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RESUMO

Nos ultimos anos, a hipertensdo tem se mostrado como o principal fator de
risco para as complicagdes cardiovasculares, e apesar dos grandes avangos
na terapia anti-hipertensiva, novas estratégias terapéuticas para este
tratamento tém se mostrado indispensaveis. O Oxido nitrico (NO), vem
permanecendo como o principal fator liberado pelo endotélio no controle do
tbnus vascular, e por meio dessa liberagdo, o endotélio tem uma funcéo
protetora importante contra doengas cardiovasculares. Logo, a administragcao
exdgena dos doadores de NO é um atrativo, bem como uma alternativa
farmacolégica no estudo e tratamento da hipertensdo. Dentre os doadores de
NO, os complexos de ruténio se destacam devido a baixa toxicidade e pelo seu
efeito lento e duradouro. Portanto, o objetivo do trabalho foi investigar o efeito
vasorrelaxante do complexo de ruténio FOR911B em artéria aorta isolada de
rato, procurando elucidar os possiveis mecanismos implicados nestes efeitos.
Foram utilizados ratos Wistar pesando entre 250-300g. Os animais tiveram
suas artérias isoladas e cortadas em anéis, que foram montados em cubas
para banho de 6rgdos, mantidos em solugdo de Krebs-Henseleit, a 37 ° C,
suspensos por fios de algodao e gaseificados com 95% de O2 e 5% de CO2,
sob tensdo de repouso de 1,5g. Apds a verificagdo da viabilidade e da
presengca ou auséncia do endotélio, as curvas cumulativas de efeito-
concentracdo foram realizadas nos anéis aodrticos pré-contraidos com
fenilefrina e com KCI 60mM, e o FOR911B foi adicionado de maneira
cumulativa. As respostas foram registradas em um sistema de aquisigéo
(Projeto AVS, Brasil). Para a analise estatistica, foi utilizado o Graph Pad
Software, versédo 8.0. Todos os procedimentos foram executados e aprovados
pela CEUA/UFPE (Processo n° 0066/2019). Verificou-se que o FOR911B
induziu relaxamento da artéria aorta de ratos superior isolada com endotélio
intacto (Emax: 119,8 £ 11,9%; pD2: 6,75 £ 0,1; n=7), de maneira dependente
de concentragcdo. Contudo, apds a remog¢ao mecanica do endotélio, a sua
eficacia e a sua poténcia da resposta vasorrelaxante induzida nao séao
prejudicadas, como demostrado pelos valores (Emax: 113,3 + 4,5%; pD2: 6,64
+ 0,14; n=7). Na presenca da solu¢ao de KCI (60 mM), o FOR911B apresentou
reducdo do efeito vasorrelaxante em anéis de aorta com endotélio integro
(Emax: 66,5 + 6,2%; n=4), quando comparado ao relaxamento induzido por
FEN, a poténcia do relaxamento induzido por FOR911B na presenca de KCI
também foi reduzida (pD2: 5,9 = 0,13). O efeito vasodilatador pode estar
relacionado com a liberacdo de NO e ativacdo da enzima Guanilil Ciclase
Solavel (sGC) aumentando consequentemente a producdo de Guanosina
Monofosfato Ciclica (GMPc). Além disso, recentes achados sugerem a
participagdo dos canais de K™ no relaxamento induzido pelo metalofarmaco,
podendo ser um efeito via PKG ou diretamente pela liberagdo do NO. Contudo,
sdo necessarios mais estudos utilizando anéis de artéria aorta, para assim
caracterizar o mecanismo de acao implicado neste efeito vasorrelaxante.

Palavras-chave: complexos de ruténio; endotélio; éxido nitrico.



ABSTRACT

In recent years, hypertension has been shown to be the main risk factor for
cardiovascular complications, and despite great advances in antihypertensive
therapy, new therapeutic strategies for this treatment have proved
indispensable. Nitric oxide (NO) has remained the main factor released by the
endothelium in controlling vascular tone, and through this release, the
endothelium has an important protective function against cardiovascular
diseases. Therefore, the exogenous administration of NO donors is an
attraction, as well as a pharmacological alternative in the study and treatment of
hypertension. Among NO donors, ruthenium complexes stand out due to their
low toxicity and their slow and long-lasting effect. Therefore, the aim of this
study was to investigate the vasorelaxant effect of the FOR911B ruthenium
complex in isolated rat aorta, seeking to elucidate the possible mechanisms
involved in these effects. Wistar rats weighing between 250-300g were used.
The animals had their arteries isolated and cut into rings, which were mounted
in vats for organ baths, kept in Krebs-Henseleit solution at 37 °C, suspended by
cotton threads and gassed with 95% O2 and 5% CO2, under resting tension of
1.5g. After verifying the viability and the presence or absence of endothelium,
cumulative concentration-effect curves were performed on aortic rings pre-
contracted with phenylephrine and 60mM KCI, and FOR911B was added
cumulatively. The responses were recorded in a procurement system (Projeto
AVS, Brazil). For statistical analysis, the Graph Pad Software, version 8.0 was
used. All procedures were performed and approved by CEUA/UFPE (Process
No. 0066/2019). It was found that FOR911B induced relaxation of isolated rat
superior aorta artery with intact endothelium (Emax: 119.8 £ 11.9%; pD2: 6.75
0.1; n=7), in a concentration-dependent manner . However, after mechanical
removal of the endothelium, its efficacy and potency of the induced
vasorelaxant response are not impaired, as demonstrated by the values (Emax:
113.3 £ 4.5%; pD2: 6.64 + 0.14; n=7). In the presence of KCI solution (60 mM),
FOR911B showed a reduction in the vasorelaxant effect on aortic rings with
intact endothelium (Emax: 66.5 + 6.2%; n=4), when compared to the relaxation
induced by FEN, the potency of FOR911B-induced relaxation in the presence of
KCI was also reduced (pD2: 5.9 £ 0.13). The vasodilator effect may be related
to the release of NO and activation of the enzyme Soluble Guanylyl Cyclase
(sGC) consequently increasing the production of Cyclic Guanosine
Monophosphate (cGMP). Furthermore, recent findings suggest the participation
of K+ channels in metallodrug-induced relaxation, which may be an effect via
PKG or directly by NO release. However, further studies using aortic artery
rings are needed to characterize the mechanism of action involved in this
vasorelaxant effect.

