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EFEITO VASORRELAXANTE DE NOVOS NITROCOMPLEXOS DE RUTENIO
FOR703 E FOR777A EM ANEIS DE AORTA ISOLADOS DE RATOS WISTAR

As doencas cardiovasculares (DCVs) sao a principal causa de mortalidade mundial,
sendo a hipertensdo arterial (HA) um importante fator de risco associado a
componentes genéticos, ambientais e sociais. O endotélio e a musculatura lisa
vascular regulam o ténus vascular por meio de mecanismos dependentes de calcio
intracelular, 6xido nitrico (NO), guanilato ciclase (GC), monofosfato ciclico de
guanosina (cGMP) e canais de K*. Os complexos de ruténio vém sendo amplamente
estudados devido ao seu potencial de liberar 6xido nitrico de forma controlada. O
objetivo foi investigar o potencial vasodilatador dos nitrocomplexos de ruténio cis-
[Ru(bpy)2(Bzim)NO2](PFe) (FOR703) e cis-[Ru(NO2)(bpy)2(4-pybz)](PFs) (FOR777A)
em aortas isoladas de ratos, avaliando o papel do endotélio e o envolvimento das vias
NO/GCs, IP3K/Akt e canais de K*. O presente trabalho foi aprovado sob os protocolos
CEUA 46051222-0 (FOR777A) e protocolo 53060323-0 (FOR703). Para
experimentagao foram utilizados anéis de aorta de ratos Wistar, com endotélio integro
ou desnudo, pré-contraidos com fenilefrina (PHE) ou cloreto de potassio (KCI) e
submetidos a curvas concentragao-efeito dos complexos de ruténio FOR703 e
FOR777A. Foram utilizados inibidores/bloqueadores (L-NAME, ODQ, TEA, BaCls,
hidroxocobalamina, 4-aminopiridina, glibenclamida, L-cisteina, wortmannina) para
investigar os possiveis mecanismos de agdo. De acordo com os resultados, nas
preparagdes pré-contraidas com PHE, os dois nitrocomplexos foram capazes de
provocar relaxamento concentragdo-dependente, revertendo 100% da contragao,
porém sem diferenca entre suas eficacias (Emax), FOR703 (Emax = 114,80 £ 1,16%) e
777A (114,10 = 4,08%). Referente as suas poténcias, foi possivel observar uma
significativa diferenga entre os dois, sendo o FOR777A mais potente, tendo a menor
(CEso), FOR703 (1,390 [1,031- 1,872]) e 777A (0,148 [0,104 - 0,210]). O FOR703
apresentou maior efeito em anéis sem endotélio, enquanto FOR777A foi mais potente
em preparagfes com endotélio. Os bloqueadores indicam que ambos atuam
predominantemente pela via NO/GC, com possivel participacdo da NOS e de canais
de K*. Esses achados reforcam o potencial farmacoldgico dos nitrocomplexos de

ruténio como candidatos a vasodilatadores promissores.

Palavras-chave: doencgas cardiovasculares; 6xido nitrico; compostos de ruténio.



