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RESUMO 

Xantonas são polifenóis de baixo peso molecular comumente encontradas em 

plantas utilizadas na medicina popular para o tratamento de desordens 

cardiovasculares. O tipo de efeito farmacológico bem como a sua potência, 

dependem diretamente dos radicais associados a seu esqueleto básico. Existem 

alguns trabalhos na literatura que relatam atividades de xantonas sobre o sistema 

cardiovascular. Entretanto, a maioria não mostra os mecanismos pelos quais as 

xantonas exercem seus efeitos. Este trabalho tem como objetivo mostrar o 

mecanismo de ação vasodilatadora de quatro xantonas anéis de aorta de 

camundongo, bem como mostrar que pequenas diferenças estruturais, são capazes 

de produzir ativação em vias de transdução de sinais completamente diferentes. A 9-

xantenona promoveu uma resposta vasodilatadora que não depende da presença de 

endotélio funcional com Emáx de 46,3±2,95% e pEC50=5,013±0,01. O mecanismo de 

ação vasodilatadora da 9-xantenona foi através do bloqueio de canais para Ca+2 

dependentes de voltagem. A adição de um OH na posição quatro do esqueleto 

xantônico (4-OH-xantona) produziu aumento do Emáx 102,5±11,37% sem alterar a 

potência (pEC50=4,8±0,06). A adição do grupamento OH na posição 4 não alterou o 

mecanismo de ação da xantona. A substituição da hidroxila por uma metoxila (OMe) 

na posição quatro (4-OMe-xantona), não alterou o Emáx=95,3±3,29% nem a potência 

pEC50=5,16±0,06, em relação a 4-OH-xantona, mas modificou o mecanismo de ação 

vasodilatador desta xantona. A 4-OMe-xantona possui ação vasodilatadora 

parcialmente dependente do endotélio via aumento da produção de óxido nítrico 

(NO). Parte do seu efeito vasodilatador foi independente do endotélio via ativação 

dos canais para K+ presentes na musculatura lisa vascular. A redução do esqueleto 

xantônico, via substituição de uma cetona por uma hidroxila, que produziu o 

xantidrol, induziu uma resposta vasodilatadora com mecanismos dependentes e 

independentes do endotélio vascular. O xantidrol produziu ativação tanto da eNOS 

como da nNOS, com consequente aumento da produção do NO e do H2O2. A parte 

da resposta vasodilatadora do xantidrol que independe do endotélio é mediada por 

bloqueio dos canais para Ca2+ dependentes de voltagem. Em conclusão, nosso 

trabalho mostra que as xantonas estudadas no presente trabalho, apresentam 

atividade vasodilatadora. Alterações menores na estrutura das xantonas é capaz de 

alterar o Emáx, bem como, os mecanismos envolvidos na resposta vasodilatadora. 



ABSTRACT 

Xanthones are low molecular weight polyphenols commonly found in plants used in 

folk medicine for the treatment of cardiovascular disorders. Pharmacological effect 

and potency depends directly of radicals associated its basic skeleton. Previous 

studies in the literature reported activities of xanthones on the cardiovascular system. 

However, these studies not showed the mechanisms involved on xanthones effects. 

The aims of this work were study the mechanism involved on xanthones-induced-

vasodilation in mouse aortic rings and correlates small structural differences to 

activation of different pathways of transduction signals. The 9-xanthenone promoted 

vasodilator response that does not depend on the presence of functional endothelium 

(Emax 46.3 ± 2.95 % and pEC50 = 0.01 ± 5.013). The mechanism of vasodilator effect 

of 9-xanthenone involved the blocking of voltage-dependent  Ca2+ channels. The 

addition of an hydroxyl group in the four position of xanthonic skeleton (4-OH-

xanthone) produced an increase in Emax (102.5 ± 11.37 %) but not changed  pEC50 

(4.805 ± 0.06). The addition of OH group  in position 4 did not change the mechanism 

of action of this xanthone. The substitution of the hydroxyl by a methoxyl (OMe) in 

position 4 (4-OMe-xanthone) did not change the Emax (95.3 ± 3.29 %) and pEC50 

(5.159 ± 0.058), in comparation to 4-OH-xanthone but changed the mechanism 

involved on vasodilator effect of this xanthone. The effect of 4-OMe-xanthone has 

partly dependent on the endothelium via increased production of nitric oxide (NO). 

Part of this vasodilator effect was independent of the endothelium by direct activation 

of smooth muscle cells K+ . The reduction of xanthonic skeleton by a convertion of 

ketone into hydroxyl produced the xanthydrol. Xanthydrol induced a concentration-

dependent vasodilation by two different mechanisms: dependent and independent of 

vascular endothelium. Xanthydrol produced activation of eNOS and nNOS, with 

consequent increased production of NO and H2O2. Part of the vasodilator response 

that is independent of endothelium is mediated by blockade of calcium channels 

voltage-dependent. In conclusion, our study shows that the xanthones studied in this 

work, have vasodilator activity. Minor changes in the structure of xanthones are able 

to change the Emax, as well as the mechanisms involved in the vasodilator response. 

 . 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Sistema Vascular: o endotélio e seu papel fisiológico. 

As artérias são os vasos sanguíneos que têm por função transportar o 

sangue, sob alta pressão, para os tecidos. Podemos classificar as artérias em 

artérias de condutância e artérias de resistência (Pohl & Gloe, 2000). Os vasos de 

condutância estão relacionados a uma maior acomodação do fluxo inicial recebido 

pelo coração em primeira instância e os vasos de resistência têm a função de 

controlar o suprimento sanguíneo e irrigação dos tecidos através de liberação do 

fluxo para o sistema capilar (Pohl & Gloe, 2000). As artérias compõem-se 

basicamente de três túnicas  

 

Figura 1. Representação esquemática da histologia arterial. (A) Em destaque a 
representação das células endoteliais. (B) Posicionamento da camada muscular e 
da lâmina basal que revestem o endotélio. 

A túnica íntima é formada pelo endotélio, camada única de células planas ou 

escamosas de forma oval ou fusiforme orientadas segundo a direção da corrente 

(A) 

(B) 
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sanguínea e pela camada subendotelial de tecido conjuntivo constituído de 

colágeno, elastina e de glicoproteínas (Gray, 1988; Cotran, 1989). A túnica média ou 

camada muscular é a camada mais espessa (Gray, 1988) e constitui o suporte da 

parede de uma artéria sendo a parte mais grossa, determinando assim seu 

comportamento mecânico. 

Durante muitos anos o endotélio vascular foi considerado simplesmente como 

uma superfície por onde se passava o fluxo sanguíneo. Hoje, no entanto, sabe-se 

que as células endoteliais, não somente se constituem em uma barreira de 

permeabilidade seletiva entre os espaços vascular e intersticial, como também 

possuem um papel relevante na regulação da homeostase vascular, atuando como 

órgão endócrino capaz de liberar diversas substâncias metabolicamente ativas 

(Furchgott , 1983). Esta camada celular participa da regulação local do tônus da 

musculatura do vaso através da liberação de substâncias vasodilatadoras, como o 

óxido nítrico (NO) (Furchgott & Zawadzki, 1980; Palmer et al., 1987), o fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (Feletou & Vanhoutte, 1988; Taylor & 

Weston, 1988), e a prostaciclina (PGI2) (Gorman et al., 1977; Moncada et al., 1977; 

Vanhoutte, 1993).  

A liberação de substâncias vasoconstritoras, incluindo a endotelina-1 

(Yanagisawa ET al., 1988), a angiotensina II (Kifor & Dzau, 1987), os produtos do 

metabolismo do acido araquidônico como tromboxano A2 (TXA2), prostaglandinas 

(PGHα e PGF2α) (Frolich & Forstermann, 1989; Vanhoutte, 1993) e os ânions 

superoxido (O-2) (Rubanyi & Vanhoutte, 1986; Katusic ET al., 1993), também são 

mediadas pelo endotélio vascular. 

1.2. Modulação do tônus vascular. 

As células lisas musculares e as células endoteliais nos vasos sanguíneos 

apresentam uma série de funções integradas que se dão através de complexos 

processos de sinalização intercelulares. Toda integração entre essas células só é 

permitida em virtude dos inúmeros mediadores que as células endoteliais produzem. 

Sabe-se que as artérias em condições de repouso estão num estado de 

semicontração chamado de tônus vascular (Trion & Laarse, 2004; Walsh, 1993). Isto 

quer dizer que, em um dado momento, as células musculares lisas vasculares estão 
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todas num estado intermediário entre a contração e o relaxamento e qualquer 

alteração deste tônus reflete em alterações do estado de contração ou relaxamento 

vascular. De forma bastante simplificada todas as alterações das maquinarias 

destas células só ocorrem devido a alterações nas concentrações intracelulares de 

Ca+2 ([Ca2+]i) o que resulta em contração ou relaxamento do vaso (Trion & Laarse, 

2004; Walsh, 1993).  

Toda alteração da [Ca2+]i reflete diretamente sobre o tônus vascular devido ao 

fato que este íon é responsável pelo acoplamento mecânico que leva a contração 

muscular e, de forma inversa, o desacoplamento leva ao relaxamento muscular. 

Portanto, quando a concentração deste íon aumenta, ele se liga a uma proteína 

citoplasmática, a calmodulina (Zhang et al., 2003). Quando o Ca2+ se liga a 

calmodulina, o complexo Ca2+-Calmodulina, induz uma mudança na conformação 

desta proteína (Gerthoffer & Pohl 1994; Allen & Walsh 1993) que, por sua vez, é 

responsável pela regulação da enzima chave do processo de contração, a proteína 

quinase de cadeia leve da miosina (MLCK). Esta enzima, uma vez ativada pelo 

complexo Ca2+-calmodulina se liga a uma região específica da miosina e a fosforila, 

tornando possível sua interação com a actina, ativando assim o processo de 

contração (Wier & Morgan, 2003; Walsh, 1993). Por sua vez, quando a [Ca2+]i decai 

em resposta a alguma substância ou em resposta a alterações eletrofisiológicas, 

ocorre o desacoplamento da maquinaria contrátil e o vaso relaxa (Wier & Morgan, 

2003; Walsh, 1993). 

Classicamente o Ca+2 é liberado do retículo endoplasmático liso através da 

ação do trifosfato de inositol (1, 4, 5-IP3), um produto da ação da enzima fosfolipase 

C (PLC) sobre fosfolipídios de membrana. O IP3 se liga a seu receptor específico e 

induz a liberação de Ca2+ a partir dos estoques intracelulares (McCarron et al, 2004; 

Wier & Morgan, 2003). O Ca2+ também pode entrar na fibra muscular lisa através da 

ativação de canais na membrana celular (Wier & Morgan 2003). O potencial de 

membrana destas células se encontra normalmente em valores negativos que vão 

de -40 até -70 mV (Somlyo & Somlyo, 1994). Alterações neste potencial de 

membrana estão relacionados à ativação ou inibição da entrada de Ca+2 para o 

interior da célula muscular lisa através de canais de cálcio dependentes de voltagem 

(Wier & Morgan, 2003). Desta forma, qualquer substância que induza uma 

despolarização da membrana irá desencadear o influxo de cálcio na fibra muscular, 
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levando a contração vascular. A hiperpolarização da membrana em resposta a uma 

droga, impede a entrada do cálcio, o que resultará no relaxamento vascular (Knot et 

al, 1996) (Ver figura 2). 

