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RESUMO
O D-pinitol (3-O-metil-D-quiro-inositol) € um ciclitol presente em diversas
espécies vegetais (frutas citricas e leguminosas). Estudos recentes
demonstram a capacidade deste ciclitol em reverter a disfun¢do endotelial e
inibir a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias em modelos animais de
diabetes mellitus. Em humanos, o D-pinitol apresenta atividade
hipoglicemiante e reduz a pressdao arterial sistdlica e diastdlica em
individuos com diabetes mellitus tipo II. Considerando a importancia das
alteracoes cardiovasculares na morbidade e mortalidade associadas ao
diabetes mellitus, os efeitos descritos para o D-pinitol sugerem um efeito
protetor deste farmaco no sistema cardiovascular. O presente trabalho teve
como objetivo investigar o efeito vasodilatador do D-pinitol e seu
respectivo mecanismo de acdo em artéria mesentérica de camundongo.
Artérias mesentéricas de 2* ramificagdo foram isoladas de camundongos
machos C57BL/6, com 8-14 semanas, seccionadas em anéis € montadas em
um miografo com fios de tungsténio (DMT, Aarhus, Denmark). Os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Experimentacao
Animal da UFMG (CEUA-UFMG, protocolo n°. 170/2014). O D-pinitol
induziu um efeito vasodilatador, concentracdo-dependente, na presenga de
endotélio funcional. Este efeito vasodilatador foi abolido na auséncia de
endotélio funcional e na presenga de L-NAME (300 uM), um inibidor nado
seletivo de oOxido nitrico sintase (NOS). Este resultado sugere a
participacao do endotélio e da NOS no efeito vasodilatador do D-pinitol.
Em artérias tratadas com ODQ (10 uM), um inibidor da guanilato ciclase, a
curva concentracdo-efeito foi deslocada para a direita. O D-pinitol
aumentou significativamente a producdo de nitrito em artérias mesentéricas
com endotélio funcional. Este efeito ¢ inibido por L-NAME e por
calmidazolium (10 pM), um inibidor de calmodulina. D-pinitol aumentou o

nivel de fosforilagcdo da NOS no residuo de Ser1177, sitio de ativacao, e
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reduziu o nivel de fosforilagdo no residuo de Thr495, sitio de inativagao.
Os presentes resultados nos permitem concluir que o D-pinitol apresenta
um efeito vasodilatador em artéria mesentérica de camundongo,
dependente do endotélio vascular e da produgdao de NO, via ativacdo da

NOS por um mecanismo dependente de célcio-calmodulina.

Palavras-chave: D-pinitol, vasorrelaxamento, artéria mesentérica, 6xido

nitrico sintase
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ABSTRACT
D-pinitol (3-O-methyl-D-chiro-inositol) is a cyclitol present in several
plant species (citrus fruits and vegetables). Recent studies demonstrated the
ability of this cyclitol in reversing the endothelial dysfunction and to inhibit
the release of pro-inflammatory cytokines in animal models of diabetes
mellitus. In humans, D-pinitol shows hypoglycemic activity and reduces
systolic and diastolic blood pressure in individuals with type II diabetes
mellitus. Considering the importance of cardiovascular diseases in the
morbidity and mortality associated with diabetes mellitus, the effects
described for the D-pinitol suggest a protective effect of this drug in the
cardiovascular system. The present work aimed at investigating the
mechanisms involved in the vascular effects of D-pinitol in mouse
mesenteric artery. Male mice C57BL/6 with 8-14 weeks were used (Animal
Ethics Committees: Protocol 170/2014). Mesenteric arteries 2nd branch
were dissected and sectioned in 1.6 to 2.0 mm rings. These segments were
mounted in a wire myograph (DMT, Aarhus, Denmark). D-pinitol induced
a concentration-dependent vasodilation in the presence of a functional
endothelium. This vasodilator effect was abolished in the absence of a
functional endothelium and in the presence of L-NAME (300 uM), a non-
selective inhibitor of nitric oxide synthase (NOS). In arteries treated with
ODQ (10 uM), an inhibitor of guanylate cyclase, the concentration-effect
curve was shifted to the right. D-pinitol significantly increased the nitrite
production in mesenteric arteries with a functional endothelium. This effect
was inhibited by L-NAME and calmidazolium (10 puM), an inhibitor of
calmodulin. D-pinitol significantly increased the phosphorylation level of
NOS at Serl177, activation site, and reduced the phosphorylation level at
Thr495, inactivation site. The present results led us to conclude that the D-

pinitol has an endothelium- and NOS- and NO-dependent vasodilator effect
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in mouse mesenteric artery activated by a mechanism dependent on

calcium-calmodulin.

Keywords: D-pinitol, vasodilator, mesenteric artery, nitric oxide synthase
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas Cardiovasculares

Doengas cardiovasculares (DCV) sdao doengas cronicas nao
transmissiveis causadas por distirbios no coragdo e vasos sanguineos.
Inclui infarto, acidente vascular cerebral, hipertensdo, doenga arterial
periférica, doenca reumatica do coracdo, doenca cardiaca congénita e
insuficiéncia cardiaca. Os principais fatores de risco metabdlicos para o
surgimento das DCV sdo os niveis de glicose, colesterol e triglicérides
(Chiang et al., 2013). Os fatores de risco ndo metabdlicos incluem o
consumo de tabaco, o sedentarismo, dieta inadequada, uso abusivo do
alcool e envelhecimento. As DCV acometem 17 milhdes de mortes por
ano, sendo que o numero de pessoas diagnosticadas com hipertensao
passou de 600 milhdes em 1980 para 1 bilhdo em 2008 (Versari et al.,
2008; HO et al., 2010; WHO, 2013).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Hipertensao (SBH) a
prevaléncia de DCV nos tltimos 20 anos foi de 30%, de acordo com os
inquéritos populacionais nas cidades brasileiras. E considerado hipertenso o
individuo que apresenta sistematicamente, pressao arterial sistolica (PAS) >
140 mmHg e/ou pressao arterial diastélica (PAD) > 90 mmHg (SBH, 2010;
Sociedade Portuguesa de Hipertensao - SPH, 2014).

A hipertensao ¢ uma desordem progressiva que além de causar danos
cardiovasculares, pode acarretar problemas renais. E considerada como um
problema de saude publica em diversos paises, pois pessoas que possuem
essa patologia podem ser assintomaticas durante anos, mas vir a falecer por
ataque cardiaco ou acidente vascular cerebral. E uma doenca multifatorial
que esta relacionada com desordens no débito cardiaco, rigidez arterial e

resisténcia periférica (Loizzo et al., 2008; Agyemang & Bhopal, 2013). A
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hipertensao pode estar associada a alteragdes funcionais e/ou estruturais
dos orgaos-alvo como: coracdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos, além de
alteragdes metabolicas. A abordagem terapéutica estd ligada ndo apenas ao
controle da pressdao sanguinea, mas também visa normalizar o sistema

vascular. (Freeman, 2008).

1.2 Artérias de Resisténcia

A funcido basica do sistema cardiovascular ¢ levar material nutritivo
e oxigénio as células, que consiste no sangue, no coragao € nos vasos
sanguineos (Ku, 1997).

