-se o programa WinDaq Data Acquisition (Dataq
Instruments, USA).

3.3.1 Avaliagéo da integridade dos anéis aorticos

A fim de certificar que os vasos nao foram danificados durante a preparacéao,
0s anéis aorticos foram contraidos com fenilefrina (Phe; 0,3 pM). Apés a
estabilizacdo da contracdo, os vasos foram estimulados com acetilcolina (ACh; 10
MM) e seu relaxamento observado. Os vasos com relaxamento superior ou igual a

70% foram considerados viaveis para 0 experimento.

3.4 Estudo do efeito vasodilatador de lignanas em aorta de camundongo

Apés montagem dos vasos conforme descrito acima e estabilizacdo das
preparacoes, duas respostas submaximas simples a fenilefrina similares e estaveis,
foram obtidas e consideradas como controle. Uma terceira resposta foi obtida e,
durante a sua fase tonica, concentracfes crescentes das lignanas (grandisina,
licarina A e yangambina) foram adicionadas. Curvas concentracao-efeito
cumulativas foram obtidas para calculo do log da concentracdo inibitoria de 50% do

efeito contratil (pClsg).
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3.5 Avaliagdo do papel do endotélio e de seus mediadores sobre o efeito
vasodilatador de lignanas

Anéis de aorta, na presenca e na auséncia de endotélio funcional, foram
utilizados para avaliar a participacdo do endotélio no efeito relaxante de lignanas
(grandisina, licarina A e yangambina). A camada endotelial foi removida
mecanicamente, por friccdo da haste metélica no limen vascular. A auséncia de
endotélio funcional foi confirmada por um relaxamento induzido por ACh 10 uM
inferior a 10%.

Com o objetivo de avaliar a participacdo do NO na vasodilatacao induzida por
lignanas, anéis de aorta com endotélio funcional foram previamente incubados, por
30 minutos, com NC-nitro L-arginina metil éster (L-NAME 300 pM), inibidor n&o
seletivo da 6xido nitrico sintase NOS. Em seguida, os vasos foram pré-contraidos
com Phe (0,3 pM) e, apos estabilizacdo da resposta contratil, foram realizadas

curvas concentragao-efeito cumulativas com grandisina, licarina A e yangambina.

A participacdo da guanilato ciclase soluvel (GCs) na vasodilatacdo induzida
por lignanas foi avaliada através de experimentos realizados na auséncia e na
presenca de 1H-[1,2,4]-oxidiazol[4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ), inibidor desta
enzima. Os anéis de aorta com endotélio funcional foram pré-incubados com ODQ
(1,0 puM) por 15 minutos. Em seguida, os vasos foram pré-contraidos com Phe (0,3
MM) e, apds estabilizacdo da resposta contratil, foram obtidaas curvas concentragéo-

efeito cumulativas com licarina A e yangambina.

O envolvimento do peréxido de hidrogénio (H,O,) na vasodilatacao induzida
por lignanas foi avaliada através de experimentos realizados na auséncia e na
presenca de catalase, enzima que degrada o H,O, em agua (H>O) e oxigénio (O,).
Os anéis de aorta foram pré-incubados com catalase (2400 Ul/mL) por 30 minutos.
Em seguida, anéis de aorta com endotélio funcional foram pré-contraidos com Phe
(0,3 uM) e, apOs estabilizacdo da resposta contratil, foram realizadas curvas

concentracéo-efeito cumulativas com licarina A e yangambina.
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3.6 Avaliacéo do efeito de lignanas sobre os canais para calcio

O efeito de lignanas sobre os canais para calcio foi avaliado utilizado cloreto
de potéssio (KCIl) como estimulo contratil. Este agente despolarizante impede o
efluxo de potéssio e bloqueia a acdo de fatores hiperpolarizantes, permitindo avaliar
se a resposta vasorrelaxante desencadeada por lignanas depende da abertura de
canais para calcio. Como agente despolarizante, o KCI promove contracao por ativar
canais para calcio, resultando aumento intracelular de célcio, permitindo a avaliacao
da inibicdo do influxo de célcio como mecanismo da atividade vasodilatadora das
lignanas estudadas. Anéis de aorta com endotélio funcional foram pré-contraidos
com solucdo de KCI (80 mM) e, apOs estabilizacdo da resposta contratil, foram
realizadas curvas concentragdo-efeito cumulativas com grandsin e yangambina.
Como controle, anéis de aorta com endotélio funcional foram pré-contraidos com
Phe (0,3 pM) e, apos estabilizagdo da resposta contratil, foram realizadas curvas

concentragéo-efeito cumulativas com grandsin e yangambina.

