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RESUMO

Os inositdis sdo substancias naturais de origem animal e vegetal, que
integram a alimentacdo humana. Eles participam do metabolismo celular e séo
utilizados no tratamento de distlrbios metabdlicos. Estudos recentes sugerem
um papel protetor, caracterizado pela reducdo da disfuncdo endotelial, dos
inositdis no sistema cardiovascular. A natureza exata destes efeitos protetores
€ pouco conhecida, mas pode estar relacionada em parte a sua acao
antioxidante e metabdlica.O presente trabalho teve como objetivo investigar a
acao vasodilatadora direta e respectivo mecanismo de acdo do mio-inositol, do
quiro-inositol e do bornesitol em aorta de rato. Os inositois induziram um efeito
vasodilatador concentracdo-dependente, dependente da presenca de endotélio
funcional e abolido por um inibidor ndo-seletivo de 6xido nitrico sintase (NOS).
A analise da fluorescéncia de DAF-2, sonda fluorescente para 6xido nitrico
(NO), demonstrou que os inositois induzem a producdo de NO em aorta de
rato. Experimentos de Western blot demonstraram que os inositdis aumentam a
fosforilacdo do sitio de ativacdo da NOS endotelial (eNOS). Inibidores seletivos
de fosfatidilinositol-3-quinase (PI-3K) né&o inibiram o efeito vasodilatador dos
inositéis. No entanto, a inibicdo da calmodulina reduziu significativamente a
vasodilatacdo induzida por inositois. Além disso, os inositéis induziram o
aumento da concentracao intracelular de calcio no endotélio de anéis de aorta.
Os presentes resultados permitem concluir que o mio-inositol, o quiro-inositol e
o bornesitol induzem um efeito vasodilatador direto, dependente do endotélio e
da producdo de NO, com a ativacdo da eNOS por um mecanismo dependente

do aumento da concentracao intracelular de calcio.



ABSTRACT

Inositols are natural compounds from animal and plant sources present
in human diet. They have an important role in cell metabolism and they are
used in the treatment of metabolic illnesses. Recent studies suggest that
inositols have a protective effect on the cardiovascular system, characterized by
the reductionof the endothelium dysfunction. The precise mechanism of this
protective effect is unknown, but could be related to their antioxidant and
metabolic effects. The work aimed at investigating the direct vasodilator effect
and respective mechanism of action of myo-inositol, chiro-inositol and bornesitol
in rat aorta. The inositols induced a concentration- and endothelium-dependent
vasodilation, abolished by a non-selective inhibitor of nitric oxide synthase
(NOS). Fluorescent analysis with DAF-2, a selective dye for nitric oxide (NO),
demonstrated that the inositols increased the production of NO. Western blot
data demonstrated that the inositols increased the phosphorylation level of the
activation site of the endothelial NOS (eNOS). Selective inhibitors of
phosphatidylinositol-3 kinase (PI-3K) did not change the vasodilator effect of the
inositols. However, the selective inhibition of calmodulin significantly reduced
the vasodilation induced inositols. Also, the inositols increased the intracellular
concentration of calcium in the endothelium of rat aortic rings. The present
results allow concluding that myo-inositol, chiro-inositol and bornesitol induce
an endothelium- and NO-dependent direct vasodilator effect, through the

activation of eNOS by a calcium-dependent mechanism of action.
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| 1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares constituem a principal causa de mortalidade
no mundo, quase um terco do total (WHO, 2013). De acordo com a Organizacao
Mundial de Saude, as doencgas cardiovasculares sdo responsaveis por mais de 17
milhdes de mortes por ano no mundo. Desse total de mortes por doencas
cardiovasculares as cardiopatias isquémicas sao responsaveis por 7,3 milhdes e
0s acidentes vasculares cerebrais sdo responséaveis por 6,2 milhdes de mortes
(WHO, 2013). Mais de 3 milhdes dessas mortes ocorrem antes de 60 anos de
idade e podem ser em grande parte evitadas. As doencgas cardiovasculares
incluem as doencas cardiacas isquémicas, os acidentes vasculares cerebrais
(AVC), e as doencgas vasculares incluindo a hipertenséo, a aterosclerose e as
isquemias vasculares periféricas (WHO, 2011). A maioria das patologias
cardiovasculares estao relacionadas a alteracbes da estrutura e da funcéo
vascular, e, nesse sentido, situa-se a disfuncédo endotelial, caracterizada por uma
baixa producdo e/ou biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO), como um dos
importantes fatores que contribuem para a origem das doencas cardiovasculares
(Zago & Zanesco, 2006; Brandao & Pinge, 2007). Nesse contexto, 0 conhecimento
dos mecanismos responsaveis pela manutencédo da homeostase vascular torna-se
importante, uma vez que as doencas cardiovasculares mantém sua lideranca
como uma das maiores causas de mortalidade.

O endotélio vascular caracterizado por uma Unica camada de células que
revestem internamente a parede dos vasos, apresenta um importante papel na

manutencdo da homeostase vascular através da producdo de varias substancias
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gue regulam o ténus vascular, a coagulacéo e os processos aterogénicos (Dias et
al., 2011).

O NO é considerado um dos mediadores vasoprotetores mais importantes
secretados pelo endotélio. A integridade endotelial é crucial para a producao de
NO. Ele é sintetizado de maneira continua pelas células endoteliais através da
enzima NO sintase endotelial (eNOS). Na literatura ha concordancia de que a
reduzida atividade bioldgica do NO, causada tanto pela reducdo na sintese como
pelo aumento de sua degradacao pelo estresse oxidativo, tem sido identificada
como o mecanismo de maior relevancia no processo multifatorial na disfuncéo
endotelial e na participacao das principais disfungdes cardiovasculares (Zanesco &
Antunes, 2007; Pepine, 2009). O papel do NO nas doencas cardiovasculares tem
sido observado em todas as areas de conhecimento. A acdo vasoprotetora do NO
sobre a hipertensdo arterial, doencas tromboembdlicas, dislipidemia e
aterosclerose é bem estabelecido (Silva & Zanesco, 2010). Os efeitos benéficos
do NO sobre o sistema cardiovascular sédo atribuidos a suas a¢fes vasodilatadora,
antioxidante, inibitéria da agregacdo e adesdo plaquetaria, inibitéria da
proliferacdo e migracdo das ceélulas musculares lisas e inibitéria da adesao e
migracao de leucdcitos (Maeda et al., 2004; Forstermann, 2006).

Diversos mediadores e neurotransmissores podem promover a liberacéo do
NO pelas células endoteliais, como a bradicinina e a acetilcolina, e produzir
vasodilatacdo através da ativacdo dos seus receptores especificos, sendo
consideradas substancias vasodilatadoras dependentes do endotélio (Green, et
al., 2004). A descoberta de novos farmacos que controlem ou aumentem a

disponibilidade de NO pode contribuir para o tratamento e reducdo de varias
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doencas cardiovasculares e promover a melhora da qualidade de vida, trazendo
grandes perspectivas para a elaboracdo de novas terapias, sobretudo as terapias
preventivas, sendo um dos principais alvos da industria farmacéutica.

Varios estudos tém mostrado que os inositéis, substancias naturais de
origem animal e vegetal, que integram a alimentacdo humana, produzem efeitos
benéficos sobre o sistema cardiovascular, bem como sobre as comorbidades da
sindrome metabdlica (Nascimento et al., 2006). Varios relatos da literatura indicam
que 0s inositdis possuem grande potencial para o tratamento da diabetes. Os
inositdis sdo capazes de prevenir e reverter a disfuncdo endotélial em ratos
diabéticos (Nascimento et al., 2006) e apresentam efeitos metabdlicos "insulin-
like" (Bates et al.,, 2000). O mecanismo destes efeitos protetores € pouco
conhecido, mas pode estar relacionada em parte & sua acdo antioxidante e

metabdlica, bem como a acéo direta dos inositéis no endotélio vascular.

1.1 Aspectos histolégicos e fisiol6gicos dos vasos sanguineos

As artérias tém por funcao transportar o sangue, sob alta presséo, para os
tecidos. As artérias podem ser classificadas funcionalmente em artérias de
condutancia (ex: aorta e artéria pulmonar) e artérias de resisténcia (ex: artérias
mesentéricas e artérias cerebrais) (Pohl et al., 2000). As artérias de condutancia
estdo relacionadas a uma maior acomodagdo do fluxo inicial recebido pelo
coracao auxiliando a conducédo do sangue em direcdo as artérias de resisténcia.
As artérias de resisténcia tém a funcdo de controlar o suprimento sanguineo e

irrigacdo dos tecidos através de liberacdo do fluxo para o sistema capilar. As
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artérias, normalmente, possuem trés camadas: a camada externa ou adventicia, a
camada média ou muscular e a camada intima ou endotelial (Gray, 1988).

A camada externa ou adventicia é formada por tecido conjuntivo frouxo,
com uma fina rede de fibras coldgenas e elasticas que reveste a parte externa da
parede vascular. O tecido elastico € mais abundante proximo a camada meédia e
denomina-se membrana elastica externa (Gray, 1988).

A camada média ou camada muscular € composta por multiplas camadas
de células musculares lisas, € a camada mais espessa e constitui 0 suporte da
parede dos vasos, determinando assim seu comportamento mecanico (Gray,
1988). A camada muscular é responsavel pelo aumento ou reducdo do diametro
dos vasos, 0 que resulta respectivamente do relaxamento e da contracdo das
células musculares lisas.

A contragcdo da musculatura lisa vascular pode ocorrer principalmente por
dois mecanismos: 0 acoplamento farmacomecanico e o0 acoplamento
eletromecanico (Somlyo & Somlyo, 1994). O acoplamento farmacomecanico
ocorre através da ligacdo de agentes contrateis aos seus receptores de membrana
especificos presentes nas células musculares lisas. Esses receptores ativam a
proteina quinase G (PKG), que estimula a enzima fosfolipase C (PLC), que, por
sua vez, promove a hidrolise dos fosfolipideos, fosfatidil-inositolbifosfato (PIPy),
presente na membrana celular das ceélulas musculares lisas que catalisam a
formacdo dos segundos mensageiros, inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e o
diacilglicerol (DAG). O IP3 liga-se aos seus receptores especificos localizados no
reticulo sarcoplasmatico, liberando o fon Ca®" contido nos estoques intracelulares.

O DAG ativa a proteina kinase C (PKC), que, por sua vez, fosforila proteinas
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ligadas ao canal para célcio do tipo L, favorecendo o influxo de Ca** extracelular
para o meio intracelular. Esses dois mensageiros produzem a elevacdo de Ca?'
intracelular, que se liga & calmodulina (CaM), formando o complexo Ca*/CaM que
promove uma mudanga conformacional na calmodulina, permitindo a interagéo e
ativacdo da enzima quinase de cadeia leve da miosina (MLCK). A MLCK fosforila
a cadeia leve da miosina (MLC) permitindo a interacdo actina-miosina e
produzindo a contracdo da musculatura lisa vascular (Berridge, 1993; Webb, 2003;
Wynne et al., 2009). No acoplamento eletromecéanico a contracdo da musculatura
lisa vascular ocorre através da despolarizacdo da membrana das células do
musculo liso vascular (MLV) que leva a abertura de canais para Ca?* sensiveis a
voltagem. A abertura desses canais permite o influxo de Ca?* extracelular para o
meio intracelular e consequente contracdo do MLV (Nelson et al., 1990; Somlyo &
Somlyo, 1994).

O relaxamento da musculatura lisa vascular, por sua vez, ocorrera a partir
de estimulos que reduzam a concentracdo do Ca®' intracelular levando a
dissociacéo do complexo Ca?*/CaM da MLCK e consequentemente reduzindo a
fosforilacdo da cadeia leve da miosina.

A camada intima € formada pelo endotélio, camada Unica e continua de
células planas de forma oval orientadas segundo a dire¢cdo da corrente sanguinea,
e pela camada subendotelial de tecido conjuntivo, constituido de colageno,
elastina e de glicoproteinas (Gray, 1988), que separa o sangue da parede vascular
e do intersticio. As células endoteliais desempenham importante papel no controle
do ténus vascular, regulando a vasomotricidade, a permeabilidade vascular e a

atividade plaquetaria e leucocitaria (Zanesco & Antunes, 2005).



1.1.1 O endotélio vascular

O endotélio € responséavel pela manutencdo do tébnus vascular e da
homeostase intravascular. Atua conservando o fluxo sanguineo laminar,
preservando a fluidez da membrana plasmatica, criando mecanismos
anticoagulantes, inibindo a proliferacdo e migracdo celulares e controlando a
resposta inflamatdria (Bahia et al., 2006).