VASORELAXANT EFFECT OF NOVEL RUTHENIUM NITROCOMPLEXES FOR703
AND FOR777A IN ISOLATED AORTIC RINGS FROM WISTAR RATS

Cardiovascular diseases (CVDs) are the leading cause of mortality worldwide, with
hypertension (HTN) being a maijor risk factor associated with genetic, environmental,
and social components. The endothelium and vascular smooth muscle regulate
vascular tone through mechanisms dependent on intracellular calcium, nitric oxide
(NO), guanylate cyclase (GC), cyclic guanosine monophosphate (cGMP), and K*
channels. Ruthenium complexes have been widely trained due to their potential for
controlled nitric oxide release.The aim was to investigate the vasodilatory potential of
the ruthenium nitrocomplexes cis-[Ru(bpy)2(Bzim)NO2](PFs) (FOR703) and cis-
[Ru(NO2)(bpy)2(4-pybz)](PFe) (FOR777A) in isolated rat aortas, evaluating the role of
the endothelium and the involvement of the NO/GC, IP3K/Akt pathways and K*
channels. This study was approved under the CEUA protocols 46051222-0 (FOR777A)
and 53060323-0 (FOR703). For the experiment, aortic rings from Wistar rats, with
intact or denuded endothelium, were pre-contracted with phenylephrine (PHE) or
potassium chloride (KCI) and subjected to concentration-effect curves of the ruthenium
complexes FOR703 and FOR777A. Inhibitors/blockers (L-NAME, ODQ, TEA, BaCly,
hydroxocobalamin, 4-aminopyridine, glibenclamide, L-cysteine, wortmannin) were
used to investigate the possible mechanisms of action. According to the results, in the
PHE-precontracted preparations, both nitrocomplexes were able to induce
concentration-dependent relaxation, reversing 100% of the contraction, but without a
difference between their efficacies (Emax), FOR703 (Emax = 114.80+1.16%) and 777A
(114.104.08%). Regarding their potencies, a significant difference was observed
between the two, with FOR777A being more potent, having the lowest (ECsg), FOR703
(1.390 [1.031- 1.872]) and 777A (0.148 [0.104 - 0.210]). FOR703 showed a greater
effect in rings without endothelium, while FOR777A was more potent in preparations
with endothelium. The blockers indicate that both act predominantly via the NO/GC
pathway, with possible involvement of NOS and K* channels. These findings reinforce
the pharmacological potential of ruthenium nitrocomplexes as promising vasodilator

candidates.

Keywords: cardiovascular diseases; nitric oxide; ruthenium compounds.
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1. INTRODUGAO

1.1.Doencgas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCVSs) representam a principal causa de
morte no mundo, prevalecendo em paises em desenvolvimento, sendo responsaveis
por cerca de 17,9 milhdes de Obitos anualmente, cerca de 32% de todas as mortes
globais. Elas englobam um conjunto de condi¢des que afetam o coracéo e 0s vasos
sanguineos, como as doencas coronarianas (DC), acidente vascular cerebral (AVC),
insuficiéncia cardiaca (IC) e doencas vasculares periféricas (DVP) (WHO, 2021).

O desenvolvimento das DCVs é multifatorial, envolvendo fatores de risco
que podem ser divididos em modificaveis como hipertenséo arterial, diabetes mellitus,
tabagismo, sedentarismo e obesidade e os ndo modificAveis como a idade e a
predisposicao genética (SBC, 2022). Mesmo com intervencdes no estilo de vida, como
a adocdo de uma dieta saudavel, pratica de exercicio fisico, a prevaléncia das DCVs
¢ alta devido a fatores genéticos da populagédo (Benjamin et al., 2019).

As DCVs englobam uma ampla variedade de condigbes, incluindo
enfermidades das artérias coronarias, acidentes vasculares cerebrais, hipertensao
arterial, IC, anomalias cardiacas congénitas e disturbios vasculares (Benjamin et al.,
2017; Dubois-Deruy et al., 2020).

Uma caracteristica marcante dessas doencas € a capacidade de provocar
alteracdes significativas no funcionamento do sistema cardiocirculatério, resultando
em disfungdes nesse sistema, cuja fungéo € distribuir oxigénio e nutrientes essenciais
para que as células desempenhem suas atividades (Jankowski et al., 2021).

O acumulo de placas de gordura nas paredes arteriais, € um mecanismo
central no desenvolvimento de varias DCVs, como o infarto do miocardio e o AVC,
acumulo denominado aterosclerdtico. Este processo € impulsionado pela inflamagao
cronica e por uma disfungao endotelial subjacente, em que a capacidade do endotélio
de regular o tdnus vascular e manter a homeostase é comprometida, provocando uma
disfuncao endotelial. Essa condicdo é agravada por fatores como o aumento dos
niveis de lipoproteina de baixa densidade (LDL) no sangue e o estresse oxidativo, que
afetam diretamente a fungéo do endotélio (Libby, 2021).

Entre as doengas que acometem o sistema cardiovascular, a mais

prevalente é a Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS), uma condicdo associada a
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multiplos fatores genéticos, ambientais e sociais, caracterizada pelo aumento
persistente da presséo arterial (PA). Geralmente assintomatica, a HAS tende a evoluir
com alteragdes estruturais e/ou funcionais em o6rgaos-alvo, como rins, cérebro,
coragao e vasos sanguineos (SBC, 2021).