3.7 Avaliacéo do efeito de lignanas sobre os estoques intracelulares de calcio

Anéis de aorta incubados em solucao fisiologica de Krebs-Henseileit isenta de
Ca’* (mM: NaCl 118,0; KCl 4,7; NaHCO; 25,0; glicose 11,0; KH.PO, 1,2;
MgS0,4.7H,0 1,2; EGTA 2,0) foram contraidos com Phe (0,3 uM) ou cafeina (10
mM), registrando-se a resposta contratii maxima. Em seguida os vasos foram
lavados 3 vezes com solucdo fisiologica de Krebs-Henseileit padréo (CaCl,.2H,0 2,5
mM) afim de reestabelecer os estoques intracelulares de Ca** e mantida por 15
minutos. Posteriormente, a preparacao foi lavada 3 vezes com solucéo fisiologica de
Krebs-Henseileit isenta de Ca®** e ap6s 15 minutos uma segunda contracdo com Phe
(0,3 uM) ou cafeina (10 mM) foi induzida e registrada, fazendo-se a média entre os
dois registros que foi utilizada como controle. Novamente, os vasos foram lavados 3
vezes com solucdao fisioldgica de Krebs-Henseileit padrdo e mantida por 15 minutos,
seguido de 3 lavagens com solucéo fisiolégica de Krebs-Henseileit isenta de Ca?".
Apods 15 minutos os anéis de aorta foram pré-incubados com as lignanas grandisina

(100 uM) e yangambina (100 uM) por 15 minutos e uma terceira e Gltima contracéo
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foi induzida por Phe (0,3 uM) ou cafeina (10 mM) e registrada para compara¢cao com

a média das duas primeiras.

3.8 Avaliacéo do efeito de lignanas sobre o transiente de calcio citoplasmatico

Foi utilizada a sonda fluorescente para célcio Fluo-4AM (Invitrogen). As
artérias aorta foram isoladas e colocadas em solucdo de Hanks (mM): NaCl 145,0;
KCI 5,0; MgCl, 1,0; CaCl,.2H,0 2,5; NaH,PO, 0,5; glicose 10,0 e Hepes 10,0, em pH
7.4 a 37°C, Com auxilio de lupa e lamina de bisturi foram cortados anéis de aorta de
aproximadamente 150 um de espessura. Estes anéis foram colocados em laminula
para microscopia confocal (42 mm de diametro) contendo solucdo de polilisina (50%,
diluida em Hanks), mantidas em camara umida a 37°C, sob aeragdo com mistura
carbogénica, por cerca de 15 minutos para fixagdo. Posteriormente, adicionou-se
Fluo 4-AM (10 pmol/L, diluido em Hanks) a preparacdo, mantendo-se por 30
minutos. Apés a incubacao, o excesso da sonda foi removido lavando-se os anéis,
cuidadosamente, com solucdo de Hanks. Em seguida, os anéis de aorta foram pré-
incubados por 15 minutos com as lignanas grandisina (100 uM) e yangambina (100
MM) em estufa a 37°C. Para o grupo controle, anéis de aorta foram pré-incubados
por 15 minutos com DMSO (100%), utilizado como solvente para as lignanas.
Posteriormente, adicionou-se Phe (0,3 pM) a preparacdo como estimulo para a
mobilizacdo de Ca?*. Para protocolos que requeriam meio livre de Ca* foi utilizada
solucdo Hanks sem o acréscimo de CaCl,. Utilizando laser de argbnio, o Fluo 4-AM
foi excitado em 488 nm e emissdo em 510 nm em microscépio confocal (Zeiss 510
META, CEMEL- ICB/UFMG). Utilizando objetiva de imersdo em 6leo (63 x), 400 Hz,
512 x 512 pixels, as imagens foram capturadas a cada segundo durante 10 minutos.
O programa ImageJ 1.45s foi usado para analisar as imagens. Foram selecionadas
regides de interesse na camada muscular e considerado Fo como fluorescéncia
basal antes do estimulo, F como fluorescéncia final apds o estimulo, obtendo-se (F -
Fo/ Fo).
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3.9 Andlise estatistica