Em 1980, Furchgott e Zawadzki demonstraram que o relaxamento das
células musculares lisas em resposta a acetilcolina era dependente da integridade
do endotélio vascular e que esse efeito resultava da liberagdo de um fator
relaxante derivado do endotélio (EDRF). Em 1987, estudos experimentais
demonstraram que o EDRF era o 6xido nitrico (NO) (Ignarro et al, 1987; Palmer et
al., 1987). Além do NO, o endotélio produz outras substancias vasodilatadoras
como a prostaciclina (PGl,) (Moncada et al., 1977) e o fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF) (Vanhoutte, 2003). Além das substancias
vasodilatadoras o endotélio também é capaz de produzir e liberar substancias
vasoconstritoras como a endotelina (ET) (Kedzierski & Yanagisawa, 2001), o
tromboxano (TXA;) (Frolich & Forstermann, 1989) e a angiotensina Il (Peach,
1977). Quando a funcédo do endotélio € normal, ha um equilibrio entre a producao
destas substancias com uma tendéncia a vasodilatagao.

A disfungdo endotelial ocorre quando os efeitos vasoconstritores se
superpdem aos efeitos vasodilatadores, geralmente como resultado de uma
diminuicdo da biodisponibilidade NO, com perda de sua acdo vasoprotetora. A

disfuncdo endotelial € definida como uma alteracdo do relaxamento vascular
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dependente do endotélio sendo uns dos fatores que contribuem para o

aparecimento das doencas cardiovasculares (Kingwell, 2000).

1.2 Oxido Nitrico

O NO é um radical livre, gasoso que possui sete elétrons do nitrogénio e
oito do oxigénio, tendo um elétron desemparelhado na ultima camada e uma meia-
vida de 4 a 8 segundos em meio aquoso oxigenado (Moncada et al., 1989). E
capaz de livre difusdo nas membranas celulares, tal caracteristica colabora com
sua alta atividade biologica (Palmer et al., 1987). O NO reage facilmente com
oxigénio, radical superdxido, ou metais de transicdo, como ferro, cobalto,
manganés ou cobre (Kiechele & Malinski, 1993).

O NO é considerado o mais potente vasodilatadores produzidos pelo
endotélio, e o controle de sua producédo esta diretamente relacionado a diversas
patologias, como hipertensdo arterial, aterosclerose e doenca arterial coronaria

(Zanesco & Antunes, 2005).

1.2.1 Sintases de 6xido nitrico

O NO ¢ sintetizado a partir do aminoacido L-arginina por uma familia de
enzimas denominadas 6xido nitrico sintases (NOS) sendo, portanto, essenciais na
regulacdo da funcdo cardiovascular (Liu & Huang, 2008). Foram descritas trés
isoformas de NOS agrupadas em duas categorias baseadas em sua expressao

constitutiva, NOS endotelial (eNOS) e NOS neuronal (nNNOS), por serem
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expressas em condi¢cfes basais nos tecidos, e a induzida, NOS induzida (iNOS),
por ser expressa quando as células sdo estimuladas por macréfagos e outras
células ativadas por citocinas (Moncada, 1991). As isoformas constitutivas (eNOS
e nNOS), séo dependentes de célcio/calmodulina (Ca**/CaM) para regulacdo das
suas atividades, enquanto a isoforma induzida (iINOS) independe do aumento das
concentracdes de Ca** citosélico (Moncada, 1991; Marletta, 1994).

As NOS estdo presentes no citosol e podem ser inibidas por analogos da L-
arginina como a N®-monometil-L-arginina (L-NMMA), N®-amino-L-arginina (L-NAA)
e o NC-nitro-L-arginina-metil-éster (L-Name) e requerem para a producéo de NO
os cofatores NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato), FAD (flavina
adenina dinucleotideo), FMN (flavina mononucleotideo), BH, (tetrahidrobiopterina)
e ferroprotoporfirina IV (Heme) (Moncada, 1991; Bred et al., 1991; Stevens-Truss
et al., 1997). As enzimas NOS apresentam uma estrutura molecular composta por
dois dominios funcionais unidos em um unico polipeptidio ou mondémero (Alderton
et al., 2001; Masters et al., 1996a; Masters et al., 1996b). No dominio catalitico
(oxigenase ou oxidase) N-terminal, encontram-se os sitios de ligacdo para os
cofatores heme, BH, e a L-arginina. O dominio redutase C-terminal possui sitios
de ligacdo para FMN, FAD e NADPH (Andrew & Mayer, 1999; Alderton et al.,
2001). Entre os dominios redutor e oxidante, encontra-se o dominio de ligacdo da
calmodulina. Durante a biossintese de NO as flavinas adquirem elétrons do
NADPH e transferem estes para o ferro do grupamento heme, permitindo a ligacao
do oxigénio e catalisando a producdo do NO a partir da L-arginina. Esta
transferéncia de elétrons é induzida pela ligagdo da CaM ao seu dominio (Andrew

& Mayer, 1999; Fleming & Busse, 1999). A sintese de NO envolve duas etapas.
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Na primeira, ocorre a hidroxilagdo de um dos nitrogénios guanidinos da L-arginina
para gerar N®-hidroxi-L-arginina (NHA). Esta reacdo utiliza o NADPH e oxigénio e
envolve o complexo heme da NOS. Na segunda etapa, ocorre a oxidagdo da NHA
em NO e citrulina (Marletta, 1994; Griffith & Stuehr, 1995; Andrew & Mayer, 1999).

A nNOS foi a primeira isoforma identificada. A nNOS, chamada também de
isorforma |, é encontrada no cérebro, na medula espinhal, no sistema nervoso
periférico e em outras estruturas como células epiteliais de pulmdes, Utero e
estbmago, células da mécula densa do rim, células da ilhota pancreatica e do
musculo esquelético (Moncada et al., 1991). A presenca da nNOS ja foi descrita
também em células musculares lisas vasculares (Biecker et al., 2004; Brophy et
al.,, 2000) e em midcitos cardiacos (Tambascia et al., 2001), sugerindo sua
importancia fisiol6gica no sistema cardiovascular. Nosso grupo demonstrou que a
NNOS é expressa constitutivamente nas células endoteliais e participa ativamente
do relaxamento induzido pela ACh através da sintese de H,O, (Capettini et al.,
2008; et al., 2010). A atividade enzimatica da nNOS é dependente de Ca**/CaM,
portanto controlada pelas variagdes da concentracdo de Ca** intracelular. Sendo
assim, neurotransmissores ou sinalizadores celulares que determinem alteracdes
na concentracao intracelular de Ca?" irdo regular a atividade da nNOS.

A INOS, chamada também de isorforma Il, tem sua expressao induzida por
certos fatores como, o lipopolissacarideo bacterianos (LPS), certas citocinas,
incluindo a interleucina |, interferon y e o fator de necrose tumoral-a, e sua
atividade enziméatica é independente de variacdes da concentracdo de Ca?'
intracelular (Griffith & Stuehr, 1995). A INOS pode ser expressa em uma grande

variedade de tipos celulares incluindo macréfagos, linfécitos, neutrofilos,
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hepatécitos, células epiteliais (Zago & Zanesco, 2006). A INOS € capaz de
produzir e liberar grandes quantidades de NO por periodos de tempos mais
longos, podendo gerar alguns efeitos toxicos ao organismo enquanto que as
isoformas constitutivas (eNOS e nNOS) produzem pequenas quantidades de NO e
por tempo menor (Moncada, 1997).

A eNOS ou isoforma Ill, € expressa em células endoteliais, plaguetas,
células epiteliais tubulares do rim, epitélio respiratorio, células intersticiais do colon
e hipocampo (Moncada, 1997; Zago & Zanesco, 2006). A eNOS, encontrada
principalmente nas células endoteliais € essencial para a regulacdo do tdnus
vascular, bem como para a prevencao da adesdo e agregacdo plaquetéria
(Michiels, 2003). A ativacdo da eNOS pode ocorrer quando receptores acoplados
a proteina G da membrana das ceélulas endoteliais sdo estimulados por
acetilcolina, bradicinina, histamina, serotonina, substancia P, dentre outros. Além
destes, a forca de cisalhamento (Shear-stress) é também um importante
modulador a atividade da eNOS (Fleming & Busse, 1999; Malek et al., 1999;
Michiels, 2003). Esses fatores promovem aumento da concentracdo de Ca** no
interior das ceélulas endoteliais, seja pelo influxo extracelular ou pela liberacdo de
Ca?" dos estoques intracelulares, o que ativa a eNOS, levando a sintese e
liberacdo de NO (Luckhoff et al., 1988; Busse & Mulsch, 1990). Ao NO resultante
da eNOS ¢é atribuido um importante papel protetor na hipertensdo arterial, na
doenca arterial coronariana e nas doencas tromboembdlicas (Curtis & Pabla,

1997; Maeda et al., 2004).

11



1.2.2 Regulagéo da atividade da eNOS

A eNOS funcional é um dimero formado de duas subunidades idénticas
denominadas de monémeros (Albrecht et al., 2003). Os mondémeros da NOS séo
tanto inativos cataliticamente quanto incapazes de se ligarem & arginina ou BH,. A
dimerizacdo da eNOS inicia-se com a ligacdo através do grupamento heme, sem o
qgual a eNOS existe somente como um monémero (Klatt et al., 1996). A formacéao
do dimero torna possivel a ligacdo da BH, a este dimero da eNOS, sendo sua
ligacdo essencial para manter a estabilidade do dimero e o proteger de protedlise
(Andrew & Mayer, 1999). Os ions zinco sdo importantes para a manutengdo da
integridade do sitio de ligacdo da BH4, no dominio oxigenase da eNOS (Raman et
al., 1998). Em células endoteliais a BH,4 apresenta um papel crucial no transporte
de elétrons durante a formacdo de NO. A auséncia do cofator BH4 é o principal
responsavel pelo desacoplamento da eNOS. A deplecdo de BH, favorece a
producéo de anion superéxido (O7;) e subsequentemente a formacao de perdxido
de hidrogénio (H.O,) (Cosentino & Luscher, 1999). A reducdo na
biodisponibilidade de BH, e uma producéo de O’; dependente da eNOS pode estar
implicada na disfuncédo endotelial, aterosclerose e hipertenséo (Fleming & Busse,
1999).

A localizacao subcelular da sintese de NO exerce grande influéncia na sua
atividade bioldgica. Estudos mostram que a eNOS pode ser encontrada na
membrana plasmatica, no complexo de Golgi ou nas cavéolas (Hecker et al.,
1999). As caveéolas séo invaginacbes da membrana plasmatica as quais

funcionam para ligar e organizar uma variedade de moléculas de sinalizacdo. Os
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principais componentes estruturais das cavéolas sdo colesterol e proteinas
estruturais, tais como as caveolinas (caveolinas 1, 2 e 3), sendo a caveolina 1 a
mais abundante nas células endoteliais. A ligagdo da caveolina 1 ao dominio
redutase da eNOS é proposto antagonizar a ligacdo da CaM e inibir a doacgéo de
elétrons para a subunidade heme, inibindo portanto a atividade da enzima eNOS
(Ghosh et al., 1998).