Muitas das alteragcdes observadas nessas patologias, como a HAS e a
aterosclerose, estdo diretamente associadas a disfungdes no controle do ténus
vascular, processo intimamente relacionado a atividade da musculatura lisa presente

na parede dos vasos sanguineos.

1.2. Musculatura vascular

O sistema vascular sanguineo € constituido por uma rede interconectada
de vasos, responsavel por manter o fluxo continuo de sangue impulsionado pela acao
da bomba cardiaca. Essa rede vascular exerce funcbes essenciais, como a
distribuicdo de nutrientes, oxigénio e hormoénios aos 6rgéos e tecidos, além de atuar
na remocao e transporte dos subprodutos resultantes do metabolismo celular. (Bkaily
etal., 2021).

A musculatura vascular, desempenha um papel crucial na regulagdo do
fluxo sanguineo e da pressao arterial. O musculo liso é constituido por flamentos de
actina e miosina, que possuem propriedades quimicas similares as dos filamentos
presentes no musculo esquelético.

A organizagao tubular dos vasos e o arranjo celular em formato circular
possibilitam a diminuicdo da luz do vaso durante a contracdo muscular. A contragao
do musculo liso é desencadeada por estimulos elétricos ou quimicos que elevam a
concentragao de calcio intracelular, sem que seja obrigatoriamente necessario alterar
o potencial de membrana (Aires, 2018; Satoh; Shimokawa,2018).

As paredes de artérias e veias, como a aorta toracica, sdo constituidas por
trés camadas concéntricas intimamente interligadas. A mais interna, denominada
tdnica intima, € uma estrutura delgada que reveste todo o limen dos vasos
sanguineos, incluindo capilares e vénulas. Essa camada € formada por uma
monocamada de células endoteliais (CEs), que compdem o endotélio vascular. As
células endoteliais oferecem uma superficie interna lisa, que minimiza o atrito com o
sangue e favorece o fluxo laminar. A tinica intima é sustentada por uma lamina basal

e um delicado tecido conjuntivo subendotelial, composto por fibras colagenas e, em
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menor proporcao, fibras elasticas, conferindo suporte estrutural e flexibilidade a
parede vascular (Bkaily et al., 2021).

A tunica média é a camada mais espessa das paredes vasculares,
composta por células musculares lisas vasculares (CMLV), sua contratilidade controla
o tdnus vascular e a capacidade de contracao e relaxamento, modulando o didmetro
dos vasos, controlando o ténus vascular e a resisténcia periférica (Worssam et al,
2023; Guyton; Hall, 2021; Basatemur, et al, 2019). Por fim, a tunica adventicia, camada
mais externa, essa estrutura € formada por tecido conjuntivo de suporte,
predominantemente composto por fibras de colageno (Bkaily et al., 2021), conforme

representagcao da Figura 1.

Figura 1- Camadas da parede vascular.

intima

Média

Adventicia

Fonte: Elaborado pela autora.

A contragéo das CMLV €& predominantemente mediada pelo aumento da
concentragao de calcio intracelular e pela ativagdo da miosina, além de alteracdes na
pressao arterial e no fluxo sanguineo, enquanto o relaxamento é facilitado pela
ativagdo de enzimas como a guanilato ciclase (GC) e o aumento de mediadores
vasodilatadores, como o 6xido nitrico (NO) e o monofosfato ciclico de guanosina
(cGMP), ocorrendo relaxamento devido a diminuicdo da concentragdo de calcio
intracelular e ativagao de vias de desfosforilagdo da miosina (Guyton; Hall, 2021).

Alteracdes na musculatura lisa estdo associadas a diversas doencas,
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incluindo hipertensao arterial, infarto do miocardio e patologias isquémicas cerebrais.
O NO desempenha um papel crucial no desenvolvimento de disfun¢des endoteliais e
DCVs. Nesse contexto, € fundamental entender a fisiologia dos processos de
contragao e relaxamento do musculo liso. O mecanismo de contragéo e relaxamento
€ de grande importancia para o controle da fisiologia do corpo humano (Gallo; Volpe;
Savoia, 2022).

1.2.1. Mecanismo de contracio e relaxamento

O equilibrio entre contragdo e relaxamento das células musculares lisas
vasculares é fundamental para a manutencgao do ténus vascular e do fluxo sanguineo
adequado, disturbios nesse equilibrio podem resultar em hipertenséo arterial ou em
insuficiéncia do fluxo sanguineo, contribuindo para o desenvolvimento de DCVs (Li et
al., 2023).