As artérias sdo os vasos sanguineos que t€ém por fun¢do transportar o
sangue para os tecidos. As artérias sdo classificadas em: artérias de
condutancia e artérias de resisténcia como a artéria mesentérica (Pohl et al.,
2000).

O tonus vascular de artérias de resisténcia € o grande responsavel
pela manutengdo da resisténcia periférica na circulacio e,
consequentemente, € o principal contribuinte para o controle da pressao
arterial. Em modo basal, o musculo liso vascular encontra-se parcialmente
contraido e o estado contrictil das células vasculares lisas estd sob a
influéncia de mecanismos regulados pelo sistema simpdatico, neuro-humoral
e principalmente pelo tonus miogénico. O mecanismo de compreensdo do
tonus vascular envolve a deteccdo por meio de mecanorreceptores ao
estiramento da parede vascular, despolarizacdo de membrana, alteragdes na
concentracdo do ion calcio, ativacdo na interacdo actina-miosina ¢
vasoconstricao (Kauffenstein et al., 2012). A despolarizacio induz a
abertura dos canais de célcio voltagem-dependente proporcionando o
aumento da concentracdo de cdlcio intracelular e em contrapartida ocorre

um feedeback negativo com a abertura dos canais de potéssio ativados por
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calcio ocorrendo a hiperpolarizacdo da célula. O tonus vascular pode ser
alterado principalmente em resposta a variagdes na concentracdo de calcio
na c€lula muscular lisa sendo capaz de induzir a contragdo (aumento da
permeabilidade ao ion calcio) ou relaxamento dos vasos diminuindo a
concentracdo intracelular deste ion. O calcio desempenha um papel
diversificado na regulacao da fungdao do musculo liso, ndo sé pelo inicio da
contracdo, mas também através da estabilizacdo da membrana e reducao a
cinética da interagdo na proteina contractil (McCarron, 1985; Walsh, 1994;
Ledoux et al., 2006; Akata 2007 a,b). A contracao vascular esta relacionada
com a fosforilagdo da cadeia leve de miosina (MLC) que favorece sua
ligagdo com a actina. A fosforilacdo depende do aumento da concentracao
de célcio intracelular e dos mecanismos que modulam a sensibilidade ao
calcio. O grau de fosforilagdao ¢ determinado pela a ativagdo da quinase
cadeia leve de miosina (MLCK) a qual ¢ regulada pela formacao do
complexo Ca*’-calmodulina. A ativagdo da MLCK esté relacionado com as
vias de sensibilizagdo do célcio dependentes da Rho quinase e proteina
quinase C (PKC) (Somlyo & Somlyo, 2003; Kauffenstein et al., 2012). A
regulacdo do calcio dentro da célula muscular lisa envolve: a entrada de
calcio principalmente pelos canais de célcio voltagem-dependentes
(VGCC), liberagao dos estoques de calcio pelo reticulo endoplasmatico e
ativagdo da fosfolipase C com liberacdo do inositol trifosfato e entrada de
calcio pelos canais TRP, canais trocadores de Na'/Ca®" (NCX), canais de
calcio operados por receptores acoplados a proteina G (GPCR) e canais de
calcio ativados pela tirosina-quinase (Berridge, 2008; Kauffenstein et al.,
2012). No entanto, uma elevagao endotelial da concentragdo intracelular de
calcio induz o relaxamento das células do musculo liso vascular adjacente.
A reducdo do tonus vascular ocorre em casos de depressdo do sistema
cardiovascular resultando na falha de perfusdo enquanto que o aumento do

tonus vascular contribui para o aumento da resisténcia periférica em casos
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de hipertensao e diabetes mellitus tipo 2. Sabe-se que alteracdes genéticas e
patogénicas podem alterar a cinética do calcio no musculo liso, € necessaria
uma sintonia fina de concentracao intracelular de calcio em ambos os tipos
de células para que ocorra a regulacdo e perfusdo tecidual (Davis & Hill,
1999; Somlyo & Somlyo, 2003).

As artérias sdo muito mais sensiveis as a¢des de substancias
modulatorias, o que justifica a realizacio do projeto com artérias
mesentéricas (Pohl et al., 2000). Estas artérias sdo constituidas basicamente
por trés tinicas: a tunica interna ou intima, a tinica média e a tnica
externa ou adventicia (Ferrari et al., 2003). A tinica intima apresenta uma
camada tUnica de cé€lulas planas ou escamosas de forma oval ou fusiforme
orientadas segundo a dire¢do da corrente sanguinea. A essa camada de
células da-se o nome de endotélio (Aird, 2007).

O endotélio forma uma barreira seletiva entre o sangue e os tecidos e
apresenta estruturas adesivas transmembranares que unem as células umas
as outras. A superficie da intima do endotélio intacto ¢ anticoagulante e
antitrombotico: células endoteliais secretam uma variedade de moléculas
importantes para a regulacdo das func¢des de coagulagdo do sangue e
plaquetas. Em situacdes fisiopatoldgicas, a perda da fun¢do de barreira,
dano ao vaso ou a exposi¢do a certos estimulos prd-inflamatdrios ou a
citocinas, ocorre um deslocamento do equilibrio no sentido de um pro-
coagulante/pro-trombotico das células endoteliais (Pearson, 1999;
Michiels, 2003). As células endoteliais coordenam o recrutamento de
células inflamatorias para os locais de infec¢do ou lesdo do tecido e
produzem e liberam citocinas e fatores de crescimento (Mantovani et al.,
1992; Muller, 2002). A fim de investigar os diversos fatores envolvidos na
alteracdo da homeostase vascular, varios trabalhos tém investigado o papel
do endotélio vascular. O endotélio participa na regulagao local do tonus da

musculatura do vaso através da liberacdo de substancias contrateis, como
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prostaglandina (PGF, e PGH,), endotelina-1, angiotensina II e tromboxanos
A, e de substancias vasodilatadoras, como o fator relaxante derivado do
endotélio (EDRF) (Furchgott & Zawadzki, 1980), fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF) (Feletou & Vanhoutte, 1988) e prostaciclina
(PGI;) (Moncada et al, 1976). Um desequilibrio na produ¢ao dos fatores
endoteliais conduz a disfun¢do endotelial, um evento que caracteriza e
geralmente precede as doengas cardiovasculares causando danos
aterotromboticos, liberacdo de mediadores contrateis, liberagao de fatores
pro-inflamatdrios e producdo de espécies reativas de oxigénio causando o

colapso do 6xido nitrico (NO) (Loizzo et al., 2008; Versari et al., 2008).

1.3 Papel da Oxido Nitrico Sintase (NOS) no Relaxamento Vascular

O NO ¢ uma molécula que se difunde nas membranas e participa na
regulagdo de processos fisiologicos e patoldgicos, produzida pela NOS.
Atualmente, sdo conhecidas trés isoformas de NOS: eNOS (ou NOS III,
endotelial constitutiva), nNOS (ou NOS I, neuronal constitutiva) ¢ iNOS
(ou NOS II, induzida).