A eNOS é classificada como uma enzima constitutiva estritamente
dependente do complexo Ca*/CaM, sendo considerada a mais sensivel as
modificacbes da concentracéo intracelular de Ca** livre (Busse & Mulsch, 1990;
Fleming & Busse, 1999). A ativacdo da eNOS nas células endoteliais por
agonistas dependentes ou independentes de receptores € acompanhada pela
elevacao intracelular de Ca®" livre, aumentando a producdo de NO e produzindo
vasodilatacdo (Fleming & Busse, 1999). Tanto a formag&o de NO induzida por
agonista quanto a vasodilatacéo subsequente sdo abolidos pela quelacdo do Ca®*
extracelular ou pela a adicdo de inibidores de calmodulina (Luckhoff et al., 1988;
Fleming & Busse, 1999). A identificacdo de um dominio de ligacdo da CaM na
estrutura primaria da eNOS associado aos resultados que proteinas ligadas a
CaM inibe a atividade da enzima demonstram que ligacdo do complexo Ca®*/CaM
é fundamental para ativar a eNOS. Ao ocorrer o aumento da concentragédo
intracelular de Ca®" livre, ha a formacédo do complexo Ca?‘/CaM e com isso a
ligagdo a enzima eNOS e sua dissociagdo da caveolina facilitando o fluxo de
elétrons do dominio redutase para o dominio oxidase da enzima e a consequente

producdo do NO (Fleming & Busse, 1999).
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Embora classificada como uma enzima dependente de Ca?‘/CaM, uma
atividade basal da eNOS foi demonstrada em situagcbes onde ha um aumento
transiente e ndo sustentado de Ca?*, como o shear stress ou em niveis basais de
Ca?" (Ayajiki et al., 1996; Presta et al., 1997; Dimmeler et al., 1999; Fisslthaler et
al., 2000). A ativagdo da eNOS em resposta a aplicacdo do shear stress a células
endoteliais pode ser observada na auséncia de Ca** extracelular e n&o é inibida
pelo calmidazolio, antagonista de calmodulina, o qual abole a vasodilatacao
induzida por acetilcolina (Ayajiki et al., 1996; Fleming & Busse, 1999). O shear
stress estimula a ativacdo da fosfatidil-inositol-3-quinase (PI3K), ativando a
proteina quinase B (Akt) que fosforila a eNOS no residuo de serina 1177
estimulando sua atividade (Dimmeler et al., 1999). A ativacdo da eNOS, pode ser
induzida por inibidores de fosfatases de proteina tirosina, sugerindo que a
fosforilacdo da eNOS por tirosina ou uma proteina regulatéria associada é crucial
para a sua ativacéo independente de Ca®" (Fleming et al., 1998).

A atividade da eNOS pode ser modulada pela sua fosforilacdo em residuos
de serina, treonina e tirosina (Michel et al., 1993; Garcia-Cardena et al., 1996;
Fleming et al., 2001). Existem varios sitio de fosforilagdo na estrutura da eNOS,
mas a fosforilagdo do residuo de serina 1177 (Serl177) no dominio reductase e
do residuo de treonina 495 (Thr495) localizado dentro do dominio ligante da
calmodulina parecem ser 0s mais importantes para a regulacdo da atividade da
eNOS (Fleming & Busse, 2003; Mount et al., 2007).

A fosforilagdo do residuo de Serll77 aumenta a ativagdo da eNOS
mediada pela ligagédo do complexo Ca?*/CaM e pode também levar a ativacéo da

eNOS por aumentar a sensibilidade da eNOS as concentracdes basais de Ca?*.
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Vérios estimulos tem sido associado a ativacdo da eNOS pela fosforilagdo de seus
residuos de Serll177 tais como o shear stress (Dimmeler et al. 1999), bradicinina
(Fleming et al., 2001), insulina (Kim et al., 2001) e estrogénio (Lantinhermoso et
al., 1997). As principais quinases implicadas na regulacdo da fosforilacdo da
eNOS em Serll77 sao proteina quinase ativada por AMP (AMPK), Akt, proteina
quinase A (PKA), proteina quinase Il dependente de CaM (CaMKIl), proteina
quinase G (PKG) e a proteina fosfatase 2A (PP2A) (Mount et al., 2007).

Ja a fosforilagdo do residuo de Thr495 inibe a atividade da eNOS (Fleming
et al., 2001; Mount et al., 2007). O efeito inibitério da fosforilagdo da Thr495 sobre
a sintese de NO parece ser devido a fosforilacdo deste residuo interferir com o
dominio de ligacdo do complexo Ca*/CaM & eNOS (Fleming et al., 2001). A
proteina quinase C (PKC) regula negativamente a producdo de NO endotelial por
fosforilar os residuos de Thr495 da eNOS (Fleming et al., 2001). A desfosforilacdo
da Thr495 é observada em respostas a agonistas da sintese de NO tais como
bradicinina, Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e ionomicina (Mount

et al., 2007).

1.2.3 NO e o sistema cardiovascular

Atualmente, esta bem estabelecido que o NO endotelial tem um importante
papel na manutencdo da homeostase vascular (Nava & Luscher, 1995). No
sistema cardiovascular, € atribuido ao NO um papel protetor na Hipertenséo,
aterosclerose, dislipidemias, doenca arterial coronariana e nas doencas

tromboembdlicas (Kingwell, 2000). A reducdo na biodispolibilidade de NO,
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causada tanto pela reducéo na sintese quanto pelo aumento da degradacéo pelo
estresse oxidativo, tem sido identificada como o principal mecanismo no processo
multifatorial na disfuncdo endotelial e na participagdo das principais disfungcdes
cardiovasculares (Pepine, 2009). A disfuncdo endotelial desencadeia eventos
vasculares como alteracbes no toénus vascular, disfuncdes tromboticas,
proliferacdo e migracdo de células musculares lisas e adesdo de leucdcitos
(Madamanchi, et al., 2005).

O importante papel do NO na manutencdo da homeostase vascular esta
associado a suas acdes na manutencdo do tdénus vascular mantido por uma
constante liberacdo de NO através do shear stress mantendo a vasodilatagdo; na
inibicdo da agregacado plaquetaria através da elevacdo de GMPc e da diminui¢ao
do Ca®* no interior das plaquetas (Moncada et al., 1991); na inibicdo da adesdo de
mondcitos ao endotélio vascular através da inibicdo da expressao de moléculas de
adesao (Lefer et al., 1999); na inibicdo da proliferacdo das células musculares lisa
(Garg & Hassid, 1989) e na inibicdo do estresse oxidativo através da inducdo da
producdo da enzima superéxido dismutase (SOD) na camada muscular do vaso

(Wolin, 2000).

1.2.4 Mecanismo do efeito vasodilatador do NO

Uma vez formado, o NO difunde-se rapidamente da célula endotelial para a
célula muscular lisa, onde interage com o grupamento heme da guanilato ciclase
soluvel, estimulando a sua atividade catalitica e levando a formacédo de

monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), a partir da quebra do trifosfato de
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guanosina (GTP). O aumento da concentragcdo de GMPc na célula muscular lisa
resulta na ativacdo da PKG, que induz relaxamento desta célula através de
diversos mecanismos, tais como: a ativacdo da bomba de Ca®* ATPase no reticulo
sarcoplasmatico (Cornwell et al., 1991), ativacéo do trocador Na*/Ca*" (Furukawa
et al., 1991), inibicdo dos canais para Ca*" tipo L (Tare et al., 1990; Mery et al.,
1991), fosforilagcdo dos canais para K* que induz hiperpolarizacdo (Lincoln et al.,
1994) e ativacdo da Ca**ATPases da membrana plasmatica (Fisher et al., 2001).
A vasodilatacdo via NO/GMPc pode ser estimulada por diversas substancias
incluindo acetilcolina, bradicinina, histamina, ADP, serotonina, substancia P dentre

outros (Michiels, 2003).

1.3 Inositdis

Na literatura o termo ciclitol € frequentemente usado para referir a um
composto ciclico no qual o nucleo estrutural € um anel de seis atomos de
carbonos, nos quais pelo menos trés carbonos do anel tém unidos diretamente
grupos hidroxilas (ciclohexanopoliol) (Duchek et al., 2011). O termo inositol é
usado para um subgrupo da classe dos cilitois. Portanto, o inositol € um polialcool
ciclico, mais especificamente um ciclohexanohexol, um carboidrato ciclico com
seis grupos hidroxil (OH), um em cada carbono do anel (Figura 1) (Duchek et al.,

2011).
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Figura 1. Estrutura molecular do inositol.

As estruturas possiveis do ciclohexanohexol sao reduzidas pelos principios
de simetria a nove compostos, um par D L e sete isdbmeros meso: scilo, mio, epi,
neo, D e L quiro, cis, muco e allo (Figura 2), sendo o mio-inositol a forma mais
prevalente na natureza (Duchek et al., 2011; Almeida et al., 2003). O mio-inositol
ocupa um lugar central no metabolismo dos inositéis, pois é o Unico isbmero que
pode ser sintetizado de novo, a partir da D-glucose-6-fosfato, enquanto que todos

0s outros isomeros derivam do mio-inositol (Michell, 2008).
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Figura 2. Isbmeros do inositol (Duchek al., 2011)

Esta forma predominante mostrou-se naturalmente abundante e trata-se de

um componente comum de varios alimentos, principalmente gréos integrais,

cereais, laranja, meldao, amendoim, feijdo, legumes, nozes, lentilha, ervilha e

sementes (Figura 3) (Bohn, 2008).
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Figura 3. Alimentos ricos em inositol.

O inositol pode ser obtido da alimentacdo (Holub, 1986), ou pela converséo
tecidual a partir da D-glucose-6-fosfato para D-inositol-3-fosfato, que a seguir pode
entdo ser desfosforilado para inositol, sendo que os rins podem sintetizar até 4
g/dia (Clements & Diethelm, 1979), assim como os testiculos e o cérebro (Hauser
& Finelli, 1963), mas em menor quantidade. De acordo com a literatura, algumas
células produzem seu préprio inositol, enquanto outras obtem inositol do meio
extracelular através de co-transportadores especificos, SMIT (- sodium myo-
inositol transporter-) ou HMIT (- H+ myo-inositol symporter-) (Michell, 2008; Fisher
et al., 2002).

A sintese de inositol consome o metabdlito glicolitico central, a glicose —6—
fosfato e requer duas enzimas: Primeiro, a mio-inositol-3-fosfato sintase (MIPS)
dependente de NAD" sendo estimulada pelo NH4" e K* e inibida pelo Li* que
cataliza a ciclizagdo da D-glicose-6-fosfato em D-mio-inositol-3-fosfato (Ins 3P),
em seguida, a inositol monofosfatase (InsPase) que é dependente de Mg?* e pode
sofrer inibicdo pelo Li+, desfosforila o Ins 3P, resultando no inositol livre (Michell,
2008). A fosfatidilinositol sintase (PIS) catalisa a transferéncia de grupo fosfatidil

para porcdo D1 do inositol livre levando a formacéao de fosfatidilinositol (PtdIns). E
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a fosforilacdo deste por proteinas quinases especificas leva a formacdo dos
fosfolipideos de membrana como o fosfatidilinositol — 4,5 bifosfato (Ptd Ins (4,5)P>)
que apresenta diversas funcdes, por exemplo, na sinalizacdo, exocitose e
motilidade celular (Michell, 2008). Todas as células eucaridticas tanto de
organismos unicelulares quanto multicelulares utilizam inositol como um principal
constituinte de lipideos de membrana (Michell, 2008).

A distribuicdo do inositol nos tecidos e no plasma varia bastante, sendo que
a concentracdo de inositol circulante no plasma de individuos saudaveis varia
entre 30 e 70 uM (Croze & Soulage, 2013), e com excecdo dos testiculos e rins,
as concentracdes no SNC séo significativamente mais altas, excedendo em 25 a
50 vezes a do fluido cérebro-espinhal e 50 a 100 vezes a do plasma (Fisher et al.,
2002). Para a manutencdo da concentracdo intracelular do inositol as células,
além da reciclagem dos segundos mensageiros de inositol fosfato, utilizam — se de
trés mecanismos. O primeiro é o transporte de inositol via carreadores especificos,
composto por dois sistemas: um de receptacdo saturavel, sodio dependente, que
exibe alta afinidade pelo inositol, € mediado pelo SMIT, sendo pH dependente e
utilizando dois fons Na® para cada molécula de inositol transportada (Kwonet
al.,1992); E outro denominado HMIT presente quase que exclusivamente no SNC
(Uldryet al., 2001). A dependéncia destes dois carreadores em relacdo ao pH é
inversa: enquanto a funcéo do SMIT é progressivamente inibida com a reducao do
pH, o HMIT tem sua funcdo aumentada em pH baixo (Fisher et al., 2002). O
segundo mecanismo € a sintese de novo de inositol a partir da glicose que ocorre
em varios 6rgados, como o cerebro, rins, testiculos e figado e que tem duas etapas

de sua via metabdlica passivel de inibicdo pelo Li* (Eisenberg, 1963; Fisher et al.,
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2002). O ultimo meio de equilibrio do inositol intracelular é o efluxo do mesmo, em
situacdes de stress hipotdnico, via difuséo facilitada, através de um canal de cloro
nao especifico, designado como volume-sensitive organic osmolite anion channel
(VSOACQC); (Jackson & Strange, 1994).