Os calculos e andlises estatisticas foram realizados utilizando-se o programa
GraphPad Prism 4.03. Os dados de relaxamento vascular foram representados
como o percentual de redugcdo da contracdo em reposta a fenilefrina. As curvas
concentracdo-efeito cumulativas foram analisadas através do método two-way
ANOVA para medidas repetidas, seguidas de testes de comparagdo do tipo
Bonferroni. O teste t de Student foi utilizado para comparacdo de pares de
resultados. Todos o0s resultados foram expressos como média + EPM e
considerados significativos os valores de p < 0,05.
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4.1 Estudo do efeito vasodilatador de lignanas em aorta de camundongo

Grandisina, licarina A e yangambina induzem efeito vasodilatador,
concentracdo-dependente (Fig. 6), em aortas com endotélio funcional (pClso = 4,30 £
0,13, > 4,00 e 4,51 + 0,05, respectivamente).
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Fig. 6: Efeito vasodilatador das lignanas grandisina (A), licarina A (B) e yangambina (C) em anéis de

aorta com endotélio funcional. Os resultados sé@o representados em média + EPM de pelo menos 5
experimentos.
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4.2 Avaliacdo do papel do endotélio e de seus mediadores sobe o efeito
vasodilatador de lignanas

Na auséncia de endotélio funcional, o efeito vasodilatador da grandisina nao
foi alterado (pClso = 4,11 + 0,09; Fig. 7A). No entanto, a agao vasodilatadora da
licarina A foi fortemente inibida (Fig. 7B), enquanto que curva concentragao-efeito de

yangambina foi significativamente (P < 0,05) deslocada para direita (pClso = 4,02 £
0,08; Fig. 7C).
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Fig. 7: Efeito vasodilatador das lignanas grandisina (A), licarina A (B) e yangambina (C) em anéis de
aorta na presenca (E+) e na auséncia (E-) de endotélio funcional. Os resultados s&o representados

como média + EPM de pelo menos 5 experimentos (Two-way ANOVA, pos-teste Bonferroni;
***p < 0,001).

A pré-incubacéo de anéis de aorta com endotélio funcional com L-NAME (300

puM), inibidor ndo seletivo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS), nao alterou
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significativamente curva concentragado-efeito de grandisina (Fig. 8A). No entanto, o
L-NAME inibiu significativamente a vasodilatacdo induzida por licarina A (Fig. 8B) e

promoveu um deslocamento para direita da curva concentracdo-efeito de
yangambina (Fig. 8C).

(A) (B)
0
~ 0-
S 2 E
] g s
% 501 © *k%
]
@
o 751 30_
® grandisin ® licarin A
O grandisin + L-NAME O licarin A + L-NAME
100 T T T -6 % T
- _5 _4 - . = -
log [grandisin] (M) log [licarin A] (M)
(C) o
S
~ 251
o
c
£
< 504
3
o *%*
X 75
® yangambin
O yangambin + L-NAME
100 T T

6 -5
log [yangambin] (M)

Fig. 8: Efeito vasodilatador das lignanas grandisina (A), licarina A (B) e yangambina (C) em anéis de
aorta, com endotélio funcional, pré-incubados ou ndo com L-NAME (300 puM). Os resultados sao

representados como média + EPM de pelo menos 5 experimentos (Two-way ANOVA, pos-teste
Bonferroni; **p < 0,01; ***p < 0,001).

Além disso, a pré-incubacdo de anéis de aorta com endotélio funcional com
ODQ (1,0 uM), inibidor da guanilato ciclase solavel, promoveu um deslocamento

para direita da curva concentracdo-efeito de licarina A (Fig. 9A) e de yangambina
(Fig. 9B).