A dinémica contratil do musculo liso vascular depende, majoritariamente,
do aumento da concentragdo citosélica de calcio e da subsequente ativacdo da
miosina (Zhuge et al., 2020). O aumento dos ions calcio (Ca%**) pode ocorrer por
diferentes vias, incluindo a abertura de canais dependentes de voltagem em resposta
a despolarizagdo da membrana, frequentemente induzida por niveis elevados de ions
potassio (K*) extracelular, ou por estimulos agonistas que promovem a ativagéo
indireta desses canais. Uma vez elevado o Ca?" intracelular, o ion associa-se a
calmodulina, originando um complexo responsavel por ativar a quinase da cadeia leve
de miosina (MLCK). AMLCK, por sua vez, catalisa a fosforilagdo das cadeias leves da
miosina, favorecendo sua interacdo com a actina e culminando no encurtamento e
geragao de forga pelo musculo liso (Brozovich, 2016; Hall, 2017).

E o relaxamento muscular ocorre quando o calcio intracelular é reduzido,
geralmente por agdo de bombas de calcio que removem o ion do citoplasma, ou por
mecanismos que promovem o0 armazenamento de calcio no reticulo sarcoplasmatico.
Areducao de calcio leva a desfosforilacdo da miosina, interrompendo a interagao entre
actina e miosina e, consequentemente, relaxando a célula muscular (Davis et al.,
2023).

Outros mediadores também podem participar como facilitadores deste
mecanismo do relaxamento, como o NO que ativa a GC, aumentando os niveis de

cGMP nas células musculares lisas. O cGMP, por sua vez, ativa uma série de
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proteinas que resultam na diminuigdo da concentragdo de calcio, promovendo o
relaxamento vascular (Ignarro,1999; Ignarro,2019; Zhuge et al., 2020; Fahning, 2021).

Existem diferentes tipos de canais de Ca?*, sendo os localizados na
membrana plasmatica as principais rotas de entrada desse ion nas CMLV. Entre os
mais relevantes, destacam-se os canais de Ca?* dependentes de voltagem e os canais
de Ca?" operados por receptor. Quanto aos canais de K*, existem alguns subtipos,
dentre eles os xanais de K* dependentes de voltagem, canais retificadores de influxo,
canais de K" ativados por ATP e canais de K* modulados por Ca** (Rocha, 2018;
Cooper; Dimri, 2023).

A dinamica contratil e o subsequente relaxamento do musculo liso vascular
€ fundamental para regular o didmetro dos vasos sanguineos, influenciando
diretamente a homeostase vascular e a manutencao da integridade do endotélio.
Elementos como os canais de K*, o NO e o endotélio desempenham papéis cruciais

no controle da homeostase do organismo (Incalza et al., 2018; Silveira, 2019).

1.3. Endotélio

O endotélio vascular corresponde a uma unica camada de células que
recobre a superficie interna dos vasos sanguineos, atuando como um componente
essencial para o controle do tdnus vascular, para a preservagao da homeostase e para
a protegédo contra processos ateroscleroticos (Xu et al., 2021; Le; Nhu et al., 2023).
Além de regular o fluxo sanguineo, o endotélio modula processos inflamatérios e a
resposta imune, além de produzir substancias vasodilatadoras, como o NO, a
prostaciclina (PGI2) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), e
vasoconstritoras como a endotelina -1 (ET-1), o tromboxano A2 (TxA2), bem como a
angiotensina Il (Ang Il) (Bkaily; Jacques, 2023; Bkaily et al., 2021; Paz, 2019).