Dentre os canais iônicos presentes na membrana da célula muscular lisa, os 

canais para potássio (K+) desempenham um importante papel na regulação do tônus 

vascular. Quando existe abertura de canais para K+ da célula muscular lisa vascular, 

ocorre aumento no efluxo de K+, causando uma hiperpolarização da membrana e 

consequente vasodilatação. (Nelson et al, 1995; Knot et al, 1996; Cole & Clement-

Chomienne, 2003; Sobey, 2001; Jackson, 2000). Variações nas concentrações 

intracelulares de nucleotídeos cíclicos (AMPc e GMPc) podem levar à uma 

modulação destes canais (Nelson et al, 1995; Sobey, 2001), sendo este, um dos 

mecanismos pelos quais o AMPc e GMPc levam a um relaxamento da fibra muscular 

lisa vascular. 

 

Figura 2. Mecanismos envolvidos na contração e no relaxamento do músculo liso 
vascular. Adaptado de Akata (2007). 

Todos estes mecanismos propostos para a modulação do tônus vascular são 

diretamente influenciados pelos mediadores contratéis e relaxantes produzidos pelo 

endotélio, cujo o principal parece ser o óxido nítrico. 
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1.3. Óxido nítrico sintases: NO e peróxido de hidrogênio (H2O2). 

Dentre os fatores relaxantes derivados do endotélio, o NO, deve ser 

ressaltado, como um dos mais importantes responsáveis pela regulação do tônus 

vascular (Moncada et al., 1991, Marin & Rodriguez-Martinez, 1997). Além de ser um 

potente vasodilatador, ele possui ação inibitória sobre a agregação e adesão de 

plaquetas e de leucócitos a parede vascular (Kubes et al., 1991; Moncada et al., 

1991), como também inibe a proliferação celular (Garg & Hassid,1989, Heller ET al., 

1999). Essas propriedades conferem ao NO uma fundamental ação na fisiologia dos 

vasos sanguíneos e em muitos processos patológicos em que existe 

comprometimento da sua produção e/ou liberação. O óxido nítrico é um radical livre 

sintetizado a partir da oxidação do aminoácido L-arginina, que é transformado em 

óxido nítrico e L-citrulina. Essa reação é catalisada pela enzima óxido nítrico sintase 

(NOS) (Angus & Cocks, 1989; Palmer & Moncada, 1989), existente no organismo 

sob três isoformas: a NO-sintase endotelial (eNOS), a NO-sintase neuronal (nNOS) 

e a NO-sintase induzível (iNOS) (Forstermann et al., 1993; Forstermann et al., 1994). 

As duas primeiras são constitutivas, encontram-se em condições fisiológicas no 

organismo e são dependentes do complexo Ca+2-calmodulina para sua ativação 

(Long & Stone, 1985; Griffith et al., 1986); enquanto a última é encontrada, 

principalmente, em situações patológicas, como em processos inflamatórios, sendo 

ativada mesmo com baixa [Ca2+]i. Alguns cofatores são necessários para a síntese 

do NO, dentre eles a nicotinamida adenina de nucleotídeo fosfato (forma reduzida; 

NADPH), tetrahidrobiopterina (BH4) (Marletta, 1993), flavina adenina dinucleotídeo 

(FAD) e flavina mononucleotídeo (FMN) (Bredt & Snyder, 1990; Hevel ET al., 1991; 

Stuehr et al., 1991). Uma vez liberado pelas células endoteliais, o NO difunde-se 

para a camada de músculo liso vascular subjacente causando relaxamento. Este 

efeito é mediado pela ativação da enzima guanilato ciclase solúvel e consequente 

aumento dos níveis intracelulares de monofosfato cíclico de guanosina (GMPc) 

formado a partir do trifosfato de guanosina (GTP) (Rapoport & Murad, 1983; Ignarro 

& Kadowitz, 1985). A partir desses eventos ocorre aumento no efluxo de K+ nas 

células musculares lisas causando uma hiperpolarização do potencial de membrana 

e consequente vasodilatação (Nelson et al, 1995; Knot et al, 1996; Cole & Clement-

Chomienne, 2003; Sobey, 2001; Jackson, 2000). 
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Uma variedade de estímulos físicos ou químicos, tais como, acetilcolina, 

bradicinina, trombina, ionoforo de cálcio (A23187), substância P, adenina difosfato 

(ADP), alterações da velocidade de fluxo sanguíneo (shear stress) e agregação 

plaquetária, são capazes de induzir a síntese e liberação de NO pelas células 

endoteliais (Palmer et al., 1987, Angus & Cocks, 1989; Moncada et al., 1991; Marin 

& Rodriguez-Martinez, 1997).  

O NO liberado possui tempo de meia-vida curta e pode reagir com radicais 

livres derivados do oxigênio, principalmente ânions superóxido (O2-). Esse tipo de 

reação ocorre em condições patológicas de cunho inflamatório principalmente. Essa 

interação pode resultar em perda da atividade vasodilatadora mediada pelo NO 

(Gryglewski et al., 1986; Rubanyi & Vanhoutte, 1986), vasoconstrição dependente do 

endotélio e ausência da atividade do NO produzido em condições basais (Ohlstein & 

Nichols, 1989; Katusic et al., 1993) e produção de substâncias citotóxicas, dentre 

elas o peroxinitrito (ONOO-) e radicais hidroxila (OH) (Beckman et al., 1990; Huie & 

Padmaja, 1993).  

A perda da atividade biológica do NO resultante da sua interação com radicais 

livres derivados do oxigênio tem sido amplamente estudada, e há evidências de que 

a produção excessiva desses radicais contribui para o desenvolvimento e/ou 

manutenção de vários processos patológicos associados a hipertensão arterial (Wei 

et al., 1985; Grunfeld et al., 1995; Rajagolapalan et al., 1996, Kerr et al., 1999), ao 

diabetes mellitus (Pieper et al., 1988; Langenstroer & Pieper, 1992; Tesfamariam et 

al., 1994) e a hipercolesterolemia/aterosclerose (Minor et al., 1990, Ohara et al., 

1993; Dlúcio, 2001) e reestenose (Steven, 2011; Matthew, 2012).  

Recentemente, o peróxido (H2O2) foi descrito como um fator relaxante 

derivado do endotélio em artérias mesentéricas de camundongos e de humanos 

(Matoba et al., 2000; 2002; Matoba & Shimokawa, 2003). O H2O2 induz 

hiperpolarização e vasodilatação em artérias cerebrais (Beny & Von der Weid, 1991; 

Iida & Katusic, 2000) e causa ativação de canais para potássio dependentes de 

cálcio (KCa) em células musculares lisas de vasos sanguíneos (Barlow & White, 

1998; Bychkov et al., 1999; Barlow et al., 2000; Busse et al., 2002). Apesar de 

muitos trabalhos apontarem para a existência deste fator, muita controvérsia ainda 

existe sobre a identidade do EDHF, variando consideravelmente em relação a 
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espécie animal, bem como ao leito vascular estudado (Feletou & Vanhoutte, 1999; 

Katusic, 2002; Busse et al., 2002). 

Diante dessas prerrogativas adotando-se de forma clássica que a eNOS seria 

a enzima responsável por uma maior contribuição na produção do NO, nosso grupo 

demonstrou recentemente que além da produção de NO, a nNOS é responsável 

pela produção do H2O2 que contribui de forma bastante significativa com o 

vasorrelaxamento, dependente do endotélio, na aorta de camundongos (Capettini et 

al, 2008; Capettini et al, 2010). Com base nesses achados foi sugerido que o 

peróxido de hidrôgenio poderia ser um EDRF em vasos de condutância visto que o 

nosso grupo já havia sugerido de maneira indireta que o H2O2 pode ser um 

importante mediador no relaxamento induzido pela acetilcolina em aorta de 

camundongos (Rabelo et al., 2003).  

1.4. Química de xantonas. 

O termo xantona deriva do grego xanthos, que significa amarelo (Roberts, 

1961). Por definição Xantonas são uma classe de compostos heterocíclicos 

contendo oxigênio, com uma coloração amarela e todos eles têm dibenzo-γ-pirona 

como a base esqueleto. Na natureza existe um número extremamente grande de 

seus derivados oxigenados, os quais são de cor amarela, que têm sido isolados a 

partir de uma variedade de fontes naturais (plantas superiores, fungos e líquenes). 

(Figura 3) 

 

Figura 3. Representação do esqueleto base das xantonas. 



 Mecanismos da atividade vasodilatadora de xantonas 24 

Gradualmente as xantonas despertaram grande interesse devido à sua 

importância taxonômica em algumas famílias (Mandal et al., 1992), bem como por 

causa das diversas e interessantes propriedades farmacológicas. 

Em 1961, Roberts percebeu que as xantonas eram isoladas principalmente 

de, fungos, líquens e de apenas três grandes famílias (Gentianaceae, Guttiferae e 

Anacardiaceae). Mandal et al. (1992), no entanto, em sua revisão, listaram pelo 

menos 20 famílias de plantas onde já haviam sido encontrados um potencial para 

produzir xantonas.  

As vias de biossíntese para as xantonas em plantas foram amplamente 

estudadas por muitos autores in vivo (Fujita e Inoue, 1980) e in vitro com 

marcadores químicos específicos (Locksley e Murray, 1970; Gupta e Lewis, 1971). 

Inicialmente o que foi feito foi uma tentativa de se inter-relacionar os padrões de 

oxigênio observados nas xantonas naturais e correlacioná-las com padrões de 

oxigenação reconhecidos em outras substâncias. Tais trabalhos demonstraram que 

dois processos estão envolvidos na biossíntese de xantonas. Basicamente o 

primeiro processo consiste em uma rota baseada no acetato polimalônico e o outro 

processo seria um caminho misto de acetato chiquimato (Locksley e Murray, 1970; 

Gupta e Lewis, 1971). 

Um dos principais fatores associados às xantonas que determinam seus 

possíveis efeitos biológicos é sua diversidade. São descritas pela literatura algumas 

subclassificações que variam de acordo com os radicais associados a estrutura 

básica das xantonas (Noungoue, 2006). As xantonas oxigenadas simples são 

subdivididas de acordo com o grau de oxigenação do esqueleto base: mono-

oxigenadas, di-oxigenadas, tri-oxigenadas, tetra-oxigenadas, penta-oxigenadas e 

hexa-oxigenadas. Existem ainda as xantonas glicosiladas, preniladas, 

xantoliginóides e as xantonas mistas (Noungoue, 2006). 

Com base nessa classificação geral e com trabalhos já descritos na literatura, 

fica evidenciado que quaisquer alterações estruturais nas xantonas determinam a 

sua potência e variação de efeitos em diversos ensaios biológicos. Diversos grupos 

de pesquisa vêm investigando cientificamente a real eficácia de produtos naturais 

como agentes terapêuticos. As xantonas apresentam importantes atividades sobre o 
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sistema cardiovascular. Mesmo com o crescente número de publicações sobre as 

xantonas, há uma deficiência na descrição e elucidação dos mecanismos pelos 

quais elas exercem suas atividades biológicas. Em especial a sua atividade 

vasorrelaxante, antioxidante e ativadores da nNOS (Câmara et al, 2010; Capettini et 

al., 2009), tem se mostrado extremamente interessantes devido ao potencial uso 

para tratamento de distúrbios no sistema cardiovascular.  