Keywords: ruthenium complexes; endothelium; nitric oxide.
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1 INTRODUGAO

A hipertensao arterial (HA) é uma doenga crénica nao transmissivel
(DCNT), e estima-se que cerca de 600 milhdes de pessoas tenham HA, com
projecéo de crescimento global de 60% dos casos até 2025 (OMS, 2011). E
uma condigdo multifatorial, que depende de fatores genéticos/epigenéticos,
ambientais e sociais; sendo caracterizada por elevagédo sustentada dos niveis
pressoéricos, onde a pressao arterial sistolica (PAS) é maior ou igual a 140
mmHg e/ou presséo arterial diastdlica (PAD) € maior ou igual a 90 mmHg,
tornando-se um importante fator de risco reversivel para doencga cardiovascular

em todo o mundo (BARROSO et al., 2020; JAMES et al., 2014).

Um dos parametros que esta constantemente alterado durante a HA é a
resisténcia vascular periférica (RVP), que € determinada principalmente pela
parte distal da vasculatura arterial. A RVP é a pressao exercida pelas paredes
dos vasos contra o fluxo sanguineo, sendo um resultado do equilibrio entre
fatores vasoconstritores e vasorrelaxantes liberados pelas células endoteliais
(DELONG et al., 2021; SANJULIANI, 2002). Dentre os fatores relaxantes
derivados do endotélio (EDRF) destaca-se o 6xido nitrico (NO), permanecendo
como o principal fator liberado pelo endotélio no controle do ténus vascular. O
NO é uma molécula de gas que se difunde por meio da membrana plasmatica,
sendo responsavel pela regulagdo de diversos processos enddgenos
fisiopatolégicos. Desde sua descoberta, em 1980, o NO foi discernido como
uma molécula sinalizadora proveniente do endotélio vascular, responsavel pela
dilatagdo dos vasos sanguineos (HASELDEN et al., 2021; PALMER et al.,
1987; FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).

Levando em consideracdo que a HA é frequentemente associada a
disfuncao endotelial, que leva a uma diminuigdo da biodisponibilidade de NO,
novas estratégias para restaurar a fungcado endotelial e aumentar a produgao e
sinalizagcao de NO estdo sendo exploradas para a prevencgao e tratamento de
Doencgas Cardiovasculares (DCVs) (SUN, 2021; LUNDBERG et al., 2015). Ha
décadas tem se estudado compostos quimicos que podem liberar NO nos
sistemas biologicos (ROY et al., 1994). No entanto, os doadores de NO

utilizados clinicamente, como nitroglicerina (GTN) e nitroprussiato de sodio
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(NPS), apresentam efeitos colaterais indesejaveis que limitam seu uso
(PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007).

Logo, os complexos nitrosilados de ruténio tem se destacado como
doadores de NO, apresentando uma alta afinidade de ruténio com NO, tal fato
favorece o grande investimento em estudos dos complexos de ruténio em
comparagao com outros doadores de NO, aliado a vantagem de NO ser
langado em alvo especifico (LUNARDI; SILVA; BENDHACK, 2009). Ha alguns
anos vem sendo testados em alguns sistemas biolégicos. Bonaventura e seus
colaboradores, em 2007, demonstraram, utilizando aorta de rato, um potente
efeito vasorrelaxante induzido pelo complexo de ruténio contendo NO em sua
molécula, o TERPY, que promove efeito hipotensor de maior magnitude em
ratos hipertensos quando comparados com seus controles normotensos
(MUNHOZ et al., 2012; RODRIGUES et al., 2012), o efeito hipotensor induzido
por TERPY ¢é lento, duradouro e ndo leva a taquicardia reflexa. Também foi
observado que o TERPY promove efeito vasodilatador na aorta (MUNHOZ et
al., 2012; POTJE et al., 2014) e em vasos de resisténcia (ARAUJO et al., 2013)
de ratos hipertensos e normotensos. Além disso, o nitrito ruténio cis- [Ru (bpy)
2 (py) (NO2)] (PF6) (RuBPY) induz relaxamento em anéis adrticos de ratos
normotensos e hipertensos com efeito maximo (PEREIRA et al., 2017).
Resultados preliminares de nossos colaboradores demonstraram que o cis-
[Ru(bpy)2(ETU) (NO)** (FOR 811B) produziu uma melhora nos parametros
hemodinamicos renais de ratos (BRAGA-SILVA, 2018).

Portanto, na possibilidade de fornecer uma nova alternativa terapéutica
no tratamento da HA, nossa hipdtese € que o tratamento com um novo
complexo de ruténio, o FOR911B, que possui uma molécula de NO em sua
estrutura, promova liberacdo do NO, induzindo vasodilatacdo em anéis de

artéria aorta de ratos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar o efeito vasorrelaxante de FOR911B em artéria aorta superior
isolada de ratos.