Os fatores vasoativos liberados pelo endotélio desempenham um papel
fundamental na regulagdo do acoplamento entre excitagdo e secregdo endotelial.
Esse processo de secregédo € geralmente mediado pelo aumento na concentragéo
intracelular de Ca?*, um elemento crucial em diversas fungdes celulares, incluindo as
realizadas pelas células endoteliais vasculares (VECs). A manutencdo da homeostase
do Ca?* no endotélio vascular ¢ influenciada pelo influxo de Ca?* por meio de canais
especificos, bem como pela interagdo com o reticulo endoplasmatico (ER),

mitocdndrias e nucleo celular (Bkaily; Jacques, 2023). Adicionalmente, a liberagao de
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Ca?* mediada por receptores de Trifosfato de inositol (IP3) e envolvimento da proteina
Fosfatidilinositol 3-quinase (IPK3) no ER, bem como a mobilizagao de pools sensiveis
a rianodina, contribuem significativamente para o acoplamento excitacdo-secrecao
nas VECs. A concentragéo intracelular de Ca?* também é regulada pela densidade
das bombas de Ca?* localizadas tanto na membrana plasmatica quanto no ER (Bkaily
et al.,2021).

O desbalanceamento na liberacdo de agentes vasoativos pode intensificar
a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS), um processo que contribui para
a disfuncao endotelial. Essa condicdo pode evoluir para o desenvolvimento de DCVs,
como hipertensao arterial e aterosclerose (Barroso et al., 2021). Shaito et al, 2022).

A integridade da monocamada endotelial € essencial para regular a
permeabilidade vascular e proteger o vaso contra a deposicdo de plaquetas e
formagao de trombos. Além disso, a integridade dessa monocamada requer que a
morfologia e os contatos entre as CEs ndao mudem (Bkaily; Jacques, 2023).

As CEs possuem fung¢des sensoriais, habilidades regulatérias efetoras,
além de desempenharem papéis metabdlicos e sintéticos. Essas células estdo
intimamente envolvidas em processos cruciais para a manutengcao da homeostase,
bem como em respostas imunologicas e inflamatérias ao longo do sistema
cardiovascular. (Shaito et al, 2022). Essas células mantém contato direto com as
CMLV por meio de jungdes comunicantes, o que possibilita a transmissdo dos
estimulos gerados e a movimentagao de ions ou de pequenas moléculas, incluindo
nucleotideos ciclicos, monofosfato ciclico de adenosina (cAMP) e cGMP (Cahill;
Redmond, 2016; Joffre et al., 2020).

Sao células amplamente reconhecidas como componentes essenciais em
diversas fungoes fisioldgicas e metabdlicas. Entre suas principais atividades estdo o
controle dos processos de trombose e trombdlise, a regulacdo do sistema de
coagulagao sanguinea, a mediagéo da interagdo entre plaquetas e leucocitos com a
parede vascular, além da formagdo e crescimento de novos vasos sanguineos
(angiogénese). Essas células também desempenham papéis fundamentais no
equilibrio redox, na coordenacao das respostas inflamatérias agudas e crénicas, € na
regulagéo do tdbnus vascular. (Shaito et al, 2022).

Um endotélio em condigbes fisiolégicas normais responde a estimulos
fisicos e bioquimicos liberando mediadores que exercem mecanismos regulatorios,

essenciais para manter o equilibrio de suas fungdes. Alteracbes na funcdo do
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endotélio pode levar a um desequilibrio na resposta homeostatica, resultando em
alteragdes na vasomotricidade, proliferagcédo celular, adesao e agregacao plaquetaria,
além de intensificar a interagdo de leucécitos com a parede vascular. Essas
disfungdes antecedem alteragdes morfoldgicas aterosclerdticas e pode servir como
um indicador precoce para o desenvolvimento de DCVs, contribuindo para o aumento
de complicagdes clinicas em estagios avangados (Gallo; Volpe; Savoia, 2022; Singh
et al., 2023).

As alteragdes induzidas pelo estresse oxidativo em CEs ou células
musculares lisas vasculares (VSMCs) estao entre os fatores criticos que regulam o

sangue pressao (Shaito et al, 2022).

1.3.1. Disfungo endotelial

A disfuncdo endotelial € um estado patolégico que ocorre quando o
endotélio perde sua capacidade de regular adequadamente o tbnus vascular,
favorecendo a vasoconstricdo, inflamagdo, e agregacdo plaquetaria. E causada
principalmente por um desequilibrio na produgéo e na biodisponibilidade de agentes
vasodilatadores versus vasoconstritores (Shaito et al, 2022).