1.5. Xantonas como possível terapêutica para doenças cardiovasculares. 

As doenças cardiovasculares constituem um grave problema de saúde 

pública. Dos problemas cardiovasculares, a hipertensão arterial, caracterizada 

principalmente por níveis tensionais persistentes acima de 140/90 mmHg (Owens et 

al., 2004) é a mais comum doença cardiovascular atingindo cerca de 23,3% da 

população brasileira (MS, 2010). Em todo o mundo, estima-se que a hipertensão 

arterial é responsável pela morte de 7 milhões de pessoas a cada ano (Chobanian et 

al., 2003). A pressão arterial elevada provoca alterações patológicas nos vasos 

sanguíneos (Owens et al., 2004; Mulvany, 2003) e hipertrofia do ventrículo esquerdo 

(Folkow, 1982). Como consequência, a hipertensão é a principal causa de acidentes 

vasculares cerebrais (Frohlich, 2001; Sacco et al., 1998), leva a doenças das 

artérias coronárias como infarto do miocárdio e morte cardíaca súbita (Frohlich, 

2001; Bradberry, 2004) e é o principal contribuinte para insuficiência cardíaca 

(Frohlich, 2001), insuficiência renal (Luft, 2004; Frohlich, 2001) e aneurisma 

dissecante da aorta (Westaby, 1995). Outros problemas associados são a 

aterosclerose e problemas morfológicos secundários como os processos de 

reestenose. 

Produtos de origem vegetal têm sido utilizados há muitos séculos na medicina 

popular em todo o mundo com fins terapêuticos. Entretanto, ao contrário da maioria 

das drogas sintéticas, há pouca informação sobre os mecanismos de ação pelos 

quais a maior parte dos produtos naturais exerce seus efeitos biológicos. Há uma 

grande variedade de efeitos biológicos de produtos naturais tais como anti-

inflamatórios, hipoglicemiantes, hipotensores, vasodilatadores, antitumorais, dentre 

outros. Em especial, os efeitos cardiovasculares de produtos de origem natural têm 

sido extensivamente estudados (Lin et al., 1996a, b, c, Lin et al., 2005,Saraiva et al., 

2003; Saraiva et al., 2002a; Saraiva et al., 2002b, Marona, 1998;. Marona et al, 
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1998). No entanto, poucos estudos investigam os mecanismos celulares e 

moleculares envolvidos nos efeitos farmacológicos de produtos naturais, limitando, 

dessa forma, o seu uso na terapêutica.  

A flora brasileira é uma fonte inesgotável de produtos naturais com grande 

potencial para a utilização como fitofármacos. Neste contexto, estudos que visam a 

compreensão do mecanismo de ação de produtos derivados de plantas, têm 

importância incontestável. As plantas medicinais apresentam, em geral, uma grande 

variedade de moléculas incluindo polifenóis, compostos nitrogenados, vitaminas, 

terpenos, taninos e muitos outros metabólitos bioativos. Vários estudos 

epidemiológicos sugerem que o consumo dietético de polifenóis é eficaz na 

prevenção de doenças cardiovasculares (Burton-Freeman et al., 2010; Mulvihill e 

Huff, 2010; Schini-Kerth et al., 2010; Vita, 2005). Em países europeus como a 

França, pesquisas com polifenóis presentes no vinho tinto vêm apontando novos 

alvos celulares envolvendo complexas vias de sinalização sensíveis a variações nos 

estados de oxidação celular. Apesar de décadas de pesquisas com estes 

compostos, pouco se sabe sobre os reais mecanismos envolvidos nos efeitos 

vasculo-protetores dos polifenóis. 

Produtos naturais, bem como seus análogos ou derivados, representam hoje 

mais de 50% de todas as drogas em uso clínico no mundo. Estimativas da 

Organização Mundial de Saúde sugerem que aproximadamente 80% da população 

dos países em desenvolvimento recorrem à medicina popular, baseada na utilização 

de plantas nativas, para a resolução de pequenos problemas diários de saúde. Além 

disso, mais de 800 medicamentos da medicina tradicional no mundo utilizam, em 

sua base, extratos brutos de vegetais. Estes dados refletem-se em 

aproximadamente 4 bilhões de pessoas no mundo recorrendo aos benefícios dos 

produtos naturais com fins terapêuticos.  

Dentre todos os polifenóis, os flavonóides têm sido extensivamente 

estudados. Os principais benefícios cardiovasculares dos flavonóides são, em 

grande parte, resultado do seu efeito vasodilatador. Os efeitos vasodilatadores dos 

flavonóides são comumente associados a uma ativação da produção endotelial de 

NO, hiperpolarização direta ou bloqueio dos canais para cálcio no músculo liso 

vascular (Bernatova et al., 2002; Lemos et al., 1999; Parks e Booyse, 2002; 
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Rezende et al., 2004; Trigueiro et al., 2000; Vita, 2005). Entretanto, estudos têm 

apontado diversos efeitos benéficos de outros polifenóis menos conhecidos como as 

xantonas (Kondo et al., 2009; Marona et al., 2008; Wang et al., 2002; Wang et al., 

2007; 2008). 

Xantonas são polifenóis de baixo peso molecular comumente encontradas em 

abundância em várias plantas utilizadas na medicina oriental e na medicina popular 

brasileira para o tratamento de desordens cardiovasculares, inflamatórias e como 

anti-tumorais (Lin et al, 1996b;. Liu et al., 1997; Librowski et al., 2005; Lin et al., 

1996ª; Marona, 1998;. Marona et al, 1998). As xantonas são moléculas de reserva 

energética vegetal e conferem parte da coloração amarelada de algumas plantas. 

São amplamente encontradas em plantas de clima tropical e úmido como o 

mangostin, o damasco-do-pará, o gengibre selvagem, o tamaquaré grande e o ipê, 

dentre muitas outras.  

Recentemente, os promissores resultados obtidos com xantonas de origem 

natural e seus derivados sintéticos sobre o sistema cardiovascular têm despertado 

interesse da comunidade científica. Já foram descritos alguns efeitos 

cardioprotetores em modelos de isquemia e reperfusão cardíaca in vitro e em cultura 

de cardiomiócitos (Dai et al., 2004; Marona et al., 2008), além de efeito hipotensor e 

bradicárdico (Chen et al., 1993). Importantes efeitos sobre redução dos níveis de 

creatina cinase (CK) e de lactato desidrogenase (LDH) séricos pós-isquemia e 

reperfusão cardíaca, relacionando-se diretamente com a redução da área de infarto 

também foram observados para algumas xantonas (Jiang et al., 2002; Shen et al., 

2000). 

Os efeitos vasodilatadores de várias xantonas têm sido avaliados em aortas 

de ratos (Chen et al., 1993; Wang et al., 2002). Os mecanismos envolvidos nestes 

efeitos são diversos e podem ser associados a uma série de variáveis, mas, 

principalmente, a diversidade dos radicais ligados ao esqueleto xantônico e a sua 

polaridade. Grande parte dos efeitos vasodilatadores descritos são independentes 

de endotélio e gerados por bloqueio do influxo de Ca2+ (Andreu et al., 2005; Camara 

et al., 2010; Chen et al., 1993; Rampa et al., 1995; Wang et al., 2007) ou por 

aumento nos níveis de monofosfato cíclico de adenosina (AMPc) (Cheng e Kang, 

1997). Por outro lado, alguns trabalhos relatam efeito vasodilatador dependente de 
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endotélio inibido na presença do L-NAME (Wang et al., 2008). Além disso, as 

xantonas atuam como agentes protetores da camada endotelial contra injúrias 

provocadas por citocinas inflamatórias como o TNF-α e pela LDL oxidada (Dai et al., 

2004; Franklin et al., 2009; Marona et al., 2008; Wang et al., 2002; Wang et al., 

2008).  

Em vasos de resistência, nosso grupo de pesquisa mostrou um efeito 

vasodilatador independente de endotélio e mediado pelo bloqueio de canais para 

Ca2+ no músculo liso vascular pela euxantona (Camara et al., 2010). Além disso, um 

screening inicial realizado pelo nosso grupo com diferentes tipos de xantonas 

demonstrou o efeito vasodilatador e antioxidante na aorta de camundongo (Capettini 

et al., 2009). Nosso grupo, além de vários outros grupos de pesquisa, sugerem que 

o grau de oxigenação do esqueleto xantônico, bem como a posição destes radicais 

oxigenados, alteram de maneira importante os efeitos biológicos das xantonas. 

Desta forma, pequenas modificações na estrutura básica das xantonas podem 

representar uma importante ferramenta para atuação em alvos moleculares 

específicos em várias patologias.  

Recentemente o 9-hydroxi-xanteno (xantidrol), um produto da reação de 

redução da xantona base (9-xantenona) despertou o interesse do grupo quanto ao 

seu potencial uso como agente vasodilatador e hipotensor, devido às suas 

características químicas semelhantes à xantona e aos xantenos derivados. 

Comumente o xantidrol é utilizado como ferramenta na determinação dos níveis da 

uréia no sangue (Cole, 1931; Barrett e Jones, 1932; Lee e Widdowson, 1937). 

Contudo, não há relatos de atividade biológica do xantidrol.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivos gerais.  

Com base em um screening preliminar realizado com 10 xantonas foram 

selecionadas 4 xantonas (9 – xantenona, 4–OH-xantona, 4 – OMe-xantona, bem 

como o derivado xantônico, xantidrol) que se mostraram mais promissores. Portanto, 

o objetivo geral deste trabalho foi avaliar os mecanismos envolvidos no efeito 

vasodilatador.destas 4 xantonas. 

2.2. Objetivos específicos. 

 Avaliar a participação do endotélio e dos mediadores liberados por ele (NO, 

H2O2), na resposta vasodilatadora das xantonas. 

 Avaliar a participação de segundos mensageiros como a Src/PI3K/AKT, cálcio 

calmodulina kinase II (CaMKII), fosfatases (PP1 e PP2) na resposta 

vasodilatadora das xantonas. 

 Avaliar a participação dos canais para Ca+2 e K+ na resposta vasodilatadora 

das xantonas. 

 Avaliar dos efeitos das xantonas e do xantidrol sobre a [Ca2+]i nas células 

musculares lisas vasculares. 

 Avaliar a fosforilação dos sítios de ativação da eNOS (Ser1177) e nNOS 

(Ser852) induzida pelo xantidrol. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Animais. 

Neste estudo foram utilizados camundongos C57BL/6J, com idade entre 12 a 

14 semanas, obtidos do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciências Biológicas 

(CEBIO) – ICB/UFMG. Os camundongos, foram mantidos em gaiolas coletivas, em 

ambiente com ciclos de luminosidade de 12 horas (7:00 às 19:00h) com temperatura 

variando entre 25 ± 2,0 °C com livre acesso à ração e água. Todos os 

procedimentos experimentais foram realizados conforme o projeto número: 0076/12 

aprovado junto ao Comitê de ética de Experimentação Animal da UFMG. 

3.2. Xantonas. 

A 4-OH-xantona (4-hidroxi-xantona) e a 4-OMe-xantona (4-metoxi-xantona) 

(Figura 1), foram purificadas e identificadas pelos professores Tanus Jorge Nagem 

(UFOP) e Marcelo Henrique dos Santos da UNIFAL A xanthona base (9-xantenona) 

e o xantidrol foram obtidas junto a Sigma-Aldrich®. As xantonas e o xantidrol foram 

solubilizados sempre antes dos experimentos em cremophor e água. A quantidade 

de cremophor utilizada foi de no máximo duas gotas. 
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Figura 4. Estrutura química das xantonas (A) 9-xantenona, (B) Xantidrol (9-hidroxi-
xanteno), (C) 4-OH-xantona (4-hidroxi-xantona), (D) 4-OMe-xantona (4-metoxi-
antona). 