2.2 Especifico

- Avaliar o efeito vasorrelaxante em artéria aorta de rato em anéis pré

contraidos com fenilefrina;

- Elucidar o efeito vasodilatador do FOR911B frente a resposta contratil de um

agente contracturante eletroquimico;
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3 JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, a hipertensdo tem se mostrado como o principal fator
de risco para o desenvolvimento das complicagdes cardiovasculares, e apesar
dos grandes avangos na terapia anti-hipertensiva, novas estratégias
terapéuticas para este tratamento tém se mostrado indispensaveis. O oxido
nitrico, um fator relaxante derivado do endotélio, permanece como o principal
agente no controle do ténus vascular, e tem sido estudado e demonstrado
agdes do seu uso no controle da pressdo arterial. Logo, a administragéo
exdégena de seus doadores é um atrativo, bem como uma alternativa
farmacolégica no estudo e tratamento da hipertensdo. Com isso, os doadores
de NO vém surgindo como um potencial alternativo nesse tratamento, entre
estes, os complexos de ruténio se destacam por apresentarem vantagens em
relacdo aos outros metais, devido a baixa toxicidade e pelo seu efeito lento e

duradouro.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Hipertensao Arterial

A hipertensdo arterial, € uma condicdo multifatorial, que tem como
principal caracteristica a elevagcdo sustentada dos niveis pressoéricos
(BARROSO et al., 2020), que levam a lesdo das artérias, sejam elas de
grande, médio ou pequeno calibre, causando também lesdo do coragdo de
diversas formas e em outros 6rgdos nobres como cérebro e rins, que recebem
o maior fluxo sanguineo. Estima-se que aproximadamente 1/3 da populagéo
adulta no mundo é portadora de HA. No Brasil, a condigéo afeta cerca de 30%
da populagao adulta, observou-se que sua prevaléncia cresceu em 8% nos
anos de 2000 a 2010 no pais; o que torna essa doenga um dos mais
importantes problemas de saude publica nos dias atuais (PICON, 2017; MILLS,
2016).

Niveis elevados de pressao arterial (PA) aumentam a chance de doenca
arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca, doenga vascular encefalica,
insuficiéncia renal cronica e 6bito (MALACHIAS et al., 2016; CHOBANIAN et
al., 2003). Dentre as causas para o desenvolvimento da HA, destaca-se o estilo
de vida da populacdo, como o uso abusivo do alcool, sedentarismo, ma
alimentagdo e uma ingestdo excessiva de sbédio e potassio,
sobrepeso/obesidade e o tabagismo. Além disso, existem condicbes néao
modificaveis, como genética, etnia, idade e sexo (BARROSO et al., 2020,
MACHADO et al., 2012).

Logo, regulacdo em curto e longo prazos da PA envolve a agao
integrada de multiplos, como o sistema renal, neural e enddcrino que por meio
de sistemas de retroalimentagéo operam a curto e a longo prazo no ajuste da
PA. A manutencdo da PA torna-se essencial para a perfusdo organica, e
também para evitar a instalagdo da HA (SANJULIANE, 2002; PAGE, 1987).

Entretanto, dentre as complicagdes causadas pela HA, destaca-se a
disfuncao endotelial, que é caracterizada pela diminuicdo da biodisponibilidade
de NO secundaria a redugao da sintese e liberacdo pela sintase endotelial do

oxido nitrico (eNOS) ou aumento da degradagédo por espécies reativas de
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oxigénio (ERO) (LUNDBERG et al., 2015). Os mecanismos implicados nesse
processo sado multifatoriais e parecem depender do tipo de hipertensao
desenvolvida, da sua duragdo e do leito vascular estudado (CARVALHO,
2001).

4.2 Disfuncao Endotelial

O endotélio vascular é responsavel pela preservacédo da integridade da
parede vascular e modulacdo do ténus em todo o sistema vascular. E
considerado uma monocamada de células poligonais achatadas que se
estende pelo interior dos vasos sanguineos, incluindo artérias, veias e as
camaras do coracdo, atuando como uma camada protetora entre os
compartimentos intravascular e extravascular permitindo interacdo com células
e componentes do sangue circulante (LE BROCQ et al., 2008; VERMA et al.,
2003). Agressdes ao endotélio geram uma resposta inflamatéria, com atuagéo
de diversos tipos celulares, levando a um quadro de disfungdo da célula
endotelial, enrijecimento da parede vascular e formacdo da placa de
aterosclerose (FAVERO et al., 2014).

A disfungcdo endotelial (DE) € marcada por um desequilibrio entre
substancias vasodilatadoras e vasoconstrictoras que afetam diretamente a
funcdo vascular. A alteracdo da funcdo vasomotora € uma importante
caracteristica do leito vascular em hipertensos (YUGAR-TODELO, 2015).
Nesse caso, a modulagao do estado contratil dos vasos € realizada por meio
da liberagao dos vasodilatadores conhecidos como EDRFs (Fatores relaxantes
derivados do endotélio), os trés principais fatores sdo o o6xido nitrico (NO),
prostaciclina (PGI2) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF).
Como exemplos de fatores vasoconstrictores chamados de EDCFs (Fatores de
contratagao derivados do endotélio) destacam-se o tromboxano (Tx), espécies
reativas de oxigénio (ROS) como anion superoxido (02.), a endotelina-1 (ET-1)
e a angiotensina Il (Ang Il) (BERNATOVA, 2014; VANHOUTTE et al., 2005;
MONCADA et al.,1991).