A sintese de NO pela eNOS e nNOS, depende de processos que
aumentam as concentracdes de calcio citosolico. Sendo que a ligagdo
calcio-calmodulina leva a ativagdo enzimatica. O controle pode ser através
de agonistas que sdo endotélio-dependentes, proporcionando o aumento da
concentracdo de ions cdlcio e consequentemente o aumento da ligagdo
calcio-calmodulina, ativando a eNOS e/ou nNOS; pelo estresse de
cisalhamento, mediada pela AKT ou proteina quinase B que aumenta a
fosforilagdo de eNOS e aumenta a sensibilidade da enzima ao calcio,
mesmo o calcio estando em niveis basais; pela fosforilacdo de residuos
especificos da eNOS que ird influenciar na atividade da enzima e também

pela ativacao da tirosina-quinase (Dimmeller et al., 1999; Fleming, 2010).
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A NOS catalisa uma reagao em dois passos (reagdo monooxigenase I
e II) durante a conversao da L-arginina em NO e L-citrulina. Na reacgdo
monooxigenase I, um elétron proveniente das flavinas do dominio redutase
reduz o ferro do grupo heme (Fe’" a Fe*"). A redugdo do ferro possibilita a
ligacdo de O, originando um complexo O,-Fe’". Um elétron do Fe*"
alterna-se entre o Fe*" e o O,, originando complexos O, -Fe¢’". Para que
haja a catalise da L-arginina € necessario a ligacdo do cofator BH, ao
complexo O,”-Fe’", presente no grupo heme. Acredita-se que o BH, atue
facilitando a oxidacdo do NADPH, a dimerizacao e estabilizacdo do dimero
da NOS e protegendo a enzima da auto inibi¢do induzida pelo aumento das
concentracdes de NO. Elétrons provenientes da BH, possibilitam a
hidroxilagdo da L-arginina, regenerando o estado Fe’" do grupo heme ¢ a
liberagao de agua, L-citrulina e NO (Rosen et al., 2002; Li & Poulos,
2005).

Nas DCV ocorre um desacoplamento da NOS quando os niveis de
BH, sdo inadequados, levando a uma reducdo enzimatica de oxigénio
molecular e a oxidacdo de L-arginina. Com isso, resulta na geragdo de
anions superoxidos, em vez de NO, contribuindo para o stress oxidativo e
disfuncao endotelial vascular (Takaki et al., 2008; Fleming, 2010).

A iNOS ¢ a isoforma que ¢ praticamente independente de célcio, ou
seja, ja ¢ totalmente ativa na concentragio de calcio intracelular basal. E
induzida em situacdes de resposta inflamatoria, como sepse, liberagdo de
citocinas e insuficiéncia cardiaca. Ela esta constitutivamente presente no
coracdo, macrofagos e hepatdcitos (Fleming, 2008; Takaki et al., 2008).

O NO apresenta efeitos significativos no controle do tonus do
musculo liso vascular, como demonstrado por Furchgott & Zawadzki
(1980) quando o caracterizaram como EDRF, e no controle da pressao
arterial. Possui efeitos antitromboticos através da inibigdo da agregacgao

plaquetaria, além de reduzir a adesdo endotelial de mondcitos e leucdcitos
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no desenvolvimento de placas ateromatosas (Chatterjee & Catravas, 2008;

Fleming, 2010; Wood et al., 2013).

1.4 Desenvolvimento de Farmacos a Partir de Produtos Naturais

O uso de produtos naturais com alguma propriedade terapéutica
representa a forma mais antiga e difundida de medicagdo (Halberstein,
2005). Plantas e diversos metabolitos sdo uma fonte importante para o
desenvolvimento de novas drogas, sendo que nas ultimas décadas, cerca de
50% dos medicamentos sdo derivados de compostos de origem natural com
diversas aplicagdes e que tem sobressaido com sucesso no campo
cardiovascular (Loizzo et al., 2008).

Os produtos naturais tém sido associados a saide de maneira
significativa e apresentando beneficios na prevengao e tratamento de varias
doencas. Muitas substancias revolucionaram o campo da ciéncia como
Salix caroliniana (4cido salicilico que inspirou a sintese do dacido
acetilsalicilico), Papaver somniferum (fonte de 6pio, morfina e codeina),
Digitalis latana (se extrai a digoxina), Cinchona officinalis (antimalérico
quinina) (Halberstein, 2005).

Dentre os anti-hipertensivos naturais, destacam-se: a reserpina, um
alcaloide extraido da raiz de Rauwolfia serpentina, utilizada no tratamento
no tratamento da hipertensao (Halberstein, 2005). A teprotida isolada do
veneno da jararaca (Bothrops jararaca) que serviu de modelo para a sintese
de inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA), captopril e
enalapril (Cragg et al., 2013).

Os produtos naturais tém uma importancia tanto como agentes
farmacéuticos ou como fonte de inspiragdo para a sintese de moléculas
bioativas, o que justifica a constante investigacao cientifica com produtos

naturais (Cragg & Newman, 2013).
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1.5 D-pinitol

Os 1inositdis sdo ciclohexanopoliois, polialcool ciclicos, contendo
seis atomos de carbono e seis grupos hidroxila conectados a um anel. Sao
arranjados em nove estereoisdmeros: scilo, mio, neo, quiro, cis, muco ¢ allo
(Almeida et al., 2003). Estes compostos sao também chamados de ciclitois
(Croze & Soulage, 2013). Além de suas fungdes na fisiologia celular como
precursores de segundos mensageiros envolvidos nos processos de
secre¢do, metabolismo, contracdo e proliferagdo (Almeida et al., 2003);
estes compostos também sdo utilizados na terapia da sindrome do ovério
policistico, possuem atividade sensibilizadora da insulina, sdo considerados
como uma op¢ao de complementagdo alimentar com o objetivo de prevenir
doengas cardiovasculares na sindrome metabdlica (Nascimento et al.,
2006), sao agentes quimiopreventivos da inflamagdo carcinogénica e nas
alteracdes neuropsiquiatricas (depressao, doenga de Alzheimer e sindrome
do panico) (Carlomagno & Unfer, 2011; Croze & Soulage, 2013) e na
Sindrome de Down (Huang at al., 1999).

Na circulacdo sistémica de humanos, o mio-inositol estd presente em
alta concentragdo, aproximadamente 20 uM (Shetty et al., 1996). Quando
administrado na dieta de modelos animais de diabetes mellitus tipo II, o
mio-inositol aumentou significativamente o fluxo sanguineo renal, na
esclera-corioide e na musculatura esquelética (Pugliese et al., 1990). O D-
pinitol (3-O-metil-D-quiro-inositol; Figura 1), presente em diversas
espécies vegetais (frutas citricas e leguminosas) como Pinus Lambertiana,
Mateza roritina, Sequoia sempevirens, Pinus strobus, Astragulus wootoni,
Astragulus earliei, Oxitropis lambertii, Lotonis lax, Lupinus caudatus,
Picea rubra, Bougainvillea spectabilis, Baldoa purpurascens, sementes de
vicia, folhas de senna e xarope de alfarroba (Gottleb & Brauns, 1951; Bates
et al., 2000; Lahuta et al., 2010; Tetik et al., 2011; Mosquera et al., 2013).