3.3. Reatividade Vascular. 

Os experimentos de reatividade vascular em sistema de órgãos isolados 

foram realizados como descritos previamente pelo nosso grupo (Capettini et al., 

2008; Capettini et al., 2010). Foi utilizado um modelo de vaso de condutância (aorta). 

Os animais foram eutanasiados por decapitação, a aorta torácica foi removida 

de forma cuidadosa e posteriormente transferida para uma placa de Petri com 

solução de Krebs-Henseileit (NaCl 118 mM; KCl 4,7 mM; NaHCO3 25 mM; 

CaCl2.2H2O 2,5 mM; glicose 11 mM; KH2PO4 1,2 mM; MgSO4.7H2O 1,2 mM; Merck® 

Alemanha) a baixa temperatura, para remoção de excessos de tecido adiposo e 

conjuntivo. A aorta foi seccionada em anéis de 2 a 3 mm de comprimento. Duas 

hastes metálicas triangulares foram introduzidas através do lúmen do vaso de forma 

cuidadosa. Posteriormente os anéis foram transferidos para cubas de vidro com 
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volume de 10 mL, contendo solução de Krebs-Henseileit, aerada continuamente com 

carbogênio (95% de O2 e 5% de CO2; White Martins®, Brasil), a uma temperatura de 

37 ± 1 ºC. Uma das hastes foi presa à parede da cuba, e a outra acoplada a um 

transdutor de tensão isométrica. Foi aplicada uma tensão basal de 0,5 g aos anéis, a 

fim de simular a pressão no qual ele era submetido fisiologicamente. Durante a 

primeira hora, a tensão foi constantemente reajustada até obter completa 

estabilização. Neste período, a solução nutridora foi trocada em intervalos fixos de 

15 minutos, a fim de garantir nutrientes aos anéis e evitar o acúmulo de metabólitos. 

Após o período de estabilização, os anéis foram pré - contraídos com fenilefrina 

(Fenilefrina; 0,3µM; Sigma®,USA). Após a contração, os vasos foram estimulados 

com acetilcolina (Acetilcolina; 10µM; Sigma®, USA) e seu relaxamento observado. 

Os vasos que relaxaram mais de 80% foram considerados como contendo endotélio 

funcional e considerados viáveis para os experimentos. Quando necessário, o 

endotélio vascular foi removido mecanicamente, por fricção. A ausência de endotélio 

foi confirmada pela ausência de resposta relaxante na presença de acetilcolina Após 

o teste, os anéis de aorta foram novamente lavados por um período de 30 minutos e, 

ao término desse período, curvas concentração-resposta cumulativas foram 

realizadas para as xantonas na presença ou ausência de diversas drogas para 

avaliação dos mecanismos envolvidos na resposta vasorrelaxante. A concentração 

efetiva de 50 % (CE50) foi calculada com base nas curvas concentração-resposta. O 

registro das tensões foi feito através de transdutores isométricos (Modelo Force 10g, 

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 analógico-digital (Modelo DI720; Dataq Inc. 

USA). Para registro foi utilizado o programa Windaq (Datacq, Inc., USA) para 

aquisição e análise dos dados experimentais. 

3.4. Medidas simultâneas de reatividade vascular e liberação de NO 

Simultaneamente aos experimentos de reatividade vascular, foi avaliada a 

produção de NO pela utilização de microsensores de carbono colocados próximos 

aos lumens dos vasos (Capettini et al., 2010). Por esta técnica, foi possível avaliar, 

em tempo real, a produção do NO, paralelo ao relaxamento vascular após a 

aplicação de diversos estímulos.  
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Figura 5. Representação esquemática das medidas simultâneas de NO e H2O2 no 
sistema de banho de órgãos isolados. Os gráficos representam os registros de 
reatividade vascular, dosagem de H2O2 e de NO (de cima para baixo). 

Para tanto foi utilizado o Analisador de Radicais Livres TBR-4000 (World 

Precision Instruments®, USA). Microsensores de carbono (100 μm de diâmetro) 

cobertos com uma membrana hidrofóbica permeável ao NO/HPO (ISO-NOPF-

100/ISO-HPO-100, World Precision Instruments®, USA) acoplados a este analisador 

foram ionizados em solução de Krebs a 37°C, por 1 h. Depois, os microsensores 

foram cuidadosamente introduzidos na cuba e posicionados próximos ao lúmen dos 

anéis de aorta. Após o inicio do experimento a produção de NO foi monitorada 

simultaneamente aos registros de tensão isométrica.  

Foram registrados valores de correntes correspondentes à síntese de NO 

para concentrações cumulativas de xantonas em uma frequência de aquisição de 10 

amostras por segundo, durante todo o experimento, utilizando-se o software 

DataTraxx2® (World Precision Instruments®, USA). A concentração de NO foi 

calculada a partir de uma curva padrão com o doador de NO, SNAP (0,2 a 500 

nmol/L), na presença de CuSO4 0,1mol/L.  
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3.5. Avaliação dos mecanismos envolvidos na resposta vasorrelaxante 

das xantonas. 

3.5.1. Participação do endotélio e da via da NOS na resposta vasorrelaxante 

das xantonas. 

Com a finalidade de estudar a participação do endotélio na resposta 

vasorrelaxante induzida pelas xantonas e xantidrol, curvas concentração-resposta 

foram construídas nas preparações com e sem endotélio funcional e os efeitos 

comparados. Uma vez confirmada a participação do endotélio no efeito 

vasodilatador dos compostos, a via do NO foi avaliada. Os anéis de aorta foram pré-

tratados com N(W)-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 300 µmol), L-Nitro-L-

Arginine (L-NNA, 1 µmol), l-(2-Trifluoromethylphenyl) imidazole (TRIM, 300 µmol) e 

Inhibitor I (5 µM), inibidores da NOS. O L-NAME e o L-NNA são inibidores não-

seletivos da NOS. O TRIM e o Inhibitor I são inibidores seletivos para a nNOS. 

Curvas concentração-resposta cumulativas foram realizadas para as xantonas em 

anéis aórticos pré-contraídos com fenilefrina, na ausência ou presença dos 

inibidores acima. A concentração de fenilefrina utilizada para a construção da curva 

na presença dos inibidores foi ajustada (0,01-0,1 μmol/L) de forma a se obter níveis 

de pré-contração semelhantes aos obtidos na ausência dos inibidores. Os resultados 

obtidos foram comparados com as respostas vasorrelaxantes na ausência das 

drogas supracitadas.  

3.5.2. Participação do peróxido de hidrogênio (H2O2) endógeno na resposta 

vasorrelaxante de xantonas. 

Para avaliar a participação do H2O2 endógeno sobre o efeito vasodilatador 

induzido pelos compostos, os anéis de aorta foram incubados com catalase, enzima 

que degrada o H2O2 em H2O e O2, por 20 minutos (2400 UI/mL; Sigma®, USA). 

Após esse período, os vasos foram pré-contraídos com fenilefrina (0,1 µM) e em 

seguida, foram construídas curvas concentração-resposta cumulativas para as 

xantonas. As respostas obtidas foram comparadas com as curvas cumulativas 

controle, obtidas na ausência da enzima. 

3.5.3. Avaliação do efeito das xantonas sobre os canais para potássio e para 

cálcio. 
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Os canais para potássio são extremamente importantes no controle do tônus 

vascular e substâncias que ativam estes tipos de canais podem causar 

vasodilatação (Jackson, 2000). Por esta razão, foi estudada a participação dos 

compostos como ativadores destes tipos de canais. O efeito vasodilatador das 

xantonas foi avaliado na presença e ausência do bloqueador de canais de potássio, 

tetraetilamoniun (TEA, 10mM). O efeito dos compostos sobre os canais para cálcio 

foi avaliado em vasos pré-contraídos com KCl (50mM).  

3.5.4. Avaliação do efeito das xantonas sobre as vias de SRC/PI3K/AKT, 

CaMKII e fosfatases. 

Para a avaliação da participação das vias das fosfatases, kinases e 

Src/PI3K/AKT no efeito vasodilatador dos compostos, os anéis de aorta foram pré-

tratados com o inibidor 4 (inibidor da AKT), LY294002 (20 µmol·L−1; inibidor da 

PI3K), Ciclosporina A (1µM; inibidor das fosfatases PP1 e PP2) e Caliculina A 

(10nM; inibidor de PP2) e o KN-93 (1µM; inibidor da CaKMII).  

3.5.5. Técnica de antisense oligodesoxinucleotídeos (AS-ODN) in vivo para 

redução da expressão protéica de eNOS e nNOS (eNOS e nNOS knockdown). 

Visando confirmar a participação da nNOS e da eNOS na resposta 

vasodilatadora do xantidrol, a técnica de AS-ODN foi utilizada com a finalidade de se 

obter uma redução aguda da expressão proteica da eNOS ou da nNOS. Para tal, 

foram utilizadas sequências de 19 bases marcadas com fosforotiolato para se evitar 

a degradação por nucleases endógenas. Foram utilizadas as seguintes sequências: 

5'-CTC TTC AAG TTG CCC ATG T-3' para eNOS e 5'-AAC GTG TGC TCT TCC 

ATG G-3' para nNOS (Genbank NM 008713 e NM 008712). As sequências de AS-

ODN foram obtidas da Eurogentech North America Inc (San Diego, CA, USA). Foi 

utilizada como controle uma sequência similar às sequências anteriormente 

descritas, porém não efetivas para interferir na síntese proteica denominada 

mismatch ODN (MM-ODN) com a seguinte composição: 5'-GTC TTG AAC TTC CCG 

ATC T-3'. 

As sequências AS-ODN (para eNOS ou nNOS) ou MM-ODN foram 

dissolvidas em salina (NaCl 0,9%) estéril para uma concentração de 1nmol/100μL. 

Os animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina (100 mg/mL) e 
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xilazina (20 mg/mL) 1:4 (v:v) e foram administrados 2 nmoles do AS-ODN ou MM-

ODN por via intra-venosa, através da veia peniana. O tempo de administração para 

as sequências de AS-ODN (para eNOS ou nNOS) foram 24 hs e 48 hs, 

respectivamente. Curvas concentração-resposta cumulativas para a acetilcolina e 

para o xantidrol, foram realizadas e comparadas com curvas controles.  

3.6. Efeito das xantonas e do xantidrol sobre a [Ca2+]i de cálcio nas 

células musculares lisas vasculares. 

Com o objetivo de avaliar o efeito dos compostos sobre a [Ca2+]i, foi utilizada 

a sonda fluorescente para cálcio Fluo-4AM (Invitrogen). As aortas foram isoladas e 

mantidas em solução de Hanks (pH 7,4; 37 °C): (mmol/L): NaCl 145,0; KCl 5,0; 

MgCl2 1,0; CaCl2 1,6; NaH2PO4 0,5; Glicose 10,0; Hepes 10,0. Com o auxílio de um 

estéromicroscópio e bisturi foram cortados anéis de aproximadamente 150 µm de 

espessura. Estes anéis foram colocados em lamínulas para microscopia confocal 

(25 mm de diâmetro) pré-tratadas com solução de poli-L-lisina, mantidas em câmara 

úmida a 37°C, sob aeração com mistura carbogênica, por cerca de 15 minutos para 

fixação. Posteriormente, foi adicionado Fluo 4-AM (10 µmol/L, diluído em Hanks) e 

os vasos mantidos nas condições acima, por mais 30 minutos. Após a incubação, o 

excesso da sonda foi removido lavando-se cuidadosamente com Hanks. As 

preparações controles e pré-tratadas com as xantonas por 10 min, foram 

estimuladas com KCl.  