Em situagcbes normais, os EDRFs e EDCFs exercem efeitos opostos no

musculo liso vascular, sendo considerados antagonistas funcionais (TANG et
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al, 2009). Contudo, em condi¢des patolégicas como a HA, esse processo é
prejudicado, o que leva ao aumento da resisténcia vascular periférica e a
alteracdo da permeabilidade endotelial. Desse modo, o endotélio participa da
fisiopatogenia da HA e, a diminuigdo da biodisponibilidade do NO é o principal
marcador dessa alteragao funcional (YUGAR-TOLEDO, 2015).

4.3 Biossintese e Ac¢ao do Oxido Nitrico

O Oxido Nitrico € uma molécula gasosa simples, que emergiu como um
mediador ubiquo bioldgico implicado em diversos processos fisioldgicos, tendo
um papel chave nos sistemas nervoso e cardiovascular (SCATENA et al,
2010). A sua descoberta iniciou-se em 1980, quando descobriram que o
endotélio liberava um fator capaz de relaxar a musculatura lisa vascular, que
mais tarde foi identificado como sendo o NO (FURCHGOTT; ZAWADZKI,
1980). Deste modo, o NO foi discernido como sendo uma molécula
sinalizadora, responsavel pela dilatagdo dos vasos sanguineos (IGNARRO et
al., 2002). E desde a comprovagéao de que o NO exerce o papel de molécula
sinalizadora no relaxamento vascular, iniciaram-se investigagdes acerca do
papel deste gas nos diversos sistemas biolégicos humanos (BONAVENTURA
et al., 2006).

As células endoteliais liberam NO em condigdes basais, como também
em reposta a estimulos mecénicos ou quimicos, que podem agir por
mobilizacdo do Ca?+ou pela acao da proteina cinase B (Akt). O estimulo para o
relaxamento vascular proveniente do endotélio, inicia-se depois que agentes
vasodilatadores se ligam a receptores de membrana, na célula endotelial ou
através do estresse de cisalhamento sobre o endotélio vascular. Uma vez que
os receptores de membrana associados a proteina G, sado ativados pela ligacéao
de agonistas, ocorre a ativagdo da enzima fosfolipase C e consequente
producao de 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3). O IP3 age sobre os receptores
presentes no reticulo citoplasmatico, levando a liberagcdo de calcio para o
citoplasma. O aumento da concentracdo de calcio no citoplasma ativa a
calmodulina, que por sua vez, ativa a eNOS (FLEMING; BUSSE, 2000); a

enzima sintetiza o NO, que se difunde para a célula muscular lisa, ativando
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diretamente a guanilato ciclase soluvel (sGC), que é o mediador primario da
bioatividade do NO (KOTS, 2009).

A enzima sGC é um heterodimero, constituido de duas subunidades
homologas, a (a1 e a2) e B (B1 e B2); O termo guanilato ciclase sensivel ao
oxido nitrico vem sendo usado pois, além de ativar a GCs, o NO é capaz de
ativar um dos dimeros da GC (a2B1) que é encontrado na membrana sinaptica
(FRIEBE; KOESLING, 2009). A ativacdo da GCs gera a consequente formagao
de cGMP (monofosfato ciclico de guanosina) intracelular, que
consequentemente ativa a proteina cinase dependente do GMPc (PKG). A
PKG pode fosforilar canais de calcio voltagem-dependentes presentes na
membrana celular, o que determina a diminuicdo da entrada de calcio para a
célula promovendo alteragdes na dindmica do Ca?*+ e na funcado contratil
(HEYDRICK, 2000; TAGUCHI et al., 1997).

Outra acgdo da PKG é a fosforilagdo de canais de potassio (K') na
membrana celular, induzindo hiperpolarizagao ou estimulagdo a saida de Ca?+
do citoplasma da célula, e pode também diminuir a sensibilidade da maquinaria
contratil ao Ca?+, diminuindo a contragdo muscular (BUSSE; FLEMING, 2000).
Todos estes efeitos determinam a diminuicdo da concentragao de calcio livre

no citoplasma e consequentemente contribuem para o relaxamento muscular.

Em vista dessas propriedades, uma grande variedade de compostos
doadores de NO tem emergido como potenciais agentes terapéuticos, capazes
de explorar as diversas funcdes biologicas do NO, e seus aspectos
farmacolégicos tem sido constantemente revisados (FEELISH, 1998; JANERO,
2004; PEREIRA et al 2012). Nesse contexto, a administragcao de farmacos que
mimetizam o efeito do NO no organismo é um atrativo, bem como uma
alternativa farmacolégica que pode reverter e/ou prevenir as desordens
cardiovasculares (MILLER; MEGSON, 2007).

4.4 Doadores de NO

20



Os doadores de NO sao uma classe de substancias quimicamente
heterogénea, com um mecanismo de acdo molecular comum. Na literatura ha o
conhecimento estabelecido de que esses doadores produzem uma atividade
relacionada a do NO quando aplicada a sistemas bioldgicos. Sendo
apresentada e comumente utilizada na terapia de doengas cardiovasculares ha
mais de 150 anos (BELLISARII et al., 2012). Atualmente, ha uma investigacéo
e avaliacdo do papel NO na fisiologia e patologia do sistema cardiovascular
(BURGAUD, 2002). As vias pelas quais se tem a formagdo e consequente
liberacdo do NO diferem significativamente entre as classes do composto bem
como sua reatividade (FEELISCH, 1998).