Esse fendmeno é considerado um precursor de diversas DCVs, como
aterosclerose e hipertensao. Fatores como estresse oxidativo, inflamacgao cronica e
niveis elevados de colesterol sdo conhecidos por contribuir para a disfungcao endotelial
(Incalza et al., 2018). Considerada uma das primeiras etapas no processo de
aterogénese, contribuindo para a formagdo de placas aterosclerdticas e o
subsequente risco de eventos cardiovasculares (Davignon; Ganz, 2004).

A disfungdo endotelial esta intimamente relacionada ao aumento da
producao ROS no sistema vascular, promovendo estresse oxidativo e inflamagao
vascular, fatores frequentemente observados em pacientes com hipertensdo. (Shaito
et al, 2022).

A disfuncéo endotelial, por si s6, pode n&o ser suficiente para evocar todos
os aspectos patolégicos da DVC. Isso ocorre principalmente porque os VSMCs e o
tecido adiposo perivascular contribuem para a homeostase vascular em virtude da sua
capacidade de produzir compostos vasoativos como adipocinas, ROS e NO (Shaito et
al, 2022).
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O mecanismo de disfuncao endotelial induzida por estresse oxidativo pode
ser explicado devido ao aumento dos niveis de ROS, que pode desencadear
inflamacéao, disfungdo mitocondrial e reducdo na biodisponibilidade de NO. Esses
fatores, por sua vez, contribuem para a disfuncdo endotelial, aumentando a adesao
de CEs a mondcitos, elevando as taxas de apoptose celular e comprometendo o
potencial angiogénico das CEs, entre outros efeitos. A disfungdo endotelial pode
impactar diretamente as DCVs, contribuindo para a desregulacao do tonus vascular e
para o avango destas doengas (Shaito et al, 2022).

As ROS podem influenciar diretamente a contratilidade celular por meio da
oxidacao de componentes criticos do aparato contratil, como a Ca?**-ATPase do
reticulo sarco/endoplasmatico e proteinas estruturais, incluindo a tropomiosina e a
actina. Esses processos oxidativos comprometem a funcdo dessas proteinas,
contribuindo para a disfungao contratil observada em condi¢des de estresse oxidativo
(Dubois-Deruy et al., 2020).

A intervencgao precoce e o tratamento de fatores de risco modificaveis tém
mostrado eficacia na melhora da fungdo endotelial. Mudangas no estilo de vida,
incluindo exercicios fisicos e dietas ricas em antioxidantes, bem como terapias
farmacoldgicas, como o0 uso de estatinas, sdo estratégias eficazes para restaurar a

funcao endotelial e prevenir complicagdes cardiovasculares (Storch et al., 2017).

1.4. Oxido nitrico

O NO é um gas sinalizador enddgeno produzido pelo endotélio que exerce
efeitos vasodilatadores ao ativar a enzima GC, aumentando os niveis intracelulares
de cGMP, o que resulta no relaxamento das células musculares lisas vasculares. Além
disso, o NO desempenha fungdes anti-inflamatdrias e antitrombdticas, sendo um dos
principais mediadores da homeostase cardiovascular. A principal caracteristica da
disfuncao endotelial é a redugao da biodisponibilidade de NO, a qual ocorre devido ao
aumento do estresse oxidativo e da produgdo de ROS, que degradam o NO,
resultando em um estado de vasoconstricao persistente (Gimbrone; Garcia-Cardena,
2016).

Essa molécula inorganica endogenamente produzida, tem um papel
essencial como mediador de processos fisiologicos e patologicos (Lopes et al., 2021).

Sua sintese ocorre a partir da oxidagdo do aminoacido L-arginina em L-citrulina,
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catalisada por um grupo especifico de enzimas denominadas 6xido nitrico sintases
(Carlstrom, 2021). Essa molécula atua em multiplas fungdes bioldgicas, influenciando
mecanismos como a agregacao plaquetaria, a vasodilatagdo do musculo liso vascular,
a neurotransmissdo, além de participar de respostas inflamatorias e processos
relacionados a carcinogénese (Gouveia-Junior et al., 2023).

