Vasodilatacao mediada pela lectina de Dioclea
rostrata em artérias de condutancia e
resisténcia: mecanismos e predicoes de

ligacdo com glicoconjugados

Tatiani Botelho Nascimento

Tese de Doutorado em Ciéncias Fisioldgicas
Universidade Federal do Espirito Santo

Vitoria, 19 julho de 2021



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de Pds-Graduagdao em Ciéncias Fisioldgicas

REGISTRO DE JULGAMENTO DA TESE DA CANDIDATA AO GRAU DE
DOUTORA PELO PPGCF CIENCIAS FISIOLOGICAS.

A Comissdo Examinadora da Tese de Doutorado intitulada “VASODILATACAO MEDIADA PELA
LECTINA DE Dioclea rostrata EM ARTERIAS DE CONDUTANCIA E RESISTENCIA: MECANISMOS
E PREDIC@ES DE LIGACAO COM GLICOCONJUGADOS” elaborada por TATIANI BOTELHO
NASCIMENTO, candidata ao Grau de Doutora em Ciéncias Fisioldgicas, recomendou, apds
apresentacdo da Tese, realizada no dia 19 de julho de 2021, que a mesma seja (assinale um
dos itens abaixo):

(X) Aprovada

( ) Reprovada

Vitdria, 19 de julho de 2021.

7

Sriancto ot T Don s} fo o

fof. Dr. Leonardo dos Santos Prof2. Dr2! Kyria Santiago do Nascimento
(PPGCF-UFES) — Orientador (UFCE) — Titular externo
Prof2. Dr2. Silvana dos Santos Meyrelles Prof2. Dr2. Fabiana Dayse Magalhaes Siman Meira
(PPGCF-UFES) — Titular interno (UFES-Alegre) — Titular externo

Prof2. Dr2. Suely Gomes Figueiredo
(PPGCF-UFES) - Titular interno

" Ak
e

4«

(AR o
& Cip e
r 1!
5 o =
S F
[ e

B
ot

Campus Universitario de Maruipe — Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe, Vitéria — ES, 29043-900
Tel. (27)3335-7340 | cienciasfisiologicas.ufes.br | secretaria.ppgcf.ufes@gmail.com



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

PROTOCOLO DE ASSINATURA

O documento acima foi assinado digitalmente com senha eletrdnica através do Protocolo
Web, conforme Portaria UFES n° 1.269 de 30/08/2018, por

FABIANA DAYSE MAGALHAES SIMAN MEIRA - SIAPE 2649037

Departamento de Farmacia e Nutricdo - DFN/CCENS

Em 26/07/2021 as 21:02

Para verificar as assinaturas e visualizar o documento original acesse o link:
https://api.lepisma.ufes.br/arquivos-assinados/236959?tipoArquivo=0




UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

PROTOCOLO DE ASSINATURA

O documento acima foi assinado digitalmente com senha eletrdnica através do Protocolo
Web, conforme Portaria UFES n° 1.269 de 30/08/2018, por

SILVANA DOS SANTOS MEYRELLES - SIAPE 2299966

Departamento de Ciéncias Fisioldgicas - DCFI/CCS

Em 27/07/2021 as 17:29

Para verificar as assinaturas e visualizar o documento original acesse o link:
https://api.lepisma.ufes.br/arquivos-assinados/237655?tipoArquivo=0




Ficha catalogréfica disponibilizada pelo Sistema Integrado de
Bibliotecas - SIBI/UFES e elaborada pelo autor

Nascimento, Tatiani Botelho, 1982-

N244d Differential vasodilator effect of Dioclea rostrata lectin in
conductance and resistance arteries: Mechanisms and
glycoconjugate binding relationships / Tatiani Botelho
Nascimento. - 2021.

91 f. :il

Orientador: Leonardo dos Santos.
Tese (Doutorado em Ciéncias Fisioldgicas) - Universidade
Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias da Saude.

1. Lectinas. 2. endotélio. 3. artérias. 4. artérias de

resisténcia. 5. vasodilatagéo. 6. glicano. I. dos Santos, Leonardo.

I1. Universidade Federal do Espirito Santo. Centro de Ciéncias
da Saude. Il1. Titulo.

CDU: 612




DEDICATORIA



Dedico este doutorado a todos que amo.



O grande segredo dos grandes homens de todas as épocas foi a capacidade de
entrar em contato com a mente subconsciente e libertar os seus poderes. Vocé pode

fazer o mesmo.

(Livro: O poder do subconsciente, Dr. Joseph Murphy)



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ...ttt ettt ettt ettt e ettt et e et e ereere e e e e 25
O BT o3 1] = S PP P TP RTTTPPRPPN 25
O I N oL od (0 LS 0 = = TP 25
1.1.2. Lectinas obtidas de plantas |eguminoSas. ..........ccccurviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeens 26
1.1.2.1 Lectina da semente de Dioclea rostrata.............ccccvveveeeiiiiiiieeeee i 27

1.1.3. Dominio de reconhecimento de carboidratos e a diversidade de efeitos das

JECHINAS. ...ttt e e a e e e e 28
1.1.4 Efeitos biologicos das lectinas de leguminosas............cccceevvrviieeeeeeeiiineenn. 30

1.2. O SiSteMA VASCUIAT .....cciiiiiiiie et 32
1.2.1. Endotélio € a homeostase VaSCUIA..............ueeeieiiiiiiiiiiiee e 32
1.2.1.1 O glicocalice endotelial...........ccueieeeeeeiiiiiiiiiiii e 33
1.2.1.2. Mediadores endoteliais para vasodilatacao...............cccceeeeviieeeieeeeeeeenee, 37
1.2.1.3. OXid0 NIHCO (NO).. ...ttt 37
1.2.1.4. ProStaCiCliNG. ........uvveiiii ittt 39
1.2.1.5. Hiperpolarizacdo derivada do endotélio (EDHF)...........coccooiiiieiiiniiinnnnn. 40
1.2.2. O controle local do ténus em diferentes tipos de artérias................ccc........ 41
1.3. Mecanismos de vasodilatacdo das lectinas de leguminosas....................... 43
1.4. Justificativa @ NIPOTESE. ... 44
2. OBUIETIVOS . ...t e e e e e e e e 45
2.1, ODJELIVO GEIAL....cciiiiiiie e 45
2.2. ObjetiVOS ESPECITICOS......uuiiieiiiiiiii e 45
3. MATERIAL E METODOS.......ociceiteeteeteeeee ettt a ettt e e eneeaeeeens 47

3.1. Estudo “in vitro” dos efeitos vasodilatadoresdaDRL...................cc.ccoonn.... 47



3.1.1. Obtencéo e preparacéo da lectina de semente da DRL..............cccoevvvviiiinnnns 47

3.1.2. Animais experimentais e obtencéo das artérias de diferentes tipos............... 47
3.1.2.1. Reatividade vascular €M @0ra.........ccoeeeeeeiiiiieiieiieiiiiiiees e e e e e e eeeeeeeeees 47
3.1.2.2. Reatividade vascular em artéria mesentérica de resisténcia....................... 50
3.1.2.3. Reatividade vascular em artéria COrONAria...........ccuuvurereerireeeeeeeeeeaeeeiiieiiinns 53
3.1.3. Principais mecanismos de vasodilatacdo nas artérias de diferentes tipos......54
3.1.3.1. Papel da liberacao de OXid0 NItFCO.........coiiurriieeeiiiiiiiieee e 54
3.1.3.2. Papel da hiperpolarizagdo do musculo liso vascular..............ccceeeecvvvvrnnnne. 55
3.1.3.3. Papel da prostaciclina derivada da ciclooxigenase.............ccccccevvvvvvvnnnnnnnn. 55

3.2. Estudo “in silico” da interagao entre DRL e glicanos/carboidratos de

00T=T 0] o] =1 o - VPP PP TTPPPPPP 56
3.2.1. Ancoragem ou “Docking” MOIECUIAr.............coooiiiiiiiiiiieee e 56
3.3. Drogas € solugOes UtiliZzadas..........coovviiiiiiiiiiiiiii e 57
3.4, ANAIISE ESTALISTICA. ...ceii i 58
4. RESULTADOS. ...ttt e e e et e e e e e e aa e e e e eenenans 60

4.1 A lectina Dioclea rostrata induz vasodilatacdo em artérias de conduténcia e

Y 1] €= 0 o] - PRSPPI 60
4.2. Papel do 6xido nitrico na vasodilatacdo mediada pela DRL....................... 62
4.3. Papel da hiperpolarizacédo navasodilatacdo mediada pela DRL.................. 64

4.4. Papel dos derivados da ciclooxigenase na vasodilatacdo mediada pela

I3 o I PP PUPPPTRPPN 66
4.5. Interacao entre DRL e carboidratos/glicanos por Ancoragem Molecular.....68
5. DISCUSSAD.....c.uiiiieieteeitsiet sttt bbbttt 72
5.1 CONCIUSAD . ..ttt b 82

B. REFERENCIAS. ..ottt ettt ee ettt ettt 84



Lista de Figuras

Figura 1: Planta Dioclea rostrata e suas sementes (foto cedida gentiimente pelo Prof. Dr. Benildo Sousa
(022 V= 1o b= T U O O PP P PP OUPPPPPPON 28

Figura 2: Imagem mostrando a estrutura geral de uma lectina de leguminosa. (A) mostra a configuragédo
do tetrdmero, com o dominio de reconhecimento de carboidrato (DRC) marcado em vermelho; e (B)
mostra uma imagem amplificada do monémero com folhas B (em amarelo), curva a (em roxo), sitios de
ligacdo a metal (drea com esferas verde e cinza) e o DRC (area ocupada pela molécula cinza e
vermelha) (LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017).......cccccvvevveeiivneennnnn 29

Figura 3: Esquema representativo mostrando a membrana glicocalice endotelial: heparan sulfato (HS),
acido hialurénico (HA), condroitina sulfato (CS), séo glicosaminoglicanos que estéo ligados proteinas
ou receptores (glicosanos, sindecano,CD44). Residuos de acido sialico e proteinas solUveis como a
albumina estéo presentes. As selectinas, integrinas e imunoglubulinas séo glicoproteinas presentes na
base do glicocalice. Modificado de (HARDING et al., 2019).......ccccuiiiiiiiiiiiieiiiieiee s eiieee e e sseeiee e 35

Figura 4: Esquema representativo proposto para a producao de oxido nitrico (NO) e prostaciclina (PGlz)
induzidos por Shear stress (tensdo de cisalhamento). (A) Gaq/11/PECAM-1 ligado por heparan sulfato
(HS) é o mecanossensor de fase inicial para producéo de NO. (b) Glipicano-1 é o sensor de tensdo de
cisalhamento de fase sustentada que leva a ativagéo intracelular de PECAM-1 e a producéo de NO. (c)
A tensao induzida por cisalhamento em PECAM-1 induz a producado de PGI. através de uma via de
sinalizacdo que inclui PI3K-Integrins-COX-2. Modificado de (ZENG et al., 2018)........ccceeeiivrriiereeranennn. 36

Figura 5: Preparacéo dos segmentos isolados de aorta para avaliacdo da reatividade vascular in vitro
(modificado de MUSTAFA; ANSARI; ABEBE, 2009)......ccccutiiiiiiiiiieiiiee ittt 49

Figura 6: Registro apresentando o protocolo experimental para segmentos de aorta. O protocolo se
inicia com a estabilizacdo dos segmentos nas preparacdes de 6rgdo isolado. Apés periodo de
estabilizacao foi adicionado ao banho KCI 75 mM, gerando uma reposta contratil. Essa contracao é
mantida até atingirem a variacdo de 1g em relacdo ao basal, em seguida foram lavados trés vezes com
solucdo. Na sequéncia, outro periodo de estabilizacédo, e novamente € adicionado ao banho KCI 75mM
para permanecer por 30 minutos, e apoés, lavagem dos segmentos com solugdo. Um novo periodo de
estabilizacdo. Apés, foi realizado o teste do endotélio com uma contracdo com fenilefrina. Ao atingir
um platé de contragdo é adicionado ao banho acetilcolina para estimular um relaxamento. Apds, as
preparacdes séo lavadas trés vezes seguido de um novo tempo de estabilizagdo para a realizacdo dos

o] o] toTedo] [0 1SR =) d o 1=TTa =] o] = L USSR 50

Figura 7: Esquema representando a preparacdo experimental dos segmentos de artéria mesentérica e

segmentos de artéria corondria in vitro (Fonte: modificado de Nunes, 2018) .......cccccceeevvvvvvvvineeeeeeeeennn, 52

Figura 8: Esquema representativo mostrando incubacdo de 30 minutos com L-NAME e indometacina

(INDO). Ap6s contracdo com fenilefrina para segmentos de aorta ou mesentérica, serotonina para



segmentos de artéria coronaria ou contragcdo com KCI 60 mM, e na sequéncia, curva cumulativa com
=Tot i gt o [ ] O T PRSP PURPPPRPPRPPRP 56

Figura 9: Relaxamento vascular induzido por lectina isolada de sementes de Dioclea rostrata (DRL) em
segmentos da aorta, artéria mesentérica de resisténcia e artéria coronaria. Os resultados sao expressos
como média + EPM. * indica p <0,05 vs. aorta; * indica p <0,05 vs. artéria mesentérica, por ANOVA de

2 vias seguida por pAs-teste A€ BONTEITONI......uuuiiiiie e e e e r e e e e e e e e s ennenes 61

Figura 10: Efeito remocé&o endotelial no relaxamento vascular induzido por DRL na aorta. Os resultados
sdo média + EPM. *p <0,05 vs. DRL apenas, avaliado por ANOVA de 2 vias seguida por pés-teste de

2T 1 (=T 0] o | 62

Figura 11: Efeitos da inibicdo da NO sintase pela incubacdo prévia com L-NAME 100 pM no
relaxamento vascular induzido por DRL na aorta (A), artéria de mesentérica de resisténcia (B) e artéria
coronaria (C). Os resultados sdo média + EPM. *p <0,05 vs. DRL apenas, avaliado por ANOVA de 2

vias seguida por POS-teSte de BONTEITONI........uuiiiiiiiie ettt eenees 63

Figura 12: Efeitos da solucdo despolarizante com altas concentracdes de KCI no relaxamento vascular
induzido por DRL em segmentos de aorta (A), artéria de resisténcia mesentérica (B) e artéria coronaria
(C). Os resultados séo média £ EPM. *p <0,05 vs. DRL apenas, avaliado por ANOVA de 2 vias seguida