27



RESULTADOS

(A) B) o
— 0' ~
§/ Q\OI 25.
= 2
5 5
154
§ B § 50
3 8
i i
30- 751 *
® licarin A ® yangambin
O licarin A + ODQ O yangambin + ODQ

T T 100

6 . .5 S
log [licarin A] (M) log [yangambin] (M)

Fig. 9: Efeito vasodilatador das lignanas licarina A (A) e yangambina (B) em anéis de aorta, com
endotélio funcional, pré-incubados ou ndo com ODQ (1,0 uM). Os resultados sao representados como

média = EPM de pelo menos 3 experimentos (Two-way ANOVA, pos-teste Bonferroni; *p < 0,05).

A pré-incubacdo de anéis de aorta com endotélio funcional com catalase
(2400 Ul/ml), enzima que degrada o H,O,, ndo alterou a vasodilatacdo induzida
tanto por licarina A (Fig. 10A), quanto por yangambina (Fig. 10B).
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Fig. 10: Efeito vasodilatador das lignanas licarina A (A) e yangambina (B) em anéis de aorta, com
endotélio funcional, pré-incubados ou ndo com catalase (2400 unidades). Os resultados sao

representados como média + EPM de pelo menos 3 experimentos (Two-way ANOVA, pés-teste
Bonferroni).
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4.3 Avaliacédo do efeito de lignanas sobre os canais para calcio

A pré-contracdo de anéis de aorta com endotélio funcional com KCI (80 mM)

nao alterou o relaxamento vascular induzido por grandisina e por yangambina (Fig.
11).
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Fig. 11: Efeito vasodilatador das lignanas grandisina (A) e yangambina (B) em anéis de aorta, com
endotélio funcional, pré-contraidos com fenilefrina (0,3 uM) e KCI (80 mM). Os resultados séo

representados como média + EPM de pelo menos 5 experimentos (Two-way ANOVA, poés-teste
Bonferroni).

4.4 Avaliacao do efeito de lignanas sobre os estoques intracelulares de calcio

Na auséncia de Ca ' extracelular, a pré-incubacdo de anéis de aorta com

grandisina (100 uM) e com yangambina (100 uM) reduziu a contracdo induzida por
fenilefrina (0,3 uM) (Fig. 12).
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Fig. 12: Reducao do efeito vasoconstritor de fenilefrina (Fenil; 0,3 uM) em anéis de aorta, apos a pré-
incubacdo com 100 uM grandisina (A) e 100 uM yangambina (B) em meio sem calcio. Os resultados
sdo representados como média + EPM de pelo menos 5 experimentos (Teste t de Student; ** p <
0,01).

Além disso, também na auséncia de Ca ** extracelular, a pré-incubacdo de
aneéis de aorta com grandisina (100 pM) inibiu a contracédo induzida pela cafeina (10
mM), enquanto que a pré-incubacdo destes vasos com yangambina (100 pM)
reduziu significativamente a contragdo induzida pela cafeina (10 mM) (Fig. 13).
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Fig. 13: Reducdo do efeito vasoconstritor da cafeina (10 mM) em anéis de aorta, apos a pré-
incubacdo com 100 pM grandisina (A) e 100 uM yangambina (B) em meio sem calcio. Os resultados
sdo representados como média + EPM de pelo menos 5 experimentos (Teste t de Student;
** p < 0,001).

4.5 Avaliacdo do efeito de lignanas sobre o transiente de calcio citoplasmatico

A pré-incubacao de anéis de aorta tanto com grandisina (100 uM) quanto com
yangambina (100 uM) reduziu a intensidade de fluorescéncia emitida pela sonda
Fluo 4-AM diante ao estimulo da fenilefrina (0,3 uM) (Fig. 14).

30



RESULTADOS

(A)

0.16

0.124

0.04

Intensidade de Fluorescéncia
(Af/fo)

*kk

0.00-

Fenil

L1

Grandisin + Fenil

(B)

Intensidade de Fluorescéncia

(Afffo)

0.164

0.121

0.04

0.00-

Fenil

Yangambin+ Fenil

Fig. 14: Efeito de lignanas grandisina 100 pM (A) e yangambina 100 pM (B), em meio com célcio, no

aumento de calcio intracelular induzido pela fenilefrina (Fenil, 0,3 pM) em anéis de aorta, medido com

fluo-4AM por microscopia confocal. Os resultados sé@o representados como média + EPM de pelo

menos 3 experimentos (Teste t de Student; * p < 0,05; ** p < 0,001).