Os inositdis também podem ser encontrados em varias espécies de
vegetais, como na espécie Hancornia speciosa Gomes uma espécie nativa do
cerrado brasileiro conhecida popularmente como mangabeira. A Hancornia
speciosa Gomes € utilizada na medicina popular para o tratamento de doencas
hepéticas (Rodrigues & Carvalho, 2001), diabetes (Grandi et al., 1982) como
antiinflamatéria (Lima & Martins, 1996), e anti-hipertensiva (Grandi et al., 1989;
Hirschmann & Arias, 1990). O extrato etandlico das folhas da Hancornia speciosa
apresentou efeito vasodilatador em aorta e em artéria mesentérica superior de rato
por um mecanismo dependente do endotélio e da producédo de NO (Ferreira et al.,
2007a, 2007b). Em 2007, Endringer e colaboradores padronizaram uma fracao
proveniente do extrato alcodlico das folhas de H. speciosa e a caracterizaram
quimicamente, revelando como principais constituintes quimicos o &cido quinico, a
quercetina-3 rutinosideo (rutina) e o ciclitol, bornesitol.

Nas células o inositol existe principalmente sob a forma de derivados
fosforilados, fosfoinositideos e na sua forma livre (Almeida et al., 2003). O estudo
dos componentes lipidicos de membrana celular, e em particular o “turnover” dos
fosfoinositideos, teve seu auge na década de 1980 com a descoberta que o
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (Ptdins(4,5)P2) pode ser hidrolizado pela fosfolipase
C (PLC) a diacilglicerol (DAG) e inositol —1,4,5-trifosfato (Ins (1,4,5) P3) (Berridge,
1993; Lee & Severson, 1994). Ambos os produtos foram identificados como
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segundo mensageiros que ativam a proteina quinase C (PKC) (Ohanian et al.,
1996) e liberam Ca?* dos estoques intracelulares (Walsh, 1993), respectivamente.
Estes eventos apresentam um papel central na transmissdo de sinais de Varios
hormaonios, neurotransmissores e fatores de crescimento dentre outros.

Em paralelo, inositéis e fosfoinositideos kinases foram identificados. Estas
enzimas geram um repertério enorme de polifosfatos de inositol soltveis e lipideos
polifosfoinositideos de membrana. A PI3K, por exemplo, a qual é regulada por
receptores de membrana, promove a formacédo do fosfatidilinositol —3,4,5-
trifosfato (PtdIns(3,4,5)P3), um lipideo sinalizador que modula crescimento,
proliferacdo e motilidade celular (Wymann& Schneiter, 2008). Os fosfoinositideos
tém, portanto ganhado importancia como moléculas alvo que estdo envolvidas na
organizagdo de complexas sinalizagdes ligadas a membrana. As fungdes
bioquimicas definidas para os fosfoinositideos nas membranas bioldgicas incluem
a regulacdo de respostas celulares a estimulos externos e ou transmissao nervosa
e a mediacdo da atividade de enzimas através das interacbes com varias
proteinas especificas (Colodny & Hoffman, 1998). O desequilibrio destas vias de
sinalizacdes lipidicas contribui para progressdao de doencas como inflamacéo
cronica, autoimunidade, alergia, cancer, aterosclerose, hipertensdo, hipertrofia
cardiaca, doencas degenerativas e metabdlicas (Wymann & Schneiter, 2008).

As funcdes do inositol sdo inUmeras e variam conforme sua configuracéo
bioquimica. Na forma de fosfoinositideos de membrana, o papel nos eventos de
transducdo de sinais, como citado anteriormente, é bem estabelecido (Fisher et
al., 1992), sendo utilizados por receptores acoplados a proteina G como 0s

receptores colinérgicos, noradrenérgicos serotoninérgicos e glutaminérgicos
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(Colodny & Hoffman, 1998). Teoricamente, um desequilibrio da concentracao de
inositol pode potencialmente afetar o desenvolvimento e a fungdo de um ou de
todos estes receptores. Portanto, qualquer 6rgdo do sistema que abriga estes
receptores pode também ser potencialmente afetado. As formas fosforiladas do
inositol participam de fungbes fundamentais da célula, como sinalizacdo de
membrana, manutengdo do citoesqueleto, regulacdo da sobrevivéncia e morte
celular, producéo de acido araquiddnico entre outras (Wymann & Schneite, 2008).
O inositol 1, 4, 5 — trifosfato (IP3), por exemplo, tem papel central na mobilizagao
do célcio intracelular (Walsh, 1993); o inositol hexafosfato (IP6), por sua vez, inibe
a cristalizacao do oxalato de calcio urinario, prevenindo os calculos renais (Grases
et al., 1999) e apresentacdo anticancerigena (Lee et al., 2005). A sua possivel
aplicacdo em doencas cardiovasculares se justifica por possuir potente acao
antioxidante prevenindo a formacao de ROS, acéo hipocolesterolémica e inibicao
da agregacao plaquetaria (Jariwalla RJ, 1999.; Vucenik & Shamsuddin, 2003). Em
sua forma livre o inositol além de apresentar um importante papel como base
estrutural na formacdo dos segundos mensageiros das vias de transducao de
sinais em ceélulas eucarioticas, como o IP3, é também essencial na formacgao
estrutural dos dois inositois fosfoglicanos (IPGs) que atuam como mediadores da
acao da insulina (Asplin et al.,, 1993). Os IPGs sé&o liberados rapidamente das
membranas plasmaticas hepaticas em resposta a insulina que estimula a hidrolise
do glicosil-fosfatidilinositol (GPI) gerando os segundos mensageiros IPGs (Jones &
Nieto, 1999). Duas classes de inositois fosfoglicanos foram identificadas: a
primeira classe denominada IPG-P, contendo D-quiro-inositol e galactosamina

sendo ativador de PDH fosfatase e a segunda denominada IPG-A, contendo mio-
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inositol e glucosamina sendo inibidor de adenilato ciclase e PKA (Larner et al.,
1988.; Croze & Soulage, 2013). Ambos os IPGs contribuem para a homeostase da
glicose visto que anormalidades no metabolismo do mio-inositol e quiro-inositol,
estdo associadas a resisténcia a insulina, uma manifestacdo precoce importante
do diabetes tipo Il, assim como hipertensdo, obesidade e doencas
cardiovasculares (Croze & Soulage, 2013.; Asplin et al., 1993). Outra area de
enorme importancia do inositol livre € a regulacdo do volume celular, onde
eletrdlitos e particulas osmoticamente ativas estdo em constante fluxo. Nos casos
de mudancas agudas na tonicidade, a manutencao do volume celular se da pela
troca de ions como Na+, K+, H+ ou Cl+, porém nos casos de mudancas crénicas
da tonicidade o controle se da pelo transporte de osmolitos orgéanicos,
primariamente o mio-inositol (Strange 1992.; Lang 1998.; Fisher et al., 2002). A
diminuicdo de ATP em situacdes de hipoxia p6s-AVC pode acarretar em
diminuicdo do efluxo de inositol, com consequente piora do edema neuronal
(Jackson, 1994). O inositol livre é também essencial a varias funcdes celulares
incluindo sobrevivéncia e crescimento celular (Croze & Soulage, 2013),
desenvolvimento e funcéo dos nevos periféricos (Chau et al., 2005), osteogénesis
(Dai et al.,, 2011) e reproducao (Beemster et al., 2002.; Bizzarri & Carlomagno,
2014).

As aplicacdes clinicas do inositol podem ser tdo amplas quanto suas
fun¢des no organismo. O sistema nervoso central (SNC) € um tecido atipico que
apresenta concentracdoes de inositol significativamente mais altas em relacdo a
outros tecidos e a concentracao plasmatica. Uma alteracdo na biodisponibilidade

de inositol no SNC pode alterar a via de sinalizacdo celular no cérebro e
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eventualmente levar ao desenvolvimento de doencas neuroldgicas e psiquiatricas.
Estudos indicam que o inositol tem efeitos psicoativos por interagir com 0s
sistemas de segundo mensageiros e regular a concentracdo citosolica de calcio no
cérebro (Colodny & Hoffman, 1998). Estudos avaliando a eficacia do inositol no
tratamento de sindromes do SNC mostram que a suplementagdo com inositol
pode ser eficaz no tratamento da depressédo (Levine et al., 1995), Doenca de
Alzheimer (Barak et al.,, 1996), Sindrome do Panico (Benjamin et al., 1995),
Sindrome Obsessiva—Compulsiva (Harvey et al., 2002) e controle da dor (Tarnow
et al., 1998).

Estudos mostram que 0s inositdis constituem um grupo de substancias que
possuem grande potencial para o tratamento da diabetes. Trabalhos investigando
o efeito de inositdis sobre a homeostase da glicose sanguinea e sobre o
transporte de glicose em células musculares esqueléticas mostram que as
administracdes agudas e crbnicas dos inositéis, D-quiro-inositol e D-pinitol (3-O-
metil-quiro-inositol) em modelos animais de diabetes reduzem a hiperglicemia e
aumentam a recapitacdo de glicose em células musculares (Bates et al., 2000), e
a suplementacdo com mio-inositol e D-quiro-inositol reduzem significativamente a
taxa de excrecdo de glicose urinaria e as concentracfes de insulina e glicose
plasmaticas pos-prandial em modelos animais resistentes a insulina (Ortmeyer,
1996), exercendo assim, um efeito mimético a insulina ao melhorar o controle
glicémico (Bates et al., 2000). Mais evidéncias para um possivel efeito mimético a
insulina dos inositdis vém de estudo em adipdcitos isolados de ratos, no qual os
inositdis mimetizaram os efeitos lipogénicos e antilipolitico da insulina (Croze &

Soulage, 2013.; Machicao et al., 1990).
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Nos principais locais de desenvolvimento das complicagfes diabéticas (rins,
nervo ciatico, retina) uma deplecdo de mio-inositol intracelular € normalmente
observada em individuos diabéticos (Croze & Soulage, 2013). A inibicdo da
recaptacdo de inositol em nervos periféricos estaria implicada na etiologia da
neuropatia diabética, com a hiperglicemia levando a uma reducdo do inositol
intracelular pela ativacdo da enzima aldose redutase, o que levaria a um acumulo
de sorbitol e inibicdo da recaptacédo do inositol, com consequente diminuicdo de
sua concentragao intracelular (Fisher et al., 2002). A neuropatia diabética esta
associada com reducdo da atividade da enzima Na'-K'-ATPase, a qual é
importante para a manutencdo do potencial de membrana, e reducdo na
velocidade da conducdo nervosa, que é caracteristica da diabetes tanto humana
quanto experimental (Zhu & Eichberg, 1990). Estudos mostram que a
suplementacao alimentar com mio-inositol pode aliviar os sintomas relacionados a
neuropatia diabética, restaurando os niveis de mio-inositol nos nevos periféricos,
assim como a atividade da Na'-K*-ATPase e a velocidade da conducgédo nervosa
ao normal, sendo demonstrada essa possibilidade em quadros desta patologia
induzidos experimentalmente (Yorek et al., 1993; Zhu & Eichberg, 1990). A
deplecdo de mio-inositol induzida pela hiperglicemia € também associada com
disturbios hemodinamicos nos rins de individuos diabéticos que acreditam ter um
papel importante no desenvolvimento e progressdo da nefropatia diabética. Os
niveis de glicose elevados estimulam a transcricdo e secrecao de pré-colageno
em células do tdbulo proximal induzindo hipertrofia celular e reducdo da

proliferacdo celular. A suplementacdo com mio-inositol reverteu a reducéo
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induzida pela glicose na proliferagdo celular e o aumento na transcricdo e
secrecdo do pro-colageno (Ziyadehet al., 1991; Croze & Soulage, 2013).

A disfuncédo endotelial, caracterizada por uma reducdo na produgéo e/ou
biodisponibilidade de NO, é um dos fatores que contribui para a origem das
doencas cardiovasculares tais como a hipertensdo arterial, hipercolesterolemia
(Kingwell, 2000; John e Schmieder, 2000), a aterosclerose, a insuficiéncia
cardiaca (Busse & Fleming, 1996; Davignon & Ganz, 2004) e as doencas
isquémicas (John & Schmieder, 2000). A hiperglicemia e dislipidemia sao fatores
de riscos para a disfuncdo endotelial e um mecanismo subjacente é o aumento na
geracao de espécies reativas do oxigénio (ROS) (Brownlee, 2001; Pepine, 2009).

Estudos investigando o efeito de inositois sobre a disfuncdo endotelial em
modelos animais de diabetes mostram que o tratamento crénico e o agudo com 0s
inositdis sdo capazes de prevenir e reverter a disfuncdo endotelial em leitos
mesentéricos e aorta de rato e em corpo cavernoso de coelhos (Nascimento et
al., 2006). Neste estudo os inostois reduziram significativamente os niveis de
glicose e triglicerideos plasmaticos, restauraram o relaxamento vascular em
resposta a acetilcolina, reduziram a geracdo de ROS em condi¢des
hiperglicémicas em células endoteliais e atuaram como sequestradores de
superéxido (Nascimento et al., 2006), apresentando importante papel como
agentes terapéuticos na prevencao e tratamento da disfuncéo endotelial e erétil e
da sindrome metabdlica em virtude de seus efeitos protetores na sinalizacdo do
NO, antioxidantes e metabalicos.