POF POS-TESIE AE BONTEITONI.....eeiiiiiiiiiee ettt ettt e ettt e e e e s e bbbt e e snbe e e e e s aanbeeeas 65

Figura 13: Efeitos da inibicdo da COX pela incubagédo prévia com indometacina sobre o relaxamento
vascular induzido por DRL em segmentos de aorta (A), artéria de mesentérica (B) e artéria coronaria
(C). Os resultados sdo média £ EPM. * p <0,05vs. DRL apenas, avaliado por ANOVA de 2 vias seguida

Lo g oJoroR C=1S] (oW o [T ST o] o1 (=14 o] oL TS SR 67

Figura 14: Resultados de docking molecular da DRL com glicanos representativos encontrados em
glicoproteinas presentes na superficie membrana celular. A pontuacéo de docking foi obtida, e a ligacdo
favoravel (barras escuras) foi considerada quando as pontuac¢des foram mais negativas do que aquelas
de D-manose e X-manose (linhas pontilhadas), ligantes nativos conhecidos e conhecidos como

aplicados na cristalizacdo de DRL, reSpeCtiVamMENte. .........oiiiiiiiieiiie e e e 69

Figura 15: llustragdo demonstrando a melhor pose da DRL no complexo formado com heparan sulfato.
A DRL é representada em verde com a representacéo da sua superficie em cinza. O heparan sulfato
de heparan pode ser visto na representacdo em bastdo. O calcio e 0 manganés séo representados

pelas esferas verdes e roxas, reSPECHVAMENTE. ... .........iiiiiiiiieee e e e e e e e e e e 70

Figura 16: ResSumO grafiCco dO @StUAOD..........oooiiiiiiiiiiiiie et e e aee e s 82



Lista de Tabelas

Tabela 1: Efeito vasodilatador mostrado em porcentagem de relaxamento maximo alcangado. As
participacdes do Oxido nitrico e dos produtos da ciclooxigenase foram testadas pela incubacao de L-
NAME e indometacina, inibidores das enzimas éxido nitrico sintase e ciclooxigenase, respectivamente.

Todas as lectinas foram testadas em segmentos de aorta de ratos. Modificado (CAVADA, Benildo S. et



LISTA DE ABREVIATURAS

5-HT: 5-hidroxitriptamina

AGL: Energia livre de Gibbs

ug: Microgramas

ACh: Acetilcolina

Ang-1l: Angiotensina Il

AA-COX: Acido araquidonico - enzima ciclooxigenase
BHa: Tetra-hidrobiopterina

BKca: Canais para K* de larga condutancia
CGL: Canavalia gladiata

ConA: Canavalia ensiformis

ConBr: Canavalia brasiliensis

ConGF: Canavalia grandiflor

ConM: Canavalia maritima

ConV: Canavalia virosa

CO: Monoxido de carbono

COXs: Ciclooxigenases

CRL1: Cymbosema roseum

CS: condroitina sulfato

DLL: Dioclea lasiocarpa

DRC: Dominio de reconhecimento de carboidrato
DrfL: Dioclea reflexa

DRL: Dioclea rostrata

DSL: Dioclea sclerocarpa

DVL: Dioclea violacea

DvirL: Dioclea virgata



EDHF: Hiperpolarizacao derivada do endotélio
EET Acidos epoxieicosatrienos

EDH: endothelium-dependent hyperpolarization
eNOS: Oxido nitrico sintase endotelial

ET-I: Endotelina

GAGs: glicosaminoglicanos

GCs: Guanilato ciclase soluvel

GPI: Glicofosfatidilinositol

GPCRs: Receptores acoplados a proteina G
GlcNac: N-acetilglucosamina

GMPc: 3,5 — monofosfato ciclico de guanosina
H202: Perdxido de hidrogénio

H2S: Sulfeto de hidrogénio

HA: 4cido hialurénico

HS: heparan sulfato

iINOS: Oxido nitrico sintase induzivel

IP: Fosfato inositol

IKca: Canais de K* de Intermediaria Condutéancia
K*: Potassio

KCa*2: Canais para K* dependentes de Ca*?
Kb: Constate de dissociagéo

kDa: Quilodalton

Kv: Canais de K* voltagem dependente

Kir: Canais de K* retificadores

KCI: Cloreto de potassio

MAN: manose

MLC: Cadeia leve de miosina



MLCK: Cinase de cadeia leve de miosina
PECAM-1 ou CD31: Molécula de adeséao de células endoteliais de plaguetas
PVAT: tecido adiposo perivascular

AMPc: Monofosfato ciclico de adenosina
L-NAME: N-Nitro-L-arginina metil éster

MLV: Masculo liso vascular

mL: Mililitros

nNOS: Oxido nitrico sintase neuronal

NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintase

O-Fuc: O-fucose

O-Gal: O-galactose

O-Man: O-manose

PKA: Proteina quinase A

PKG: Proteina quinase G

PDB: Protein Data Bank

PGl2: Prostaciclina

RE: Reticulo endoplasmatico

SKCa: Canais de K+ de pequena condutancia

TXA2: Tromboxano

O-GIcNAc: B-N-acetilglucosamina nucleocitoplasmatico



RESUMO



Resumo

Lectinas séo proteinas encontradas em varios organismos, desde microrganismos
como virus e bactérias até em animais e plantas, e possuem a capacidade de ligar a
carboidratos de forma especifica e reversivel através do dominio de reconhecimento
de carboidratos (DRC). Lectinas encontradas em sementes de leguminosas possuem
diversos efeitos que incluem acéo anti-inflamatoria, nociceptiva, antiproliferativa,
antimicrobiana e antitumoral. Estudo prévio demonstrou que a lectina isolada da
leguminosa Dioclea rostrata (DRL) possui efeito vasodilatador em aorta de ratos. O
objetivo desse estudo foi avaliar se as vias de relaxamento induzido por DRL se
alternam entre diferentes tipos de artéria, e identificar possiveis interacdes
moleculares envolvidas. Aorta toracica de rato, artéria mesentérica de resisténcia e
artéria coronaria foram testadas "in vitro" com curvas cumulativas de DRL (0,01-100
pug/mL). Além disso, também foram testadas as possiveis interacoes da DRL com
glicanos ou glicoproteinas presentes na membrana celular por meio de estudos “in
silico” de ancoragem molecular. Nos estudos de reatividade, L-NAME, indometacina
e KCI alto foram usados para avaliar os efeitos dependentes de oxido nitrico (NO), da
ciclooxigenase (COX) e da hiperpolarizacdo. A DRL promoveu relaxamento de todos
0s vasos através de diferentes mecanismos. Enquanto a inibicdo da sintese de NO
com L-NAME atenuou os efeitos induzidos pela DRL apenas na aorta e na artéria de
mesentérica de resisténcia, nenhum efeito significativo foi identificado na artéria
coronaria. Ao usar a solucéo despolarizante (KCl), a vasodilatacdo mediada pela DRL
foi inibida em todas as artérias, porém com menor efeito nas artérias coronarias.
Enquanto a incubacdo com indometacina reduziu significativamente o relaxamento,
indicando papel para os fatores derivados da ciclooxigenase nos efeitos da DRL nas
artérias mesentéricas e coronarias, nenhum efeito foi notado nos segmentos de aorta.
De maneira interessante, o efeito mediado pela DRL na artéria mesentérica de
resisténcia é bifasico (relaxamento seguido de contracdo), sendo o efeito final
provavelmente mediado pela liberacdo de prostandides constritores derivados da
COX. Os resultados de docking molecular sugeriram interacdes entre DRL e heparan
sulfato, CD31 (PECAM-1) e varios outros glicanos biologicamente relevantes
presentes na superficie da membrana e glicocélice do endotélio. Esses dados indicam
gue os mecanismos envolvidos na vasodilatacdo mediada por DRL variam entre

artérias de condutancia e resisténcia de diferentes origens, e esses efeitos poderiam



estar relacionados a capacidade do DRL de ligar uma diversidade de glicanos,
especialmente heparan sulfato e PECAM-1 (CD31), dois mecanorreceptores

propostos para ativacdo da NO sintase e da ciclooxigenase no endotélio vascular.

Palavras-chave: Lectinas, endotélio, artérias, artéria de resisténcia, vasodilatacéo,

glicanos, molecular docking.
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Abstract

Lectins are proteins found in many organisms, from microorganisms such as viruses
and bacteria to animals and plants, and have the ability to specifically and reversibly
bind carbohydrates through the carbohydrate recognition domain (CDR). Lectins found
in legume seeds have several effects that include anti-inflammatory, nociceptive,
antiproliferative, antimicrobial and antitumor actions. A previous study has
demonstrated that the lectin isolated from the legume Dioclea rostrata (DRL) has a
vasodilator effect in rat aorta. The aim of this study was to test whether DRL-induced
vasorelaxation pathways may vary among diferent types of arteries, and to identify
possible molecular interactions involved. Rat thoracic aorta, resistance mesenteric and
coronary arteries were tested "in vitro" with cumulative DRL curves (0.01-100 pg/mL).
Also, the possible interactions of DRL with glycans or glycoproteins present in the cell
membrane were tested by “in silico” molecular docking study. In vascular reactivity
studies, L-NAME, indomethacin and high KCI were used to assess the nitric oxide
(NO), cyclooxygenase (COX) and hyperpolarization dependent effects. Our results
indicated that DRL promotes relaxation of all vessels through different mechanisms.
The inhibition of NO release with L-NAME attenuated the DRL effects only in the aorta
and resistance mesenteric artery, but not in the coronary artery. When using the
depolarizing solution (KCl), DRL-mediated vasodilation was inhibited in all arteries, but
with smaller effect in the coronary arteries. Although incubation with indomethacin
significantly reduced the relaxation of DRL in mesenteric and coronary arteries,
indicating a role for COX-derived factors, no effect was found in the aortic segments.
Interestingly, the DRL-mediated effect on the resistance mesenteric artery was
biphasic (relaxation followed by contraction), with the final effect probably mediated by
the release of COX-derived constrictor prostanoids. The molecular docking assays
suggested interactions between DRL and heparan sulfate, CD31 (PECAM-1) and
several other biologically relevant glycans present on the membrane surface and
endothelial glycocalyx. These data indicate that the mechanisms involved in DRL-
mediated vasodilation vary between conductance and resistance arteries from different
origins, and these effects may be related to the ability of DRL to bind a diversity of
glycans, especially heparan sulfate and PECAM-1, two proposed mechanoreceptors

involved in the activation of NO synthase and COX in the vascular endothelium.



Keywords: Lectins, endothelium, arteries, resistance artery, vasodilatation, glycans,

molecular docking.
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1. INTRODUCAO
1.1. Lectinas
1.1.1. Aspectos gerais

Lectinas séo proteinas que se ligam a carboidratos de forma especifica e reversivel
através do dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC)(BARROSO-NETO, Ito
Liberato et al., 2014). Recentes revisdes publicadas indicam que os estudos com
lectinas vegetais tém seu primeiro registro e sua historia iniciando com extrato da
semente de mamona (Ricinus communis) em 1888 e outras plantas que também
apresentam a capacidade de aglutinar hemacias de animais, mostrando uma classe
de proteinas com capacidade de aglutinacdo de hemacias de animais (VAN HOLLE;
VAN DAMME, 2018, MISHRA et al., 2019). Porém, Mishra et al (2019) afirma que
somente com os estudos de Boyd e Shapleigh, em 1954, surgiu o termo “lectina” (que
vem do latim legere e significa ler, escolher ou selecionar) para denominar aglutininas

derivadas de plantas e especificas para grupos sanguineos (MISHRA et al., 2019).

A capacidade de reconhecer e se ligar a carboidratos foi mantida durante o processo
evolutivo das lectinas. (CAVADA, Benildo S. et al.,, 2019). Lectinas da Subtribo
Diocleinae, por exemplo, possuem dominios de reconhecimento de carboidratos
(DRCs) altamente conservados, e apenas as distancias entre os residuos que o
compOde afetam sua forma e volume (BARROSO-NETO, Ito Liberato et al., 2014). As
lectinas sdo amplamente distribuidas na natureza e encontradas desde em
microorganismos como Virus e bactérias, até em plantas e animais (PEUMANS; VAN
DAMME, 1995; CAVADA, Benildo S. et al., 2019). Como podem ser produzidas por
varios organismos, as lectinas podem ser agrupadas com relacéo a espécie ou origem

(MISHRA et al., 2019). Entre as lectinas de plantas, as mais estudadas sao aquelas
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identificadas nas leguminosas, sendo encontradas de forma abundante em suas
sementes como por exemplo o feijdo e a ervilha, e possuem grande similaridade na
sequéncia de aminoéacidos e estrutura tridimensional (LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-

PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017; GOMES et al., 2012; ASSREUY et al., 2009).

1.1.2. Lectinas obtidas de plantas leguminosas

As lectinas de leguminosas sdo metaloproteinas que precisam de ions célcio e
magnésio para estabilizar a sua ligacdo com carboidratos. Além disso, possuem
especificidade por residuos de manose e glicose (MISHRA et al., 2019) e
compartilham uma semelhanca estrutural, apesar das diferentes atividades biolégicas
(BRINDA; SUROLIA; VISHVESHWARA, 2005; CAVADA, Benildo S. et al., 2019).
Estudos demonstraram que lectinas da subtribo Diocleinae, que faz parte da familia
das leguminosas, possuem acdo anti-inflamatéria, nociceptiva, antiproliferativa,
antimicrobiana, antitumoral, vasoativa, entre outros efeitos biol6gicos (ALENCAR et
al., 2005; CAVADA, Benildo S. et al., 2019; LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA;
VAZQUEZ-MORENO, 2017). As ligagbes das lectinas aos carboidratos acontece
através de pontes de hidrogénio e interacfes hidrofébicas. Essas ligacbes sao
mediadas por moléculas de agua, que funcionam como extensdo na superficie da
proteina, sendo um papel significativo para o reconhecimento de carboidratos
(AMBROSI; CAMERON; DAVIS, 2005). O fato de tanto proteinas como carboidratos
estarem presentes na superficie celular, permite que ambos sejam considerados
como marcadores de reconhecimento. E a forma tetramérica das lectinas que
determina a ligacao ao carboidrato e sua distingéo entre diferentes acucares, devido

ao formato dos locais de ligacdo (BARROSO-NETO, Ito Liberato et al., 2014). A facil
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solubilidade, especificidade com carboidratos, e o fato de serem abundantemente
encontradas em sementes de plantas, tem permitido um amplo estudo das interacdes
proteinas-carboidratos, além da investigacdo de potenciais aplicacdes dessas

substancias (CAVADA, Benildo S. et al., 2019).