Ele possui estrutura quimica e agdes bioquimicas semelhantes ao D-quiro-
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inositol; provavelmente ¢ convertido em D-quiro-inositol in vivo. (Ostlund
& Sherman, 1996; Davis et al., 2000; Kim et al., 2012.). Alguns estudos
demonstram efeitos benéficos a saide humana como a redu¢ao dos niveis
de glicose no plasma e pos-prandial (Kang et al., 2006), estimulando a
captagdo de glicose através da translocacao do transportador de glicose 4
(GLUT4) para a membrana plasmdtica em miotubos L6 e musculo
esquelético e mimetizando efeitos da insulina (Dang et al., 2010) em varios
casos de diabetes mellitus em ratos STZ diabéticos, camundongos ob/ob,
macaco rhesus e humanos (Bates et al., 2000; Kim et al., 2012; Croze et al.,
2013). Ha aqueles relacionados com efeito anti-inflamatério em patas de
ratos (Singh et al., 2001) e melhoramento do processo patogénico da asma
(Lee et al., 2007), prevencao da catarata e estresse oxidativo devido a um
quadro hiperglicémico em ratos, além de apresentar acdes antioxidantes e
hepatoprotetoras em ratos submetidos a uma dieta hipercaldrica (Geethan
& Prince 2008, Choi et al.,, 2009) e ndo apresentar toxicidade segundo
Davis e colaboradores (2000).

Os conhecimentos sobre a acdo dos inositdis no organismo
continuam a progredir, no entanto, a importancia fisiologica dos diversos
derivados de inositdis permanece obscura, evidenciando que a pesquisa

nessa area continua sendo promissora e de grande relevancia (Almeida et

al., 2003).

OH OH
OH

Figura 1: Estrutura do D-pinitol (3-O-metil-D-quiro-inositol).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Investigar o efeito vasodilatador do D-pinitol e seu respectivo

mecanismo de a¢gdo em artéria mesentérica de camundongo.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a relagdo concentragdo-efeito da atividade vasodilatadora do D-
pinitol.

- Investigar a participacdo do endotélio e de seus mediadores (NO e
prostaciclinas) no efeito vasodilatador do D-pinitol.

- Investigar os mecanismos de agdo do D-pinitol no endotélio ou no

musculo liso vascular relacionados com a sua possivel acao vasodilatadora.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Os experimentos foram realizados de acordo com as recomendagdes
do comité de ética da Universidade Federal de Minas Gerais. Os protocolos
experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais
(CEUA-UFMG), protocolo 170/2014.

Camundongos C57BL/6 machos, com idade entre 8 ¢ 14 semanas
provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas
da UFMQG, foram utilizados nos experimentos de investigacao da atividade

vasodilatadora do D-pinitol.

3.2 Reatividade Vascular

O sacrificio dos animais foi feita por decapitacdo, o abdomen foi
seccionado e o leito mesentérico foi rapidamente removido e colocado em
uma placa de Petri com solugdo salina fisioldégica (mM): NaCl 119,0; KCl
4,7, KH,PO,4 0,4; NaHCO; 14,9; MgS0,.7H,0 1,17; CaCl,.2H,0 2,5 ¢
glicose 5,5. Por¢oes da 2 ramificagdo da artéria mesentérica (Figura 2)
foram dissecadas, sendo removido o tecido adiposo e conectivo. Em
seguida, a mesma foi seccionada em an€is (aproximadamente entre 1,6 a
2,0 mm de comprimento) com didmetro interno entre 150 e 250 um. Estes
segmentos foram montados em um midgrafo previamente descrito por
Mulvany & Halpern (1977). Para isto, foram utilizados fios de tungsténio
(20 um de diametro) transpassados através do limen dos vasos e fixados
nos suportes de aco do midgrafo. Os anéis foram mantidos em solucdo
salina fisiologica, com temperatura controlada a 37°C e aerada com

carbogénio, uma mistura gasosa contendo 95% O, e 5% CO, (Figura 3). A
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tensao mecanica transmitida da parede dos vasos para os fios de tungsténio
foram transmitidas para um sistema de amplificagdo por transdutores

1sométricos de forga.

Figura 2: Porcdo da 2* ramificacdo da artéria mesentérica a ser dissecada.

A seta preta indica a localiza¢ao da 2* ramificagao.
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Figura 3: Esquema de montagem de um anel de artéria em um miografo.

Midgrafo

Os vasos foram submetidos a uma tensao de 2 mN, equivalente a

cerca de 90% da tensdo naturalmente exercida pela pressdo arterial
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fisiologica. Estes permaneceram em estabilizacdo durante 60 minutos,

sendo que a solugdo fisioldgica foi renovada a cada 15 minutos.

3.3 Avaliacio da Integridade dos Anéis Mesentéricos

ApoOs a montagem e estabilizagdo dos vasos, os mesmos foram
submetidos a contracdo induzida por fenilefrina (Phe, 3 uM). A presenca
do endotélio funcional foi entdo constatada por adi¢do de acetilcolina
(ACH, 10 uM) (Furchgott& Zawadzki, 1980) e os vasos que reduziram em
mais que 70 % a contracdo sustentada induzida pela Phe, foram
considerados como contendo endotélio funcional. A retirada do endotélio
foi realizada através de leves fricgdes do fio de tungsténio no limen
vascular durante a passagem do primeiro fio. A auséncia de endotélio
funcional foi confirmada em anéis de artéria mesentérica com
vasodilatacdo induzida por acetilcolina inferior a 10 % (Figura 4). Apos
esse procedimento, foram aguardados 30 minutos a fim de se realizar novos
testes no qual foi induzida mais uma segunda contracdo e curvas
concentracao-resposta cumulativas (Figura 5) foram obtidas com D-pinitol
com as concentracdes de 1 nM a 100 uM. As respostas foram registradas
utilizando um sistema de aquisicdo e andlise informatizadas (LabChart;

ADInstruments, Australia).
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Figura 4: Teste de endotélio em artéria mesentérica de camundongo. (A)

vaso com endotélio funcional e (B) vaso sem endotélio funcional.
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Figura 5: Esquema de curva de relaxamento concentracdo-resposta

induzida pelo D-pinitol em vaso pré-contraido com Phe (3 uM).

3.4 Avaliacio do Papel do Endotélio e de seus Mediadores sobre o

Efeito Vasodilatador do D-pinitol

Para avaliar a participacdo do endotélio no efeito vasodilatador,
curvas concentragdo-resposta cumulativas foram construidas em vasos
contendo ou ndo endotélio funcional e os seus efeitos foram comparados.

Com o objetivo de avaliar a participacao do NO na vasodilatacao do
D-pinitol, anéis da artéria mesentérica com endotélio funcional foram
previamente incubados, por 30 minutos, com N%nitro L-arginina metil
éster (L-NAME; 300 uM), inibidor ndo seletivo da NOS (Fukuto et al.,
1990) e com 1-(2-trifluorometilfenil) imidazol (TRIM; 300 uM), inibidor
seletivo da nNOS (Handy & Moore, 1997). Em seguida, os vasos foram
pré-contraidos com Phe (0,3 uM) e, apos estabilizacdo da resposta
contratil, foram realizadas curvas concentragcdo-resposta cumulativas com

D-pinitol.
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Na avaliacdo da produgdo de prostanoides (Swierkosz et al., 1995),
foi utilizado indometacina (10 uM), inibidor ndo seletivo de
ciclooxigenases. Em seguida os vasos foram pré-contraidos com Phe (3
uM) e, apos estabilizacdo da resposta contratil, foram realizadas curvas
concentragao-resposta cumulativas com D-pinitol.