O NO desempenha uma funcao protetora fundamental ao inibir a ativacéo
e adesdao de plaquetas e neutréfilos, além de atenuar os danos teciduais decorrentes
de eventos como isquemia-reperfusdo e insuficiéncia cardiaca. Seus efeitos
biolégicos sdo mediados principalmente por duas vias: a ativacdo da guanilato ciclase
soluvel (GCs), que resulta no aumento dos niveis intracelulares de cGMP e na
subsequente ativacdo da proteina quinase G (PKG), e a modificacdo pos-traducional
de proteinas por meio da S-nitrosilacdo, mecanismo que regula diversas funcgfes
celulares de forma independente da via classica do cGMP. (Dubois-Deruy, 2020).

E importante ressaltar que os niveis de ROS s3o mantidos em equilibrio
por um elaborado sistema antioxidante. As enzimas antioxidantes incluem: catalase,
SOD (superdxido dismutase) e GSH (glutationa). A superprodugédo de ROS pode
ocorrer se o equilibrio for deslocado para a geragdao de ROS e quando o sistema
enzimatico antioxidante ndo consegue neutralizar o ROS gerados excessivamente
(Shaito et al, 2022).

A sinalizacdo mediada pelo NO é fundamental para a salde metabdlica e
vascular, incluindo a manutencdo da funcdo normal das CEs. Considerado um
importante vasodilatador produzido pelas CEs, desempenha um papel crucial na
regulacdo do tdnus vascular e oferece beneficios adicionais, atuando como agente
anti-inflamatorio, antioxidante e antitrombotico (Shaito et al, 2022).

O NO desempenha forte acdo vasodilatadora ao estimular a guanilato nas
CMLV, processo que eleva a formacdo de cGMP e desencadeia a ativacado de
proteinas quinases dependentes desse nucleotideo, como a PKG. A PKG promove a
desfosforilagdo da miosina e o relaxamento muscular (Masenga et al., 2023).

Por ser altamente reativo e difundir-se livremente através da membrana,
desempenha papel em diversos processos biolégicos, como no tdénus vascular,
pressao arterial e mecanismos oxidativos. Considerado uma importante molécula
sinalizadora pela sua capacidade de reagir com oxigénio, superdxido e proteinas
(Infante; Costa; Napoli, 2021). Sendo ainda um dos fatores relaxantes, derivados do

endotélio, produzido por uma reacao catalisada pela enzima Oxido nitrico sintese
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(NOS) e tendo importante funcdo tanto na protecdo quanto na iniciacdo de DCVs
(Farah; Michel; Balligand, 2018; Krol; Kepinska, 2020) (Figura 2).

Figura 2- Sinalizagdo de NO em tecido cardio vascular.
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Nas paredes dos vasos sanguineos, o 6xido nitrico (NO), sintetizado pela 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS) nas células endoteliais, exerce fungdes cruciais, como a indugéo do relaxamento das células
musculares lisas vasculares (VSMCs), a mediagdo da angiogénese e a inibigao da proliferagédo celular.
Ao se difundir para o lumen vascular, o NO também atua na inibicdo da agregagéo plaquetaria e na
prevencao da formagdo de trombos. Em situagbes de hipdxia, a vasodilatagdo mediada por NO é
favorecida por mecanismos alternativos, como a S-nitrosilagdo da hemoglobina ou a redugao de nitritos
(NO,") pela desoxi-hemoglobina. A biodisponibilidade e a difusdo do NO nas VSMCs sao reguladas por
proteinas especificas, como a hemoglobina-a (Hb-a) na jungdo mioendotelial e a citoglobina (CYGB)
nas proprias células musculares. Além da eNOS, a nNOS (6xido nitrico sintase neuronal), expressa
nas VSMCs, também participa da modulagédo do tdnus vascular. No miocardio, o NO sintetizado por
eNOS e nNOS atua de forma autécrina e paracrina, influenciando a contratilidade cardiaca ao modular

0 acoplamento excitagao-contragao, especialmente em resposta ao estiramento celular e a ativagéao
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B1-adrenérgica, além de atuar na regulagéo da fungdo mitocondrial. Nos nervos cardiacos, a nNOS,
juntamente com a eNOS presente em sinapses poés-ganglionares, contribui para o equilibrio
autondmico ao favorecer a atividade vagal, promovendo a reducao da frequéncia cardiaca por meio da
modulagao entre os sistemas nervosos simpatico e parassimpatico. Fonte: Adaptado de Farah; Michel;
Balligand (2018).