Utilizando um laser de argônio, o Fluo 4-AM foi excitado em 488 nm e a 

emissão foi medida em 510 nm, utilizando um microscópio confocal (Zeiss 510 

META, CAPI- ICB/UFMG). Foi utilizada a objetiva de imersão em óleo (63x) e as 

imagens foram capturadas a cada 15 segundos durante 600 segundos a 400 Hz, 

512x512 pixels. O programa ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, 

USA) foi utilizado para analisar as imagens geradas pelas células selecionadas 

(regiões de interesse) da muscular. A fluorescência basal, antes do estímulo foi 

considerado como o F0  e F como fluorescência final após o estímulo, obtendo-se (F 

- F0 / F) x 100 e por fim uma média da porcentagem de aumento de fluorescência. 

3.7. Efeito do xantidrol sobre a produção de H2O2 nas células endoteliais. 
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Com o objetivo de avaliar se a produção de H2O2 em estímulo ao xantidrol era 

endotelial, foi utilizada a microscopia de epifluorescência. Para tanto, segmentos de 

aorta de 2-3mm foram abertos longitudinalmente e fixados a uma membrana de 

nitrocelulose pela face adventícia, sempre na presença de solução de Krebs-

HEPES. Os segmentos foram incubados com 5 μmol/L da sonda fluorescente 

intracelular para o H2O2, 2’,7-dichlorodihydro-fluorescein diacetate (DCF-DA; 

Calbiochem, San Diego, CA, USA), por 30 minutos à temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz. Após duas lavagens com solução de Krebs-HEPES para remoção do 

excesso de sonda do meio extracelular, a face endotelial das preparações foi 

analisada em um microscópio de epifluorescência (Nikon Eclipse TI, Tokyo, Japão). 

A sonda foi excitada a 480 nm com uma lâmpada de xenônio e a emissão de 

fluorescência foi filtrada a 490-530nm. As imagens foram obtidas a partir da 

estimulação em um sistema de perfusão contínua (3 µl/s), onde o xantidrol ou 

acetilcolina era diluído em solução de Krebs-HEPES. A aquisição de dados foi 

realizada na modalidade de time-course durante 600 segundos com imagens 

adquiridas a cada 15 segundos. A intensidade relativa de fluorescência foi calculada 

a partir das imagens obtidas antes e após a estimulação com o xantidrol ou 

acetilcolina usando uma câmera digital e o software NIS Elements (Nikon, Tokyo, 

Japão). O programa ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) foi 

utilizado para analisar as imagens geradas. Foram selecionadas células (regiões de 

interesse) na camada endotelial. Foi considerado F0 como fluorescência basal antes 

do estímulo, F como fluorescência final após o estímulo, obtendo-se (F - F0 / F) x 

100 e por fim uma média da porcentagem de aumento de fluorescência. 

Posteriormente os dados foram tratados e plotadas o delta da área sob a curva. 

Para todos os experimentos foi utilizado como controle acetilcolina (100 μmol/L). 

3.8. Efeito do xantidrol sobre a produção de NO nas células endoteliais. 

A produção de NO pela camada de células endoteliais foi realizada pela 

técnica de microscopia de epifluorescência, como descrito, acima, para a dosagem 

de H2O2.. Foram utilizados 10 μmol/L da sonda fluorescente para o NO, 4-amino,5-

methylamino-2’,7’-difluorescein diacetate (DAF-FM DA). As imagens foram obtidas 

segundo descrito previamente para a dosagem de H2O2. A intensidade relativa de 

fluorescência foi calculada a partir das imagens obtidas antes e após o estímulo com 
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xantidrol e acetilcolina, usando uma câmera digital Optronics modelo DEI- 470 e o 

software ImageJ 1,42q (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). 

3.9. Western-blot. 

A técnica de Western blot para análise da expressão das proteínas foi 

executada segundo padrões previamente estabelecidos em nosso grupo (Capettini 

et al, 2011). A aorta torácica foi removida de forma cuidadosa e posteriormente 

transferida para uma placa de Petri com solução de Krebs-Henseileit (NaCl 118 mM; 

KCl 4,7 mM; NaHCO3 25 mM; CaCl2.2H2O 2,5 mM; glicose 11 mM; KH2PO4 1,2 mM; 

MgSO4.7H2O 1,2 mM; Merck® Alemanha) a baixa temperatura, para remoção de 

excessos de tecido adiposo e conjuntivo. A aorta foi cortada em anéis de 2 a 3 mm 

de comprimento. Posteriormente os anéis de aorta foram transferidos para tubos tipo 

ependorff contendo 1ml de solução de Krebs aerada por mistura carbogênica e 

aquecida por um sistema de banho seco a 37ºC. Feito uma distribuição aleatória dos 

anéis buscando diminuir interferências individuais de cada animal nos experimentos, 

foi realizado um estímulo com acetilcolina (para fins de controle) e xanthydrol nos 

tempos 0, 2, 5, 15 e 20 minutos. Posteriormente ao estimulo a solução foi removida 

e os anéis congelados em nitrogênio líquido. Os tecidos congelados a -80°C foram 

homogeneizados em homogeneizador de tecidos tipo turrax (Marconi®, Brasil) em 

presença de tampão de lise (NaCl 150 mmol/L; Tris 50 mmol/L; EDTA.2Na 5 mmol/L; 

MgCl2 1 mmol/L) acrescido de 0,3% de Triton X-100, 0,5% de SDS e de cocktail de 

inibidores de proteases (SigmaFast®, Sigma). Os tecidos foram homogeneizados a 

uma proporção de 25 mg de tecido para 100 μl de tampão de lise enriquecido com o 

cocktail de inibidores de proteases. Após o processamento, as amostras foram 

centrifugadas a 8.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi aliquotado e 

congelado a -80ºC para posterior utilização. A quantidade de proteínas das amostras 

foi mensurada de acordo com o método descrito por Bradford et al. (Bradford et al., 

1976). 

As amostras foram diluídas em tampão da amostra (4X tris HCl/SDS pH=6.8, 

3% Glycerol, 1% SDS, 0.6% b-mercaptoetanol, Azul de Bromofenol) e aquecidas a 

98°C por 5 minutos. Para separação, foram aplicados 50 μg de proteína em gel de 

SDS-PAGE (sodium dodecyl (lauryl) sulfate-poliacrilamida) a 7,5%. 

Após serem separadas no gel de poliacrilamida, as proteínas foram 

transferidas para uma membrana de PVDF (Millipore®, USA) com poro de 0,45 μm. 
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A qualidade da transferência foi monitorada através da coloração da membrana com 

solução de Ponceau 0,3%. A membrana foi, então, lavada em água destilada e 

colocada por 1 hora em solução de bloqueio (TBS-Tween 0,1% mais 3% de 

albumina). Após o bloqueio, a membrana foi incubada overnight em câmara fria (6-

8ºC), com o anticorpo primário específico diluído em 3% de albumina em TBS-

Tween. Os seguintes anticorpos primários foram utilizados: anti-nNOS (1:1000; 

policlonal feito em coelho; Santa Cruz Biotechnology Inc - Santa Cruz, CA, EUA), 

anti-eNOS (1:2000; policlonal feito em coelho; Santa Cruz Biotechnology Inc - Santa 

Cruz, CA, EUA), anti β-actina (1:3000; monoclonal feito em camundongo; 

Millipore®). Em seguida, a membrana foi lavada com TBS contendo 0.3 % de Tween 

20 (TBS-T) por 5 minutos (por três vezes) e incubada por duas horas com o 

anticorpo secundário conjugado a peroxidase (HRP) (1:5000, anti-goat IgG-HRP e 

anti-rabbit IgG-HRP, Sigma, St. Louis, MO) diluído em 1% de albumina em TBS-

Tween. Após o período de incubação a membrana foi novamente lavada em TBS-T 

(5 minutos por três vezes). As bandas proteicas foram detectadas por uma reação 

de quimioluminescência (kit ECL plus – Amersham Biosciences do Brasil Ltda) e a 

intensidade das mesmas foi avaliada por análise densitométrica através do software 

ImageJ 1.40g. 

Para a avaliação do grau de fosforilação das NOS as amostras que foram 

coletadas, processadas, separadas por eletroforese e transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose passaram pelo mesmo crivo da metodologia descrita 

anteriormente para o Western blot das isoformas não fosforiladas. Entretanto, para 

se evitar a desfosforilação dos resíduos de aminoácidos avaliados, foram acrescidos 

ao tampão de lise inibidores de fosfatase (NaF 20mM; Na3VO4 0,1mM). Após os 

procedimentos de bloqueio padrão, foram utilizados os seguintes anticorpos: anti-

phospho-eNOS-Ser1177 (1:1000; policlonal feito em cabra; Santa Cruz 

Biotechnology Inc - Santa Cruz, CA, EUA), anti-phospho-eNOS-Thr495 (1:1000; 

policlonal feito em cabra; Santa Cruz Biotechnology Inc - Santa Cruz, CA, EUA) e 

anti-phospho-nNOS-Ser852 (1:1000; policlonal feito em coelho; Santa Cruz 

Biotechnology Inc - Santa Cruz, CA, EUA). Os valores das intensidades das bandas 

obtidos foram normalizados pelos valores das análises das isoformas totais de cada 

amostra.  

Para todos os experimentos foram utilizados o sistema Mini Protean III-

Tetracell e Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (BIORAD, CA, USA). 
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3.10. Análises estatísticas e expressão dos resultados 

Os cálculos e análises estatísticas foram realizados utilizando-se o programa 

Graph Pad Prism 4.0. Os dados de relaxamento vascular foram representados como 

o percentual de redução da contração em reposta a fenilefrina. As curvas 

concentração-resposta cumulativas foram analisadas ponto-a-ponto através do 

método two-way ANOVA para medidas repetidas, seguidas de testes de 

comparação do tipo BONFERRONI. Os valores de pEC50 foram determinados 

através de regressão não-linear das curvas concentração-resposta obtidas nos 

experimentos, representando a concentração da droga que produziu 50% de 

relaxamento da contração máxima induzida pela fenilefrina e o Emáx foi a 

concentração da droga que produziu a resposta máxima de relaxamento. Os valores 

de pEC50 foram expressos como logarítimo. Os dados de Western blot foram 

expressos como media ± EPM dos valores obtidos para cada amostra, normalizados 

pelos resultados de NOS total de cada amostra. As imagens de microscopia de 

fluorescência foram analisadas de acordo com a intensidade de fluorescência por 

área. Os resultados expressos por gráficos de barras foram comparados pelos 

testes t de Student ou pelo método one-way ANOVA. Todos os resultados foram 

expressos como média ± EPM e considerados significativos os valores de p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Efeito vasodilatador da a 9-xantenona, a 4-OH-xantona e 4-OMe-

xantona. 

Conforme mostra a Figura 6, a 9-xantenona, a 4-OH-xantona e a 4-OMe-

xantona apresentaram efeito vasodilatador de maneira concentração-dependente 

(0,3 a 300 μmol/L). A tabela 1 mostra os valores de pEC50 e Emáx para cada uma 

delas. A adição da metoxila e da hidroxila na posição quatro do esqueleto xantônico 

aumentou a resposta de relaxamento máximo em relação a 9-xantenona (Ver Tabela 

1). A remoção do endotélio, diminuiu o efeito vasodilatador da 4-OMe-xantona, mas 

não alterou o efeito das demais (Figura 6). 

Tabela 1. Determinação do pEC50 e do Emáx para as diferentes xantonas e para o 
seu controle positivo, a acetilcolina *** P<0,001. 