A participagdo da guanilato ciclase solivel (GCs) na vasodilatacao
induzida por D-pinitol foi avaliada através de experimentos realizados na
auséncia e na presenga de 1H-[1,2,4]-oxidiazol[4,3-a]-quinoxalin-1-ona
(ODQ; 10 uM), inibidor seletivo desta enzima. Os anéis de artéria
mesentérica foram pré-incubados com ODQ por 30 minutos. Em seguida,
os vasos foram pré-contraidos com Phe (3 uM) e, apds estabilizagdo da
resposta contratil, foram obtidas curvas concentracao-resposta cumulativas
com D-pinitol.

A fim de avaliar a participacao da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)
sobre o efeito vasodilatador do D-pinitol, os vasos foram incubados com
wortmannin (1 uM), inibidor seletivo dessa enzima, por 30 minutos. Em
seguida, os vasos foram pré-contraidos com Phe (3 uM) e, apods
estabilizagdo da resposta contratil, foram obtidas curvas concentracao-

resposta cumulativas com D-pinitol.

3.5 Avaliacio da Participacio dos Canais TRP’s no Efeito
Vasodilatador do D-pinitol
Com o objetivo de avaliar a participagdo dos canais TRP’s (potencial
receptor transitorio) na atividade vasodilatadora dependente do endotélio
induzida pelo D-pinitol, o vermelho de ruténio (10 uM), inibidor nao
seletivo dos canais TRP’s, fo1 utilizado. Os anéis de artéria mesentérica
foram pré-incubados durante 30 minutos com esse inibidor, em seguida, os

vasos foram pré-contraidos com Phe (3 uM) e, apoés estabilizacdo da
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resposta contratil, foram obtidas curvas concentracao-resposta cumulativas

com D-pinitol.

3.6 Determinacdo de Nitrito (NO,) em Artéria Mesentérica de

Camundongo

A avaliacdo da producdo de NO em artéria mesentérica foi feita
indiretamente pela dosagem de nitrito. Os niveis de nitrito foram dosados
pelo método de fluorescéncia com 2,3-diaminoftaleno (DAN), com
pequenas modificagdes do método descrito por Misko e colaboradores
(Misko et al., 1993). As ramificacoes da artéria mesentérica foram
acondicionadas em solucdao salina fisioldgica, a 37°C, em estufa com
atmosfera de 5 % CO,. Apos a coleta do basal a amostra foi estimulada
com dose Unica de D-pinitol (20 uM) ou acetilcolina (10 uM). Foi avaliada
a produgdo de nitrito na presenga e¢ na auséncia de L-NAME (300 uM) e
calmidazolium (10 puM). 150 pl de sobrenadante foram coletados e
adicionados de 150 pl de 4agua purificada. Imediatamente foram
acrescentados 15 ul da solugdo estoque de DAN (316 uM em HCI 0,62 M),
em pogos de microplacas pretas de 96 pogos opacos (Costar® 3915, USA).
A reagdo processou-se por 10 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Apos esse periodo, a reagdo foi paralisada com 5 pl de NaOH (2,8
M) e a absorbancia determinada por espectrofluorimetro (excitagdo 365
nm, emissdo 415 nm; Fluoroskan Ascent FL, Thermo Scientific). A
concentracao de nitrito nas amostras foi calculada com base em uma curva
padrao com concentragdes pré-determinadas de nitrito de sodio, a cada
experimento, € normalizadas pela quantidade de proteina nas ramificagdes.

Os resultados foram expressos em [NO, ] nM/ug de proteina.
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3.7 Determinacio do Grau de Fosforilagio em Residuos de Serina e
Treonina da eNOS por Western Blot

O leito mesentérico foi dissecado e as artérias mesentéricas foram
removidas e livres do tecido conectivo e adiposo. As artérias de 6 animais
foram divididas em quatro condi¢des experimentais: sem estimulo e
estimuladas com D-pinitol 20 uM nos tempos 5, 15 e 30 minutos.

Durante o periodo de incubagdo, as artérias foram mantidas em
solucdo nutridora, aquecidas a 37°C e constantemente aeradas com uma
mistura carbogénica (95 % O, e 5 % CO,). Apos o tempo de incubagdo, as
artérias foram congeladas a -20 °C para posterior homogeneizagdo na
presenga de tampao de lise (NaCl 150 mM; Tris 50 mM; EDTA.2Na 5
mM; MgCl, 1 mM) acrescido de 0,3 % de Triton X-100, 0,5 % de SDS e
de coquetel de inibidores de proteases (Sigma Fast®, Sigma), na proporcao
de 25 mg de tecido para 100 ul de tampao de lise enriquecido com o
coquetel de inibidores de proteases. Para se evitar a desfosforilacdo dos
residuos de aminoacidos avaliados, foram acrescidos ao tampao de lise
inibidores de fosfatase (NaF 20 mM; Na;VO, 0,1 mM ¢ PMSF 0,1 mM).
ApOs o processamento, as amostras foram centrifugadas a 7200x g por 10
minutos. O sobrenadante foi aliquotado e congelado a -80 °C para posterior
utilizacdo. A quantidade de proteinas das amostras foi mensurada de acordo
com o método Bradford modificado (Bradford, 1976). As amostras foram
diluidas em tampao da amostra (4X tris HCI/SDS, pH=6.8, 3 % Glicerol, 1
% SDS, 0,6 % B-mercaptoetanol, 0,012% Azul de Bromofenol) e aquecidas
a 100 °C por 5 minutos. Para separacao, foram aplicados 30 ug de proteina
em gel de SDS-PAGE (dodecil sulfato de sédio-poliacrilamida) a 7,5 %.
Apos serem separadas no gel de poliacrilamida, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de PVDF (Millipore®, USA) com poro de
0,45 um. A qualidade da transferéncia foi monitorada através da coloragdo

da membrana com solu¢do de Ponceau 0,3 %. A membrana foi entdo
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lavada em agua destilada e colocada por 4 horas em solucao de bloqueio
(TBS-Tween 0,1 % mais 3 % de albumina). Apds o bloqueio, a membrana
foi incubada overnight em camara fria (6-8 °C), com o anticorpo primario
especifico diluido em 1,5 % de albumina em TBS-Tween. Os seguintes
anticorpos primarios foram utilizados: anti-eNOS (1:750; monoclonal feito
em camundongo; Santa Cruz Biotechnology Inc - Santa Cruz, CA, EUA),
anti B-actina (1:1000; monoclonal feito em camundongo; Santa Cruz
Biotechnology Inc - Santa Cruz, CA, EUA), anti-phospho-eNOS-Ser1177
(1:500; policlonal feito em cabra; Santa Cruz Biotechnology Inc - Santa
Cruz, CA, EUA) e anti-phospho-eNOS-Thr495 (1:500; policlonal feito em
cabra; Santa Cruz Biotechnology Inc - Santa Cruz, CA, EUA). Em seguida,
a membrana foi lavada com TBS contendo 0,1 % de Tween 20 (TBS-T)
por 5 minutos (por trés vezes) e incubada por duas horas com o anticorpo
secundario conjugado a peroxidase (HRP) (1:8000, anti-cabra IgG-HRP e
anti-camundongo IgG-HRP, Millipore, Massachusetts, EUA) diluido em 2
% de albumina em TBS-Tween. Apos o periodo de incubagdo a membrana
foi novamente lavada em TBS-T (5 minutos por quatro vezes). As bandas
proteicas foram detectadas por uma reagdo de quimioluminescéncia (kit
ECL plus — Amersham Biosciences do Brasil Ltda) e a intensidade das
mesmas foi avaliada por andlise densitométrica através do software Imagel
1.40 g. Foram utilizados o sistema Mini Protean III-Tetracell e Mini Trans-

Blot Electrophoretic Transfer Cell (BIORAD®, CA, USA).