Todavia, na auséncia de calcio extracelular, a pré-incubacdo de anéis de

aorta tanto com grandisina (100 uM) quanto com yangambina (100 pM) n&o causou

diferenca significativa na intensidade de fluorescéncia emitida pela sonda Fluo 4-AM
(Fig. 15A) diante ao estimulo de fenilefrina (0,3 uM) (Fig. 15).
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Fig. 15: Efeito de lignanas grandisina 100 uM (A) e yangambina 100 uM (B), em meio sem calcio, no

aumento de calcio intracelular induzido pela fenilefrina (Fenil, 0,3 uM) em anéis de aorta, medido com

fluo-4AM por microscopia confocal. Os resultados sao representados como média = EPM de pelo

menos 3 experimentos (Teste t de Student).
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O endotélio vascular desempenha um importante papel no sistema
cardiovascular. Sua principal funcdo corresponde a sintese e libertacdo de potentes
vasodilatadores tais como NO, prostaglandinas vasodilatadoras e fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), que sao responsaveis pelo controle
da homeostase e do tdnus vascular (Vanhoutte et al., 2009). A remocé&o do endotélio
nao alterou o efeito vasodilatador da grandisina, ao passo que a vasodilatacao
induzida por licarina A e yangambina foi significativamente reduzida. Portato, o efeito
vasodilatador de grandisina independe da participacdo de fatores relaxantes
derivados do endotélio. Por outro lado, a presenca de endotélio vascular integro é
fundamental para que a vasodilatacdo induzida por licarina A alcance seu efeito
maximo. Ja na vasodilatacéo induzida por yangambina a integridade endotelial € um

fator parcial.

O NO induz vasodilatacdo de forma indireta através da ativacdo da GCs,
produzindo GMPc como segundo mensageiro que por sua Vvez promove
dessensibilizacdo do aparato contratil vascular ao Ca®* (Carvajal et al., 2000). Os
efeitos diretos do NO incluem a inibicdo da libertacdo Ca** pelas células da
musculatura lisa vascular induzida pelo inositol trifosfato (IP3) (Ji et al., 1998);
estimulacdo do sequestro de Ca*' intracelular para o reticulo sarcoplasmatico
através da estimulacdo da Ca?*-ATPase (SERCA) presente nesta organela (Adachi
et al., 2004), e hiperpolarizacéo celular via ativacdo de canais para K* (Bolotina et
al., 1994) (Fig. 16). A pré-incubacdo de anéis de aorta com endotélio funcional com
L-NAME, inibidor ndo seletivo da enzima oOxido nitrico sintase n&o alterou
significativamente curva concentracdo-efeito de grandisina, enquanto que reduziu de
forma significativa a vasodilatacdo induzida por licarina A e yangambina. Sendo
assim, a vasodilatacdo induzida por grandisina ndo depende da liberacdo de NO, o
gue é coerente com os resultados obtidos em vasos cujo endotélio foi removido. Por
outro lado, o NO esta envolvido no vasorrelaxamento induzido por licarina A e por

yangambina em anéis de aorta com endotélio funcional.
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Fig. 16: Vasodilatacdo mediada por fatores endoteliais e inibidores (L-NAME, ODQ e Catalase)
utilizados para avaliacé@o do efeito de lignanas sobre estes fatores. Estimulos como o shear stress e o
aumento da concentracao intracelular de calcio estimulam a oxido nitrico sintase (NOS) presente na
célula endotelial a converter L-arginina em o6xido nitrico (NO) que se difunde e chega a célula da
musculatura lisa vascular, onde ativa a guanilato ciclase soluvel (GCs) que converte o GTP em
GMPc, ativando a PKG, que por sua vez ativa a célcio ATPase presente no reticulo sarcoplamatico a
captar o calcio presente no citoplasma, o que reduz a concentracado intracelular de calcio e promove
vasodilatagdo. O NO produzido na célula endotelial também ativa canais para K presentes na célula
da musculatura lisa vascular, provocando hiperpolarizacdo e inibe a entrada de célcio pelos canais
para calcio voltagem dependente e contribui para a reducdo da concentracdo intracelular de ca”,
logo, para vasodilatacdo. Além disso, a célula endotelial também produz H,O,, que também produz

GMPc e ativa canais para K, contribuindo com o processo vasodilatador.