1.1.2.1 Lectina da semente de Dioclea rostrata

A lectina encontrada na espécie Dioclea rostrata (DRL) possui 237 aminoé&cidos, peso
molecular de 25,49 kDa, e tem grande similaridade com outras lectinas da subtribo
Diocleinae, principalmente as do mesmo género (DE OLIVEIRA et al.,, 2008). A
Dioclea rostrata € uma leguminosa (Figura 1) cujas sementes sdo a maior fonte da
DRL isolada e purificada. Interessantemente, devido a variacbes em residuos
presentes no seu dominio de reconhecimento, a DRL apresenta um DRC maior e mais
raso que os de outras lectinas homologas, tal como daquela da Dioclea violacea (DVL)
(BARROSO-NETO, Ito Liberato et al., 2014). Essa caracteristica, determinada pelas
distancias entre os residuos presentes no seu DRC, favorece uma melhor interacao
da lectina com seus carboidratos, diferentemente do que acontece em lectinas com
um DRC mais estreito e profundo (BARROSO-NETO, Ito L. et al., 2016). Quanto a
sequéncia dos aminodcidos e estrutura tridimensional, a DRL apresenta similaridades
com outras lectinas da subtribo Diocleinae, mas com pequenas diferengcas que
certamente também levam as diferentes atividades biol6gicas (CAVADA, Benildo S.
et al., 2019). Finalmente, outra caracteristica estrutural dessa lectina, que é
compartilhada por outras isoladas de plantas da mesma familia, é a posicdo 205
ocupada pelo residuo de aminoacido aspartato na sua sequéncia primaria. Isso pode

contribuir com uma maior intensidade de seus efeitos biol6gicos, como por exemplo
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uma maior capacidade de relaxamento vascular, tanto que em determinadas lectinas

7

com menor efeito vasodilatador, essa mesma posicdo € ocupada por glutamato

(BARROSO-NETO, Ito L. et al., 2016).

Figura 1: Planta Dioclea rostrata e suas sementes (foto cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Benildo
Sousa Cavada, UFC).

1.1.3. Dominio de reconhecimento de carboidratos e a diversidade de efeitos das

lectinas

O DRC das lectinas e sua ligacao com carboidratos é o mais importante evento que
permite as atividades bioldgicas. A presenca de sitios de ligacao para carboidratos
nesta estrutura presente nas lectinas é de fato considerada a sua principal
caracteristica na determinagdo da funcdo e efeitos biologicos (LAGARDA-DIAZ;
GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017). Na superficie de células
endoteliais, por exemplo, existem inUmeras glicoproteinas que poderiam se ligar com

DRC de lectinas (BARROSO-NETO, Ito L. et al., 2016). O que muda € a conformacéao
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do DRC, que é influenciado pela composicdo dos aminoacidos e pela forma dessas
proteinas (dimérica ou tetramérica) (SANZ-APARICIO et al.,, 1997). Tal como
mostrado na figura 2, cada mondémero da forma tetramérica ha um dominio de
reconhecimento de carboidratos (DRC) acessivel a monossacarideos e
oligossacarideos, além de locais de ligacéo para céalcio e manganés (LAGARDA-DIAZ;
GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017). E sabido que o pH pode influenciar
a forma das lectinas das espécies da subtribo Diocleinae, ou seja, determinando assim
sua forma dimérica e tetramérica. Com isso, as alteracbes no pH pode alterar a
configuracdo dos DRC e, consequentemente os efeitos bioldgicos, que podem ter
qualidade e intensidades diferentes (BARROSO-NETO, Ito Liberato et al., 2014;

BARROSO-NETO, Ito L. et al., 2016).
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Figura 2: Imagem mostrando a estrutura geral de uma lectina de leguminosa. (A) mostra a configuracéo
do tetrdmero, com o dominio de reconhecimento de carboidrato (DRC) marcado em vermelho; e (B)
mostra uma imagem amplificada do monémero com folhas B (em amarelo), curva a (em roxo), sitios de
ligacdo a metal (area com esferas verde e cinza) e o DRC (area ocupada pela molécula cinza e
vermelha) (LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017).
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Entretanto, € importante mencionar que além dos DRC, outros locais especificos
dessas proteinas, como o de ligacdo ao metal e de ligacéo hidrofobica, sdo capazes
de ocasionalmente interagir com determinadas moléculas, e assim, mediar alguma
atividade biolégica (BEZERRA, Maria Julia Barbosa et al., 2013; CAVADA, Benildo S.

et al., 2019).

1.1.4. Efeitos bioldgicos das lectinas de leguminosas

Como mencionado, as lectinas sado capazes de modular muitos processos de
reconhecimento celular, patogénese viral e bacteriana, além de inflamacéo
(PIETRZYK-BRZEZINSKA; BUJACZ, 2020). Por exemplo, lectinas isoladas de
espécies da subtribo Diocleinae possuem acdo antibacteriana e antifingica
dependente de seu DRC (GOMES et al., 2012), podendo tanto se ligar a superficie
bacteriana e inibir sua ligacdo com as células hospedeiras, quanto se ligar aos
carboidratos presentes na superficie das células imunoldgicas sinalizando agfes
contra as bactérias (MISHRA et al., 2019). Ademais, estudos tém mostrado certa
capacidade pro-apoptotica em células cancerigenas com determinadas lectinas de
leguminosas, ao se ligarem a proteinas glicosiladas (geralmente alteradas) na
membrana dessas células (CAVADA, Benildo S. et al., 2019). Possuem também efeito
antidepressivo em ratos, reportado recentemente para a lectina isolada da Canavalia
brasiliensis (ConBr), provavelmente modulando receptores serotoninérgicos (Rieger
et al., 2014). Outro efeito descrito para as lectinas de leguminosas é seu potencial
inseticida: foi sugerido que o mecanismo envolve ligacdo aos glicanos presentes na
superficie das células do epitélio intestinal dos insetos, interferindo nos processos

digestivos (MACEDO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015). Finalmente, um importante efeito
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com potencial aplicabilidade farmacoldgica é a capacidade vasodilatadora descrita

para diversas lectinas da subtribo Diocleinae em aorta de ratos (ASSREUY et al.,

2009; BARROSO-NETO, Ito L. et al., 2016; BEZERRA, Maria Julia Barbosa et al.,

2013; GADELHA et al., 2005). Na tabela 1 sdo apresentados os resultados resumidos

dos estudos ja publicados até o momento, que avaliaram os efeitos agudos da

incubacéo de lectinas isoladas de leguminosas da subtribo Diocleinae em segmentos

de aorta de ratos e as respectivas caracteristicas da vasodilatacdo encontrada, o que

se sugere dever as especificidades de seus DRC.

Lectinas

Capacidade de
relaxamento maximo
(0-100%)

Efeito da inibicdo da

ciclooxigenase

Efeito da
inibicao do
oxido

Efeito da ocupacao

do DRC pelo seu
carboidrato
especifico

Canavalia brasiliensis-ConBr
Canavalia gladiata - CGL
Canavalia grandiflora - ConGF
Canavalia maritima - ConM
Canavalia ensiformis - ConA
Canavalia virosa - ConV
Cymbosema roseum - CRL1
Dioclea lasiocarpa- DLL
Dioclea reflexa - DrfL
Dioclea sclerocarpa - DSL
Dioclea rostrata - DRL
Dioclea violacea- DVL

Dioclea virgata - DvirL

74%
108%
25%
110%
85%
7%
96%
81%
32%
36%
96%
43%
70%

Bloqueio parcial
Bloqueio parcial
N&o avaliado
N&o avaliado
N&o avaliado
N&o avaliado
Sem resposta
N&o avaliado
N&o avaliado
N&o avaliado
Bloqueio parcial
Sem resposta

Nao avaliado

Bloqueio parcial
Bloqueio total
Blogueio total
Bloqueio total
Nao avaliado
Nao avaliado
Bloqueio total

Bloqueio parcial
Bloqueio total
Bloqueio total
Bloqueio total

Bloqueio parcial

Bloqueio total

Bloqueio parcial
Bloqueio parcial
Nao avaliado
Nao avaliado
Nao avaliado
Bloqueio parcial
Nao avaliado
Bloqueio parcial
Bloqueio parcial
Bloqueio total
Bloqueio parcial
Bloqueio parcial

N&o avaliado

Tabela 1: Efeito vasodilatador mostrado em porcentagem de relaxamento maximo alcangado. As

participacdes do Oxido nitrico e dos produtos da ciclooxigenase foram testadas pela incubacao de L-

NAME e indometacina, inibidores das enzimas 6xido nitrico sintase e ciclooxigenase, respectivamente.

Todas as lectinas foram testadas em segmentos de aorta de ratos. Modificado (CAVADA, Benildo S. et

al., 2019).
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Vale notar que, historicamente, varias substancias derivadas de plantas tiveram um
papel fundamental no desenvolvimento da farmacologia cardiovascular, e ndo resta
davidas da importancia dos seus estudos na descricdo de potenciais efeitos
vasculares das substancias recém isoladas, ou até mesmo no processo de

descobrimento de novas drogas com acao sobre esse sistema.

1.2. O Sistema Vascular

1.2.1. Endotélio e homeostase vascular

A homeostase do sistema circulatério € garantida por uma série de processos
fisiol6gicos (neurais, humorais e locais) que garantem o fluxo adequado aos diversos
tecidos do organismo. Em uma organizacéao estrutural geral, 0os vasos sanguineos séo
constituidos por trés camadas: uma monocamada de células endoteliais, uma camada
média composta principalmente por musculo liso vascular, e uma camada adventicia
externa (ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015). A camada muscular permite o controle
dindmico do tdénus vascular e, consequentemente, do diametro do vaso e assim da
resisténcia ao escoamento de sangue (U. SYED et al., 2020). A adventicia possui
terminagdes nervosas, tecido adiposo perivascular, fibroblastos e fibras de colageno,
conferindo assim elasticidade e permitindo aderéncia ao parénquima dos 6rgaos
(ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015). Porém, o endotélio vascular, antes visto
apenas uma barreira inerte de separacdo do sangue e a parede vascular, jA ha
algumas décadas é reconhecido como a estrutura dinamica e metabolicamente ativa
mais importante da vasculatura. As células endoteliais, que na verdade revestem o
interior de todos 0s vasos sanguineos (incluindo artérias, veias e capilares) e também

as camaras cardiacas, sao capazes de sintetizar e liberar uma série de substancias
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frente a estimulos quimicos e fisicos (TARBELL; PAHAKIS, 2006; BISWAS; KHAN,
2019), que por sua vez atuam de forma autocrina e/ou paracrina na regulacéo de
cascatas de coagulacao, inflamacéo, permeabilidade vascular, angiogénese e ténus
da vasculatura (ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015). E considerado o maior 6rgéo
do corpo com participacdo da homeostase do tdnus vascular sendo responsavel pela
sintese e secrecao tanto de substancias relaxantes quando contrateis para o musculo
liso vascular conduzindo a vasodilatacdo ou vasoconstricdo, respectivamente. Para
promover relaxamento, as células endoteliais produzem substancias vasoativas,
dentre elas as mais importantes: o 6xido nitrico (NO), a prostaciclina (PGl2) e o
originalmente denominado “fator hiperpolarizante derivado do endotélio” (FELETOU;
VANHOUTTE, 2006). Para promover vasoconstricdo, é capaz de liberar tromboxano
(TXAz2) e outros prostandides derivados da COX, angiotensina Il (Ang-Il), endotelina |
(ET-1) e algumas espécies reativas de oxigénio (BISWAS; KHAN, 2019). O fluxo
sanguineo local € o resultado do equilibrio do relaxamento e contracdo vascular

determinado por esses fatores (BISWAS; KHAN, 2019).

Porém, toda essa constante intercomunicacdo entre os fatores fisico-quimicos da
circulacdo e o endotélio subjacente é possivel ndo sé pela presenca de receptores
proteicos de membrana, mas também por intermédio de uma camada gelatinosa,
carregada negativamente e composta principalmente de material glicoproteico

denominada glicocalice endotelial (REITSMA et al., 2007).