3.8 Preparacio das Amostras de D-pinitol e Outras Drogas

O D-pinitol foi obtido da Sigma-Aldrich e diluido em agua
ultrapurificada, assim como a fenilefrina, acetilcolina, L-NAME, vermelho
de ruténio, TRIM e wortmannin. A indometacina foi solubilizada em

bicarbonato de sddio 0,05 % e as substancias ODQ e calmidazolium foram
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solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO). A concentragdo final de

DMSO nao excedeu 0,01 %.

3.9 Anailise Estatistica

Os célculos e as andlises estatisticas foram realizados utilizando o
programa GraphPad Prism 4.03. Os dados de relaxamento vascular foram
representados como o percentual de reducdo da contragdo sustentada
induzida pela Phe (3 puM). As andlises estatisticas entre as curvas
concentragdo-resposta cumulativas foram realizadas por andlise de
variancia com dois fatores (two-way ANOVA), seguidas de pos-teste de
Bonferroni. O teste t de Student foi utilizado para comparagao de pares de
resultados. Todos os resultados foram expressos como média + erro padrao
médio (EPM) e considerados significativos os valores de P < 0,05. As

curvas foram plotadas por regressao nao linear.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacio do Papel do Endotélio Sobre o Efeito Relaxante de D-
pinitol

Em artérias mesentéricas, na presenga de endotélio funcional, o D-

pinitol induziu uma vasodilatacio dependente da concentracdo. Na

auséncia de endotélio funcional, este efeito vasodilatador foi abolido, como

ilustrado na figura 6.
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Figura 6: Efeito vasodilatador do D-pinitol na presenca (E+) e na auséncia

(E-) de endotélio funcional. Os resultados representam a média = EPM de 5

experimentos. *** P <(,001.
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4.2 Avaliacio dos Mediadores Endoteliais Sobre o Efeito
Vasodilatador do D-pinitol
Para verificar os mediadores endoteliais que participariam no efeito
vasodilatador do D-pinitol, os vasos contendo endotélio funcional foram
pré-incubados com L-NAME (inibidor nao seletivo da oxido nitrico
sintase; 300 uM). Conforme observado na figura 7, o L-NAME aboliu o

efeito vasodilatador do D-pinitol.
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Figura 7: Efeito vasodilatador do D-pinitol com endotélio funcional, em
artérias mesentéricas pré-incubadas ou nao com L-NAME (300 uM). Os
resultados representam a média £ EPM de 7 experimentos. * P < 0,05;

¥ P <0,01 e *** P <0,001 em relacao ao controle.

Os anéis de artéria mesentérica contendo endotélio funcional foram

incubados com o inibidor ndo seletivo das ciclooxigenases, indometacina
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(10 uM). Conforme foi observado, ndo ocorreram alteracoes significativas

no efeito vasodilatador do D-pinitol (Figura 8).
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Figura 8: Efeito vasodilatador do D-pinitol com endotélio funcional, pré-

incubados ou ndo com indometacina (10 uM). Os resultados representam a

média = EPM de 7 experimentos.

Para avaliar a participacdo da nNOS, os vasos foram incubados com

TRIM (300 uM), inibidor seletivo desta enzima. Conforme observado na

figura 9, ndo ocorreu deslocamento da curva concentragdo-resposta do D-

pinitol.
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Figura 9: Efeito vasodilatador do D-pinitol com endotélio funcional, pré-
incubados ou nao com TRIM (300 uM). Os resultados representam a média

+ EPM de 7 experimentos.

O ODQ (10 uM), inibidor da enzima guanilato ciclase, promoveu um

deslocamento para a direita da curva concentragdo-resposta de D-pinitol

(figura 10).
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Figura 10: Efeito vasodilatador do D-pinitol com endotélio funcional, pré-
incubados ou ndo com ODQ (10 uM). Os resultados representam a média +
EPM de 7 experimentos. * P < 0,05 ¢ *** P < 0,001 em relagdio ao

controle.

4.3 Avaliacao da Participaciao da PI3K Sobre o Efeito Vasodilatador
do D-pinitol
Com o intuito de avaliar a participacao da PI3K, os vasos foram
incubados com o inibidor seletivo, wortmannin (1 uM). De acordo com a
figura 11, ndo ocorreu o deslocamento da curva concentracdo-resposta do

D-pinitol.
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Figura 11: Efeito vasodilatador do D-pinitol com endotélio funcional, pré-
incubados ou nao com wortmannin (1 puM). Os resultados representam a

média = EPM de 6 experimentos.

4.4 Avaliacio da Producio de Nitrito Pelo D-pinitol

A produgdo de nitrito induzido pelo D-pinitol (20 uM) e ACH (10
uM) foi avaliada na auséncia e presenca de L-NAME (300 uM) e
calmidazolium (10 pM), um inibidor da calmodulina. Como ilustrado na
figura 12, o D-pinitol aumentou a producdo basal de nitrito em artérias
mesentéricas de camundongo. Este efeito foi abolido na presenca de L-
NAME e significativamente inibido pelo calmidazolium. O efeito do D-
pinitol foi semelhante ao observado com ACH, utilizada como controle

positivo (Figura 12).
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Figura 12: Producao de nitrito em artérias mesentéricas na auséncia (basal)
ou na presenga de D-pinitol (20 uM) ou ACH (10 uM), antes e apoOs preé-
tratamento com L-NAME (300 uM) e Calmidazolium (10 puM). Os
resultados representam a média + EPM de 5 experimentos. *** P < (0,001
em relagdo ao basal, ¥ P < 0,05 e 11 P < 0,001 em relacdo ao respectivo

controle.

4.5 Avaliacao da Participacdo dos Canais TRP’s Sobre o Efeito
Vasodilatador do D-pinitol

Foi avaliado o papel do vermelho de ruténio 10 pM, inibidor nao

seletivo dos canais TRP’s, e conforme observado na figura 13, ndo ocorreu

alteracdo significativa na curva concentragao-resposta do D-pinitol.
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Figura 13: Efeito vasodilatador do D-pinitol com endotélio funcional, pré-
incubados ou ndao com vermelho de ruténio (10 uM). Os resultados

representam a média = EPM de 5 experimentos.