Esses doadores podem ser divididos em trés classes; a primeira classe
sdo os doadores diretos de NO, agentes farmacolégicos com o grupo funcional
nitroso ou nitrosil. Estes agentes liberam espontaneamente esta molécula, sem
participagdo enzimatica. Os membros sdo nitroprussiato de sédio (NPS) e
trioxodinitrato de sodio (Sal de Angeli’s). Quanto ao NPS, um dos doadores de
NO mais conhecidos, € um complexo inorganico utilizado como vasodilatador
em emergéncias cardiovasculares (KODJA et al., 1995; FRIEDERICH,
BUTTERWORTH, 1995; FEELISH, 1998). No entanto, a principal limitagéo
clinica do NPS ¢ a liberacdo de NO acompanhada pela liberagdo de cianeto
(CN ) incorporado em sua estrutura, levando assim, uma alta toxicidade ao
organismo (FUKATSU et al., 2007).

A segunda classe sao os nitrosotidis (RSNO) dentre os membros desta
classe destacam-se: S-nitroso-glutationa, S-nitroso-N-acetilpenicillamina e S-
nitroso-albumina. Estes liberam NO e formam o dissulfeto correspondente.
Podem ser utilizados como potentes agentes antiplaquetarios, vasodilatadores
e protetores contra toxicidade celular, causada por espécies reativas do
oxigénio. Porém, estes compostos sdo instaveis na sua forma pura, sendo o
isolamento dificil (AL-SA’DONI; FERRO, 2000).

E por fim, os nitratos orgénicos representam a mais antiga classe de
doadores utilizados na terapéutica cardiovascular (LINDENFELD et al., 2010).
Os doadores de NO organicos mais utilizados na medicina cardiovascular sao:
trinitrato de glicerina (GTN), também denominado como nitroglicerina; dinitrato
de isossorbida (ISDN) e mononitrato de isossorbida (ISMN) e tetranitrato de
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pentaeritril (PETN), tetranitrato de eritritol (PEtrin) e nicorandil (AL-SA’DONI;
FERRO, 2000). Dentre esses, o GTN é o protétipo da classe e o nitrato
organico mais extensamente estudado até a atualidade (SERAFIM et al, 2012).
Os efeitos in vivo dos nitratos organicos ja sdo bem estabelecidos, trazendo
assim vantagens quando comparado as outras classes de nitratos (FEELISCH,
1998).

Diante do potencial do NO na medicina cardiovascular, apenas dois tipos
de farmacos doadores de NO - o NPS e os nitratos organicos - sao incluidos na
terapéutica (MILLER; MEGSON, 2007). Com isso, novas classes quimicas de
doadores de NO foram sintetizados e podem ter um interesse terapéutico para
o tratamento das DCVs. Deste modo, novos doadores de NO tém sido
estudados e sintetizados para minimizar efeitos indesejaveis (BONAVENTURA
et al., 2007).

4.5 Complexos de ruténio

Ao longo dos anos, compostos contendo ions metalicos sao utilizados
com grande relevancia no tratamento de diferentes doengas e, sabe-se que a
utilizacdo dos mesmos é feita ha cerca de 5000 anos (ORVIG et al., 1999).
Pelo fato de muitos desses compostos apresentarem metal em sua estrutura e,
possuirem propriedades farmacolégicas, os mesmos sao conhecidos como
metalofarmacos (RANG et al., 2016; SILVA, 2010). Diversas propostas de
novos metalofarmacos vém sendo reportada com grande empenho no
desenvolvimento de compostos quimicos que pode servir como veiculo para
liberar o NO em sistemas biologicos (ROY et al., 1994), principalmente quando
a biodisponibilidade do NO enddégeno estd comprometida, como na

hipertensao.

O ruténio é o elemento metalico que mais forma complexos nitrosilos
(TFOUNI et al., 2003), e nas ultimas décadas, esses complexos tém recebido
consideravel atencdo, mas suas atividades bioldgicas tém sido reportadas
desde a década de 1950 (DWYER et al., 1965). As atividades bioldgicas dos

complexos de ruténio foram primeiramente reportadas nos anos de 1950
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(DWYER et al.,1965) e como prospec¢édo os compostos nitrosilos com metais
de transicdo tem surgido como perspectiva para formagdo de agentes
liberadores de NO e, em particular, na liberagao redutimétrica de NO em alvos

bioldgicos, concernente ao relaxamento da CMLV.

Sendo assim, farmacos capazes de ativar o receptor intracelular do NO-
GCs, de maneira independente do NO endotelial, foram desenvolvidos para
superar o problema da tolerancia advindo dos nitratos. E com base na literatura
existente sobre este tema, constata-se que o ruténio &, portanto, atrativo por
apresentar forma ativa em condi¢bes fisioldégicas e baixa toxicidade o que
favorece o uso na clinica (RODRIGUES et al., 2012).

Outras classes dos complexos de ruténio ja foram estudadas, como o
trans-[Ru(CI)NO(cyclam)2+, que apresentou uma maior duragcdo do efeito
hipotensor, em média por 15 minutos, quase 20 vezes a duracado dos efeitos
apresentados pelo NPS, tanto em ratos normotensos quanto em hipertensos
(MARCONDES et al., 2002). Bonaventura e seus colaboradores, em 2007,
demonstraram, utilizando aorta de rato, um potente efeito vasorrelaxante
induzido pelo complexo de ruténio contendo NO em sua molécula, o
([Ru(terpy)(bdq)NO+]3+ (TERPY) (BONAVENTURA et al., 2007).