Xantona pEC50 Emáx (%) 

9-xantenona 5,013 ± 0,01 46,3 ± 2,95% 

4-OH xantona 4,805 ± 0,06 ***102,5 ± 11,37% 

4-OMe xantona 5,159 ± 0,058 ***95,3 ± 3,29% 

 

Figura 6. Efeito vasodilatador da (A) 4-OH-xantona, (B) 9-xantenona e (C) 4-OMe-
xantona na presença (E+) e na ausência de endotélio (E-) em anéis de aorta pré-
contraídos com fenilefrina. Os dados são apresentados como média ± EPM *** P 
<0,001; (n=5). 
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Nos vasos desprovidos de endotélio funcional, pré-contraídos com KCl (50 

mM) a 4-OH-xantona foi capaz de induzir uma resposta vasodilatadora, semelhante 

ao observado em vasos pré-contraídos com fenilefrina (Figura 7A). A 9-xantenona 

também produziu uma resposta semelhante (Figura 7B). No entanto, a resposta 

vasodilatadora independente do endotélio para a 4-OMe-xantona foi abolida (Figura 

7C). 

 

Figura 7. Efeito vasodilatador da 4-OH-xantona (A), 9-xantenona (B) e 4-OMe-
xantona (C) nos vasos desprovidos de endotélio funcional pré-contraídos com KCl 
(50 mmol.L-1) ou fenilefrina. Os dados são apresentados como média ± EPM.; *** P 
<0,001; (n=5). 

A ausência de resposta vasodilatadora para a 4-OMe-xantona em vasos pré-

contraídos com KCl é uma indicação de que poderia haver a participação de canais 

para K+ em seu mecanismo de ação (Nelson, 2001). Para verificar esta hipótese, foi 

utilizado tetraetilamônio (TEA; 10 mmol.L-1), um bloqueador não seletivo para canais 

para K+. Conforme mostra a Figura 8, o TEA foi capaz de bloquear a resposta 

vasodilatadora da 4-OMe-xantona confirmando nossa hipótese (Figura 8). 
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Figura 8. Efeito do tetraetilamônio (TEA; 10 mmol.L-1) sobre o efeito vasodilatador 
da 4-OMe-xantona em anéis de aorta sem endotélio funcional pré-contraídos com 
fenilefrina. Os dados são apresentados como média ± EPM. *** P <0,001; (n=5). 

Visto que o efeito vasodilatador da 4-OMe-xantona era parcialmente 

dependente da presença de endotélio funcional, fomos investigar a participação do 

óxido nítrico (NO). Para isso os anéis de aorta foram pré-incubados com o inibidor 

não seletivo para as óxido nítrico sintases (NOS) o L-NAME. Nesta condição 

experimental, o efeito vasodilatador da 4-OMe-xantona foi diminuído (Figura 9 A) de 

modo semelhante a remoção do endotélio. Corroborando o resultado, por meio da 

técnica de medida de NO em tempo real através de sensores de carbono, foi 

observado que a 4-OMe-xantona promoveu um aumento da produção de NO que foi 

abolido com o L-NAME (Figura 9 B). Usando esta mesma técnica, foi observado que 

esta xantona não produziu nenhuma modificação na produção de H2O2 (dados não 

mostrados). 
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Figura 9. Medida simultânea da resposta vasodilatadora e da produção de NO. (A) 
O L-NAME (300 μmol.L-1) inibiu parcialmente o efeito vasodilatador da 4-OMe-
xantona em vasos com endotélio. (B) A 4-OMe-xantona induziu um aumento 
dependente da concentração na produção de NO, que foi abolido pelo L-NAME. Os 
dados são apresentados como média ± EPM. ***P <0,001; (n=5). 

Dando sequência a determinação do mecanismo de ação vasodilatadora da 

4-OH-xantona e da 9-xantenona, o efeito destas xantonas sobre o aumento da 

[Ca+2]i induzido por KCl foi avaliado. Conforme esperado, o KCl provocou um 

aumento na [Ca+2]i nas células do músculo liso vascular (Figura 10). Tanto a 4-OH-

xantona (100 μmol.L-1), quanto a 9-xantenona (100 μmol.L-1) bloquearam 

completamente o aumento da [Ca+2]i induzida pelo KCl (Figura 10 A e B). Juntos, os 

nossos dados indicam que a 4-OH-xantona e a 9-xantenona, relaxam a aorta de 

camundongo via bloqueio de canais para Ca2+ dependentes de voltagem. 

 

Figura 10. (A) Efeito da 4-OH-xantona (100 μmol.L-1) e (B) da 9-xantenona (100 
μmol.L-1, B) no aumento da concentração intracelular de cálcio induzida por alta 
concentração extracelular de K+ (solução KCL 50 mmol.L-1) em células de músculo 
liso de aorta. Foram analisadas pelo menos 10 células musculares lisas de 5 anéis 
de aorta diferentes. F = fluorescência fluorescência final e F0 = fluorescênciabasal. 
*** p <0,001. 
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4.3. Conclusões parciais 1 

Em conclusão, os resultados apresentados nesta parte do trabalho sugerem 

que a presença de um grupo oxigenado na posição 4, é importante para a indução 

de um efeito vasodilatador máximo, não alterando contudo a potência. A modificação 

de um radical hidroxila por um radical metoxila na posição 4, também não interfere 

na potência, mas modifica o mecanismo de ação vasodilatadora da xantona. O 

mecanismo de ação da 9-xantenona e da 4-OH-xantona se dá, principalmente, 

através do bloqueio de canais para Ca+2 nas células da musculatura lisa vascular. A 

4-OMe-xantona, por sua vez, tem um efeito que é parcialmente dependente da 

produção de NO pelo endotélio. Outra parte do seu efeito se dá pela ativação de 

canais para K+ que estão presentes na musculatura lisa do vaso (Ver anexo 1).  
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4.4. Efeito vasodilatador induzido pelo 9-hidroxi-xanteno (xantidrol). 

O xantidrol induziu efeito vasodilatador de maneira concentração-dependente 

(0,3 a 300 μmol/L), com um pEC50 de 5,4±0,06; e um Emax de 82,0±3,1% A remoção 

do endotélio diminuiu o efeito vasodilatador induzido pelo xantidrol (Figura 11).  

 

Figura 11. Efeito vasodilatador do xantidrol na presença (E+) e na ausência de 
endotélio (E-) em vasos pré-contraídos com fenilefrina. Os dados são apresentados 
como média ±EPM. *** P <0,001; (n=5) 

Visto que o efeito vasodilatador do xantidrol era parcialmente dependente da 

presença de endotélio funcional, fomos investigar a participação do óxido nítrico 

(NO). Para isso, os anéis de aorta foram pré-incubados com  L-NAME. (300 μmol.L-

1) ou L-NNA (1 μmol.L-1). Nesta condição experimental, o efeito vasodilatador do 

xantidrol foi diminuído de um modo semelhante ao observado em anéis desprovidos 

de endotélio funcional (Figura 12 A/B). 
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Figura 12. Efeito do L-NAME (300 μmol/L) e do L-NNA (1 μmol.L-1) sobre o efeito 
vasodilatador do xantidrol em anéis de aorta contendo endotélio funcional pré-
contraídos com fenilefrina. Os dados são apresentados como média ± EPM. *** P 
<0,001; **P<0,01; (n=5). 

Visto que a remoção do endotélio e o bloqueio das NOS foram de igual 

magnitude, fomos investigar o papel das diferentes isoformas de NOS constitutivas. 

Na presença do TRIM (100 μmol.L-1) e do Inibidor I, (5 μmol.L-1), dois inibidores 

seletivos da nNOS (Alderton, 2001), também houve uma diminuição da resposta 

vasodilatadora (Figura 13). Estes dados sugerem a participação da nNOS no efeito 

vasodilatador do xantidrol, mas não descartam a possibilidade da participação da 

eNOS.  

 

Figura 13. Efeito vasodilatador do xantidrol na presença de (A) Inibidor I (5µmol.L-1), 
(B) TRIM (100 µmol.L-1); em vasos pré-contraídos com fenilefrina Os dados são 
apresentados como média ± EPM. *** P <0,001/ **P <0,05. (n=5) 
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Para uma melhor definição de qual (ais) isoforma (s) da NOS participavam do 

efeito vasodilatador do xantidrol, foram feitos experimentos com animais knockdown 

para eNOS e nNOS usando silenciamento por AS-ODN. . Inicialmente construímos 

curvas concentração-resposta para acetilcolina a fim de verificar se o tratamento 

com AS-ODN estava funcionando corretamente em vasos providos de endotélio. 

Fizemos também Western blot para confirmar o funcionamento da técnica. 

 

Figura 14.. Efeito do silenciamento in vivo da nNOS (nNOS-AS; A, C) e da eNOS 
(eNOS-AS; B, D) pela técnica de AS-ODN. Os resultados de expressão protéica 
foram normalizados pelo conteúdo de GAPDH de cada amostra. As imagens das 
bandas são representativas de 4 experimentos diferentes. Os resultados estão 
expressos como média±EPM. MM-ODN: mismatch ODN. ***p<0,001. 

Desta forma, pode-se confirmar que 24 e 48 h após a aplicação das 

sequências de AS-ODN para a eNOS e nNOS, ocorre uma diminuição seletiva de 
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expressão para cada isoforma, bem como uma redução de resposta vasodilatadora 

em resposta a acetilcolina (Figura 14).  

Constatada a eficácia do silenciamento pelo AS-ODN, foram construídas 

curvas para o xantidrol. O silenciamento para a eNOS e nNOS foram capazes de 

inibir de forma significativa a reposta vasodilatadora induzida pelo xantidrol (Figura 

15). Nos animais knockdown para a eNOS, a inibição farmacológica com o inibidor I, 

promoveu uma diminuição adicional do efeito vasodilatador do xantidrol (Figura 15 

A), sugerindo que as duas isoformas participam do efeito vasodilatador do xantidrol. 

Nos animais nNOS knockdown o Inibidor I não produziu nenhuma inibição adicional, 

o que confirma que a nNOS, de fato, não está funcional. No entanto, na presença do 

L-NNA há uma inibição adicional, corroborando nossa hipótese de que, tanto a 

estimulação da eNOS, quanto da nNOS participam do efeito vasodilatador do 

xantidrol.  

 

Figura 15. Efeito do silenciamento da eNOS-AS (A) e da nNOS-AS (B) sobre a 
vasodilatação induzida pelo xantidrol, em anéis de aorta contendo endotélio 
funcional pré-contraídos com fenilefrina. Os dados são apresentados como média ± 
EPM. ***/### P <0,001/** P<0,05; (n=5). 

Sabendo-se que o H2O2 proveniente da nNOS é um importante fator relaxante 

derivado do endotélio decidimos, então, investigar se o a catalase, que degrada o 

H2O2 em H2O + O2, teria algum efeito sobre a atividade vasorrelaxante do xantidrol. 

Conforme mostrado na Figura 16, a catalase promoveu uma diminuição da resposta 

vasorelaxante induzida pelo xantidrol.  
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Figura 16. Efeito da Catalase (2400 UI) sobre a atividade vasorelaxante do xantidrol 
em anéis de aorta com endotélio funcional pré-contraídos com fenilefrina. Os dados 
são apresentados como média ± EPM. *** P <0,001; (n=5). 

Estes resultados sugerem que o mecanismo de ação vasodilatador do 

xantidrol envolve a ativação da nNOS com possível produção de NO e H2O2 nas 

células endoteliais, bem como a ativação da eNOS com consequente produção de 

NO. Para se confirmar a produção endotelial de H2O2 e NO em estímulo ao xantidrol, 

realizamos experimentos de microscopia de fluorescência da camada endotelial 

utilizando as sondas DCF-DA e DAF-FM respectivamente. 