DPPB (2-(2,4-dihidroxifenil)-5-(E)-propenilbenzofurano) é uma lignana cuja
estrutura molecular apresenta um grupamento propenilbenzofurano, assim como
licarina A. Ladurner e colaboradores (2012) demonstraram que DPPB aumenta a
atividade da Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e a disponibilidade de NO em
cultura de células endoteliais. Esta acdo € mediada por um mecanismo que envolve
a elevacdo dos niveis intracelulares de Ca*" através de uma via envolvendo
Ca?*/calmodulina (Ca®*/CaM), proteina quinase B Ca®*/CaM-dependente (CaMKKp)
e proteina quinase AMP-ativada (AMPK).
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A GCs apresenta um grupamento heme em seu sitio regulatério. O NO ativa
esta enzima ao se ligar ao Fe?* do sitio heme, produzindo GMPc. O ODQ é um
inibidor seletivo da GCs que promove oxidacdo do grupamento heme desta enzima
ao retirar um elétron do Fe®" que passa a Fe**, tornando-a inativa (Schmidt et al.,
2012) (Fig. 16). A pré-incubacdo de anéis de aorta com ODQ promoveu um
deslocamento para direita da curva concentragdo-efeito de licarina A e de
yangambina. Sendo assim, o mecanismo pelo qual estas lignanas induzem a
vasodilatacdo em aorta de camundongo apresenta uma dependéncia parcial da
ativacao da GCs.

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que a isoforma neuronal da Oxido
nitrico sintase (NNOS) é constitutivamente expressa no endotélio da aorta de
camundongo e, além de NO, também produz H,O,. Outrossim, o H,O, produzido a
partir da nNOS contribui igualmente com o NO derivado da oxido nitrico sintase
endotelial (eNOS) para o relaxamento vascular dependente do endotélio em aorta de
camundongo (Capettini et al., 2008; 2010) (Fig. 16). Entretanto, a vasodilatacdo em
anéis de aorta induzida por licarina A e yangambina ndo foi alterada pela pré-
incubacédo dos vasos com catalase, enzima responsavel pela hiddlise do H,O, em
H,O e O,, indicando que este EDHF n&o esta envolvido na vasodilatacdo induzida

por estas lignanas.

Canais de Ca®* desempenham um papel importante na regulacdo da
contratilidade do musculo e do ténus vascular (Karaki et al., 1997). A contracdo dos
anéis de aorta com KCI 80 mM ocorre devido a despolarizacdo das células da
musculatura lisa vascular por aumentar o potencial de membrana que leva a
abertura de canais para Ca?' voltagem dependente, resultando no aumento da
concentracéo intracelular de Ca?* ([Ca*']) (Ko et al., 2008) (Fig. 17). Tendo em vista
gue o relaxamento vascular induzido por grandisina ndo ocorre com a participacao
de mediadores endoteliais e que a dependéncia de yangambina é parcial, foi
avaliada a participacdo de canais para Ca** no relaxamento vascular induzido por
estas lignanas. Observou-se que anéis de aorta pré-contraidos com KCI 80 mM néo
apresentaram alteracdo no relaxamento vascular induzido por grandisina e
yangambina, sugerindo que a ativacdo de canais para Ca*" estd envolvida na