4.6 Determinacao do Grau de Fosforilacio em Residuos de Serina e
Treonina da eNOS por Western Blot
Conforme observado na figura, ocorre um aumento no nivel de
fosforilagdo no sitio de Ser1177 da eNOS (Figura 14A) com os vasos
estimulados com D-pinitol em 5 e 15 minutos e uma diminui¢@o no sitio de
Thr495 (Figura 14B) em 15 e 30 minutos, sugerindo um aumento na

atividade dessa enzima.
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Figura 14: Efeito do estimulo com D-pinitol sobre o nivel de fosforilacao
da eNOS em residuos de Ser1177 (A) e de Thr495 (B). As imagens sao
representativas de 4 experimentos. Os resultados representam a média +

EPM de 4 experimentos. * P <0,05 em ao respectivo controle.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho demonstramos que o D-pinitol apresenta um
efeito vasodilatador, concentragao-dependente, via ativagao da liberagao de
NO endotelial, por um mecanismo dependente da ativagdo do complexo
calcio-calmodulina em artéria mesentérica de camundongo.

Estudos anteriores com o D-pinitol demonstraram que este ciclitol
apresenta efeitos anti-inflamatorio (Singh et al., 2001; Sethi et al., 2008),
antioxidante, hipoglicemiante e protetor do endotélio vascular em modelo
animal de diabetes (Bates et al., 2000; Nascimento et al., 2006; Sivakumar
& Subramanian, 2009). O presente trabalho contribui para o conhecimento
sobre os efeitos bioldgicos do D-pinitol demonstrando o seu efeito
vasodilatador. Este efeito foi relativamente pequeno, entre 20-30 %, no
entanto, este efeito ¢ compativel com o de outros mediadores
vasodilatadores, como a angiotensina-(1-7) (Neves et al., 2003; Lemos et
al., 2005) e substancia P (Bény & Brunet, 1988) que representam um
importante papel no controle do tonus vascular. Além disso, o D-pinitol
mostrou um efeito vasodilatador significativo a partir de 100 nM. Este
nivel de concentracdo ¢ relativamente baixo, uma vez que este ciclitol ¢
utilizado em doses altas, entre 600 ¢ 1200 mg/dia, e alcanga concentragdes
plasmaticas superiores a 1 uM (Campbell et al., 2004; Kim at al., 2005;
Kang et al., 2006). Portanto, ¢ plausivel pensar que as concentragdes
utilizadas no presente trabalho sejam alcangadas na circulagdo sistémica
durante o tratamento cronico com doses terapéuticas do D-pinitol.

A remocdo do endotélio aboliu o efeito vasodilatador do D-pinitol,
demonstrando a importancia da presenga de um endotélio funcional e,
consequentemente, da liberacdo dos EDRF’s para o efeito deste farmaco. O

endotélio desempenha um importante papel no sistema cardiovascular. Ele
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funciona como uma barreira semipermeavel entre o sangue e a parede do
vaso, que regula funcdes vitais como o toénus vascular, resposta a estimulos
inflamatorios e a coagulagdo sanguinea (Triggle et al., 2003; Aird, 2007;
Otsuka et al., 2012). O controle da homeostase e do tonus vascular pelo
endotélio ¢ devido a sintese e liberacdo de mediadores como o NO,
prostaciclinas e de outros EDRF’s que induzem hiperpolarizagao (EDH) do
musculo liso vascular, tais como H,0, e 4cidos epoxieicosatrienoicos
(Medhora et al., 2001; Matoba et al., 2002; Chadha et al., 2011). Destes, o
NO tem sido considerado como o principal EDRF (Bredt & Snyder, 1994).
Uma vez formado, o NO se difunde para a camada de células musculares
lisas e promove relaxamento através da ativagdo da guanilato ciclase
solavel. Esta por sua vez leva a producdo de um nucleotideo ciclico, o
GMPc. Os nucleotideos ciclicos, tanto o AMPc¢ quanto o GMPc levam a
um relaxamento vascular através da acdo sobre a ativagdao das respectivas
proteinas quinases, a proteina quinase A (PKA) e proteina quinase G
(PKG) (Dostmann et al., 2002; Krumenacker et al., 2004; Fleming, 2008).
Estas enzimas induzem um relaxamento da fibra muscular lisa através de
um conjunto de agdes: ativagdo de canais de potassio (Sobey, 2001),
aumento da recaptacdo de Ca’" através da ativacdo de bombas recaptadoras
dependentes do ATP, Ca*-ATPase (SERCA), que levam o calcio livre
tanto para dentro dos estoques intracelulares quanto para fora da célula
(Adachi et al., 2004) ou podem ainda levar a uma fosforilagdo da quinase
da cadeia leve de miosina (MLCK), inativando-a (Krumenacker et al.,
2004). A pré-incubacdo dos anéis de artéria mesentérica com endotélio
funcional com L-NAME praticamente aboliu o efeito vasorrelaxante do D-
pinitol, sugerindo que o efeito vasodilatador deste ciclitol ¢ dependente da
formacao de NO, (Figura 15).

A prostaciclina (PGI;) € um membro da familia dos prostandides

também conhecida como um EDRF (Vane & Corin, 2003). A PGI, ¢ o
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principal produto do metabolismo do 4cido araquidonico via
ciclooxigenase nas cé€lulas endoteliais. Este eicosanoide induz o
relaxamento da musculatura lisa vascular e inibigdo da fun¢ao plaquetaria,
através da ativacdo de receptores IP presentes nas células musculares lisas,
levando a um aumento de AMPc¢ na fibra muscular (Vane & Corin, 2003;
Majed & Khalil, 2012). Na presenca de indometacina, inibidor ndo seletivo
das ciclooxigenases, ndo ocorreram alteragdes significativas na curva
concentracao-resposta do D-pinitol. Este resultado sugere que a atividade
vasorrelaxante nao depende de derivados da ciclooxigenases liberados pelo

endotélio.

Estresse de cisalhamento
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Figura 15: Esquema representativo dos mecanismos e procedimentos
farmacologicos utilizados na investigagao do efeito vasodilatador do D-

pinitol em artéria mesentérica de camundongo.
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A nNOS encontra-se nos neuroénios onde se concentra as sinapses
neuronais. Ela também ¢ encontrada no musculo esquelético, musculo liso
vascular e miocardio (Forstermann et al., 1994; Melikian et al., 2009). Sua
atividade ¢ regulada pelo complexo Ca*'-calmodulina e por fosforilagdo em
diferentes residuos (Fleming, 2008). Varios trabalhos de nosso grupo de
pesquisa demonstraram que a nNOS estd presente no endotélio de aorta de
camundongo e contribui para o efeito vasodilatador da acetilcolina
(Capettini et al., 2010, 2011). Por este motivo, decidimos verificar se esta
enzima também contribuia para o efeito vasodilatador do D-pinitol. Em
artérias mesentéricas pré-incubadas com TRIM, inibidor seletivo da nNOS
(Handy & Moore, 1997), a curva concentragao-efeito do D-pinitol ndo foi
alterada. Este resultado sugere que a nNOS nado participa do efeito

vasodilatador do D-pinitol em artérias mesentéricas.