A sindrome do ovario policistico (PCOS) é uma das doencas metabolicas —

endocrinas mais comum, afetando cerca de 10 % das mulheres na idade
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reprodutiva (Baillargeon, 2005). E caracterizada por hiperandrogenismo,
hirsutismo, disfuncdo ovulatéria e ovarios policisticos (Saha et al., 2012).
Evidéncias suportam o papel central da resisténcia a insulina (IR) e
hiperinsulinemia compensatoria na patogénese da sindrome e no risco de
desenvolvimento de dislipidemia, hipertensado, intolerancia a glicose, diabetes
mellitus tipo 1l e doencas cardiovasculares (Dona et al., 2012). Algumas acdes da
insulina podem envolver mediadores IPGs e sugerem que uma deficiéncia do IPG
contendo D-quiro-inositol e ou alteragdo em seu metabolismo em tecidos alvos da
insulina (figado, musculo e gordura) pode reduzir os IPGs envolvidos na
transducdo de sinais da insulina e contribuir para a resisténcia a insulina
(Villeneuve et al.,, 2009.; Croze & Soulage, 2013). A resisténcia a insulina e
diabetes estédo associados com niveis baixos de D-quiro-inositol na urina, plasma
e nos tecidos alvos da insulina, excrecdo urinaria de mio-inositol excessiva e
deficiéncia de mio-inositol em tecidos insensiveis a insulina (rins, nervo ciatico e
retina) (Villeneuve et al., 2009.; Asplin et al., 1993). A reducédo da hiperinsulinemia
pela inibicdo da liberagcdo de insulina pancreéatica ou melhora na sensibilidade da
insulina periférica, esta associada com uma reducao nos andrégenos circulantes,
uma melhora da funcédo ovulatéria e aumento da fertilidade em mulheres com
PCOS (Croze & Soulage, 2013). Estudos do potencial papel terapéutico do mio-
inositol em doencgas metabdlicas mostram que a suplementacdo com mio-inositol
pode melhorar os parametros hormonais e metabdlicos restaurando a atividade
ovariana esponténea e consequentemente a fertilidade em mulheres com PCOS
(Bizzarri & Carlomagno, 2014). Uma melhora significativa dos parametros

hormonais tipicos € obtida em mulheres com PCOS apos tratamento com mio-
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inositol como: reducdo dos horménios luteinizante (LH), horménio foliculo
estimulante (FSH) e niveis circulantes de testosterona, aumento de globulina
transportadora de hormdénio sexual (SHBG), estrogeno e niveis circulantes de
progesterona (Gerli et al., 2007; Genazzani et al., 2008). Os marcadores de riscos
cardiovasculares também foram melhorados, com reducdo dos triglicérides,
colesterol LDL, e da presséo arterial e aumento do colesterol HDL (Costantino et
al., 2009; Gerli et al., 2007). O mecanismo de acdo do mio-inositol parece ser
baseado principalmente sobre a melhora da sensibilidade a insulina nos tecidos
alvos, resultando na reducgéo da insulinemia que tem um efeito positivo sobre o
eixo reprodutivo e as fun¢des hormonais. A suplementagdo com mio-inositol para
prevenir ou reduzir a resisténcia a insulina foi investigada em mulheres na poés-
menopausa com sindrome metabodlica e em mulheres com diabetes gestacional. A
melhora no controle da glicose obtida nas mulheres gravidas suplementadas com
mio-inositol resultou em uma reducao significativa de algumas consequéncias na
gravidez relacionadas a hiperglicemia, em particular a macrossomia fetal (Corrado
et al. 2011). Em mulheres pds-menopausa, a suplementacdo com mio-inositol
melhorou também os parametros de riscos cardiovasculares (Santamaria et al.
2012). Portanto, a suplementagao alimentar com mio-inositol parece ser um meio
eficaz e seguro de combater a resisténcia a insulina e riscos cardiovasculares
associados a mulher em um contexto de PCOS, diabetes gestacional ou sindrome
metabdlica pés-menopausa.

Estudos mostram que os inositdis produzem efeitos benéficos sobre o
sistema cardiovascular como a melhora da funcdo endotelial e das sindromes

metabdlicas (Nascimento et al. 2006). A natureza exata destes efeitos protetores
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continua a ser investigada, mas pode estar relacionada em parte a suas acdes
antioxidante e metabdlica, bem como a acdo direta dos inositdis no endotélio
vascular. Neste contexto, a avaliagdo e caracterizacdo do efeito dos inositbis
naturais, mio-inositol, quiro-inositol e bornesitol sobre o sistema vascular, através
da andlise do papel do endotélio na modulacdo do tdnus vascular induzida pelos

inositois é de extrema importancia.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar o efeito vasodilatador e o respectivo mecanismo de acdo do mio-

inositol, quiro-inositol e bornesitol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar o papel do endotélio no efeito vasodilatador dos inositéis;

» Investigar a participacdo do mediador endotelial, NO, no mecanismo de
acao vasodilatadora dos inositois;

» Determinar a producdo intracelular de NO endotelial em estimulo aos
inositois;

» Investigar a participacdo da eNOS e 0 seu mecanismo de ativacao pelos
inositois;

» Avaliar a participacdo da via de sinalizacdo independente de calcio na
ativacdo da NOS endotelial pelos inositois;

» Avaliar a participacdo da via de sinalizacdo dependente de calcio na
ativacdo da NOS endotelial pelos inositois;

» Avaliara mobilizacéo de célcio em células endoteliais no efeito vasodilatador
dos inositais;

» Avaliar a dependéncia de transporte dos inositdis do meio extracelular para

o0 intracelular em seus mecanismos de ac¢ao vasodilatadora.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Modelos animais

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar com idade entre 10 e 12
semanas (180 e 230g), obtidos do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de
Ciéncias Biologicas/lUFMG. Os ratos foram mantidos em caixas coletivas, em
ambientes com ciclos de luminosidade de 12 horas (07:00 as 19:00h) com
temperatura variando entre 27+ 2,0 °C e livre acesso a ragdo e agua.Todos 0s
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de FEtica em

ExperimentacdoAnimal (CETEA) - UFMG, protocolo n® 037/07.

3.2. Materiais
3.2.1. Substéncias e sais

Os sais bicarbonato de sédio (NaHCOg3), sulfato de magnésio
heptahidratado (MgSO,4, 7H,0), cloreto de calcio bi-hidratado (CaCl,, 2H,0),
cloreto de potassio (KCI), cloreto de sédio (NaCl)e glicose para o preparo das
solugdes, com grau de pureza analitica, foram obtidos da companhia, Synth;
fosfato monobéasico de potassio (KH,PO,) foi obtido da companhia, Merck; As
drogas cloreto de acetilcolina (Ach), hidrocloreto de L-fenilefrina (Phe), hidrocloreto
de NC-nitro L-arginina metil éster (L-NAME), mio-inositol e D-quiro-inositol foram
obtidos da companhia, Sigma-Aldrich.

O bornesitol foi isolado de Hancornia speciosa Gomes (Mangabeira) e
fornecido pelo professor Dr. Ferndo Castro Braga (Laboratorio de Fitoquimica/
Departamento de Produtos Farmacéuticos da Faculdade de Farméacia da UFMG).

O método de isolamento foi descrito por Endringer et al., (2007).
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3.3 Métodos

3.3.1 Experimentos de reatividade vascular

3.3.1.1 Obtencao e montagem dos anéis de aorta

Os anéis de aorta foram montados em um sistema de banhos para 6rgaos
isolados como descrito por Lemos et al. (2005). Apo6s o sacrificio dos animais, por
decaptacdo e exsanguinacao, a aorta toracica foi cuidadosamente dissecada, livre
de tecido adiposo perivascular e transferida para uma placa de Petri contendo
solucao fisiologica de Krebs-Henseileit (composicdo em mM: NaCl 110,8; KCI 5,9;
NaHCO3; 25,0; MgS0O4 1,07; CaCl;, 2,5; KH,PO,4 2,3 e glicose 11,5). Em seguida, a
artéria foi cortada em anéis de aproximadamente 3-4mm de comprimento. Os
anéis de aorta foram conectados a hastes metalicas (Figura 4A), que foram
passadas através do lumen dos vasos, e em seguida acopladas a transdutores
isométricos para a obtencdo dos registros experimentais (Figura 4B). A
preparacao ficou suspensa em cubas de vidro contendo 10 ml de solugcdo de
Krebs-Henseileit, aerada continuamente com mistura carbogénica (95% O, e 5%
de CO,. White Martins®, Brasil), mantida & temperatura de 37+1 °C e pH de 7,4.
ApOs a montagem, 0s anéis aorticos foram submetidos a uma tenséao de repouso
de 1g. A tensdo foi regulada durante a primeira hora do experimento para
estabilizacdo da preparacdo. Durante esse periodo, a solugcdo nutridora contida
nas cubas de vidro foi trocada a cada 15 minutos, objetivando-se, dessa forma,
evitar o acumulo de metabdlitos bem como a restauracdo dos niveis de glicose

necessarios ao metabolismo vascular.
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Os registros experimentais foram obtidos a partir de transdutores de tenséo
isométrica (World Precision Instruments, Inc., USA) conectados a um amplificador
(Modelo TBM-4; World Precision Instruments, Inc. USA), acoplado a um
computador equipado com uma placa conversora analdgico/digital (AD16JR;
World Precision Instruments, Inc. USA). O programa WinDaq Data Acquisition
(Dataglnstruments, USA) foi utilizado para aquisicdo e analise dos dados

experimentais.

Figura 4. (A) Esquema representativo da conexdo dos vasos as hastes metalicas;
(B) Sistema de aquisicao de dados da reatividade vascular de vasos isolados.
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3.3.1.2 Avaliacéo da integridade endotelial

ApOs o periodo de estabilizagdo, foram realizados testes de funcionalidade
endotelial. Os anéis foram pré-contraidos com o agonista a; adrenérgicos,
fenilefrina (3 uM; Sigma®, USA), e no platd da contracdo, o agonista muscarinico
ACh (1 uM; Sigma®, USA) foi adicionado para avaliagédo da presenca de endotélio
funcional. ApGs atingir o relaxamento maximo, a solu¢cdo nutridora de Krebs-
Henseileit, foi trocada (por trés vezes). O procedimento anteriormente descrito foi
repetido apds 30 minutos. Os anéis de aorta que apresentaram um relaxamento
superior a 70%, em relacdo a contragdo maxima induzida pela fenilefrina, foram

considerados como contendo endotélio funcional.

3.3.1.3 Remocéao do endotélio vascular

Quando necessario, a remocao do endotélio foi feita de forma mecanica,
com o auxilio de uma haste metalica friccionada delicadamente ao lumen do vaso.
A retirada do endotélio foi confirmada pela auséncia de efeito relaxante em

resposta a ACh (1 uM), nos vasos pré-contraidos com fenilefrina (3 uM).

3.3.2 Estudo do efeito vasodilatador dos inositdis em anéis de aorta

Apos o teste de funcionalidade vascular conforme descrito anteriormente e
estabilizacdo das preparacbes, os anéis de aorta foram pré-contraidos com
fenilefrina (3 uM) e, durante a fase tdnica da contragédo, foram construidas curvas
concentracdo-resposta cumulativas com os inositois (0,1 nM a 1 mM) (Figura 5),

nos vasos contendo endotélio funcional. O mecanismo de acéo vasodilatadora dos
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inositdis foi avaliada na presenca de inibidores farmacolégicos das vias de
sinalizagdo que induzem o relaxamento do musculo liso. Os resultados obtidos
foram comparados com o relaxamento induzido pelos inositdis nestas condicdes

com a curva controle.

Inositois (0,1 nM a1 mM)

EREREEEIRE,

Fen 3uM

Figura 5. Esquema representativo da curva concentracao-resposta cumulativa de
relaxamento induzida pelos inositdis em anéis de aorta com endotélio funcional,

pré-contraidos com fenilefrina (3 uM).