O cis- [Ru (bpy) 2 (py) (NO2)] (PF6) (RuBPY) é um nitrito-ruténio, ja que
tem um NO? em sua molécula, tem um efeito vasodilatador em diferentes vasos
sanguineos (artérias de condutancia e resisténcia) apresentando assim varias
vantagens por: 1. Induzir o relaxamento da artéria coronaria (que € util na
angina), e sem exercer nenhum efeito na artéria basilar (por isso ndo induz dor
de cabecga); 2. Auséncia de efeito hipotensivo em animais normotensos; 3.
Efeitos mais lentos e duradouros (sem taquicardia reflexa); 4. Além do
composto BPY induzir o relaxamento em anéis adrticos de ratos normotensos
e hipertensos com a mesma poténcia (PEREIRA et al., 2017). ARAUJO et al.,
em 2019, compararam o doador classico de NO, o NPS; e o doador nao
classico de NO, o RuBPY, e observou-se que podem induzir diferentes
mecanismos moleculares, mesmo que eles tenham um relaxamento e

semelhante agoes.
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Resultados preliminares de nossos colaboradores, demostraram que o
complexo de ruténio cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]3+ (FOR 811B), o (cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]+, representado pela sigla FOR011A e cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)(NO)]3+, complexo com a molécula de NO, representado por FOR811A,
promoveram alteragdes nos parametros hemodinamicos renais, com aumento
da pressédo de perfusao, resisténcia vascular renal (em relacdo do controle
externo) e fluxo urinario (BRAGA-SILVA, 2018; ALVES, 2018).

E devido a estas agbes promovidas pelo NO, bem como aos efeitos
colaterais de farmacos doadores de NO utilizados na clinica, como a tolerancia
aos nitratos, nosso grupo e outros vém estudando compostos doadores de NO

que atuam sobre o sistema cardiovascular.
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5 METODOLOGIA

5.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) pesando entre 250-
300g, provenientes do Biotério do departamento de Nutrigdo do Centro de
Ciéncias da Saude (CCS/UFPE) e mantidos no Biotério do Centro Académico
de Vitoria (CAV/UFPE). Os animais foram mantidos sob condi¢bes controladas
de temperatura (21£1°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12/12 horas) e
tiveram acesso a agua e ragao ad libitum. Todos os procedimentos foram
executados em acordo com principios éticos submetidos e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Pernambuco (CEUA/UFPE) (Processo n° 0066/2019) — ANEXO 1

5.2 Obtencao do complexo de ruténio

O composto de ruténio complexado com a molécula de NO,
representado por FOR911B, foi sintetizado no Laboratério de Bioinorgénica do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do

Ceara, de acordo com técnica descrita por Gouveia-Junior (2017).

5.3 Preparacgao dos anéis de artéria aorta isolada

Os animais foram eutanasiados, seguidos de exsanguinagao de vasos
carotideos, e, por meio de uma incisdo na regiao ventral do animal, a artéria
aorta toracica foi identificada, removida e imediatamente posta em solugao de
Krebs para dissecagdo e seccdao dos vasos em anéis (1-2 mm de
comprimento). Cada anel foi imerso em cubas (10 mL) e suspenso

verticalmente por linhas de algodao, fixadas a um transdutor de forga.

Os tecidos foram mantidos em solugdo de Krebs (composta por NaCl,
Kcl, KH2Pos MnSos, NaHCo3; CgH120s € CaCly) a 37°C, aerados com uma

mistura de 95% de O, e 5% de CO; (carbogénio), para prover um pH
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relativamente constante de 7,38 - 7,42 (TEIXEIRA; PRIVIERO; WEBB, 2005).
Todos os anéis foram submetidos a uma tens&o basal de aproximadamente 1,5
g, por um periodo de estabilizagdo de 60 minutos (FURCHGOTT; ZAWADZKI,
1980), trocando a solugéo do banho a cada 15 minutos e ajustando a linha de
base, quando necessario, antes do inicio do experimento (ALTURA; ALTURA,
1970). As mudancgas na tensdo isométrica foram captadas pelo sistema de
aquisicdo AQCAD (verséo 2.3.3.0; AVS Projetos, Brasil).

5.4 Protocolos experimentais para as preparagées com anéis de artéria
aorta isolada de rato

Em todos os protocolos experimentais, apds o periodo de estabilizagao,
foi realizada uma contragao com FEN (10 yM), um agonista dos receptores a1-
adrenérgicos, presentes no musculo liso vascular, com a finalidade de verificar

a viabilidade do tecido.

Em seguida, a ACh (10 uM), um agonista dos receptores muscarinicos
expressos no endotélio vascular, foi adicionada a cuba com o intuito de avaliar
a integridade destas células (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Os anéis com
relaxamento superior a 80% foram considerados com endotélio funcional, os
com relaxamento inferior a 20% foram considerados sem endotélio e entre 20%
e 80% foram descartados. A preparagao foi lavada até o estabelecimento da

tensao basal.

5.5 Investigagao do efeito vasorrelaxante dos anéis pré-contraidos com
FEN
Apods o periodo de estabilizagao e verificagdo do endotélio funcional, foi

induzida uma nova contracdo de FEN (10 uM), de magnitude semelhante a
primeira. Foram adicionadas concentragcdes crescentes do FOR911B, de
maneira cumulativa, para obtengdo de uma curva concentragao-resposta na
presenca ou auséncia do endotélio vascular. A resposta foi expressa como
porcentagem de relaxamento em relacdo a contracdo produzida pela FEN. A
poténcia e eficacia do vasorrelaxamento foram avaliadas por meio dos valores

de pD2 e Emax, respectivamente.
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5.6 Analise do efeito vasorrelaxante do FOR911B sobre a contragao
induzida por um agente contracturante eletroquimico

Para analisar a resposta vasorrelaxante do doador de NO sobre a
contragao induzida por um agente contraturante eletroquimico, foi utilizada uma
solugdo fisioldgica com KCI a 60 mM, que promove uma despolarizagdo da
membrana plasmatica, levando a ativacdo dos canais para Ca®" dependentes
de voltagem (CaV) e, consequentemente, a contragdo do musculo liso

vascular.