1.2.1.1 O glicocélice endotelial

O glicocalice endotelial esta presente na superficie das células e, tal como o

glicocalice das células em geral é formado por uma camada de glicoconjugados
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(glicoproteinas e glicolipideos) composta por oligossacarideos, acidos sialicos e
proteoglicanos (TARBELL; PAHAKIS, 2006). Essas moléculas de glicoconjugados
sdo chamados de glicoproteinas devido a adicdo de acucares a proteinas (REILY et
al., 2019), sendo sintetizadas no reticulo endoplasmatico (RE) e no aparelho de golgi
(SPROVIERI; MARTINO, 2018). Nas membranas, as glicoproteinas representam
moléculas de adesdo celular e sdo distribuidas em 3 familias: selectinas,
imunoglobulinas e integrinas (GAUDETTE; HUGHES; BOLLER, 2020).0s
proteoglicanos séo glicoproteinas da matriz extracelular que possuem repeticdes de
acucar ligadas por glicosilacdo, sendo essas cadeias laterais de acucares dos
proteoglicanos denominadas glicosaminoglicanos (GAGs) (REILY et al., 2019) (Figura
3). Os GAGs se estendem da proteina central para o limen vascular, e se ligam a
outros proteoglicanos através de cadeias que incluem heparan sulfato, condroitina
sulfato, dermatan sulfato, queratan sulfato e acido hialurénico. Entretanto, o heparan
sulfato € o principal componente dos GAGs, estd presente principalmente na
superficie luminal do glicocalice em estruturas especificas e cavéolas que contém a
enzima NO sintase, permitindo assim participar intimamente da integridade estrutural
e de interacbes e respostas celulares (GAUDETTE; HUGHES; BOLLER, 2020;
UCHIMIDO; SCHMIDT; SHAPIRO, 2019). Ainda em relacdo aos proteoglicanos,
existem os sindecanos e glipicanos, mas o sindecano-1, um proteoglicano de heparan
sulfato, tem sido o principal alvo de pesquisa no glicocélice endotelial (TARBELL,;
PAHAKIS, 2006; UCHIMIDO; SCHMIDT; SHAPIRO, 2019). Como os sindecanos sao
proteinas transmembranares, o dominio extracelular liga e detecta sinais
extracelulares (tais como tensdo de cisalhamento), que séo transmitidos para o
citoesqueleto de actina através do dominio transmembrana, e por fim, sinalizam a

producdo de NO. Ja os glipicanos estdo ligados a membrana luminal e ndo séo
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proteinas transmembranares (GAUDETTE; HUGHES; BOLLER, 2020; TARBELL;

PAHAKIS, 2006).

Fluxo sanguineo
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Figura 3: Esquema representativo mostrando a membrana glicocdlice endotelial: heparan sulfato (HS),
acido hialurénico (HA), condroitina sulfato (CS), séo glicosaminoglicanos que estéo ligados proteinas
ou receptores (glicosanos, sindecano,CD44). Residuos de acido sidlico e proteinas sollveis como a
albumina estao presentes. As selectinas, integrinas e imunoglubulinas séo glicoproteinas presentes na
base do glicocalice. Modificado de (HARDING et al., 2019).

Tal como apresentado na figura 4, além do heparan sulfato, evidéncias recentes
sugerem que a molécula de adeséo de plaquetas das células endoteliais (PECAM-1,
ou CD31), uma proteina altamente glicosilada, também ¢é importante na
mecanotransducdo das células endoteliais para controle do ténus (NEWMAN;
NEWMAN, 2003). Esta concentrada em regides altamente suscetiveis aos efeitos do
shear stress e também se colocaliza com a NO sintase na membrana celular
(NEWMAN; NEWMAN, 2003; RUSSELL-PULERI et al., 2017; WEINBAUM et al.,

2021). Além disso, foi descrito que na auséncia dessa molécula de adeséo, ocorre
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também reducdo nos componentes mediados por hiperpolarizacao e pela ativagdo da
ciclooxigenase na vasodilatacdo mediada por fluxo (LIU et al., 2006). Assim, esta
glicoproteina PECAM-1 também €& um componente candidato logico da via de

sinalizacao envolvida na vasodilatacédo.
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Figura 4: Esquema representativo proposto para a produc¢éo de 6xido nitrico (NO) e prostaciclina (PGlz)
induzidos por Shear stress (tenséo de cisalhamento). (A) Gaq/11/PECAM-1 ligado por heparan sulfato
(HS) é o mecanossensor de fase inicial para producéo de NO. (b) Glipicano-1 é o sensor de tensdo de
cisalhamento de fase sustentada que leva a ativagéo intracelular de PECAM-1 e a producao de NO. (c)
A tensao induzida por cisalhamento em PECAM-1 induz a producdo de PGI. através de uma via de
sinalizacdo que inclui PI3K-Integrins-COX-2. Modificado de (ZENG et al., 2018).
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De fato, a integridade estrutural deste glicocélice e a qualidade dos seus componentes
parece determinar seu papel sobre a funcdo das células endoteliais, ndo s6 para
inibicdo da via de coagulacéo e adesdo de leucécitos ao endotélio, mas também para
conducao de vasodilatacdo mediata por fluxo ou por estiramento, contribuindo assim
para protecdo da parede vascular (UCHIMIDO; SCHMIDT; SHAPIRO, 2019; DOGNE;
FLAMION, 2020; GOUVERNEUR et al., 2006). Ademais, é sugerido que o glicocélice
endotelial apresente variagcbes na estrutura e espessura nos diferentes leitos
vasculares e ao longo de um mesmo vaso devido a varia¢des locais de fluxo (DOGNE;

FLAMION, 2020; GOUVERNEUR et al., 2006; KRUGER-GENGE et al., 2019).

1.2.1.2. Mediadores endoteliais para vasodilatagao

Dentre os efeitos vasodilatadores mediados pelo endotélio para o controle do ténus
vascular, destacam-se aqueles produzidos pela acdo do 6xido nitrico (NO), da
prostaciclina (PGl2) e da hiperpolarizacdo derivada do endotélio (EDH) (FELETOU;

VANHOUTTE, 2009; VANHOUTTE et al., 2009).

1.2.1.3. Oxido nitrico

O NO é uma molécula gasosa, com elétron desemparelhado e curta meia-vida (4-8
segundos), que possui livre difusdo nas membranas bioldgicas e exerce efeitos
fisioldgicos no sistema nervoso, imunologico e cardiovascular (ZHAO; VANHOUTTE;
LEUNG, 2015). Nos vasos, é certamente o principal mediador das funcfes endoteliais.

Por exemplo, inibe a agregacao plaquetaria, sendo que substancias derivadas de
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plaguetas, quando ativadas, aumentam a atividade da enzima NO sintase (NOS)
expressa no endotélio produzindo ainda mais NO; e também inibe a adesédo de
leucdcitos na parede vascular ao diminuir a expressao de moléculas de adesédo na

superficie das células endoteliais (LENASI, 2018).

No endotélio, o NO € principalmente formado a partir do aminoécido L-arginina pela
isoforma constitutiva da NOS ai presente (eNOS) (GODO; SHIMOKAWA, 2017),
embora também possa ser produzido pelas isoformas induzivel (INOS) e neuronal
(nNOS) desta enzima (LENASI, 2018; DUDZINSKI et al., 2006), todas expressas no
sistema cardiovascular. A atividade da eNOS e consequente producédo de NO pode
ser iniciada por uma variedade de estimulos que incluem forcas fisicas e também a
acao de cascatas intracelulares iniciadas por receptores ativados por ligantes tais
como acetilcolina, bradicinina, histamina, serotonina e alguns horménios (LENASI,
2018). E uma enzima que depende da calmodulina e precisa de co-fatores como
calcio, tetra-hidrobiopterina  (BH4), dinucleotideo de flavina adenina,
mononucleotéideo de flavina e protoporfirina de ferro (LENASI, 2018; ZHAO;
VANHOUTTE; LEUNG, 2015). Além disso, a simples fosforilagdo da eNOS em
diferentes locais € capaz de modular o fluxo ativo de elétrons na producdo de NO e,
assim, alterar (estimulando ou inibindo) a atividade desta enzima (SESSA, 2004).
Dessa forma, estimulagcdo da eNOS pode ser feita tanto por vias dependentes de
calcio (por ex: interacdo do complexo calcio/calmodulina em dominios especificos da
eNOS), quanto por vias independentes de célcio (por ex: fosforilagdo por meio de vias
dependentes de proteina-quinase A e proteina-quinase B ou Akt). (FORSTERMANN;
XIA; LI, 2017). ApGs ser produzido, o NO estimula a enzima guanilato ciclase soluvel
(GCs) nas células do musculo liso vascular (MLV), induz a formacdo de 3,5-

monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) e a consequente ativagdo da proteina
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quinase G (PKG). A via GCs/GMPc/PKG ¢é a principal via estimulada pelo NO para
promover os efeitos observados nas células do MLV: reduc¢éo do influxo de calcio pela
membrana e estimula a sua recaptacao pelo reticulo sarcoplasmatico, e a abertura de
canais para potassio para mediacao da hiperpolarizacéo destas células; embora tem-
se a proposta que alguns efeitos possam ser exercidos diretamente na promoc¢ao do
relaxamento (ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015). Varias condi¢des patologicas tais
como hipertenséo, diabetes, tabagismo, sindrome metabdlica, hipercolesterolemia,
obesidade e outras estdo relacionadas a disfuncdo na producdo e/ou
biodisponibilidade de NO derivado do endotélio vascular e, consequentemente, a
reducao dos seus efeitos, o que tem sido descrito por aumentar o risco cardiovascular.
Com isso, h&a algumas décadas, as vias de producao/degradacdo de NO assim como
as vias relacionadas aos seus efeitos tém representado importantes alvos de estudo

(LENASI, 2018).

1.2.1.4. Prostaciclina

A vasodilatagdo mediada por agonistas ou por estimulos mecanicos é dependente
nao s6 de NO, mas também da liberacdo da prostaciclina (prostaglandina Iz, PGI2),
um produto do metabolismo do acido araquiddnico pela enzima ciclooxigenase (AA-
COX) nas células endoteliais. As enzimas ciclooxigense 1 e 2 transformam o AA em
tromboxano, prostaglandinas e prostaciclina (PGlz) (BISWAS; KHAN, 2019), sendo a
prostaciclina o principal metabdlito nas células endoteliais (FELETOU; VANHOUTTE,
2009), e que apresentam atividades antitrombdtica e vasodilatadora (VANE; CORIN,
2003) tanto em vasos de condutancia quando de resisténcia (FUJIWARA et al., 2012).

Ao se difundir paracrinamente e atingir os receptores do tipo IP1 nas células do MLV,
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ocorre a ativacao da proteina G e da enzima adenilato ciclase, com consequente
aumento dos niveis de AMPc e da atividade da proteina-cinase A (PKA), o que reduz
a atividade da cinase de cadeia leve de miosina (MLCK) induzindo assim o
relaxamento (LENASI, 2018). E sabido que a prostaciclina € um dos fatores que
podem compensar a vasodilata¢do vascular quando a acdo do NO esta comprometida

(WIDMER; LERMAN, 2014).

1.2.1.5. Hiperpolarizacao derivada do endotélio (EDHF)

A vasodilatacao residual que € notada apés o bloqueio da sintese de NO e da COX,
e que desaparece apoOs remocao do endotélio, indica a existéncia de um evento
endotélio-dependente que foi posteriormente identificado como mediador de
hiperpolarizacdo de células do MLV, e que pode ser bloqueado por inibidores de
canais de potassio (BRYAN et al., 2005). De maneira interessante, enquanto no inicio
pensava-se em um agente ou fator hiperpolarizante, atualmente ja foram identificados
varios fatores ou candidatos capazes de promover aquilo que se passou a denominar
“hiperpolarizacdo endotélio-dependente” (endothelium-dependent hyperpolarization,
ou simplesmente EDH). Além do préprio ion potassio, que apos seu efluxo pode atuar
em células vizinhas estimulando a hiperpolarizacéo via ativacdo da Na*® K*-ATPase
(GARLAND, 2003; NELLI et al., 2003), varios outras moléculas liberadas pelas células
endoteliais estimulam a vasodilatacdo através da hiperpolarizacdo das células
musculares lisas vasculares a partir da abertura de canais para potassio ou da
ativacdo da Na* K*-ATPase, peroxido de hidrogénio (H202), o monoxido de carbono
(CO), sulfeto de hidrogénio (H2S), derivados do citocromo P450 e também metabdlitos
do AA-COX, (FELETOU; VANHOUTTE, 2009; LENASI, 2018). De fato, a propria

prostaciclina liberada pelo endotélio pode estimular a abertura de canais para potassio
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e atuar como fator hiperpolarizante(FELETOU; VANHOUTTE, 2009). Finalmente,
também a hiperpolarizacdo das células endoteliais pode ser transmitida para as
células musculares lisas vasculares acoplamento elétrico de jun¢cdes mioendoteliais
(FELETOU; VANHOUTTE, 2009). Especialmente nos pequenos vasos, 0s quais mais
participam do controle da resisténcia vascular periférica, a EDH tem participacao de
destaque na regulacao do ténus vascular e consequente controle do fluxo sanguineo
(BRYAN et al., 2005). Além disso, a EDH é responséavel por aproximadamente metade
da resposta vasodilatadora em artérias mesentéricas com diametro inferior a 500 pm,
e na comparacdo entre as contribuicdes individuais das principais vias de
vasodilatacao endotélio-dependente, a hiperpolarizacdo aumenta quando o diametro
do vaso diminui, enquanto a agdo do NO se comporta ao contrario (KOHLER; HOYER,
2007). Outro fato relevante é que, assim como para o NO, ha estudos que mostram
gue modificacbes na EDH também participam da disfuncdo endotelial presente em
varias doencas (LENASI, 2018), o que inclui também esse evento como algo de

estudos promissores.

1.2.2. O controle local do tonus em diferentes tipos de artérias

Como ja mencionado para o glicocalice endotelial e a constituicdo das camadas da
parede vascular, e também para os principais mediadores da vasodilatacdo endotélio-
dependente, as diferencas nas caracteristicas de cada artéria determinam também os
processos e fatores relacionados ao controle local do tbnus. De uma maneira geral,
as artérias e arteriolas regulam a pressao e o fluxo sanguineos para os tecidos.
Artérias de condutancia, como a aorta, possuem a tiinica média com maior quantidade
relativa de fibra elastica, multiplas camadas do que musculo liso em comparacao aos

demais tipos de vasos, uma caracteristica que facilita sua distensibilidade e
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elasticidade em resposta ao fluxo pulsétil gerado pela bomba cardiaca. A aorta é
dividida em 5 segmentos principais: raiz adrtica, segmento ascendente, arco aértico,
segmento descendente toracico, e segmento abdominal, e funciona como um canal e
reservatorio. Devido a sua distensibilidade, em condi¢cdes normais até 50% do volume
sistélico € armazenado na aorta, 0 que mantem certo nivel de fluxo sanguineo e
pressdo arterial mesmo na fase de diastole do ciclo cardiaco (GOLDSTEIN et al.,

2015).