3.3.2.1 Avaliacdo da participacdo do endotélio no efeito vasodilatador do
mio-inositol, quiro-inositol e bornesitol

Com a finalidade de estudar a participacado do endotélio no efeito relaxante
dos inositois, eles foram administrados sobre a contracdo sustentada induzida
pela fenilefrina (3 uM) nos anéis de aorta, na presenca e na auséncia de endotélio
funcional. Nos anéis desprovidos de endotélio a retirada do endotélio foi realizada
como citado no item 3.3.1.3. A participacdo do endotélio foi avaliada por
comparacado do efeito vasodilatador dos inositdis nos vasos desprovidos de

endotélio funcional com o efeito obtido nos vasos contendo endotélio funcional.

39



3.3.2.2 Avaliagdo da participacdao do NO no efeito vasodilatador do mio-
inositol, quiro-inositol e bornesitol

Para avaliar a participacdo do mediador endotelial, NO, no efeito
vasodilatador dos inositéis, os anéis de aorta foram pré-incubados por 15 minutos
com o N®-Nitro L-Arginina Metil Ester (L-NAME 100 pM), inibidor n&o seletivo da
NOS. Em seguida, na presenca do L-NAME, curvas concentracao-resposta
cumulativas para os inositois: (0,1 nM a 100uM), foram realizadas nos anéis preé-
contraidos com fenilefrina (3 pM). A participacdo do NO endotelial no efeito
vasodilatador dos inositéis foi avaliada comparando o efeito obtido nestas

condi¢gbes com a curva controle.

3.3.2.3 Avaliacao da participacado da via PI3K, no efeito vasodilatador do mio-

inositol, quiro-inositol e bornesitol

O objetivo deste protocolo foi avaliar se a possivel ativagdo da enzima,
eNOS, pelos inositéis estaria se dando por uma via independente de Ca?*, que é
a via de ativacao da PI3K/Akt. Para isto, o efeito dos inositois foi avaliado na
presenca dos inibidores de PI3K, Wortmannin e LY 292004. Para tal, as
preparacdes foram pré-incubadas com o Wortmannin (0,3 uM) e LY 292004 (20
MM) por um periodo de tempo de 15 minutos. Em seguida, os anéis de aorta foram
pré-contraidos com fenilefrina (3 yM). Assim que a contragdo em resposta a
fenilefrina se estabilizou, curvas concentracao-resposta cumulativas foram

construidas para os inositois e os resultados comparados com a curva controle.
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3.3.2.4 Avaliacdo da participacéo da via Ca®*/CaM no efeito vasodilatador do
mio-inositol, quiro-inositol e bornesitol

A eNOS é classificada como uma enzima constitutiva muito dependente do
complexo Ca**/CaM para ser ativada de forma direta ou através da fosforilacdo
por enzimas dependente do complexo Ca®*/CaM (Flemig et al 2001). Sendo
assim, o objetivo deste protocolo foi avaliar um eventual papel do complexo
Ca?'/CaM na ativacdo da eNOS pelos inositéis. Para isto, as preparacées foram
incubadas com o inibidor do complexo Ca®*/CaM, o calmidazélio (10 pM), por um
periodo de tempo de 30 minutos. Em seguida, os anéis de aorta foram pré-
contraidos com fenilefrina (3 uM). Assim que a contragdo em resposta a fenilefrina
se estabilizou, curvas concentracao-resposta cumulativas foram construidas para
0s inositdis e os resultados comparados com o efeito dos inositdis em condi¢des

controle.

3.3.2.5 Avaliacdo da dependéncia de transporte dos inositdis do meio
extracelular para o intracelular em seus mecanismos de agado vasodilatadora

O objetivo deste protocolo foi avaliar a dependéncia de transporte dos
inositois do meio extracelular para o intracelular em seus mecanismos de acao
vasodilatadora. Para isto, o efeito vasodilatador dos inositdis foi avaliado na
presenca de um inibidor de co-transportadores de inositol, o Florrizina. As
preparacdes foram incubadas com o Florrizina (300 pyM) por um periodo de tempo
de 15 minutos. Apds o periodo de incubagdo, os anéis de aorta foram pré-
contraidos com fenilefrina (3 uM). Assim que a contragdo em resposta a fenilefrina

se estabilizou, curvas concentracdo-resposta cumulativas foram construidas para
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0s inositdis e os resultados comparados com o efeito dos inositdis em condi¢des
controle.
3.3.3 Determinacdo da sintese endotelial de NO por microscopia de
fluorescéncia

Este método foi utilizado com o objetivo de se confirmar o aumento da
producdo de oOxido nitrico endotelial em estimulo aos inositdis. Para tanto,
segmentos de aorta de 2-3 mm foram abertos longitudinalmente e fixados a uma
membrana de nitrocelulose pela face adventicia, sempre em presenca de solucao
de Krebs-HEPES. Os segmentos foram incubados com 10uM da sonda
fluorescente intracelular para o NO, 4-amino, 5-metilamino-2’,7’-difluoresceina
diacetato (DAF-FM diacetato; Calbiochem, San Diego, CA, USA), por 15 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apés duas lavagens para remocao do
excesso de sonda do meio extracelular, a face endotelial das preparacdes foi
analisada em um microscoépio de epifluorescéncia (Olympus 1X70, Tokyo, Japao).
A sonda foi excitada a 480nm com uma lampada de xendnio e a emissédo de
fluorescéncia foi filtrada a 490-530nm. As imagens foram obtidas no repouso, 5,
15 e 30 minutos apos a estimulagdo com os inositois (100 uM). A intensidade
relativa de fluorescéncia foi calculada a partir das imagens obtidas antes e apos a
estimulacdo com os inositéis usando uma camera digital Optronics modelo DEI-
470 e o software Image Pro-Plus 5.0. A confirmacéo da especificidade de método
foi avaliada pela incubacdo das preparacées com L-NAME (100 uM) 20 minutos
antes da estimulacdo com o0s inositdis e por experimentos realizados em

segmentos de aorta desprovidos de endotélio.
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3.3.4 Anélise dos niveis de fosforilacdo da eNOS em Ser *'" e Thr “*por
Western-blot

Este método foi utilizado com o objetivo de se confirmar se o efeito
vasodilatador dos inositéis estaria sendo via ativagdo da eNOS e producéo de NO.
Para tanto, os segmentos de aorta obtidos foram divididos em 04 placas contendo
solucdo de Krebs-HEPES e mantidos por um periodo de 15 minutos para
estabilizacdo. Ap6s o periodo de estabilizacdo a solucdo foi trocada e os
segmentos de aorta foram estimulados com os inosit6is (100 pM) e mantidos em
repouso por intervalos de tempo diferentes de 5, 15 e 30 minutos. Decorrido o
tempo de estimulagdo de cada tecido, os mesmos foram transferidos para

ependorffs e congelados a -80°C.

3.3.4.1 Extracéo de proteinas

Para a extracdo de proteina, os tecidos congelados foram homogeneizados
em homogeneizador de tecidos tipo turrax (Marconi®, Brasil) em presenca de
tampéo de lise (NaCl 150 mM; Tris 50 mM; EDTA.2Na 5 mM; MgCl, 1 mM)
acrescido de 0,1% de nonidet P40, 0,3% de Triton X-100, 0,5% de SDS e de
cocktail de inibidores de proteases (SigmaFast®, Sigma). Foram utilizados
inibidores de fosfatase (NaF 20 mM; NasvV0O,0,1mM) para a determinacédo das
proteinas fosforiladas. Foi utilizada a proporgéo de 25 mg de tecido para 100 pl de
tampdo de lise enriquecido. Apdés 0 processamento, as amostras foram
centrifugadas a 8.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi aliquotado e
congelado a -80°C para posterior utilizagdo. A quantidade de proteinas das

amostras foi mensurada de acordo com o meétodo descrito por Lowry et al.(1951).
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3.3.4.2 Separacdao eletroforética em gel de acrilamida

As amostras foram diluidas em tampdo da amostra (4X tris HCI/SDS
pH=6.8, 3% Glycerol, 1% SDS, 0.6% B-mercaptoetanol, Azul de Bromofenol). Para
separacao, foram aplicados 60 ng de proteina em gel de SDS-PAGE (sodium
dodecyl (lauryl) sulfate-poliacrilamida). Para o gel de separacéao foi utilizado gel na

concentracéo de 7,5% e 4%.

3.3.4.3 Western-blot

Apbs serem separadas em gel, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de PVDF (Millipore®, USA) com poro de 0,45um. A qualidade da
transferéncia foi monitorada através da coloragdo da membrana com solucédo de
Ponceau 0,3%. A membrana foi entdo lavada em agua destilada e colocada por 1
hora em solucdo de bloqueio (TBS-Tween 0,1% mais 4% de leite em pé
desnatado). Apds o bloqueio, a membrana foi incubada overnight em camara fria
(6-8°C) com o anticorpo primario especifico. Os seguintes anticorpos primarios
foram utilizados: anti-phospho-eNOS Ser'’’ (1:1000;Santa Cruz Biotechnology),
anti-phospho-eNOS Thr*® (1:1000, Santa Cruz); anti-eNOS (1:2000; Santa Cruz),
e anti-GAPDH (1:3000, Sigma). Em seguida, a membrana foi lavada com TBS
contendo 0.3% de Tween 20 (TBS-T) por 5 minutos (por trés vezes) e incubada
por duas horas com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase (HRP)
(1:5000, anti-goat IgG-HRP e anti-rabbit 1IgG-HRP, Sigma). Ap6s o periodo de
incubacdo a membrana foi novamente lavada em TBS-T (5 minutos por trés

vezes). As bandas protéicas foram detectadas por uma reacdo de
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quimioluminescéncia (kit ECL plus — Amersham) e a intensidade das mesmas
foram avaliadas por andlise densitomeétrica através do software ImageJ 1.4. Foram
utilizados o sistema Mini Protean lll-Tetracell e Mini Trans-Blot Electrophoretic

Transfer Cell (BIORAD®, CA, USA).

3.3.5 Avaliagdo do aumento intracelular de calcio em células endoteliais por
microscopia confocal.

Com o objetivo de avaliar o efeito dos inositdis sobre a concentracéo
intracelular de célcio ([Ca®']) em células endoteliais, foi usada a sonda
fluorescente para calcio Fluo-4AM (Invitrogen). Os anéis de aorta foram colocados
em solucdo de Hanks (pH 7,4; 37°C), cuja composicdo é (mM): NaCl 145,0; KCI
5,0; MgCl; 1,0; CaCl; 1,6; NaH,PO, 0,5; Glicose 10,0; Hepes 10,0. Com auxilio de
uma lupa e lamina de bisturi anéis de aproximadamente 0,2 mm foram obtidos e
colocados em laminula para microscopia confocal (42 mm de didametro) contendo
solucéo de poli-lisina, mantidas em camara Umida a 37°C, sob aeracdo com CO,
5%, por cerca de 15 minutos para fixacdo. Posteriormente, foi adicionado Fluo-
4AM (10 pM, diluido em Hanks), mantendo-se por mais 30 minutos. Apés a
incubagéo, o excesso de sonda foi removido lavando cuidadosamente com Hanks.

Utilizando um laser de argonio, o Fluo-4AM foi excitado a 488 nm e a
emissao foi medida a 510 nm em microscopio confocal (Zeiss 510 META, CAPI-
ICB/UFMG). Utilizando objetiva de imersédo em 0Oleo (63x) e imagem com 512x512
pixels. As imagens foram capturadas a cada segundo durante 10 minutos. O
programa ImageJ foi usado para analisar as imagens. Foram selecionadas células

2+]i

(regibes de interesse) na camada endotelial. O aumento da [Ca“”’]; na presenca
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dos inosit6is foi avaliado através da intensidade de fluorescéncia antes e depois
dos estimulos. Considerou-se Fo como a fluorescéncia basal antes do estimulo, F
como fluorescéncia final apdés o estimulo. Desta forma, a variacdo entre a
fluorescéncia basal (Fo) e a fluorescéncia ap6s adicdo dos inositéis (F) reflete o

aumento da [Ca®'];que é calculada pela seguinte féormula:

% AIF= (F-Fo / Fo) X 100.