Apods o periodo de estabilizacdo e verificagcdo do endotélio funcional, a
solugado de Krebs normal foi substituida por uma solugdo de Krebs com KCI a
60 mM. No componente ténico da contragdo promovida por este agente, foram
adicionadas concentracbes crescentes do FOR911B de maneira cumulativa,
para obtencdo de uma curva concentragado-resposta. A resposta foi expressa
como porcentagem de relaxamento em relagdo a contragdo produzida pela
solugdo com KCI a 60 mM. A poténcia e eficacia do vasorrelaxamento do
FOR911B foram avaliadas por meio dos valores de pD2 e Emax,

respectivamente.

5.7 Analise estatistica

Os valores foram expressos como média = erro padrao da média
(e.p.m). Foi realizado teste t de Student ou analise de variancia “one-way” de
acordo com o experimento, seguido do pds-teste apropriado quando
necessario. Diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05. O

programa estatistico utilizado foi o GraphPad Prism® verséo 8.0.
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6 RESULTADOS

Apods o periodo de estabilizagdo, foi induzida uma nova contragdo com
FEN (10 uM), e posteriormente ocorreu a adi¢do cumulativa do FOR911B.
Observou que o composto promoveu um vasorrelaxamento em anéis de artéria
aorta superior isolada com endotélio intacto (Emax: 119,8 + 11,9%; pD2: 6,75
0,1; n=7), de maneira dependente de concentragcdao. Contudo, apds a remogao
mecanica do endotélio, a sua eficacia e a sua poténcia da resposta
vasorrelaxante induzida ndo sao prejudicadas, como demostrado pelos valores
(Emax: 113,3 £ 4,5%; pD2: 6,64 £ 0,14; n=7) (Grafico 1).

Grafico 1 - Curva concentragdo-resposta para o efeito relaxante induzido pelo FOR911B em
anéis de aorta superior isolada de rato, com e sem endotélio, pré-contraidos com fenilefrina.

-o- FOR 911B - Endotélio Ausente
Eax: 1133 +4,5%

pD,: 6,64 +014

- FOR911B - Endotélio Presente

=1
=
s Emax 119,8 £ 11,9%
X pDy: 6,75 = 0,1
o 1
o X
2 'Y

1004 "

h

40 9 8 7 6 5 4

Log [FOR911B] M

Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n=7).
Emax = Efeito maximo — pD2 = Logaritmo negativo da EC50

Fonte: A autora, 2021.

No grafico 2A, pode-se observar que na presenga da solugao de KCI (60
mM), FOR911B apresentou reducéo do efeito vasorrelaxante em anéis de aorta
com endotélio integro (Emax: 66,5 * 6,2%; n=4), quando comparado ao

relaxamento induzido por FEN, a poténcia do relaxamento induzido por
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FOR911B na presenga de KCI| também foi reduzida (pD2: 5,9 £ 0,13), quando

comparada aos anéis com endotélio pré-contraidos com a FEN (Grafico 2B).

Grafico 2A - Curva concentragdo-resposta para o efeito relaxante induzido pelo FOR911B em
anéis de aorta superior isolada de rato, com endotélio, pré-contraidos com KCI 60mM.
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Fonte: A autora, 2021.

Grafico 2B Curva concentragdo-resposta para o efeito relaxante induzido pelo FOR911B em
anéis de aorta superior isolada de rato, com e sem endotélio, pré-contraidos com fenilefrina
(n=7); E em anéis de aorta com endotélio pré-contraidos com KCI 60mM (n=4).
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Os valores estao expressos como média + e.p.m.
Ennax = Efeito maximo — pD2 = Logaritmo negativo da EC50

Fonte: A autora, 2021.

O tempo necessario de aplicagao para que fossem obtidas as respostas
maximas de uma concentragdo para a seguinte foi de 05 minutos. O tempo

total de relaxamento maximo aproximado foi de 60min.
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7 DISCUSSAO

O envolvimento do NO tem sido amplamente demonstrado em varios
sistemas bioldgicos, bem como no controle da presséao arterial (UMANS; LEVI,
1995). Alteracdes na producdo e/ou liberagdo do NO ocasionam um tipo de
disfuncédo endotelial, acarretando um comprometimento da via NO-GCs-GMPc.
Logo, a insuficiéncia desta via pode ocorrer como resultado da geragcao
diminuida de NO, aumento da formacao de radical livre oriundo de NO,
remogao ou oxidagédo da porgdo heme da GCs e da degradacdo acelerada de
GMPc (HINGORANY; FRISHMAN, 2011).

Esse mecanismo pode estar envolvido em varios fatores de risco, sendo
uma manifestacdo precoce das doencgas cardiovasculares (ANDERSSON,
2011). Na disfuncdo endotelial, encontra-se um desbalango na homeostase
entre fatores relaxantes e constritores (RUBANYI, 1993). Portanto, nestas
condicbes onde ha disfungdo da funcdo endotelial, como na hipertensao, é
importante restaurar a funcdo mediada pela via NO-GCs-GMPc. Nesse
contexto, substancias metalicas de ruténio foram desenvolvidas e tém sido
constantemente estudada como uma nova classe de doadores de NO
(FEELISCH, 1998; MARCONDES, 2002; JANERO, 2004; BONAVENTURA,
2007; PEREIRA et al. 2017; MACHADO et al., 2014; ARAUJO et al., 2019).

Esses compostos tém o grande beneficio de serem termicamente estaveis.