Ja nas pequenas artérias, de resisténcia, a tinica média possui pouca elastina e maior
camada de células musculares lisas, tendo uma relagao entre espessura da camada
média e o0 seu lumen maior do que as artérias de condutancia, garantindo assim um
importante papel no controle da impedancia vascular as custas de mudancas no raio
interno (BROWN et al., 2019). Os pequenos ramos das artérias mesentéricas sao, por
exemplo, considerados vasos de resisténcia. Esses pequenos vasos fazem parte da
circulacdo esplancnica, a qual recebe até 60% do deébito cardiaco e participa
consideravelmente tanto da resisténcia periférica total, quanto da capacitancia

vascular total (SOUSA; DINIZ, 2017).

Em relacdo a circulacdo coronariana, como as artérias coronarias epicardicas,
maiores contribuem apenas com 5% da resisténcia vascular desse leito, a regulacéo
do fluxo coronariano em condig¢es fisiolégicas depende principalmente da resisténcia
coronariana determinada pelas pequenas artérias e arteriolas intramiocardicas, com
didmetro abaixo ou préoximo a 300 um. A resisténcia coronariana é sensivelmente
modulada pela taxa metabdlica do tecido a sua volta, mas também por fatores neuro-
humorais, regulagdo miogénica e endotelial, em maior ou menor proporgao conforme

a regido do leito coronariano em questdo (CESENA; CHAGAS, 2001).
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1.3. Mecanismos de vasodilatacdo das lectinas de leguminosas

Como citado, a configuracdo do DRC determina a atividade biologica das lectinas,
incluindo o efeito vasodilatador que é descrito para algumas lectinas de leguminosas
(BATISTA DA NOBREGA et al., 2012). De fato, dentre as varias lectinas da Subtribo
Diocleinae com potencial vasodilatador (ASSREUY et al., 2009; BARROSO-NETO, Ito
L. et al., 2016; BEZERRA, Maria Julia Barbosa et al., 2013; GADELHA et al., 2005),
0s estudos demonstram que em sua maioria tém seu efeito ao menos parcialmente
inibido se co-incubadas com seus carboidratos especificos, mostrando a importante
participacdo do DRC, por exemplo, para a ativacdo da eNOS nas células endoteliais
(CAVADA, Benildo S. et al., 2019). O estudo de Asseury et al. (2009), também em
aorta de ratos, mostrou que a vasodilatacdo mediada pela lectina isolada da ConBr é
totalmente bloqueado pelo inibidor da NOS, L-NAME, e parcialmente blogueado pelo
o inibidor inespecifico da COX, a indometacina, demonstrando participacées do NO e
PGl2, mas ndo da EDH, ja que ndo obteve resultados com uso de um bloqueador de
canais para potassio (ASSREUY et al., 2009). Outra lectina da semente de uma planta
da mesma Subtribo, Canavalia maritima (ConM), também possui um relaxamento
fortemente dependente de NO (GADELHA et al., 2005). Outras lectinas, como as
encontradas na Dioclea violacea (DVL) e na Dioclea virgata (Dvirl), que apresentam
diferencas no DRC, também promovem relaxamento vascular em segmentos de aorta
de ratos, mas com diferentes intensidades. Nesse contexto, o0 DRC é sugerido como
determinante na indugcéo de NO pelas lectinas Diocleinae (ROCHA et al., 2015). A
lectina de DRL, com um DRC mais largo e mais raso, promove relaxamento com a
participacdo de NO, prostaciclina e EDHF em aortas de ratos, com mais intensidade

em relacdo a outras lectinas Diocleinae. De maneira importante, foi demonstrado o
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relaxamento mediado pela DRL é totalmente dependente do endotélio e da ligacdo da

lectina com carboidratos (BEZERRA, Maria Julia Barbosa et al., 2013).

1.4. Justificativa e hipo6tese

Os mecanismos propostos para o efeito relaxante induzido por lectinas isoladas de
diferentes leguminosas, incluindo DRL, sdo através de uma acdo dependente do
endotélio, seja pela liberacédo de substancias vasoativas tais como o NO e PGlz, seja
pela inducdo da hiperpolarizacdo do MLV, efeitos determinados principalmente pela
interacdo do DRC das lectinas com glicanos presentes nas células endoteliais
(GADELHA et al., 2005; ASSREUY et al., 2009; BEZERRA, Maria Julia Barbosa et al.,
2013; BARROSO-NETO, Ito Liberato et al., 2014; BARROSO-NETO, Ito L. et al.,
2016). Como os poucos estudos reportados até o momento foram realizados em aorta
de ratos, e diante da hipotese de que as diferencas nas artérias de condutancia e
resisténcia poderia significar diferentes resposta induzidas pelas lectinas, escolhemos
a lectina de DRL, devido sua capacidade vasodilatadora, para investigar as principais
vias envolvidas na vasodilatacdo induzida em segmentos arteriais de ratos isolados
de diferentes locais (aorta e artérias coronarias e mesentéricas de resisténcia). Além
disso, com base na sequéncia de aminoacidos, estrutura cristalografica e
especificidade para manose, glicose e acucares derivados ja descritas para a DRL
(DE OLIVEIRA et al., 2008), também realizamos estudos “in silico” de docking
molecular da DRL com varios glicanos e glicosaminoglicanos presentes na membrana

das células endoteliais que poderiam suportar tal diversidade de vias estimuladas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

O objetivo deste estudo foi analisar o efeito vasodilatador da lectina de Dioclea rostrata
em artérias de condutancia e resisténcia e avaliar suas possiveis interacdes com

glicanos presentes na membrana do endotélio vascular.

2.2. Objetivos especificos

Testar a participacdo do 6xido nitrico na resposta vasodilatadora induzida pela DRL

em segmentos de aorta, artéria mesentérica e artéria coronaria.

Testar a participacao de produtos da ciclooxigenase na resposta vasodilatadora

induzida pela DRL em segmentos de aorta, artéria mesentérica e artéria coronaria.

Testar a participacao da hiperpolarizagdo na resposta vasodilatadora induzida pela

DRL em segmentos de aorta, artéria mesentérica e artéria coronaria.

Analisar as interacdes da DRL frente aos seus ligantes especificos e potenciais

glicanos ou glicoproteinas de membrana por ancoragem molecular.
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MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Estudo “in vitro” dos efeitos vasodilatadores da DRL
3.1.1. Obtencéao e preparacéo da lectina de semente da DRL

A lectina de sementes de Dioclea rostrata foi isolada e purificada no Laboratério do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara
(UFC) por cromatografia de afinidade em Sefadex G-50 conforme detalhado
previamente (CAVADA, Benildo Sousa et al., 1996), e gentilmente cedida pelo

professor Benildo Souza Cavada.

3.1.2. Animais experimentais e obtengdo das artérias de diferentes tipos

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar, com aproximadamente trés meses de
idade e pesando entre 250 e 350g, foram fornecidos pelo Biotério do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo — UFES. Os animais
eram mantidos em gaiolas coletivas na sala de experimentagdo do Laboratério de
eletromecanica Cardiaca e Reatividade Vascular, sob condigcbes de controle de
temperatura e ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a racdo e agua. Os
protocolos experimentais foram previamente analisados e aprovados pela Comisséo
de Etica em Uso de Animais (CEUA-UFES) sob protocolo 39/2017 antes do inicio das

atividades.

3.1.2.1. Reatividade vascular em aorta
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Os animais foram anestesiados com mistura de ketamina (90 mg/kg) e xilasina (10
mg/kg), aplicada intraperitonealmente. Em seguida, foi realizada uma inciséo na pele
do abdome até o térax, que permitiu expor a camada muscular. Por meio de
toracotomia mediana e visualizacdo dos 6rgaos da cavidade toracica, o coracdo e a
aorta foram removidos e acondicionados em uma placa de Petri contendo solucao de
Krebs composta por (em mM: NaCl 127; KCI 4,7; CaCl2.2H20 2,5; MgS0a4.7H20 1,2;
KH2PO4 1,17; NaHCOs3 24; Glicose 5; EDTA 0,01). A aorta toracica descendente foi
separada para a retirada dos tecidos aderentes e para divisdo em segmentos
cilindricos com aproximadamente 4mm. Nesses segmentos foram transpassados
através do lumen, dois triangulos de fios de aco inoxidavel, para que ficassem
paralelos. Um triangulo foi fixado a parede do banho de érgéos/cuba e o outro
conectado a um transdutor de tensdo isométrica que ficava suspenso na cuba para
orgao contendo 5 mL a mesma solucdo de Krebs Henseleit a 37°C, continuamente
aerada com mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de COz). Os segmentos foram
mantidos sob tensédo basal de 1g de forca. As alteracbes do tdnus dos segmentos
eram captadas pelo transdutor de for¢ca conectado a um sistema de aquisicdo de
dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; Santa Barbara, CA - USA), e este a um

computador (Figura 5).
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Figura 5: Preparagéo dos segmentos isolados de aorta para avaliacdo da reatividade vascular in vitro

(modificado de MUSTAFA; ANSARI; ABEBE, 2009).

Apoés periodo de estabilizacdo de 30 minutos, foi adicionado a solugéo das cubas, KCI
75 mM para avaliar a atividade contratil do MVL induzida por despolarizacado. Quando
atingiam uma variacédo de um grama de forgca em relagc&o ao valor basal, os segmentos
eram lavados em solucéo de Krebs-Henseleit padrdo até retornar ao basal. Apds mais
30 minutos de estabilizagdo, uma nova incubacdo com KCl 75 mM era adicionada
aguardando-se 30 minutos, que permitia alcancar a contracdo maxima do segmento.
Na sequéncia, 0os segmentos eram lavados trés vezes para retorno ao valor basal, e
apos 30 minutos, esses eram submetidos a avaliagdo da integridade funcional do
endotélio. Para confirmar a integridade do endotélio, os segmentos arteriais eram
contraidos com fenilefrina (agonista alfa-adrenérgico) a partir da concentracéo de 10
6 M e aumentando-se caso necessario para produzir 50% da contragdo promovida por
KCIl. Apés um platd de contracdo, uma Unica aplicacdo de acetilcolina (ACh,

concentracdo final de 10° M) era adicionado para estimular o relaxamento
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dependente do endotélio. Aqueles segmentos que alcancassem relaxamento igual ou
superior a 80% em relacdo a pré-contracdo eram considerados com endotélio

funcional.

KCl 75 mM - 30 min
mn
Lavagem 3x
KCI 75 mM Fenilefrina
n

Lavagem 3x Acetilcolina

Forga (g)

Lavagem 3x
L}

30 min 30 min 30 min
Estabilizagao Estabilizagao Estabilizagdo

Figura 6: Registro apresentando o protocolo experimental para segmentos de aorta. O protocolo se
inicia com a estabilizacdo dos segmentos nas preparacdes de 6rgdo isolado. Apés periodo de
estabilizacdo foi adicionado ao banho KCI 75 mM, gerando uma reposta contratil. Essa contracao é
mantida até atingirem a variagdo de 1g em relagéo ao basal, em seguida foram lavados trés vezes com
solucdo. Na sequéncia, outro periodo de estabilizacédo, e novamente é adicionado ao banho KCI 75mM
para permanecer por 30 minutos, e apoés, lavagem dos segmentos com solugdo. Um novo periodo de
estabilizacdo. Apds, foi realizado o teste do endotélio com uma contracdo com fenilefrina. Ao atingir
um platd de contragéo é adicionado ao banho acetilcolina para estimular um relaxamento. Apds, as
preparacdes séo lavadas trés vezes seguido de um novo tempo de estabilizagdo para a realiza¢éo dos

protocolos experimentais.

A seguir, os segmentos eram novamente lavados e passavam por um periodo de
estabilizacdo para a realizacdo de curva concentracdo-resposta cumulativa a DRL

(0,01-100 pg/ml).

3.1.2.2. Reatividade vascular em artéria mesentérica de resisténcia

Com o0s animais anestesiados, o leito mesentérico era removido e colocado em uma
placa de Petri contendo solucdo de Krebs- Henseleit gelada (composicdo em mM:
NaCl 118; KCI 4,7; NaHCOs3 25; CaCl2.2H20 2,5; KH2PO4 1,2; MgS04.7H20 1,2; EDTA

0,01 e glicose 5). Com o auxilio de pincas e lupa, era retirado o tecido perivascular em
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volta dos vasos, expondo os ramos arteriais de primeira, segunda e terceira ordem a
partir da artéria mesentérica superior. As artérias mesentéricas formadas pela 32
ramificacdo (consideradas de resisténcia) foram dissecadas, sendo removidos o
tecido adiposo e conectivo. Em seguida, foram seccionadas em segmentos de 2 mm
de comprimento e montadas em um miografo de arame (W. HALPERN; WARSHAW,
1978). Para isso, foram utlizados fios de tungsténio (40 um de diametro)
transpassados através do limen dos segmentos. Em uma camara do miégrafo para
pequenos vasos (Danish Myo Tech, Modelo 410A e 610M, JP-Trading I/S, Aarhus,
Dinamarca) contendo 5 mL de solucéo de Krebs, as extremidades do primeiro fio eram
conectadas a dois parafusos do mesmo lado da camara do miégrafo, que se refere a
um transdutor de tensdo. Um segundo fio de tungsténio foi cuidadosamente inserido
no limen da mesma artéria e preso aos parafusos do miégrafo do lado oposto, que
se refere a um micrbmetro que permite o estiramento das artérias. O miégrafo era
conectado a um sistema para a aquisi¢éo de dados (Powerlab/800 ADInstruments Pty
Ltd, Castle Hill, Australia) e este um computador para registro das variacdes de tensao
isométrica (Figura 7). As preparacdes eram mantidas em solucdo de Krebs-Henseleit
com temperatura controlada a 37°C e areada com mistura carbogénica contendo 95%

de Oz e 5% de CO2 para manutencao do pH constante em 7,4.
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Figura 7: Esquema representando a preparacdo experimental dos segmentos de artéria mesentérica e

segmentos de artéria coronaria in vitro (Fonte: modificado de Nunes, 2018).