Para reforgar a hipdtese da participagdo do NO endotelial no efeito
vasodilatador do D-pinitol a ativacdo da guanilato ciclase (GC) soluvel foi
investigada com o seu inibidor seletivo, o ODQ (Figura 15). A GC possui
um grupamento heme em seu sitio regulatorio, ativado pelo NO através da
transferéncia de elétrons ao dominio redutase do grupamento heme. O
ODQ promove a oxidacdo do grupamento heme da GC e impede a sua
ativacdo pelo NO (Schmidt et al., 2012). Artérias tratadas com ODQ
apresentaram um deslocamento significativo da curva concentracao-
resposta do D-pinitol para a direita. Desta forma, estes resultados
confirmam a participagcdo do NO.

A eNOS pode ser ativada por mecanismos dependente e
independente de calcio (Figura 15). A ativacdo da eNOS e consequente
aumento na produ¢do de NO, por um mecanismo independente de célcio,
ocorre através da via de sinalizacdo da PI3K/Akt, resultando na

fosforilacao do residuo de Ser1177 da eNOS (Dimmeler et al., 1999; Fulton
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et al., 1999; Gallis et al., 1999; Kumar et al., 2010). O wortmannin, um
inibidor seletivo de PI3K (Arcaro & Wymann, 1993), evita a fosforilagdo e
ativacdo da Akt e inibe o aumento dos niveis de GMPc no musculo liso
vascular (Dimmeler et al., 1999). O wortmannin ndo alterou
significativamente o efeito vasodilatador do D-pinitol, sugerindo que a
ativagdo da eNOS ndo ocorre pela ativa¢ao da via PI3K/Akt.

O mecanismo de ativagao da eNOS dependente de célcio ocorre pela
formagao do complexo -calcio-calmodulina (Matsubara et al., 1996;
Fleming, 2010). A formagao deste complexo ¢ inibida por inibidores
seletivos de calmodulina, tal como calmidazolium (Sunagawa et al., 2000).
Inicialmente, o calmidazolium foi testado no efeito vasodilatador do D-
pinitol. No entanto, este inibidor aboliu o efeito contratil da fenilefrina
impedindo a utiliza¢do deste procedimento experimental. Por este motivo,
foi decidido observar o efeito do calmidazolium na formacdo de NO,
indiretamente inferida pela dosagem de nitritos, em artérias mesentéricas
incubadas com D-pinitol. Na presen¢a de D-pinitol, ocorreu um aumento
significativo na producdo de nitrito, que foi inibido por L-NAME e
calmidazolium. Desta forma, a participagao da eNOS e do complexo foram
respectivamente confirmados.

O aumento da concentragdo intracelular de calcio responsavel pela
ativagdo da eNOS pode ocorrer da liberagdo dos estoques intracelulares ou
do influxo de célcio nas células endoteliais (Fleming, 2010; Forstermann &
Sessa, 2012). Os canais potencial receptor transitorio (TRP) sao
considerados canais ndo seletivos e permitem o influxo calcio, sédio e
magnésio (Pedersen et al.,, 2005; Owsianik et al., 2006 ). Estao
relacionados com o controle da fun¢do vascular incluindo a permeabilidade
endotelial (Tiruppathi et al., 2006), resposta ao estresse oxidativo (Hecquet
et al., 2008), tonus miogénico (Earley et al., 2004), atividade proliferativa
celular (Ge et al., 2009) e termorregulagdo (Hamada et al., 2008). Os TRP’s
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sdao ativados por diversos estimulos incluindo a deple¢ao dos estoques de
calcio, alteragdes mecanicas, de temperatura e osmolaridade, além da
ativagdo de receptores acoplados a proteinas G (Di et al., 2010, Rubinstein
et al., 2014). No presente estudo, a participagdo dos canais TRP no efeito
vasodilatador do D-pinitol foi avaliada. As artérias mesentéricas foram
incubadas com vermelho de ruténio, inibidor nado seletivo dos TRP (Amann
& Maggi, 1991), e nenhuma alteracdo significativa foi observada na curva
concentracdo-efeito do D-pinitol. Este resultado permite descartar a
hipotese da participagdo de TRP’s. Portanto, o mecanismo de ativacdo de
eNOS dependente de calcio induzida pelo D-pinitol pode estar relacionado
com a liberagdo de estoques intracelulares de calcio ou com o influxo de
calcio por outros canais.

Nascimento e colaboradores (2006) sugeriram que o aumento da
concentracdo de NO em animais diabéticos era uma consequéncia do efeito
antioxidante dos vdarios inositois testados, inclusive o D-pinitol.
Considerando que observamos que o aumento da concentragdo de NO
induzido por D-pinitol era dependente da fungdo da calmodulina e,
consequentemente, da formag¢dao do complexo célcio-calmodulina, parecia
evidente que o D-pinitol era capaz de ativar a eNOS. Portanto, o efeito
antioxidante ndo parecia ser o Unico efeito relacionado ao aumento de NO.
Por este motivo, investigar a ativagdo da eNOS pelo D-pinitol foi o
proximo passo. Um procedimento bem aceito para a verificacdo da ativagao
da eNOS ¢ pela andlise da fosforilagdo dos sitios de ativagcdo e inativagao
dessa enzima por Western blot (Capettini et al., 2011, Aires et al., 2013).
Quanto maior o nivel de fosforilagdo no residuo de Ser1177, mais ativa
estara a eNOS. Por outro lado, quanto maior a fosforilagdo em Thr495,
menos ativa essa proteina se encontra (Fleming et al., 2001). De acordo
com o resultado, verificamos uma cinética diferente entre os sitios de

fosforilacdo da eNOS. O D-pinitol aumentou a fosforilacdo dos sitios de
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Ser1177 nos primeiros 15 minutos de estimulagdo, enquanto reduziu a
fosforilacdo dos sitios de Thr495 mais tardiamente. Esses resultados
sugerem uma ativacdo de uma quinase capaz de ativar o residuo de
Ser1177, que conforme resultados funcionais com o wortmannin, ndo ¢
dependente via PI3K. Trabalhos sugerem que outras quinases sdo capazes
de fosforilar Ser1177, tais como AKTI, PKA (Forstermann & Sessa,
2012), AMPK (Fisslthaler & Fleming, 2009) e CaMKII (Schneider et al.,
2003). Considerando que o inibidor de calmodulina foi capaz de inibir o
efeito vasodilatador do D-pinitol, a participagdo da CaMKII parece ser o
mais provavel mecanismo. Em relagcdo ao sitio de Thr 495, os resultados
sugerem a ativagdo de uma fosfatase. Trabalhos na literatura sugerem que a
proteina fosfatase 1 (PP1) ¢ capaz de desfosforilar o residuo de Thr495 e
possivelmente o D-pinitol pode atuar na ativacao da PP1(Fleming et al.,
2001). Dessa forma, a ativagdo direta da eNOS pelo D-pinitol é o provavel

mecanismo envolvido no seu efeito vasodilatador.
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6 CONCLUSAO

Diante dos principais resultados obtidos no presente trabalho, pode-
se concluir que o D-pinitol apresenta um efeito vasodilatador, dependente
do endotélio, da ativacdo da eNOS e da formagdo de NO por um

mecanismo que envolve o complexo célcio-calmodulina.
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