O xantidrol (300 μM) induziu um aumento na produção de NO nas células 

endoteliais, que foi inibido pela pré-incubação com TRIM e L-NNA (Figura 17A). 

Houve também um aumento na produção de H2O2 nas células endoteliais na 

presença do xantidrol que foi inibido pela catalase e pelo TRIM, indicando que a 

nNOS seria a maior responsável pelo aumento de H2O2 (Figura 17B). 
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Figura 17. Efeito do xantidrol (300 μmol.L-1) no aumento da produção de NO na 
ausência e na presença de TRIM e L-NNA (A) e H2O2 na ausência e na presença de 
TRIM, L-NNA e catalase (B) em células endoteliais de aorta. Foram analisados pelo 
menos 10 células endoteliais de 5 faces de aorta diferentes. a.u= unidades 
arbitrárias de fluorescência. ***P < 0.001; **P < 0.05 (n=4). 

Uma vez que os resultados até, então, sugeriam que o xantidrol estimulava a 

produção de NO e H2O2 via nNOS e a eNOS, buscamos avaliar se havia diferenças 

nos níveis de fosforilação das mesmas. Os dados de Western blot mostram que a 

acetilcolina e o xantidrol foram capazes de aumentar o grau de fosforilação do sítio 

de ativação da eNOS (Ser1177). Da mesma forma, a acetilcolina e o xantidrol 

diminuíram o grau de fosforilação do sítio inibitório da nNOS (Ser852) o que resulta 

em maior funcionalidade da enzima. Estes resultados sugerem que o xantidrol 

aumenta a funcionalidade da eNOS e da nNOS (Figura 18). 
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Figura 18. Análise do grau de fosforilação da eNOS em Ser1177 (A, D), e da nNOS 
em Ser852 (B, D). Os valores das análises dos sítios de fosforilação foram 
normalizados pelos valores das análises da expressão total da enzima. Os dados 
estão expressos como média±EPM. As imagens das bandas protéicas são 
representativas de 3 experimentos. ***P<0,001**P<0,05, (n=3). 

As vias de ativação da eNOS são amplamente descritas na literatura. No 

entanto, isto ainda não está claro para a nNOS. Baseando-se em alguns dados da 

literatura, buscamos estudar o efeito do xantidrol sobre as vias de ativação destas 

enzimas. Para tal estudamos a via da CaMKII, fosfatases (PP1, PP2A/B) e a via da 

Src/PI3K/AKT. Essas fosfatases e kinases estão diretamente associadas à 

modulação dos sítios de ativação da eNOS (Ser1177) e os sítios de inativação da 

eNOS (Thr495) e da nNOS (Ser852). 

O KN-93, um inibidor da CaMKII, inibiu parcialmente o efeito vasodilatador do 

xantidrol. A ciclosporina A, que inibe seletivamente a PP2, também produziu uma 
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diminuição parcial do efeito vasodilatador do xantidrol e a caliculina A aboliu o efeito 

vasodilatador do xantidrol (Figura 19). 

 

Figura 19. Efeito do (A) KN93; (B) Ciclosporina A; (C) Caliculina A sobre o efeito 
vasodilatador do xantidrol em anéis de aorta com endotélio funcional pré-contraídos 
com fenilefrina. Os dados são apresentados como média ± EPM*** P <0,001, (n=5). 

O Inibidor IV, um inibidor da AKT, não foi capaz de diminuir o efeito 

vasodilatador do xantidrol. O PP2, que inibe seletivamente a SRC e o LY-294,002 

inibidor da PI3K, produziu uma diminuição parcial do efeito vasodilatador do xantidrol 

(Figura 20). 

 

Figura 20. Efeito do (A) Inibidor IV (AKT); (B) PP2 (SRC); (C) LY-294,002 (PI3K) 
sobre o efeito vasodilatador do xantidrol em anéis de aorta com endotélio funcional 
pré-contraídos com fenilefrina. Os dados são apresentados como média ± EPM. *** 
P <0,001, (n=5). 

Visto que a uma parte da resposta vasodilatadora era independente do 

endotélio, fomos investigar o mecanismo envolvido nesta parte da resposta. 

Em vasos desprovidos de endotélio funcional pré-contraídos com KCl (50 

mmol.L-1), a resposta vasodilatadora induzida pelo xantidrol foi igual a resposta 

induzida nos vasos pré-contraídos com fenilefrina. É sabido que a contração 
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induzida por altas concentrações de K+ no músculo liso vascular, é decorrente da 

entrada de cálcio via abertura dos canais dependentes de voltagem do tipo L 

(Nelson, 2001). Dessa forma, este resultado sugere que a resposta vasodilatadora 

do xantidrol que não depende do endotélio é mediada pelo bloqueio destes tipos de 

canais (Figura 21). 

 

Figura 21. Efeito vasodilatador do xantidrol em artérias sem endotélio funcional pré-
contraídas com KCl (50 mmol.L-1) ou fenilefrina Os dados são apresentados como 
média ± EPM. (n=5) 

Através da técnica de microscopia confocal, foi realizada a medida da [Ca+2]i. 

Como esperado, o KCl (50 mmol.L-1) provocou um aumento na [Ca+2]i nas células do 

músculo liso vascular (Figura 24). O xantidrol (100 μmol.L-1) bloqueou parcialmente 

o aumento da [Ca+2]i induzida pelo KCl (Figura 22) 
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Figura 22. Efeito do xantidrol (100 μmol.L-1) no aumento da concentração 
intracelular de cálcio induzida por KCL (50 mmol.L-1) em células de músculo liso de 
anéis da aorta. Foram analisados pelo menos 10 células musculares lisas de 5 anéis 
de aorta diferentes. F/F0 = razão de fluorescência fluorescência final / basal. *** p 
<0,001. 

  



 Mecanismos da atividade vasodilatadora de xantonas 59 

4.5. Conclusões parciais 2 

Em conclusão, os resultados apresentados nesta parte do trabalho sugerem 

que a redução do esqueleto xantônico induz uma resposta vasodilatadora 

dependente da ativação da nNOS e da eNOS via fosfatases e kinases endoteliais, 

com consequente liberação de NO e H2O2, bem como através do bloqueio dos 

canais para Ca+2 voltagem nas células da musculatura lisa vascular. 
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5. DISCUSSÃO 

Neste trabalho o efeito vasodilatador da 9-xantenona, 4-OH-xantona, 4-OMe-

xantona e do xantidrol foram avaliados. Os mecanismos de ação da 4-OH-xantona, 

4-OMe-xantona e do xantidrol nunca foram relatados previamente. Nós mostramos 

que pequenas modificações estruturais são capazes de interferir na resposta 

vasodilatadora máxima produzida pelas xantonas e no mecanismo de ação. 

Nossos resultados mostraram que a presença de um grupo oxigenado na 

posição 4 do núcleo básico da xantona (9-xantenona) aumenta o efeito vasodilatador 

da xantona. A substituição do grupo hidroxila pelo grupo metoxila na posição 4 

potencializa o efeito vasodilatador e modifica o mecanismo de ação da xantona. A 

simples substituição de um grupo cetona por um grupo hidroxila no núcleo básico da 

xantona é o suficiente para modificar a potência e o mecanismo de ação da resposta 

vasodilatadora desta xantona. 

A remoção do endotélio, não alterou a resposta vasodilatadora induzida pelas 

4-OH-xantona e 9-xantenona, o que nos levou a propor que o efeito dessas duas 

xantonas era independente de fatores relaxantes derivados do endotélio. O efeito 

vasodilatador independente do endotélio induzido pela 9- xantenona já havia sido 

descrito na literatura (Cheng et al, 1997). 

Visto que o efeito vasodilatador da 4-OH-xantona e 9-xantenona era 

independente do endotélio, avaliamos a possibilidade dessas duas xantonas 

estarem diminuindo a [Ca+2]i diretamente nas células musculares lisas vasculares. Os 

nossos dados de microscopia confocal mostraram que o KCl (50 mmol.L-1) produz 

um aumento da [Ca+2]i nas células de músculo liso vascular que foi abolido na 

presença destas xantonas. Uma vez que o efeito vasoconstritor produzido pelo KCl 

está diretamente relacionado com a ativação do influxo de Ca+2 nas células 

musculares lisas por meio dos canais para cálcio dependentes de voltagem do tipo L 

(Mumtaz et al, 2011), estes resultados sugerem que estas xantonas exercem seu 

efeito vasodilatador pelo bloqueio destes canais. A inibição do influxo de Ca+2, por 

meio do bloqueio dos canais para Ca+2 nas células musculares lisas já havia sido 

previamente descrito como mecanismo do efeito vasodilatador da 9-xantenona 
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(Câmara et al, 2010, Wang et al, 2002). Nós mostramos neste trabalho que este 

mesmo mecanismo de ação está envolvido na resposta vasodilatadora da 4-OH-

xantona. 

É interessante notar que a substituição de um grupo OH por um grupo OMe 

na posição 4 do esqueleto xantônico, resulta em uma modificação significativa no 

mecanismo de ação da resposta vasodilatadora. Diferentemente das 9-xantenona e 

da 4-OH-xantona, a 4-OMe-xantona induziu um efeito vasodilatador parcialmente 

dependente da presença de endotélio funcional e do bloqueio da via das NOS com 

L-NAME. Tal hipótese foi confirmada através da medição direta da produção de NO 

com uso de microsensores de carbono sensíveis ao NO. Portanto, um grupo OMe 

na posição 4 do esqueleto xantônico proporciona uma interação desta xantona com 

as células endoteliais, o que seria um mecanismo relativamente novo levando-se em 

conta que a literatura relata de forma mais ampla uma interação com as células 

musculares lisas (Câmara et al, 2010, Wang et al, 2002).  

No entanto, parte do efeito vasodilatador da 4-OMe-xantona foi independente 

da presença de endotélio funcional, uma vez que na ausência do endotélio foi 

observada uma resposta vasodilatadora residual. Entretanto, ao contrário do que 

ocorreu com a 9-xantenona e com a 4-OH-xantona, os vasos pré-contraídos com 

KCl, na ausência de endotélio funcional, não relaxaram na presença da 4-OMe-

xantona. Estes resultados sugerem que esta xantona não induzia o seu efeito 

através do bloqueio de canais para Ca+2 dependentes de voltagem do tipo L, tal 

como a 4-OH-xantona e 9-xantenona.  

Os canais para K+ desempenham um papel crucial no controle do tônus 

vascular (Nelson, 1995). Um certo número de substâncias que dilatam as artérias 

exercem os seus efeitos biológicos através da ativação de canais K + nas células 

musculares lisas vasculares (Côrtes et al, 2001; Nelson et al, 1990). Estes efeitos de 

abertura do canal de K+ pode ser bastante útil no tratamento de hipertensão (Quast 

et al, 1993). Por esta razão, avaliamos a possibilidade desta xantona exercer seu 

efeito vasodilatador via ativação de canais para K+. Na presença do TEA 

(experimentos realizados em vasos desprovidos de endotélio funcional pré-

contraídos com fenilefrina), um inibidor não seletivo de canais para K+, o efeito da 4-

OMe-xantona foi abolido. Estes dados sugerem que a parte do efeito vasodilatador 
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da 4-OMe-xantona que é independente da presença de endotélio funcional, é 

mediado por ativação de canais para K+. Esse mecanismo de ativação dos canais 

para canais para K+ através da substituição de um grupo hidroxila por um grupo 

OMe é um novo achado do presente trabalho. A mudança no mecanismo de ação da 

4-OMe-xantona também é acompanhada por um aumento na potência desta 

xantona em comparação a 9-xantenona. Estes resultados podem abrir perspectivas 

para o desenvolvimento de novos compostos com base na inclusão de radicais na 

estrutura da 9-xantenona resultando em efeitos mais seletivos e mais potentes na 

ativação dos canais para potássio e produção de NO. 