3.4 Andlises estatisticas e expressao dos resultados

Os resultados foram expressos como a meédia + EPM de 5 a 6
experimentos. Para os estudos funcionais, as analises estatisticas foram feitas
através da andlise de variancia de duas vias (two-way ANOVA). Os dados de
Western blot foram expressos como media + EPM dos valores obtidos para cada
amostra, normalizados pelos resultados de eNOS total ou GAPDH de cada
amostra. As imagens de microscopia de fluorescéncia foram analisadas de acordo
com a intensidade de fluorescéncia por area. Os resultados expressos por graficos
de barras foram comparados pelos testes t de Student ou pelo método one-way
ANOVA. Os gréaficos e as andlises estatisticas foram obtidos com o auxilio do
programa GraphPad Prism® versao 5.0 para Windows (GraphPad Software San
Diego, CA, USA). Todos os resultados foram expressos como média =+ EPM e

considerados significativos os valores de P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagdo do efeito vasodilatador do mio-inositol, quiro-inositol e

bornesitol e da participacdo do endotélio, em aorta de rato.

Nos experimentos que investigaram o efeito vasodilatador dos inositéis, o
mio-inositol, quiro-inositol e bornesitol induziram um efeito concentrag&o-
dependente em anéis de aorta de rato, contendo endotélio funcional, pré-
contraidos com fenilefrina (Figura 6). Nos anéis de aorta desprovidos de endotélio

funcional, o efeito vasodilatador dos 3 inositois foi abolido (Figura 6).
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Figura 6. Efeito vasorrelaxante induzido pelo mio-inositol (A), quiro-inositol (B) e
bornesitol (C) em anéis de aorta de rato, na presenca (+E) ou na auséncia (-E) de
endotélio funcional, pré-contraidos com fenilefrina (3 uM). Cada ponto representa

a média £ EPM de cinco experimentos diferentes (n=5). ***P<0,001.
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4.2 Avaliacdo da participacdo do NO no efeito vasodilatador do mio-inositol,

quiro-inositol e bornesitol em aorta de rato.

O NO é um dos mediadores vasoprotetores mais importantes secretados
pelo endotélio. Nos experimentos que investigaram o envolvimento do NO nos
efeitos vasculares dos inositéis, o mio-inositol, quiro-inositol e bornesitol induziram
um efeito vasodilatador concentracdo-dependente em aorta de rato, com endotélio
funcional, pré-contraidos com fenilefrina (3 uM). A incubacgédo prévia dos vasos
com L-NAME (100 upM), inibidor ndo seletivo da NOS, foi capaz de abolir a

vasodilatacao induzida por estes inositéis (Figura 7).
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Figura 7. Efeito vasodilatador induzido pelo mio-inositol (A), quiro-inositol (B) e
bornesitol (C) em anéis de aorta de rato, contendo endotélio funcional, pré-
contraidos com fenilefrina (3 uM), na presenca e na auséncia de L-NAME (100
uM). Cada ponto representa a média = EPM de cinco experimentos diferentes
(n=5). ***P<0,001.
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4.3 Determinacédo da producdo intracelular de NO endotelial em estimulo aos

inositois.

Uma avaliacdo direta da producdo de NO pela técnica de microscopia de
fluorescéncia, em células endoteliais, mostrou que mio-inositol (100 uM), quiro-
inositol (100 uM) e bornesitol (100 uM) produziram um aumento na fluorescéncia
do DAF-FM diacetato comparada com o controle basal (Figuras 8, 9 e 10,
respectivamente). Esse aumento foi significativo nos tempos de 5, 15 e 30 minutos
apos a estimulagdo com o mio-inositol e quiro-inositol (Figuras 8 e 9) e de 5 e 15
minutos apés estimulagdo com o bornesitol (Figura 10). A inibicdo ndo-seletiva da
NOS com o L-NAME (100 uM) ou a remocao do endotélio vascular inibiram o
aumento de fluorescéncia do DAF-FM diacetato induzidos pelos inositois. As
médias das intensidades relativas de fluorescéncia sdo apresentadas nos

histogramas das figuras 8, 9 e 10.
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Figura 8. Determinacdo da producdo de NO por microscopia de fluorescéncia
utilizando a sonda intracelular DAF-FM diacetato. O mio-inositol (100 puM) induziu
aumento significativo na producdo de NO nos intervalos de tempo de 5 (B), 15 (C)
e 30 minutos (D), pelas células endoteliais em relagdo ao basal (A). A incubacao
com o L-NAME (100 pM) (E) e a retirada do endotélio (F) aboliram o aumento da
producdo de NO. O histograma representa a média da intensidade de
fluorescéncia das imagens obtidas em cinco experimentos diferentes (n=5). ***P<
0,001 versus TO0. T"P<0,001 versus T30.
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Figura 9. Determinacdo da producdo de NO por microscopia de fluorescéncia
utilizando a sonda intracelular DAF-FM diacetato. O quiro-inositol (100uM) induziu
aumento significativo na producdo de NO nos intervalos de tempo de 5 (B), 15 (C)
e 30 minutos (D), pelas células endoteliais em relagdo ao basal (A). A incubacao
com o L-NAME (100 pM) (E) e a retirada do endotélio (F) aboliram o aumento da
producdo de NO. O histograma representa a média da intensidade de
fluorescéncia das imagens obtidas em cinco experimentos diferentes (n=5). **P
<0,01; **P<0,001 versus TO0. ""P<0,001 versus T30.
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Figura 10. Determinacédo da producdo de NO por microscopia de fluorescéncia
utilizando a sonda intracelular fluorescente DAF-FM diacetato. O bornesitol (100
pHM) induziu aumento significativo na producao de NO nos intervalos de tempo de
5 (B) e 15 minutos (C), pelas células endoteliais em relacdo ao basal (A). A
incubacdo com o L-NAME (100 uM) (E) e a retirada do endotélio (F) aboliram o
aumento da producdo de NO. O histograma representa a intensidade de
fluorescéncia das imagens obtidas em cinco experimentos diferentes (n=5). **P
<0,01 versus TO0. ""P<0,01 versus T30.
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4.4 Andlise dos niveis de fosforilacdo da eNOS em Ser'”” e Thr** como
indicador da funcionalidade da eNOS em aorta de rato estimulada com os
inositois.

O proximo passo do estudo foi avaliar a funcionalidade da eNOS pelo grau
de fosforilacdo em residuos de serina e treonina, por Western-blot. Os nossos
resultados mostraram que o mio-inositol (100 uM), o quiro-inositol (100 puM) e o
bornesitol (100 pM) foram capazes de produzir um aumento na fosforilacdo da
eNOS em Ser''”” (Figuras 11, 12 e 13, respectivamente). Esse aumento foi
significativo nos tempos de 5, 15 e 5 minutos, apés a estimulacdo com o mio-
inositol, quiro-inositol e bornesitol. Entretanto, o mio-inositol e o quiro-inositol n&o

495

produziram nenhuma alteragéo significativa na fosforilagdo da Thr™> (Figuras 11 e

12), enquanto que o bornesitol apresentou uma redugdo significativa na

495

fosforilagdo da Thr*™*> no tempo de 5 minutos ap6s o estimulo (Figura 13).
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Figura 11. Andlise do grau de fosforilacdo da eNOS em Ser'*”” e Thr**® por
Western blot estimulada com mio-inositol (100uM). (A) Imunoblots representativos;
(B) e (C) correspondem a analise densitométrica das bandas para p-eNOS. Os
valores das andlises dos sitios de fosforilagdo foram normalizados pelos valores
das andlises da expressédo total da enzima. Os dados estdo expressos como a

média + EPM de 4 experimentos. *P<0,05 em relacdo ao controle, indicado por
“TOH.
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Figura 12. Andlise do grau de fosforilacdo da eNOS em Ser'*”” e Thr*® por
Western blot estimulada com quiro-inositol (100uM). (A) Imunoblots
representativos; (B) e (C) correspondem a analise densitométrica das bandas para
p-eNOS. Os valores das analises dos sitios de fosforilagdo foram normalizados
pelos valores das analises da expressdo total da enzima. Os resultados séo
mostrados como a média + EPM de 4 experimentos. ***P<0,001 em relacdo ao

controle, indicado por “TO”.
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Figura 13. Andlise do grau de fosforilagdo da eNOS em Ser**’” e Thr**® por
Western blot estimulada com bornesitol (100 uM). (A) Imunoblots representativos;
(B) e (C) correspondem a analise densitométrica das bandas para p-eNOS. Os
valores das analises dos sitios de fosforilagcdo foram normalizados pelos valores
das andlises da expressao total da enzima. Os resultados sdo mostrados como a
média £+ EPM de 4 experimentos.*P<0,05 em relacdo ao controle, indicado por
“TO".
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4.5 Avaliacdo da participacdo da via PI3K, no efeito vasodilatador do mio-

inositol, quiro-inositol e bornesitol.

A eNOS é uma enzima constitutiva dependente do complexo Ca**/CaM,
mas que também pode ser ativada pela via PI3K/Akt (Flemig et al, 2001). Nos
experimentos que buscaram investigar o envolvimento da via PI3K/Akt nos
efeitos vasculares dos inositois em anéis de aorta de rato, contendo endotélio
funcional, pré-contraidos com fenilefrina (3 uM), os inibidores seletivos de PI3K,
wortmannim (0,3 uM) e LY 292004 (20 uM) foram utilizados. O wortmannim
(Figuras 14A, 14B e 14C) e LY 292004 (Figuras 15A, 15B e 15C) néao

modificaram o efeito vasodilatador dos inositois.
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Figura 14. Efeito relaxante induzido pelo mio-inositol (A), quiro-inositol (B) e
bornesitol (C) em anéis de aorta de rato, contendo endotélio funcional, pré-
contraidos com fenilefrina (3 uM) na presenca e na auséncia de wortmannin (0,3
uM). Cada ponto representa a média + EPM obtida de cinco experimentos

diferentes (n=5).
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Figura 15. Efeito relaxante induzido pelo mio-inositol (A), quiro-inositol (B) e
bornesitol (C) em anéis de aorta de rato, contendo endotélio funcional, pré-
contraidos com fenilefrina (3 uM) na presenca e na auséncia de LY 292004 (20
uM). Cada ponto representa a média + EPM obtida de cinco experimentos
diferentes (n=5).
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4.6 Participacdo da via Ca*/CaM no efeito vasodilatador induzido pelo mio-

inositol, quiro-inositol e bornesitol.

Conforme j& mencionado acima, a eNOS € uma enzima constitutiva
dependente do complexo Ca®**/ CaM, mas que também pode ser ativada pela via
PI3K/Akt (Flemig et al, 2001). Uma vez descartada, em experimentos anteriores, a
participacdo da via independente de célcio, PI3K/Akt, na ativacdo da eNOS
induzida pelos inositéis, nés buscamos avaliar a via dependente do complexo
Ca?'/CaM. A formacdo do NO e a vasodilatacdo ocasionada pela estimulacdo
desta via podem ser abolidas por antagonistas da CaM (Fleming & Busse, 1999).

A incubacdo dos vasos com calmidazélio (10 pM), um inibidor de CaM,
inibiu significativamente a resposta relaxante do mio-inositol, quiro-inositol e
bornesitol (Figura 16). Na mesma concentracao o calmidazélio também inibiu as
respostas vasorrelaxantes promovidas pela acetilcolina (Figura 17), comprovando

a eficacia do inibidor.
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Figura 16. Efeito relaxante induzido pelo mio-inositol (A), quiro-inositol (B) e
bornesitol (C) em anéis de aorta de rato, contendo endotélio funcional, pré-
contraidos com fenilefrina (3 uM) na presenca e na auséncia de calmidazdlio (10
uM). Cada ponto representa a média = EPM obtida de cinco experimentos (n=5).
***P<0,001.
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Figura 17. Efeito relaxante induzido pela acetilcolina em anéis de aorta de rato,
contendo endotélio funcional, pré-contraidos com fenilefrina (3 uM), na presenca e
na auséncia de calmidazélio (10 uM). Cada ponto representa a média + EPM

obtida de cinco experimentos (n=5). ***P<0,001.
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4.7 Avaliagcdo do aumento intracelular de célcio em células endoteliais em

estimulo ao mio-inositol, quiro-inositol e bornesitol.

Uma avaliacdo direta da mobilizacdo de célcio em células endoteliais
induzida pelos inositdis foi realizada utilizando a técnica de microscopia confocal,
usando o Fluo-4AM como sonda fluorescente. A variacao de fluorescéncia antes e
apos o estimulo com os inositdis apresentou um aumento de aproximadamente de
20%, 35% e 25% em estimulo ao mio-inositol, quiro-inositol e bornesitol (Figura
18) respectivamente. O efeito dos inositois foram comparaveis aos observados

com acetilcolina (Figura 18).
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([Ca*]) em células endoteliais utilizando a sonda intracelular fluorescente para

Ca?" Fluo-4AM. Os dados sdo expressos como a variacdo da intensidade de

fluorescéncia (AF/FO, %) em funcdo do tempo pos-estimulo com o0s inositois.