O NO ¢é uma molécula de interesse quimico e bioldgico, que tem nos
ultimos anos estimulado a comunidade cientifica, por mediar diversas funcoes
bioquimicas e possiveis aplicacdes terapéuticas. Sua molécula, é caracterizada
como O menor mensageiro bioldgico, ndo depende de transportadores
especificos nem de canais intracelulares, difundindo-se livremente pela célula.
Sendo considerado essencial para o tratamento de disturbios cardiovasculares
(MONCADA; HIGGS, 1995; IGNARRO et al., 2002).

Com isso, o0 presente trabalho foi desenvolvido com a finalidade de
avaliar os efeitos do composto de ruténio, FOR911B, sobre o sistema
cardiovascular de ratos, tentando elucidar os possiveis mecanismos de ac¢ao
envolvidos em suas respostas. No desenvolvimento deste estudo foram

utilizados ensaios in vitro, com o objetivo de compreender a natureza do efeito
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vasorrelaxante e a avaliacdo funcional de anéis de artéria aorta superior

isolada de ratos.

Frente as evidéncias de que o composto de ruténio, em estudo,
possivelmente esteja exercendo seus efeitos por doar NO, convém relatar tal
efeito sobre o relaxamento das CMLV frente a agdo de agonistas. Para isso,
utilizou-se a FEN que é um agonista seletivo capaz de induzir contracédo das
células do musculo liso por meio da ativagao dos receptores a1-adrenérgicos.
Nesse contexto, o FOR911B induziu vasorrelaxamento dependente de
concentragdo sobre o tonus induzido por FEN (10 uM), e independente do
endotélio nesses anéis (Grafico 1). Esses receptores s&o acoplados a proteina
Gq e, ao serem ativados, levam a ativagao da fosfolipase C-B (PLCPB). Esta
enzima catalisa a hidrélise do PIP2 em IP3 e DAG; o IP3 ativa os receptores
para IP3 do reticulo sarcoplasmatico, promovendo a liberagdo de Ca?+ no
citosol. O DAG, juntamente com a elevagcdo de Ca?*+ promove a ativagdo da
cinase C (PKG). Tal ativagado induz fosforilagdo de enzimas envolvidas no
processo contratil, como a MLCP, inibindo-a. Todos estes eventos levam a
contragdo do musculo liso vascular (MCCARRON et al., 2003; THORNELOE;
NELSON, 2005).

Também foi observado o efeito vasodilatador do FOR911B frente a
resposta contratil de um agente contracturante eletroquimico, o KCl 60mM. O
relaxamento induzido pelo FOR nesses anéis foi menor do que o relaxamento
obtido nos anéis pré-contraidos com a FEN. Altas concentragbes de potassio
extracelulares promovem inibicdo de efluxo de ions K, despolarizacdo da
membrana, aumento do influxo de Ca® por meio dos canais operados por
voltagem e consequente contragdo no musculo liso. Tal contragdo ocorre de
maneira independe da ativagdo dos receptores, sendo um bom mecanismo
para avaliar a resposta contratil (GODFRAIND; KABA, 1969; SOMLYO; 1994:
HIPOLITO et al., 2009). A reducdo do efeito vasorrelaxante promovido por
FOR911B na presenga de KCI (60 mM) sugere que, provavelmente, o novo
doador de NO promova seu efeito vasorrelaxante por meio da abertura de
canais de K na membrana, ja& que o fechamento desses canais pelo KCI

induziu uma diminuicido na vasodilatagao induzida por FOR911B.
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Tais achados corroboram com estudos anteriores realizados por
Bonaventura et al. (2007), que demonstraram [Ru(terpy)(bdq)NO*], um
composto do complexo de ruténio extensamente estudado, promove efeito
vasorrelaxante devido a liberacao intracelular de NO em anéis de artéria aorta
superior em ratos. Este efeito, de acordo com os resultados esta envolvido na
liberacdo de NO e consequente ativagdo da GCs, desempenhando um
importante relaxamento. Outra droga a base de metal complexada com
Ruténio, o RuBPY, mostrou induzir relaxamento nas artérias de resisténcia
mesentérica de rato através da ativacdo da via NO-sGC-cGMP-PKG. Em
VCMC cultivado de aorta de rato, RuBPY foi capaz de induzir a liberacdo de
NO que ativa os canais de K* em uma via independente de sGC. Foi observado
por Silveira, em 2019, que dois compostos de ruténio, com estrutura quimica
semelhante ao estudado aqui, o FORO11A, é um possivel agente
estimulador/ativador NO-independente de sGC e o FOR811A um possivel
agente doador direto de NO e/ou estimulador/ativador NO-dependente da sGC
(SILVEIRA, 2019; ARAUJO et al., 2019; PEREIRA et al., 2013).
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8 CONCLUSAO

Os resultados apresentados até aqui reforcam a hipotese de que o
FOR911B deve exercer o seu efeito vasorrelaxante por meio da doagao de NO
no musculo liso vascular, e esta liberagcdo parece envolver a participagao da via
NO-sGC-GMPc. Além disso, recentes achados sugerem a participagdo dos
canais de K’ no relaxamento induzido pelo metalofarmaco, podendo ser um
efeito via PKG ou diretamente pela liberagdo do NO. Esses efeitos tornam o
novo complexo de ruténio como um doador de NO promissor para o tratamento
de disfungdes cardiovasculares. No entanto, faz-se necessario futuros
experimentos para investigar o mecanismo pelo qual o composto tem a
capacidade de doar NO de maneira controlada e em niveis subtoxicos. Assim,
os resultados obtidos neste estudo apontam para o potencial terapéutico do
FOR911B.
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