vasodilatacao induzida por estas lignanas.
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Tendo indicios da participacdo de canais para Ca?*, investigou-se alteracdes
na mobilizacdo de Ca*? na vasodilatacéo induzida por estas lignanas. Sabe-se que a
fenilefrina € um agonista a1-adrenérgico e causa vasoconstricdo através da ativacdo
da fosfolipase C e producdo de IP3, o que provoca a libertacdo de Ca®" do reticulo
sarcoplasmatico seguido por entrada sustentada de Ca?* (Karaki et al., 1997) (Fig.
17). Foi testada a hipétese de que o efeito vasorelaxante de grandisina e
yangambina ocorre via inibicdo da libertacdo de Ca®* intracelular do reticulo
sarcoplasmatico na musculatura lisa vascular. Em meio livre de Ca?*, a fenilefrina
induz contracdo transitéria que resulta principalmente da libertacdo de Ca* do
reticulo sarcoplasmatico (Ko et al., 2000). Nossos resultados mostraram que a preé-
incubacédo de anéis de aorta com grandisina e com yangambina reduziram a
resposta contratil induzida pela fenilefrina na auséncia de Ca?* extracelular, o que
sugere um efeito inibitério destas lignanas na libertacdo intracelular de Ca®" na

musculatura lisa vascular.

A cafeina € uma xantina com varios efeitos e mecanismos de acdo no tecido
vascular. Em células endoteliais, aumenta o calcio intracelular o que estimula a
producdo de NO, através do aumento da expressdo da Oxido nitrico sintase
endotélial. Esta xantina é agonista do receptor de rianoidina localizado no reticulo
sarcoplasmatico e, ao se ligar a este receptor, promove a liberacdo do Ca*
armazenado nesta organela (Porta et al., 2011) (Fig. 17). Assim como a fenilefrina,
em meio livre de célcio, a cafeina induz contracdo transitoria, porém de menor
magnitude. Por este motivo, a cafeina pode ser utilizada como ferramenta para
avaliar o efeito inibitério de grandisina e de yangambina na liberacdo de Ca?*
intracelular no musculo liso vascular. Com este intuto, utilizamos cafeina (10 mM)
em meio 0 Ca®* como extimulo contratil, uma vez que este efeito é resultado
somente da libertacdo de Ca®" estocada no reticulo sarcoplasmatico. Observou-se
uma inibicdo da resposta contratil induzida pela cafeina na auséncia de Ca**
extracelular através da pré-incubacdo de anéis de aorta com grandisina e
yangambina. Estes resultados sugerem que estas lignanas possuem efeito inibitério
na libertacdo intracelular de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico, corroborando com os

resultados obtidos com a fenilefrina.
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Fig. 17: Mediadores contrateis que atuam na célula da musculatura lisa vascular. Ao se ligar ao seu
receptor, a fenilefrina (Phe) ativa a proteina Gqy; e ativa a fosfolipase C que converte PIP, em IP; e
DAG. O IP; se liga ao seu receptor no reticulo sarcoplasmatico (RS) e promove liberagdo do Ca**
armazenado nesta organela. JA4 o DAG ativa a PKC que fosforila os canais para Ca®* voltagem
dependente, induzindo o influxo de Ca®. A Phe também promove despolarizacdo da célula da
musculatura lisa vascular que também estimula o influxo de Ca®* via canais para Ca** voltagem
dependente. A cafeina se liga ao receptor de rianoidina presentes no RS e promove liberacédo do ca*
armazenado nesta organela. Todo este Ca®" intracelular se liga & calmodulina (CaM) presente no
citoplasma, formando o complexo Ca*/CaM que ativa a quinase de cadeia leve de miosina (MLCK)
que fosforila a cadeia leve de miosina (MLC). A miosina fosforilada se liga a actina, o que leva a
contragcdo. Além disso, a Phe ativa a proteina G513 € ativa a RhoA, que por sua vez ativa a ROCK. A
ROCK fosforila o CPI-17 que inibe a fosfatase de cadeia leve de miosina (MLCP), responsavel por
desfosforilar a cadeia leve de miosina. A inibicdo do MLCP resulta na manutencdo do processo
contratil. J4 a solugdo KCl a 80 mM promove despolarizacdo das células da musculatura lisa vascular
que resulta na abertura de canais para Ca®* voltagem dependente, seguida do aumento da
concentracéo intracelular de Ca®* e vasoconstric&o.