Seguindo-se a um periodo de estabilizacdo de 30 minutos, foi realizada a curva
estiramento-tensdo para normalizacdo da condicdo experimental dos segmentos. Os
segmentos foram estirados a uma tensao de repouso considerada Otima em relacéo
ao seu diametro interno. Para cada segmento, a relacéo tensao/diametro foi calculada
pela circunferéncia interna que corresponde a presséao transmural de 100 mmHg, que
equivale a 13,3 kPa, para um vaso relaxado in situ (Lio0), com um software para
normalizacdo de artéria de resisténcia (DMT Normalization Module, ADInstruments,

Australia). Nos experimentos, 0s segmentos arteriais foram mantidos com uma
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circunferéncia interna Li, calculado pela formula Li= 0.90 x Lioco (W. HALPERN;
WARSHAW, 1978). ApoOs estabilizacdo, os segmentos de artéria mesentérica foram
distendidos de forma gradativa e a leitura do micrometro e da forca aplicada foram
registrados em cada ponto. Os valores séo convertidos em valores de circunferéncia
interna (um) e de tensdo na parede vascular (MN/mm). E formada uma curva através
da plotagem da tensdo de parede do segmento contra a circunferéncia interna.

Circunferéncia na qual o desenvolvimento de forca é maximo.

Ap6s um periodo de estabilizagdo, os segmentos foram estimulados com alta
concentragcdo de potassio (KCl 120 mM), com a finalidade de avaliar a integridade
funcional do MVL induzida por despolarizacdo. Quando atingiu um platd na contracéo,
periodo de 30 minutos, os segmentos foram lavados trés vezes com solucédo para
retornar ao basal. Para confirmar a integridade do endotélio, os segmentos foram
contraidos com fenilefrina suficiente para produzir 50% da contracdo promovida por
KCl e uma Unica aplicacdo de acetilcolina (ACh na concentracgéo final de 10> M) foi
adicionado para estimular o relaxamento e verificar a presenca do endotélio intacto.
Os segmentos que alcancaram um relaxamento igual ou superior a 80% em relacao
a contracdo induzida por fenilefrina eram considerados com endotélio funcional.
Entdo, os segmentos eram novamente lavados e passavam por um periodo de

estabilizagdo para a realizagao da curva cumulativa com DRL (0,01-100 pg/ml).

3.1.2.3. Reatividade vascular em artéria coronaria

Como descrito anteriormente, ap0s anestesia e toracotomia, coragao foi removido e
colocado em uma placa de Petri contendo solucdo de Krebs- Henseleit gelada

(composicdo em mM: NaCl 115; NaHCOs 25; KCI 4,7; MgS04.7H20 1,2; CaClz 2,5;
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KH2PO4 1,2; Glicose 5; EDTA 0,01). Durante o procedimento de dissecc¢éo, o ramo
descendente anterior da artéria coronaria esquerda era isolado com o auxilio de um
microscopio de disseccdo, e cortado em segmentos (de 1.6 a 2.0 mm de
comprimento). Os segmentos eram montados como descrito anteriormente para

artéria mesentérica no mesmo miogrado de arame.

Apo6s os 30 minutos de estabilizagdo, os segmentos eram estimulados com alta
concentracdo de potassio (KCl 120 mM) para avaliar a integridade funcional do MLV,
e para confirmar a integridade do endotélio, os segmentos eram contraidos com
serotonina (5- Hidroxitriptamina, 5-HT) suficiente para produzir 50% da contragéo
promovida por KCI. Ap6s um platd de contracdo, uma uUnica aplicacédo de acetilcolina
(ACh na concentracdo final de 10-° M) era adicionada para estimular o relaxamento e
verificar a integridade do endotélio. Os segmentos que alcancassem relaxamento
igual ou superior a 50% em relacdo a contragdo induzida por fenilefrina eram
considerados como tendo endotélio funcional. Os segmentos eram entdo novamente

lavados e passando-se um periodo de estabilizag&o, era iniciada a curva cumulativa

com DRL (0,01-100 pg/ml).

3.1.3. Principais mecanismos de vasodilatagdo nas artérias de diferentes tipos
3.1.3.1 Papel da liberagéo de 6xido nitrico

Segmentos das diferentes artérias foram utilizados para identificar a participacéo do
NO como mediador do relaxamento induzido pela DRL. Para isso, durante 30 minutos,
o inibidor nao seletivo da NOS, o L-NAME (100 uM) foi adicionado ao banho. Apés

isso, foi promovida uma contragéo com fenilefrina ou serotonina (dependendo do tipo
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de artéria), e ao atingir um platd contratil, foram adicionadas as mesmas

concentracdes crescentes e cumulativas de DRL (Figura 8).

3.1.3.2. Papel da hiperpolarizacdo do musculo liso vascular

Para avaliar participacéo da hiperpolarizacdo na mediacéo do efeito vasodilatador da
DRL nas trés diferentes artérias, os segmentos foram incubados com potéassio alto
(KCl 60 mM) a fim de promover uma pré-contracdo despolarizante. E ao atingirem
uma estabilizacdo desta contracdo, foram expostas as mesmas concentracdes

crescentes e cumulativas de DRL (Figura 8).

3.1.3.3. Papel da prostaciclina derivada da ciclooxigenase

Os segmentos das trés artérias também foram incubados durante 30 minutos com o
inibidor ndo seletivo da COX, a indometacina (10 uM). Em seguida, os segmentos
eram estimulados com fenilefrina ou serotonina (na dependéncia do tipo de artéria) e,
ao atingirem um platd de contracdo, eram expostos as mesmas concentracdes

crescentes e cumulativas de DRL (Figura 8).

Fenilefrina

Serotonina ou KCI
£\ DRL0,01-100 pg/ml

L-NAME
INDO
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Figura 8: Esquema representativo mostrando incubacg&o de 30 minutos com L-NAME e indometacina
(INDO). Ap6s contracdo com fenilefrina para segmentos de aorta ou mesentérica, serotonina para
segmentos de artéria coronaria ou contracdo com KCI 60 mM, e na sequéncia, curva cumulativa com
lectina de DRL.

3.2. Estudo “in silico” da interagao entre DRL e glicanos/carboidratos de

membrana
3.2.1 Ancoragem ou “Docking” Molecular

O docking molecular, também denominado ancoragem ou acoplamento molecular foi
0 método de bioinformatica utilizado para prever possiveis interacdes intermoleculares
gue estabilizam o “ligante” com seu sitio de ligacdo (receptor). Com seus algoritmos,
€ possivel realizar previsbes quantitativas de energia de ligacdo. Para isso, é
necessario que o programa avalie varios modos de ligacdes potenciais e, além disso,
uma previsao da energia de interacdo em cada uma dessas ligacdes (FERREIRA et
al., 2015). O programa usa funcdes de pontuacao para estimar a energia de ligacao
entre ligante e receptor. E uma variacio de energia dada pela constate de dissocia¢éo
(Kb) e pela energia de Gibbs (AGL)(FERREIRA et al., 2015). Esta analise foi feita em

colaboracdo com o grupo de pesquisa do prof. Benildo Souza Cavada.

Considerando possiveis interacdes entre a DRL e varios oligossacarideos presentes
em N-glicanos de glicoproteinas encontradas na membrana das células endoteliais,
varios glicanos foram selecionados, e suas estruturas foram construidas para o
modulo construtor de carboidratos do GLYCAM-Web Carbohydrate Builder

(http://glycam.org) com minimizac&o de energia como pos-processamento. A estrutura

tridimensional da DRL foi obtida do Protein Data Bank (PDB) sob o id: 2ZBJ (DE

OLIVEIRA et al., 2008), e foi submetida 1.000 etapas de minimizacdo de energia com


http://glycam.org/
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Chimera v.1.14 (programa de visualizacdo de estruturas moleculares) (PETTERSEN
et al., 2004) antes do acoplamento. Os glicanos foram aplicados como ligantes para
ancoragem, e as preparacoes dos ligantes foram tratados com remocéao de moléculas
de solvente, adicdo de atomos de hidrogénio ausentes e correcdes de ligacdo usando
software Hermes (v. 2020.1). As simula¢des de ancoragem foram realizadas com o
software GOLD v. 2020.2 (CCDC, Cambridge, Inglaterra), que utilizava um algoritmo
semiflexivel de acoplamento de ligantes nos sitios de ligacdo para permitir resultados
mais realistas devido a flexibilidade parcial do receptor (JONES et a., 1997). A regido
de acoplamento foi definida como o centro do DRC com todos os atomos em um raio
de 12 A, também incluidos no calculo. Os parametros escolhidos foram: funcdo de
pontuacdo ChemScore (ELDRIDGE et al.,, 1997), tamanho da populacdo de 100,
pressdo de selecédo de 1.1, numero de operacdes de 10.000, numero de ilhas de 5,
tamanho de nicho de 2, frequéncia de cruzamento de 95, e numero de poses de 20.
As melhores poses (orientacées do ligante), foram escolhidas por uma combinacéo
de pontuacdo de acoplamento, violacbes da geometria do ligante, ligacdes de
hidrogénio e interacfes hidrofébicas esperadas. A DRL em complexo com D-manose

foi usada para comparacéo, e as figuras foram geradas em PyMol (Schrodinger).

3.3. Drogas e solucgdes utilizadas

e 5- Hidroxitriptamina, serotonina (5-HT) (Sigma)
e Acetilcolina, cloridrato (Sigma)

e Bicarbonato de sddio (Neon)

e Cloreto de calcio diidratado (Merck)

e Cloreto de magnésio (Merck)
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e Cloreto de potassio (Merck)

e Cloreto de sodio (Neon)

e Glicose (Merck)

e Fenilefrina (Sigma)

e Fosfato de potassio monobasico (Merck)

¢ Indometacina (Sigma)

e Fenilefrina (Sigma)

e N-Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)

e Sulfato de magnésio heptahidratado (Merk)

3.4. Andlise estatistica

Os resultados encontram-se expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
Os valores de “n” significam o nimero de animais. As respostas vasoconstritoras a
fenilefrina e a serotonina foram normalizadas em func&o da resposta maxima induzida
por KCI do respectivo segmento, sendo expressas em porcentagem desta. As
respostas de relaxamento induzidas pela DRL sdo expressas como porcentagem de
relaxamento em relacdo a contracdo prévia. A analise estatistica foi realizada com
analise de variancia (ANOVA) duas vias seguida por pos-teste de Bonferroni, e os
resultados foram considerados estatisticamente significantes para valores de p<0,05.
Para andlise dos resultados e testes estatisticos foram utilizados os programas

Microsoft Office Excel e GraphPad Prism Software 6.0 (San Diego, CA, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1 A lectina Dioclea rostrata induz vasodilatacdo em artérias de conduténcia e

resisténcia

O efeito vasodilatador da DRL foi avaliado utilizando concentragdes cumulativas nos
segmentos arteriais dos trés leitos vasculares. A DRL produziu relaxamento de forma
concentracdo-dependente na aorta, artéria mesentérica e artéria coronaria, embora
com algumas caracteristicas diferentes (interacdo entre fatores DRL e tipo de artéria
p<0,0001). Em segmentos de aorta, o efeito vasodilatador da lectina seguiu uma
modelagem sigmoidal, com —logeEC50 em 0,75 + 0,11 e efeito maximo (Rmax) a 60,1
4,6% de relaxamento (Figura 9). Ja em segmentos de artéria mesentérica de
resisténcia, a resposta a DRL foi bifasica, ou seja, com uma fase vasorrelaxante inicial
atingindo 55,2+5,6% de relaxamento maximo, seguida por um aumento concentracao-
dependente do tbnus vascular em uma fase posterior, sendo a transi¢ao entre as fases
em uma concentracdo de aproximadamente 10 pg/mL de DRL (Figura 9).
Comparativamente, a DRL apresentou fraca capacidade de relaxamento nos

segmentos de artéria coronaria (31,3 £ 4,9% do relaxamento maximo) (Figura 9).
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Figura 9: Relaxamento vascular induzido por lectina isolada de sementes de Dioclea rostrata (DRL) em

segmentos da aorta, artéria mesentérica de resisténcia e artéria coronaria. Os resultados sdo expressos
como média + EPM. * indica p <0,05 vs. aorta; * indica p <0,05 vs. artéria mesentérica, por ANOVA de

2 vias seguida por pds-teste de Bonferroni.

Além disso, realizamos experimentos em segmentos de aorta onde o endotélio foi
removido mecanicamente com uma haste metélica (Figura 10), e observamos que a
DRL néo foi capaz de promover vasodilatagdo significativa, corroborando outros
estudos que indicam que o efeito vasodilatador promovido por lectinas isoladas de
plantas da subtribo Diocleinae depende total ou quase totalmente da presenca do
endotélio (BEZERRA, Maria Julia Barbosa et al., 2013; GADELHA et al., 2005;Bezerra

et al., 2009; Nobre et al 2011; Nagano et al., 2012.
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Figura 10: Efeito remocéo endotelial no relaxamento vascular induzido por DRL na aorta. Os resultados

sdo média + EPM. *p <0,05 vs. DRL apenas, avaliado por ANOVA de 2 vias seguida por pés-teste de
Bonferroni.