Tracados representativos do aumento da [Ca®]; induzida pelo mio-inositol (A),

quiro-inositol (B) e bornesitol (C). O histograma (D) representa a area sob a curva

(AUC) referente a relagdo entre o aumento da intensidade de fluorescéncia e o

tempo na presenga dos inositois, em células endoteliais de aorta de rato. Cada

barra no painel D representa a média + EPM obtida de 5 experimentos (n = 5).
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4.8 Avaliacao da participacao de transportadores de inositéis no mecanismo

de acédo vasodilatadora de inositéis.

O transporte de inositdis em células endoteliais € dependente da ativacéo
do simporte glicose-sddio, que é completamente inibido pela florrizina (Hager et
al., 1995). Nos experimentos que buscaram investigar o envolvimento de co-
transportadores de inositois nos efeitos vasculares do mio-inositol, quiro-inositol e
bornesitol, a florrizina (300 uM), ndo modificou o efeito vasodilatador dos inositois

em aorta de rato com endotélio funcional (Figura 19).
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Figura 19. Efeito relaxante induzido pelo mio-inositol (A), quiro-inositol (B) e
bornesitol (C) em anéis de aorta de rato, contendo endotélio funcional, pré-
contraidos com fenilefrina (3 uM) na presenca e na auséncia de Florrizina (300
uM). Cada ponto representa a média + EPM obtida de cinco experimentos

diferentes (n=5).
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Discussao

66



5. DISCUSSAO

No presente trabalho os efeitos vasodilatadores e respectivos mecanismos
de acao foram avaliados para o mio-inositol, quiro-inositol e bornesitol. Verificamos
que estes inositdis apresentam atividade vasodilatadora, dependente da presenca
de endotélio funcional e da producédo de NO, via a ativacdo da eNOS por um
mecanismo dependente da formacdo do complexo Ca*/CaM.

O endotélio vascular desempenha um papel fundamental na manutencéo
da homeostase vascular e do tbnus vascular através da producdo e secrecéo de
mediadores vasoconstritores e vasodilatadores (Furchgott & Zawadzki, 1980). A
perda do equilibrio entre a liberacdo destes mediadores endoteliais, resulta em
uma menor resposta a agentes vasodilatadores e/ou uma maior resposta contratil
culminando em uma disfuncéo endotelial (Norata et al., 2009). No presente estudo
foi avaliado a participacdo do endotélio no efeito vasodilatador induzido pelos
inositdis. Os nossos experimentos realizados em anéis de aorta isolada de rato
(vaso de condutancia) demonstraram que 0 mio-inositol, quiro-inositol e bornesitol
induzem uma resposta vasodilatadora endotélio dependente, ja que a remoc¢ao do
endoteélio vascular aboliu o efeito relaxante destes inositdis. Estes dados sugerem
que o mecanismo de acdo do efeito vasodilatador dos inositéis depende da
producdo de EDRFs.

A literatura demonstra claramente que o NO é o principal EDRF em artérias
de condutancia (Pohl et al., 2000), sendo um dos mediadores vasoprotetores mais
importantes secretados pelo endotélio. Ele é sintetizado de maneira continua

pelas células endoteliais através da enzima NOS. Esta enzima catalisa a producao

67



de NO a partir do aminoécido L-arginina. O relaxamento da musculatura lisa
adjacente resulta da ativacdo da guanilil ciclase soluvel pelo NO (Bian &
Dourssout, 2008). A liberacdo do NO, e a sua consequente acdo, pode ser
estimulada por diversas substancias, endégenas ou ndo, que agem em receptores
localizados na membrana das células endoteliais. Sdo exemplos, a acetilcolina
(Furchgott, 1983), a bradicinina (Cherry et al., 1982), a histamina (Van de Voorde
&Leusen, 1983), a serotonina (Cohen et al., 1983) e ainda a substancia P e o ATP
(Griffith et al., 1984). No presente trabalho, a incubacao prévia com L-NAME inibiu
significativamente o relaxamento induzido pelo mio-inositol, quiro-inositol e
bornesitol. Portanto, estes resultados sugerem que estes inositodis ativam a NOS e
induzem a formagao de NO endotelial em aorta de rato.

Um estudo prévio (Nascimento et al., 2006) demonstrou que o quiro-inositol
possui atividade sequestradora de anions superéxido e potencializa o efeito
vasodilatador da acetilcolina em aorta de ratos diabéticos. Este relato sugere que
os inositéis apresentam atividade antioxidante, que poderia ser responsavel pelo
aumento da biodisponibilidade do NO e, consequentemente, pelo efeito
vasodilatador destas substéncias. No entanto, demonstramos que 0s inositois
apresentam um efeito vasodilatador direto, que provavelmente, ndo ocorre
simplesmente devido a um efeito antioxidante. Para reforcar esta hipotese, o
presente trabalho demonstrou através de microscopia de fluorescéncia com a
sonda DAF-FM diacetato, que o mio-inositol, 0 quiro-inositol e o bornesitol sao
capazes de aumentar a producdo de NO em endotélio de aorta de rato. Este efeito

foi dependente da presenca do endotélio e inibido por um inibidor ndo-seletivo de
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NOS. Portanto, estes resultados reforcam a hipotese de acdo vasodilatadora
direta dos inositois através da ativacdo da formacao de EDRF.

A fosforilagdo em residuos de Serl177 € um indicador bastante utilizado na
literatura para demonstrar a ativacado da eNOS (Fleming & Busse, 2003), enquanto
que a fosforilacdo em residuos de Thr495 indica inativacdo desta enzima
(Dimmeler et al. 1999). Com o objetivo de reforcar a hipétese da ativacdo da
eNOS pelos inositdis como mecanismo de seu efeito vasodilatador, demonstramos
gue 0 mio-inositol, o quiro-inositol e o bornesitol sdo capazes de aumentar o nivel
de fosforilacdo de Serl177 da eNOS. Este aumento é compativel com a ativacao
da eNOS e com o aumento da producdo de NO observada nos protocolos de
fluorescéncia. No entanto, o mio-inositol e o quiro-inositol ndo foram capazes de
reduzir o nivel de fosforilacdo em Thr495, sugerindo a auséncia da ativacédo de
fosfatases responséaveis por este efeito. Contudo, o bornesitol apresentou uma
reducao significativa na fosforilagdo em Thr495, sugerindo que a presenca de um
grupo metila neste ciclitol pode permitir a ativacdo das fosfatases responsaveis
pela desfosforilacdo deste sitio de inativacdo da eNOS. Tais resultados nos
mostram claramente que o mio-inositol, quiro-inositol e bornesitol podem modular
a producdo de NO endotelial através da estimulagdo da atividade da eNOS,
principalmente através do aumento da fosforilagdo de Ser1177. Desta forma, mais
uma vez demonstramos que o efeito dos inositois sobre a via do NO vai além de
um simples efeito antioxidante.

A isoforma eNOS é constitutivamente expressa nas células endoteliais,
sendo a mais sensivel as modificacdes da concentracao intracelular do Ca®" livre.

Entretanto, a mesma pode ser ativada por certos estimulos que dispensam uma
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concentracdo aumentada e sustentada de Ca** (Busse & Mulsch, 1990; Fisslthaler
et al., 2000). A ativacdo da eNOS independente de Ca®" resulta na ativacdo da
PI3K, Akt e PKA, as quais fosforilam a eNOS no residuo Serl177 e estimulam a
sua atividade (Dimmeler et al., 1999). Nos nossos experimentos de reatividade
vascular que buscaram investigar o envolvimento da via PI3K/Akt nos efeitos
vasculares do mio-inositol, quiro-inositol e bornesitol, a incubacdo prévia com
inibidores seletivos de PI3K, ndo modificou o efeito vasodilatador destes inositois.
Portanto, a ativacdo da eNOS por um mecanismo independente de Ca?* ndo esta
envolvida no efeito vasodilatador dos inositdis investigados.

Nas células endoteliais, a liberagdo do NO pode ocorrer em consequéncia
do aumento da concentracdo intracelular do Ca?*, dependente ou n&o da ativacdo
de receptores localizados na membrana das células endoteliais. Apés 0 aumento
da concentracéo intracelular do Ca®* ocorre a associacdo deste fon com a CaM,
formando o complexo Ca**/CaM, o qual é capaz de ativar a eNOS (Fleming et al,
2001). A formacdo do NO e a vasodilatagcdo ocasionada pela estimulacdo dessa
via podem ser abolidas por substancias antagonistas da CaM (Fleming & Busse,
1999). Além de ativar a eNOS, a CaM também pode modular outras enzimas
intracelulares, como a CaMKII. Esta enzima também pode ativar a producédo do
NO através da adicdo de um fosfato na Serl177 da eNOS, um sitio importante de
ativacdo desta enzima (Fleming et al., 2001). Uma vez descartada, em
experimentos anteriores, a participacdo da via independente de calcio, PI3K/Akt,
na ativacdo da eNOS, o conjunto dos nossos resultados nos levaram a hipétese
que o efeito vasodilatador destes inositois envolve a ativacdo da eNOS pela via

dependente de Ca**. Sendo assim, buscamos avaliar a via de ativacdo da eNOS
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dependente do complexo Ca*/CaM. Verificamos que a inibicdo da CaM inibiu
significativamente a resposta relaxante dos inositois. Portanto, estes dados nos
sugerem que o efeito vasodilatador do mio-inositol, quiro-inositol e bornesitol
envolve a via de ativacdo da eNOS dependente da ativacdo do complexo
Ca?/CaM. A ativacédo do complexo Ca?*/CaM é melhor apoiada pelo aumento da
concentracéo intracelular de Ca** induzido pelos inosit6is no endotélio dos anéis
de aorta.

De acordo com a literatura um dos mecanismos que as células utilizam para
a manutencao da concentracao intracelular de inositol é através do transporte de
inositol do meio extracelular para o meio intracelular utilizando-se de carreadores
especificos que € mediado pelo SMIT (Kwon et al.1992), e HMIT (Uldry et al.
2001), um mecanismo de transporte altamente sensivel a florrizina (Hager et al.,
1995). No entanto, o inibidor de co-transportadores de inositéis ndo modificou o
efeito vasodilatador dos inositéis. Estes resultados nos sugerem que o efeito
vasodilatador dos inositdis, mio-inositol, quiro-inositol e bornesitol ndo depende de
seu transporte para o interior das células endoteliais em anéis de aorta de rato.

Neste estudo demonstramos a capacidade dos inositéis mio-inositol, quiro-
inositol e bornesitol de estimularem a producéo e liberagdo de NO em células
endoteliais com consequente relaxamento do musculo liso vascular em vasos de
condutancia. O relaxamento vascular induzido pelos inositéis ocorreu nas mesmas
concentracbes nas quais estdo presentes na circulacdo sistémica humana,
sugerindo uma nova funcéo fisiolégica para os inositdis no controle do ténus
vascular, assim como, o potencial terapéutico para doencas cardiovasculares. A

producdo enddégena de NO é um importante fator no controle do ténus e da
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homeostase vascular e a sua producao insuficiente contribui para a disfuncao
endotelial, uma alteracdo vascular envolvida na iniciagdo e no desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, tais como a hipertensdo arterial e a aterosclerose
(Mombouli &Vanhoutte, 1999; Luscher & Noll, 1994; Busse & Flemming, 1996;
Russo et al.,, 2002). Entre os medicamentos aprovados para o tratamento de
doencgas cardiovasculares em humanos existem poucas drogas disponiveis
capazes de modular a producdo enddégena do NO. Assim, existe um grande
interesse em compostos quimicos que possam atuar na sintese e liberacdo de NO
nos sistemas biologicos. Este fato revela a importancia dos estudos que podem
contribuir com substancias que contenham esta propriedade, tendo os produtos

naturais como uma importante fonte.
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Conclusao
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6. CONCLUSAO

Os resutados apresentados neste trabalho nos permitem concluir que o
mio-inositol, o quiro-inositol e o bornesitol apresentam atividade vasodilatadora,
dependente da presenca de um endotélio funcional e da producédo de NO, através
de um mecanismo dependente do aumento da concentrac&o intracelular de Ca** e
ativacdo do sistema Ca**/CaM em células endoteliais. Este trabalho demonstra
gue os inositéis enddgenos, mio-inositol e quiro-inositol podem ser moduladores
fisiolégicos do tbnus vascular, e que inositdis derivados de plantas, como o

bornesitol, podem ser investigados para fins terapéuticos.
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