A fim de confirmar estes resultados, avaliou-se a mobilizac&o intracelular de
Ca®" em tempo real através da sonda Fluo 4-AM. Observamos que a pré-incubacéo
de anéis de aorta tanto com grandisina quanto com yangambina, na presenca de
Ca®" extracelular, reduziu a emissdo de fluorescéncia induzida pela fenilefrina,
indicando que estas lignanas induzem inibicdo do influxo de Ca®* do meio
extracelular para o intracelular. J4 na auséncia de Ca** extracelular, a pré-incubacéo

de anéis de aorta tanto com grandisina quanto com yangambina nao alterou a
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emisséao de fluorescéncia induzida pela fenilefrina, sugerindo que estas lignanas nao

alteram a liberacdo de Ca?* dos estoques intracelulares para o citoplasma.

O fato de grandisina e yangambina reduzirem a resposta contratil induzida
pela fenilefrina e pela cafeina, mas n&o inibirer a liberacdo de Ca*" dos estoques
intracelulares para o citoplasma sugerem que outras vias que compde o aparato
contratil vascular possam ser alvo destas lignanas. Dentre estas, podemos destacar
a via RhoA/ROCK (familia homélogo Ras membro A/quinase associada a Rho),
responsavel por manter uma contracdo sustentada, o que caracteriza a fase tonica
contratil (Urefia e LOpez-Barneo, 2012). Além disto, a formacdo do complexo
Ca?'/CaM é essencial para a ativacdo da quinase de cadeia leve de miosina
(MLCK), garantindo a fosforilacdo da cadeia leve de miosina (MLC) que se liga a
actina e resulta na contracdo (Wilson et al., 2002). Sendo assim, grandisina e
yangambim podem estar envolvidos na inibicdo de alguma destas vias e, por

conseguinte, ocasionarem reducéo da resposta contratil.

Entre as trés lignanas estudadas, grandisina apresenta uma estrutura mais
simples, composta por um grupo furano ligado a dois radicais trimetoxifenil, o que
Ihe confere acédo vasodilatadora independente do endotélio e envolve a inibicdo do
influxo de Ca?. No caso de licariha A, a presenca de um grupamento
propenilbenzofurano garante a inducdo de relaxamento vascular dependente da
participacdo de fatores relaxantes derivados do endotélio vascular, através da
ativacdo da NOS, culminando na liberacdo de NO e posterior ativacdo da GCs. Ja
yangambina, apresenta uma estrutura molecular mais complexa, constituida por um
grupamento furofurano ligado a dois radicais trimetoxifenil. Esta lignana induz um
relaxamento vascular parcialmente dependente de fatores relaxantes derivados do
endotélio vascular, através da ativacdo da NOS e GCs, além de envolver a reducéo
do influxo de Ca?'. Isto sugere que a presenca de dois radicais trimetoxifenil esta
diretamente relacionada com a capacidade da lignana em reduzir o influxo de Ca?",
uma vez que grandisina e yangambina apresentam esta porcdo em comum em sua
estrutura molecular. A figura 18 esquematiza os fatores envolvidos na vasodilatacéo

mediada por grandisina, licarina A e yangambina.
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Fig. 18: Resumo dos fatores envolvidos na vasodilatacdo mediada por grandisina, licarina A e

yangambina.

Este trabalho demonstrou a acdo vasodilatadora da grandisina, licarina A e
yangambina e parte do mecanismo de acdo envolvido neste processo. Mais estudos
devem ser realizados para avaliar se estas lignanas possuem potencial
farmacoldgico para o tratamento de doencas cardiovasculares. Sendo assim, a partir
da realizacdo de testes complementares pode ser possivel que estas lignanas

venham a ser utilizadas como protétipo para o desenvolvimento de novos farmacos.
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Os resultados do presente estudo sugerem a existéncia de uma relacéo
estrutura-atividade para o efeito vasodilatador induzido por lignanas. A porcéo
propenilbenzofurano de licarina A pode ser responsavel por um mecanismo
dependente de endotélio e de NO, enquanto que o Unico grupo furano de grandisina
estaria relacionado a um mecanismo de acdo independente do endotélio e
dependente da inibicdo do influxo de Ca®". J&4 o grupo furofurano de yangambina
parece permitir uma vasodilatacdo parcialmente dependente do endotélio e da
reducdo do influxo de Ca®". Assim, este trabalho da suporte para o desenvolvimento

de novas drogas vasodilatadoras com base na estrutura de lignanas.
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