4.2 Papel do 6xido nitrico na vasodilatacdo mediada pela DRL

Na presenca de L-NAME, a vasodilatacdo induzida por DRL Nos segmentos adrticos
foi completamente abolida (Figura 11A). Embora o bloqueio da NO sintase ndo tenha
abolido por completo os efeitos do DRL nas artérias mesentéricas de resisténcia (Rmax:
12,1 + 1,8% de relaxamento), este relaxamento foi significativamente reduzido (Figura
11B). No entanto, como mostrado na figura 11C, o L-NAME nao alterou a

vasodilatacdo mediada por DRL nas artérias coronarias.
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Figura 11: Efeitos da inibicdo da NO sintase pela incubacdo prévia com L-NAME 100 pM no
relaxamento vascular induzido por DRL aorta (A), artéria mesentérica de resisténcia (B) e artéria
coronaria (C). Os resultados sdo média + EPM. *p <0,05 vs. DRL apenas, avaliado por ANOVA de 2
vias seguida por pos-teste de Bonferroni.
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4.3. Papel da hiperpolarizacdo na vasodilatacdo mediada pela DRL

A concentracao despolarizante de KCl impediu completamente a vasodilatacédo para
DRL em aortas (Rmax: 4,9 + 2,2% de relaxamento) e também nas artérias mesentéricas
de resisténcia (Rmax: 8,5 = 2,1% de relaxamento) (Figura 12A e 12B, respectivamente).
Todavia, essa pré-contracdo com KCI| alto apenas reduziu parcialmente a
vasodilatacdo da DRL nas artérias coronarias, que ainda exibiram um efeito residual

(14,6 + 3,5% de relaxamento) (Figura 12C).
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Figura 12: Efeitos da solucédo despolarizante com altas concentracdes de KCI no relaxamento vascular
induzido por DRL em segmentos de aorta (A), artéria de resisténcia mesentérica (B) e artéria coronaria

(C). Os resultados sdo média £ EPM. *p <0,05 vs. DRL apenas, avaliado por ANOVA de 2 vias seguida
por pés-teste de Bonferroni.
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4.4. Papel dos derivados da ciclooxigenase na vasodilatacdo mediada pela DRL

A indometacina nao interferiu na vasodilatacdo da DRL aorta (Figura 13A).
Interessantemente, o blogueio dos metabdlitos derivados de AA-COX nédo apenas
impediu a fase posterior de vasoconstricdo a DRL identificada nas artérias
mesentéricas de resisténcia, mas ainda potencializou a vasodilatacdo induzida pela
lectina, atingindo 90,9 *+ 4,8% do efeito maximo (Figura 13B). Finalmente, o efeito
vasorrelaxante da DRL nos segmentos da artéria coronaria foi apenas parcialmente

inibido pela indometacina (Rmax: 14,5 + 1,5% de relaxamento) (Figura 13C).
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Figura 13: Efeitos da inibicdo da COX pela incubagédo prévia com indometacina sobre o relaxamento

vascular induzido por DRL em segmentos de aorta (A), artéria de mesentérica (B) e artéria coronaria

(C). Os resultados sdo média £ EPM. * p <0,05vs. DRL apenas, avaliado por ANOVA de 2 vias seguida

por pés-teste de Bonferroni.
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4.5. Interagéo entre DRL e carboidratos/glicanos por Ancoragem Molecular

Foi feito estudo de predigédo das interacdes entre DRL e 10 carboidratos, incluindo 2
monossacarideos, 10 N-glicanos (5 deles sendo estruturas encontradas na PECAM-
1) e 1 glicosaminoglicano (heparan sulfato). A DRL interagiu com quase todos 0s
principais tipos de N-glicanos por meio de residuos de manosil, mas ndo com MAN9
e COMP2. As simulagBes sugeriram uma ligacdo favoravel ndo apenas com o0s
oligossacarideos testados, incluindo aqueles N-glicanos encontrados na estrutura da
PECAM-1, mas também com o glicosaminoglicano heparan sulfato. Os resultados
estdo resumidos na Figura 12, e o complexo previsto entre DRL e haparan sulfato esta

representado na Figura 13.



Pagina | 69

@ D-manose:

X-manose .

S:omm = mans

3;3-\0-..- 1 MANS |

i i.:-z’"‘-'-I‘ “] MAN9{ Sem Liga;éo;
%I:’.- COMP1—
,_g*l Q o W = coMP2] semigasio
O'!SS:O'I-I 7 HYB

- 5 Somm: He

Carboidrato/Glicano

O I - GlicanoCD31 1

I :0 B> GlicanoCD3125

%’ I:o B W - GlicanoCD3137

& - Heparan sulfato

0 -10 -20 -30 -40 -50 -60

Pontuagdo
@ Manose (Man) O Galactose (Gal)
B N-acetilglucosamina (GlcNac) A Fucose (Fuc)
@ N-acido acetiineuraminico (NeuSAc) 4> Acido glucurénico (GIcA)

Figura 14: Resultados de docking molecular da DRL com glicanos representativos encontrados em
glicoproteinas presentes na superficie membrana celular. A pontuacéo de docking foi obtida, e a ligagao
favoravel (barras escuras) foi considerada quando as pontuac¢des foram mais negativas do que aquelas
de D-manose e X-manose (linhas pontilhadas), ligantes nativos conhecidos e conhecidos como

aplicados na cristalizacéo de DRL, respectivamente.
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Figura 15: llustracdo demonstrando a melhor pose da DRL no complexo formado com heparan sulfato.
A DRL é representada em verde com a representacédo da sua superficie em cinza. O heparan sulfato

pode ser visto na representacdo em bastdo. O célcio e 0 manganés sdo representados pelas esferas

verdes e roxas, respectivamente.
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DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, observamos que a lectina extraida das sementes de Dioclea
rostrata tem efeito vasodilatador ndo s6 na aorta, tal como descrito anteriormente
(BEZERRA, Maria Julia Barbosa et al., 2013), mas também nas artérias mesentérica
de resisténcia e coronarias, indicando uma capacidade vasorrelaxante tanto em vasos
de condutancia quanto nos vasos de resisténcia. Na verdade, varias lectinas de
leguminosas foram testadas anteriormente para efeitos vasculares em anéis aérticos,
e foi proposto que as glicoproteinas presentes na superficie de células endoteliais
podem funcionar como receptores de lectinas para promover relaxamento vascular,
com NO desempenhando um importante papel (BEZERRA, Eduardo Henrique
Salviano et al., 2011; BEZERRA, Maria Julia Barbosa et al., 2013; GADELHA et al.,
2005). No entanto, o presente estudo se destaca por apontar a heterogeneidade dos
fatores endoteliais envolvidos no relaxamento induzido pela DRL entre os diferentes
tipos de artérias. Além disso, essa diversidade de efeitos, especialmente o efeito duplo
encontrado nas artérias mesentéricas de resisténcia (ou seja, vasodilatacdo seguida
de vasoconstricdo), também sugere estimulos simultdneos de diferentes vias
intracelulares ou mesmo diferentes receptores/moléculas presentes na superficie da
membrana envolvidos na acdo da DRL. Embora o endotélio seja essencial na
regulacdo do tbnus vascular por diversos fatores vasoativos, sabe-se que a
participacdo relativa desses fatores difere de um leito vascular para outro
(BOEGEHOLD, 1998). O NO ¢ o principal vasodilatador em grandes artérias como a
aorta (FUJIWARA et al., 2012), mas a resposta ao EDHF, por exemplo, apesar de
também possui um importante papel nessas grandes artérias, € maior em pequenas

artérias tal como na mesentérica do que em vasos de condutancia (GARLAND, 2003;
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KRUGER-GENGE et al., 2019). A prostaciclina também possui uma participagdo
importante na homeostase vascular em vasos de condutancia e resisténcia, além de
potencialmente ser capaz de atuar como um fator promotor de EDH (FELETOU;
VANHOUTTE, 2009; FUJIWARA et al., 2012; KRUGER-GENGE et al., 2019), sendo
também mais relevante para vasos de menor calibre, tais como as artérias

mesentéricas e corondrias que utilizamos aqui (FELETOU; VANHOUTTE, 2009).

Nossos dados indicam que a participacdo do NO para o relaxamento induzido pela
DRL depende mesmo do tipo/origem da artéria. Embora essa vasodilatacdo tenha
sido completamente abolida pela inibicdo da NO sintase com a incubacgao de L-NAME
nos aneéis de aorta toracica, nas artérias mesentéricas de resisténcia ainda notamos
um efeito residual da DRL, o que indica a possivel participacdo de outros mediadores
nao dependentes do NO. Na verdade, enquanto a vasodilatacdo mediada pelo
endotélio em artérias de condutancia, tal como a aorta, € essencialmente dependente
de NO, ja é sabido que outros fatores derivados do endotélio também estdo envolvidos
no relaxamento de pequenas artérias de resisténcia (HILGERS; TODD; WEBB, 2006),
como o terceiro ramo da artéria mesentérica utilizado neste estudo. Outra importante
relacdo é a diminuicdo da expressdo da eNOS que se nota de acordo com na medida
em gue se estuda artérias de menores didmetros, o que refor¢ca a sugestdo que quanto
menor a artéria, menor a participacdo do NO na mediagédo das func¢des endoteliais

(GARLAND, 2003).

Como mencionado, usamos ramos de terceira ordem da artéria mesentérica, que sao
considerados vasos de resisténcia, com base em seus diametros internos 200-400 um
e nas suas caracteristicas estruturais e funcionais (CHRISTENSEN; MULVANY,
2001). Da mesma forma, os segmentos corondrios tinham diametro interno inferior a

400 um, representando artérias que majoritariamente controlam a resisténcia do leito
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coronario (DUNCKER; BACHE, 2008). Assim, nossos resultados ndo apenas
confirmam a participacdo predominante do NO na resposta da DRL na aorta e
estendem esses dados para artérias de resisténcia, como a artéria de mesentérica,
mas também chamam a atencédo para a artéria coronaria onde o NO parece nao

desempenhar um papel nesses efeitos da DRL.

Levando em consideracdo a importancia da hiperpolarizagéo do MLV no relaxamento
dependente do endotélio (FELETOU; VANHOUTTE, 2009), buscamos identificar o
papel da hiperpolarizacdo nas respostas da DRL. Na presenca de solugao
despolarizante com KCl em altas concentragdes, o efeito vasorrelaxante mediado pela
hiperpolarizacdo é eliminado. Em nossos estudos, o bloqueio da hiperpolarizacéo
inibiu o relaxamento da DRL dos segmentos adrticos em magnitude semelhante ao
observada com o L-NAME, tal como relatado anteriormente (BEZERRA, Maria Julia
Barbosa et al., 2013). Como o NO endotelial pode, de fato, ativar canais de potassio
presentes no MLV, podemos especular que a DRL é capaz de induzir uma
hiperpolarizacéo intermediada pelo NO, o que leva vasodilatacdo dessa artéria de

condutancia.

No entanto, observamos que KClI alto aboliu completamente o relaxamento na artéria
de resisténcia mesentérica, de forma ainda mais eficiente do que L-NAME, indicando
que talvez outro mediador além do NO poderia ser responséavel pela hiperpolarizacao
induzida por DRL. Na verdade, nas artérias de resisténcia, a hiperpolarizacédo derivada
do endotélio pode ser atribuida a vérios fatores, como acidos epoxieicosatrienoico
(EETs), peroxido de hidrogénio (H20:2), sulfeto de hidrogénio (H2S) e peptideo
natriurético tipo C (CNP) (FELETOU; VANHOUTTE, 2009). Nas artérias coronarias, o
KCI elevado reduziu apenas parcialmente o relaxamento, sugerindo que a DRL esta

agindo, pelo menos em parte, por intermédio de hiperpolarizacao. Isso também parece
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ser verdadeiro para a liberacdo de prostaciclina (PGI2) derivada da via AA-COX, uma
vez que a pré-incubacdo com indometacina também causou apenas uma inibicdo
incompleta do efeito vasodilatador da DRL nas artérias coronarias. Sao fatores, que
juntos, melhoram a perfusdo miocardica e participam da regulacdo da tdbnus vascular
coronariano. Em pessoas com doenca arterial coronariana, por exemplo, a
vasodilatacdo por hiperpolarizacdo derivada do endotélio € aumentada quando
comparado com pessoas sem a doenca. Quando qualquer mecanismo € inibido, os
outros fatores tém o papel de compensar a regulacao do fluxo (ELLINSWORTH et al.,
2016;GOODWILL et al., 2018). E sabido que a regulacdo do fluxo sanguineo ocorre
de acordo com as demandas metabdlicas do miocardio e envolve varios fatores,
incluindo a participacdo desses e outros fatores endoteliais. Além disso, o glicocalice
disfuncional pode estar relacionado com sindromes coronarias, pois a vasodilatacao
dependente do endotélio fica prejudicada (PILLINGER; KAM, 2017). Uma doenca
como a hipertenséao arterial sistémica provoca alteracdes estruturais e funcionais nos
vasos provocando a inibicdo da regulacdo normal do fluxo sanguineo coronério. As
consequéncias da inibicdo desses mecanismos endoteliais de regulacdo do tdnus e
fluxo vascular, envolvem eventos isquémicos, angina e insuficiéncia cardiaca. Estudos
sobre esses fatores podem promover novas abordagens terapéuticas no tratamento e
diagnostico de doencas coronarianas (CESENA; CHAGAS, 2001; GUTIERREZ et al.,
2013). Embora uma série de estudos ja tenham mostrado que lectinas de
leguminosas, incluindo DRL, séo capazes de induzir vasodilatacdo da aorta de ratos
pela liberacdo de diferentes mediadores derivados do endotélio (ASSREUY et al.,
2009; BARROSO-NETO, Ito L. et al., 2016; BEZERRA, Maria Julia Barbosa et al.,
2013; GADELHA et al.,, 2005; OSTERNE et al., 2014) os seus efeitos sobre a

vasculatura coronariana permaneciam completamente desconhecidos até agora.
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Foi evidente que a inibicdo de AA-COX ndo modificou o efeito da DRL nos segmentos
aorticos, visto que a reposta deste vaso apos previa incubacéo com indometacina foi
semelhante aquela obtida s6 pela administracédo da lectina sozinha. Isso, por sua vez,
sugere que o PGIl2 ndo deve desempenhar um papel significante, apesar de relatos
anteriores demonstrarem que a indometacina, mesmo em menor grau do que o L-
NAME, foi capaz de reduzir o relaxamento da aorta pela DRL (BEZERRA, Maria Julia
Barbosa et al., 2013). Por enquanto, nés ndo temos nenhuma explicacdo definitiva
para resolver esse dado conflitante. No entanto, € importante mencionar que Bezerra
et al. (2013) realizaram ensaios "in vitro" com DRL com segmentos aorticos sob uma
tensado basal de 2g (aproximadamente o dobro do usado no presente estudo). Nesse
sentido, uma breve revisdo da literatura indica que os trabalhos que usam este método
tém utilizado na sua grande maioria valores mais baixos, isto é, 1g, para a tenséo
basal de aortas toracicas de rato (ALMENARA et al., 2013; MARQUES, Vinicius
Bermond et al., 2015; NUNES et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2020; ZHANG et al., 2017).
Considerando que a isoforma COX-1 esta presente nos vasos sanguineos em
condicOes fisiologicas (CARVALHO; CARVALHO; RIOS-SANTOS, 2004), podemos
especular que o alongamento excessivo da parede no estudo acima citado poderia

ter, na verdade, estimulado a COX, independentemente da presenca da DRL.