O xantidrol é um composto obtido da redução da 9-xantenona, onde uma 

cetona é substituída por uma hidroxila. Os efeitos biológicos do xantidrol nuca forma 

avaliados anteriormente. Neste trabalho nós mostramos que o xantidrol produz um 

efeito vasodilatador concentração-dependente. Este efeito foi em, sua maior parte, 

dependente, da presença do endotélio funcional, uma vez a remoção do endotélio 

diminuiu de forma bastante significativa o efeito vasodilatador do xantidrol. 

Corroborando este resultado, pré-tratamento dos vasos com L-NAME e L-NNA 

produziu um padrão de resposta semelhante à remoção do endotélio funcional 

indicando que as NOS estariam envolvidas.  

Há um consenso na literatura de que a eNOS é a principal isoforma da NOS 

presente nas células endoteliais (Drouin et al., 2007; Faraci, 2006; Higashi et al., 

2009; Liu and Huang, 2008; Wilcox et al., 1997). Por outro lado, vários trabalhos têm 

demonstrado a existência da nNOS no sistema cardiovascular (Bachetti et al., 2004; 

Boulanger et al., 1998; Brophy et al., 2000; Danson et al., 2005; Danson et al., 2004; 

Fleming, 2003; Kurihara et al., 1998). Trabalhos prévios de nosso grupo 

demonstraram que existe contribuição das duas NOS constitutivas nNOS e eNOS na 

resposta vasodilatadora induzida pela acetilcolina em aortas de camundongos 

(Capettini et al., 2010).  

Nossos dados mostraram que a inibição farmacológica, com dois inibidores 

seletivos da nNOS, o TRIM e Inibidor I (referências) reduziram a resposta 

vasodilatadora do xantidrol, sugerindo que a nNOS estaria envolvida nesta resposta. 

Porém, estes dados não nos permitiram excluir uma participação da eNOS neste 

efeito. Não existe disponível um inibidor que seja seletivo para a eNOS em relação a 
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nNOS. Por esta razão, utilizamos a técnica de silenciamento in vivo da eNOS e da 

nNOS para uma melhor definição da contribuição de cada isoforma para o efeito 

vasodilatador do xantidrol. Os nossos resultados mostraram que ambas as isoformas 

estavam envolvidas na resposta vasodilatadora, pois, tanto o silenciamento da 

eNOS, quanto o da nNOS diminuíram a resposta vasodilatadora induzida pelo 

xantidrol. Corroborando esta hipótese, quando a eNOS foi silenciada houve uma 

inibição aditiva quando a nNOS foi farmacologicamente inibida. Quando a nNOS foi 

silenciada, houve uma inibição adicional na presença do L-NNA, um inibidor não 

seletivo das NOS. Juntos, estes dados nos permitem concluir que as duas isoformas 

estão envolvidas no efeito vasodilator do xantidrol. 

Classicamente o NO derivado da eNOS, seria o principal agente vasodilatador 

produzido pelas NOS constitutivas. Porém, literatura nosso grupo de pesquisa bem 

como outros grupos mostraram que a nNOS também exerce um papel importante no 

relaxamento vascular (Capettini et al., 2010; Fleming, 2003; Huang et al., 2002; 

Nangle et al., 2004). Os dados obtidos por nosso grupo, mostraram que a nNOS 

produz, além do NO, um outro fator relaxante derivado do endotélio, o H2O2 

(Capettini et al., 2010). Estes dados são suportados pelo fato de que o H2O2 

exógeno é capaz de induzir relaxamento em artérias cerebrais (Drouin et al., 2007). 

Com base nesses dados, realizamos experimentos na presença da catalase, e 

pudemos observar que o percentual de inibição da resposta vasodilatadora era 

bastante similar ao encontrado nas preparações onde a via da nNOS estava 

bloqueada indicando que o H2O2 estaria envolvido.  

Os nossos experimentos de microscopia de fluorescência mostraram que o 

xantidrol, estimulou tanto a produção de NO quanto de H2O2, corroborando a 

hipótese acima. O aumento da produção de H2O2, estimulada pela xantona, foi 

inibido pelo TRIM, L-NNA e catalase. O aumento na produção de NO foi diminuído 

pelo TRIM e pelo L-NNA. 

Os dados de Western-blot mostram que o xantidrol era capaz modificar o grau 

de fosforilação de ambas isoformas da NOS, o que mais uma vez confirmou a 

participação de ambas na resposta vasodilatadora induzida pelo xantidrol. A 

ativação da eNOS ocorreu devido a fosforilação em seu sítio de ativação Ser1177 e a 

ativação da nNOS pela desfosforilação do seu sítio de inativação ser852. A 
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acetilcolina foi usada como controle e teve o mesmo padrão de resposta do 

xantidrol. Tal mecanismo, embora já tenha sido descrito para a acetilcolina (Alderton 

et al., 2001; Fleming, 2003; Capettini et al., 2008) ele é inédito para a resposta 

induzida por polifenóis, principalmente no que diz respeito à ativação da nNOS. 

Levando em conta que o mecanismo de ativação das NOS pelo xantidrol é 

totalmente novo, buscamos avaliar de forma mais minuciosa quais seriam as vias 

envolvidas nessa ativação. Classicamente a ativação da eNOS e da nNOS depende 

basicamente das vias dependentes do aumento da concentração de Ca+2  que ativa 

a CaMK II, que por sua vez, ativa a eNOS, bem como a nNOS (Fleming, 2003; 

Scheneider et al. 2003). O KN-93 diminuiu a resposta vasodilatadora induzida pelo 

xantidrol. Portanto, estes resultados indicam que esta via participa no efeito 

vasodilatador desta xantona. 

No entanto, também existem trabalhos mostrando que a via Src/PI3K/AKT 

pode ativar a eNOS por fosforilação da ser1177 (Adak et al., 2001; Bredt et al., 1992; 

Fleming, 2003; Fleming et al., 2001). Trabalhos mais recentes mostraram que a 

nNOS também poderia ser ativada por esta via por meio da ativação direta no recém 

descrito sítio de ativação da nNOS, o sítio de ser1412 (Osuka et al., 2013; Song et al., 

2012). Portanto, quando a via Src/PI3K/AKT é ativada, pode haver a ativação 

conjunta eNOS e da nNOS. Com base nestes dados, o efeito do xantidrol sobre esta 

via foi avaliado.  

A inibição da Scr e da PI3K diminuiu significativamente o efeito vasodilatador 

do xantidrol. No entanto, a inibição da AKT não modificou o efeito do xantidrol. Estes 

resultados sugerem: 1) esta via participa no efeito vasodilatador do xantidrol; 2) o 

xantidrol está, provavelmente, agindo via Src ou via Src e PI3K, mas não tem efeito 

sobre a AKT. 

Uma via alternativa que pode modular a ativação da eNOS e nNOS 

dependente da fosfatase PP1, que desfosforila os sítios de inativação da nNOS 

ser852 e da eNOS Thr495 resultando nas suas respectivas ativações (Rameau et al., 

2007; El-Mlili et al., 2008; Michell et al., 2001). Os nossos dados mostram que a PP1 

pode ter um papel importante na reposta vasodilatadora do xantidrol, visto que tanto 

a caliculina A, inibidor não seletivo para PP1 e PP2 como e ciclosporina, inibidor 
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seletivo de PP1, inibiram o efeito do xantidrol. A via da PP1 é dependente da 

ativação de NIPP1 (inibidor nuclear da PP1) através da PKA, que uma vez 

fosforilado ativa a PP1. As fosfatases também possuem propriedades independentes 

do endotélio modulando o grau de fosforilação da miosina (Sobieszek, 1997; Aggen, 

2000). 

Parte do efeito vasodilatador induzido pelo xantidrol foi independente da 

presença de endotélio funcional, uma vez que na ausência do endotélio foi 

observada uma resposta vasodilatadora residual. Para investigar essa parte da 

resposta, vasos sem endotélio funcional foram pré-contraídos com KCl (50 mmol.L-

1). Na presença do KCL o xantidrol foi capaz de produzir uma resposta 

vasodilatadora. Os nossos dados de microscopia confocal mostraram que o KCl (50 

mM) produz um aumento da [Ca+2]i nas células de músculo liso vascular que foi 

diminuído na presença do xantidrol. Estes resultados sugerem que o efeito do 

xantidrol que independe do endotélio funcional, é mediado pelo bloqueio de canais 

para Ca+2 dependentes de voltagem do tipo L.  

O NO desempenha um papel crucial no controle da homeostase vascular. A 

diminuição da produção de NO pelas células endoteliais vasculares está 

intimamente relacionada com a disfunção endotelial um fator importante associado 

com patologias graves, como a aterosclerose, restenose e hipertensão arterial 

(Higashi et al., 2009). Todavia o H2O2 também vem sendo descrito como um 

importante fator relaxante derivado do endotélio (Capettini et al., 2008). Portanto, o 

desenvolvimento de novos compostos com a capacidade de aumentar a produção 

de NO e H2O2 pelas células endoteliais pode ser de grande valor para o tratamento 

destas doenças cardiovasculares. Tendo em vista que muitos pacientes apresentam 

dificuldades no tratamento destas desordens cardiovasculares devido à resistência 

aos tratamentos existentes, a busca por novos fármacos se faz necessário (Calhoun 

et al, 2008). Portanto, corroborando aos dados da literatura os resultados deste 

trabalho mostram evidências substanciais que sugerem que as xantonas e seus 

derivados podem ser potencialmente úteis como agentes farmacológicos para o 

tratamento ou prevenção de doenças cardiovasculares.  
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6. CONCLUSÕES 

Os resultados presentes neste trabalho nos permitem tirar as seguintes conclusões 

principais: 

1. Pequenas modificações estruturais na estrutura química das xantonas pode 

provocar mudanças substanciais na sua capacidade de induzir efeito máximo 

e no seu mecanismo de ação.  

2.  A adição de um radical hidroxila na posição 4 da estrutura base das 

xantonas, induz um aumento da resposta vasodilatadora. 

3. A substituição da hidroxila na posição 4 por uma metoxila, promove mudança 

no mecanismo de ação da xantona. Enquanto a 9-xantenona (xantona base) 

e a 4-OH-xantona produzem um efeito vasodilatador por bloqueio dos canais 

para cálcio dependentes de voltagem do tipo L, a 4-OMe-xantona induz um 

efeito vasodilatador que depende, principalmente, do aumento da produção 

de NO pelas células endoteliais. Uma pequena parte do seu efeito se dá via 

ativação de canais para K+ nas células musculares lisas. 

4. A redução do esqueleto xantônico através da substituição de um grupamento 

cetona por uma hidroxila para formar o xantidrol, modifica de forma 

substancial o seu mecanismo de ação. O xantidrol promove aumento do 

funcionamento da nNOS e da eNOS com consequente aumento da produção 

de NO e H2O2. Uma pequena parte do efeito vasodilatador do xantidrol é 

mediado pelo bloqueio dos canais para Ca+2 voltagem dependentes nas 

células musculares lisas do vaso. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Paper publicado com a primeira parte dos resultados apresentados nesse 

trabalho. 
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