Embora a DRL tenha produzido de fato uma redugédo no ténus vascular da artéria
mesentérica apos a pré-contracado com fenilefrina, houve um duplo efeito dependente
da concentragéo (reducéo inicial seguida de recuperacao parcial do tdbnus vascular).
Em relagéo a isso, os dados indicam que a DRL também poderia estar estimulando
algum vasoconstritor derivado da COX nessas artérias, uma vez que a pré-incubacao
com indometacina ndo apenas impediu essa fase tardia e constritora da DRL, mas

também potencializou o relaxamento geral. Assim, enquanto sob concentragdes mais
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baixas de DRL, a dilatacdo inicial das artérias mesentéricas envolveria NO e
hiperpolarizacdo, sob concentracbes mais altas também podem estimular
vasoconstritores derivados de AA-COX, diminuindo assim o efeito anterior. Além
disso, como as isoformas COX-1 e COX-2 estdo presentes nos vasos sanguineos
mesmo em condi¢des fisioldégicas (VANE; CORIN, 2003), poderiamos especular que
a DRL estaria preferencialmente estimulando a producdo de prostandides
vasoconstritores, tais como tromboxano e prostaglandinas pela artéria mesentérica de
resisténcia, em comparacdo com o vasodilatador prostaciclina liberado pela aorta e

artéria coronaria.

Os efeitos bioldgicos das lectinas, incluindo a vasodilatacdo, estdo intimamente
relacionados a sua conexdo com os carboidratos. Na verdade, a maioria dessas
atividades € mediada por interacdes com glicanos encontrados em glicoconjugados

na superficie celular (ABUSAMRA; ARGUESO, 2018; ACOSTA; LEPENIES, 2019).

Assim, no presente estudo, 0s possiveis mecanismos envolvidos na vasodilatacédo
induzida pela DRL também foram previstos por simula¢cdes de docking molecular
desta lectina com alguns glicoconjugados candidatos encontrados na superficie da
membrana celular. Nossos resultados a respeito das previsdes de ligacdo sugeriram
gue a DRL poderia interagir com todos os principais tipos de N-glicanos por meio de
residuos de manosil, embora algumas excec¢des surpreendentes tenham sido

identificadas, tal como MAN9, um glicano de alto teor de manose.

As N-glicosilacdes geralmente compartilham uma estrutura basica que consiste em
Mana1-6 (Mana1-3) Manf1—-4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-Asn-X-Ser/Thr, e podem ser
divididas em trés tipos de acordo com os residuos anexados a este nucleo. MAN3,
MANS5, MAN9 e o glicano 1 do CD31 séo oligomanosideos, nos quais apenas residuos

de manose estéo ligados ao nucleo. Eles sao precursores de varios outros glicanos e
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podem ser encontrados em uma ampla gama de glicoproteinas, por exemplo,
receptores de membrana e moléculas de adeséao celular (por exemplo, o CD31 ou
PECAM-1). As pontuacdes (scores) de docking da interacdo entre DRL e MAN3 foram
-44,92, -47,31 para MANS, ambos indicativos de uma ligacdo favoravel quando
comparada com D-manose, um ligante conhecido, e X-manose, um ligante forte
aplicado na cristalizacdo de DRL. No entanto, a interacdo de DRL com MAN9 foi
classificada como improvavel, o que foi surpreendente, dado que algumas lectinas
intimamente relacionadas exibem interacdes muito favoraveis com este glicano
(CAVADA, Benildo Sousa et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2017). Este resultado
parece ser causado por impedimento estérico no local de ligacdo devido ao grande
tamanho do MANY, e diferencas na afinidade da lectina ja foram atribuidas a pequenas
diferencas no nivel de sequéncia com pequenas mudancas no local de ligacdo

(CAVADA, B. et al., 2001).

O segundo conjunto de glicanos testados, os N-glicanos complexos, apresenta ramos
de N-acetilglicosamina (GIcNAc) ligados ao nucleo MAN3 com subsequente adi¢ao
de galactose, formando estruturas de N-acetilactosamina (LacNAc). A formacgao de
GalNAcB1-4GIcNAc também pode ocorrer em alguns glicanos complexos (STANLEY
et al., 2010). A DRL parece interagir favoravelmente ao glicano COMP1 com uma
pontuagao de —-50,94, mas nao com COMP2, o que pode ser explicado pela presenca
de um acido sialico em sua estrutura, como visto também para ensaios com outras
lectinas vegetais (CAVADA, Benildo Sousa et al., 2018; MARQUES, Gabriela F.O. et

al., 2017).

O terceiro grupo de N-glicanos testados foi do tipo hibrido, que além de possuir
propriedades dos tipos anteriores, também apresenta LacNAc e ramos

oligomanosidicos (ACOSTA; LEPENIES, 2019). A DRL parece interagir muito bem
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com os glicanos hibridos testados, apresentando pontuacdes de —55,57 e —45,41 para
HYB1 e HYBZ2, respectivamente. A pontuacdo mais baixa de HYB2 pode ter sido
causada pelo acido sialico, mas a ligacao era possivel. Tomados em conjunto, essas
afinidades diferenciais da DRL por carboidratos e glicanos sabidamente presentes na
membrana das células endoteliais poderiam explicar a diversidade de seus efeitos,
em decorréncia de sua estabilidade e da forma como essa proteina poderia interagir

com os glicanos na parede vascular.

E sabido que vérios fatores (fisicos e quimicos) podem ser transmitidos através de
glicanos e outras estruturas que constituem a face externa das membranas das
células de uma maneira geral. O estresse de cisalhamento do sangue contra a parede
dos vasos, por exemplo, é transmitido para as proteinas do glicocalice e também para
juncdes intercelulares e placas de adesdo basal anexas ao endotélio (TARBELL,;
PAHAKIS, 2006). Além disso, é sugerido que o glicocédlice da célula endotelial varia
em estrutura e espessura também em funcdo dos diferentes leitos vasculares devido
a diferencas locais na resposta a esses estimulos mecanicos e quimicos
(GOUVERNEUR et al., 2006; WEINBAUM et al., 2021). O glicocalice endotelial é
importante para a modulag&do vascular, pois sua degradagao por diferentes fatores
pode levar a disfuncdo endotelial, reducéo da perfusdo microvascular e leséo vascular
(WEINBAUM et al., 2021). Essa rica estrutura é composta de glicoproteinas de
membrana e glicosaminoglicanos que se ligam aos proteoglicanos através de cadeias
de heparan sulfato (COSGUN; FELS; KUSCHE-VIHROG, 2020). Ademais, estudos
recentes mostraram um papel para a molécula de adesédo de células endoteliais
plaquetaria (PECAM-1 ou CD31) no mecanismo de mecanotransducgdo da superficie
da célula endotelial para regular positivamente a COX-2 e a liberagédo associada de

PGl2 (RUSSELL-PULERI et al., 2017). Assim, como a indometacina foi capaz de



Pagina | 80

modular o relaxamento da DRL “in vitro”, muito provavelmente liberando um derivado
vasodilatador (PGlz) da COX nas artérias coronarias e na aorta, a probabilidade de
ligacdo da DRL e do CD31 foi testada, considerando a interacdo com alguns glicanos
encontrados nesta glicoproteina (NEWTON et al., 1999). Além de MAN3 e MANS, que
também podem ser encontrados no CD31 e se ligam favoravelmente a DRL, outros
glicanos do CD31 (1, 25 e 37) testados também mostraram boas pontuacdes: —40,17,
-56,19 e -55,47, respectivamente. Embora os glicanos 25 e 37 do CD31 sejam
fucosilados, a fucose parece nédo ter tido efeito na ligacdo. E como citado
anteriormente, a PECAM-1 promove papel modulador na dilatacdo mediada por fluxo

em artéria coronaria, sugerindo ser um resultado que se estende para 0s outros vasos.

Apesar da relacdo entre o glicocalice endotelial e a expressao do canais de potassio
(dessa sob ativacdo poderia conduzir a hiperpolarizacdo) e a sinalizacdo da COX-2
(que por sua vez conduziria a liberagdo de PGI2) possam explicar parcialmente uma
vasodilatacao “mecanotransduzida” (PAHAKIS et al., 2007; RUSSELL-PULERI et al.,
2017; WEINBAUM et al.,, 2021), a principal via bioquimica dessa resposta da
superficie da célula endotelial é a ativacdo da eNOS (PAHAKIS et a., 2007,
WEINBAUM et al., 2021). Como ja foi sugerido previamente que o heparan sulfato
poderia atuar como um sensor da tensdo de cisalhamento para essa liberagao
endotelial de NO (EBONG et al., 2014; FLORIAN et al., 2003), uma possivel interacao
entre DRL e heparan sulfato também foi avaliada. A interacdo da DRL com o heparan
sulfato apresentou uma pontuagdo de —-34,88, sugerindo uma ligagdo provavel, se
comparado a D-manose. Rocha et al. (2015) também exploraram essa interacdo entre
o heparan sulfato e a lectina de Cymbosema roseum na tentativa de explicar a
mediacao endotelial para liberagdo de NO por meio dessa lectina, e verificaram a

presenca de um dominio conservado em sua estrutura que poderia se ligar ao heparan
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sulfato, o que poderia entdo ser expandido para outras lectinas dessa subtribo
Diocleinae. Na verdade, esses autores também sugeriram que algumas lectinas de
leguminosas parece exibir um mecanismo duplo de ativacdo da NOS: via interacao
com receptores de membrana ou via interagdo com o glicosaminoglicano heparan
sulfato. Assim, de acordo com nossos experimentos com as amostras de artérias e 0s
dados de simulacdo computacional baseada na sequéncia de aminoacidos, estrutura
cristalina e especificidade para manose, glicose e acuUcares derivados, também
poderiamos sugerir que a ligacdo da DRL com heparan sulfato poderia levar a
liberacdo de NO, que por sua vez poderia ser independente de alguma estimulacéo

do receptor de membrana.

Para confirmar a absoluta dependéncia da presenca de um endotélio integro para 0s
efeitos vasorelaxantes da DRL em segmentos de aorta de ratos, alguns segmentos
tiveram seu endotélio removido mecanicamente com auxilio de uma haste metélica, e
nao observamos efeito vasorelaxante da DRL, o que corrobora com estudos prévios
de (BEZERRA, Maria Julia Barbosa et al., 2013). Entretanto, por questdes de
dificuldade técnica, néo fizemos protocolos com remog¢do mecéanica do endotélio dos
segmentos de artéria mesentérica e coronaria, e por isso nao podemos assegurar se
esse efeito exclusivamente dependente do endotélio também se aplica para essas

artérias.
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5.1. Concluséao

Em resumo, pela primeira vez, foram descritos os efeitos vasculares "in vitro" de uma
lectina de leguminosa em artérias de condutancia e resisténcia. De maneira
interessante, além da diversidade da capacidade vasorrelaxante da DRL entre esses
tipos de artérias, as vias moleculares envolvidas também séo diferentes o que pode
estar associado a diversidade de interacfes possiveis com o glicocélice das células
endoteliais (figura 16). Finalmente, consideramos que a avaliacdo das respostas
vasculares a DRL em pequenas artérias de resisténcia € importante porque as
respostas das grandes artérias (condutancia) e de resisténcia a inGmeros compostos
vasoativos podem de fato diferir tanto quantitativa quanto qualitativamente e, assim,
influenciar diferencialmente a fungcéo endotelial e o controle do ténus vascular. Vale
destacar que este € um estudo pioneiro, mas também preliminar, e estudos futuros
ainda serdo necessarios para investigar um papel potencial da DRL seja terapéutico,

seja como modelo para desenho farmacéutico de drogas vasoativas.

Diversidade de efeitos vasculares da lectina de Dioclea rostrata
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Figura 16: Resumo grafico do estudo.
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Abstract

Lectins are proteins that recognize specific carbohydrates, and the vasorelaxant effect
of legume lectins has been previously reported, for example the Dioclea rostratalectin
(DRL). This study evaluated major pathways of DRL-induced relaxation in different
artery segments and the possible molecular interactions involved. Rat thoracic aorta,
coronary and mesenteric resistance arteries were tested “in vitro” with concentration-
response curves to DRL (0.01-100 pg/mL). L-NAME, indomethacin and high KCl
were used to evaluate nitric oxide, cyclooxygenase and hyperpolarization-dependent
effects. DRL promoted relaxation of all vessels throughout different mechanisms.
L-NAME blunted DRL-induced effects only in the aorta and mesenteric resistance
artery. By the use of depolarizing KCl solution, vasodilation was reduced in all arter-
ies, while incubation with indomethacin indicated a role of cyclooxygenase-derived
factors for DRL effects in mesenteric and coronary arteries, but not in the aorta.
Molecular docking results suggested interactions between DRL and heparan sul-
phate, CD31 and other glycans present on the membrane surface. These data indicate
that the mechanisms involved in DRL-mediated vasodilation vary between conduct-
ance and resistance arteries of different origins, and these effects may be related to
the capacity of DRL to bind a diversity of glycans, especially heparan sulphate, a
proposed mechanoreceptor for nitric oxide synthase and cyclooxygenase activation.
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residues on cell membranes” allows several biological ef-
i = 4 A

fects, such as cell-cell communication,” antimitotic or an-

tineoplastic,"‘(’ and antiviral and antifungal activities.”® In

Lectins are proteins, or glycoproteins, of non-immune ori-
gin and widely found in all organisms, which bind reversibly
and specifically to carbohydrates via a carbohydrate recogni-
tion domain (CRD)."? The ability to recognize carbohydrate

addition, several legume lectins induce vasorelaxation of rat
aorta preparations “in vitro”.”!! However, despite the sim-
ilar chemical and physicochemical properties, this vascular
effect differs in terms of potency. In this regard, it is proposed

© 2021 Nordic Association for the Publication of BCPT (former Nordic Pharmacological Society). Published by John Wiley & Sons Ltd

Basic Clin Pharmacol Toxicol. 2021;00:1-9.

wileyonlinelibrary.com/journal/bept 1