Sua sintese se da a partir da L-arginina, por trés isoformas da NOS, a 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS), oxido nitrico sintase indizivel (INOS) e a 6xido nitrico
sintase neuronal (NNOS), as quais desempenham fun¢des distintas (Rang et al., 2016;
Farah; Michel; Balligand, 2018; Infante; Costa; Napoli, 2021). As isoformas nNOS e
eNOS sdo expressas constitutivamente no coragdo, mais particularmente em células
musculares estriadas e endoteliais, e possuem atividade dependente de célcio. Ja a
isoforma INOS tem atividade independente de célcio. Ela ndo é expressa
constitutivamente no coracdo saudavel, mas é expressa em condi¢cdes patologicas
como inflamacéo (Penha, 2018; Dubois-Deruy, 2020).

A enzima eNOS é a principal responsavel pela producao de NO na
vasculatura. O NO gerado pela eNOS se difunde para as VSMCs préoximas, onde ativa
GCs. Essa ativacao promove a conversado de GTP (trifosfato de guanosina) em cGMP.
Como segundo mensageiro, o cGMP regula diversos efetores a jusante nas VSMCs,
incluindo fosfodiesterases sensiveis ao cGMP e proteinas quinases dependentes de
cGMP, também conhecidas como PKG (Shaito et al, 2022). A eNOS tem a funcao
modulada por diferentes receptores, como os muscarinicos e B-adrenérgicos. A
sinalizacdo do NO nos cardiomiécitos esta envolvida na regulacdo de diversos
processos, como concentragcdes de ca* intracelular, funcdo dos miofilamentos,
sinalizacao do receptor B-adrenérgico e funcdo mitocondrial (Barnes; Brisbois, 2020).
Foi demonstrado que o NO exerce influéncia direta sobre os miofilamentos por meio
de um mecanismo dependente de cGMP, o qual envolve a fosforilagido da troponina I,
processo mediado pela ativacdo da PKG (Infante; Costa; Napoli, 2021).

Sua fung@o no sistema cardio vascular (SCV) pode ser realizado por duas
vias: uma via indireta que proporciona a ativacdo da GCs, a sintese de cGMP e
consequente ativagdo da PKG; Direta - via de sinalizacdo celular que consiste na
modulacdo da funcdo proteica por meio de S-nitrosacao/N-nitrosacdo, S-
glutationilagcéo e nitracéo (Infante; Costa; Napoli, 2021; Ladak, 2022).
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NO esta envolvida diversas condicdes cardio vasculares podendo ser
devida a uma diminuicdo da sua producao ou biodisponibilidade. A reducdo dos niveis
de NO pode ser causada por diferentes fenbmenos, incluindo comprometimento dos
receptores da membrana endotelial que medeiam sua liberagdo (Infante; Costa,
Napoli, 2021; Kotlyarov, 2022). Diversas terapias foram desenvolvidas a fim de
restaurar a disponibilidade fisiologica de NO, por meio da restauracédo da producéo e
biodisponibilidade deste, podendo entdo serem aplicadas especificamente para as
DCVs (Farah; Michel; Balligand, 2018).

A deficiéncia de NO é considerada uma das principais causas da disfuncao
endotelial, impactando negativamente a regulagdo do vasorrelaxamento, ou seja, a
capacidade de reduzir o tbnus dos vasos sanguineos. Essa disfungao contribui para
a patogénese de diversas doengas, incluindo aterosclerose, hipertenséo, diabetes e

hipercolesterolemia (Krol; Kepinska, 2020).

1.5.Vias de sinalizagao

As vias de sinalizacdo que envolvem o NO, como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e as prostaglandinas, exercem papel fundamental na
regulacao da fungéo vascular. Dentre essas, a via NO-cGMP destaca-se como uma
das mais amplamente estudadas, por sua atuacao central na inducéo do relaxamento
da musculatura lisa e na prevenc¢ao de processos aterogénicos. Ademais, outras vias
de sinalizacdo, como aquelas dependentes de calcio intracelular e mediadas por
proteinas G, também desempenham fung¢des essenciais no controle do ténus
vascular, contribuindo diretamente para a preservacdo da homeostase vascular
(Zhou, 2021).

No sistema cardiovascular, essas vias exercem fungdes essenciais na
manutencdo da homeostase vascular e na resposta a estimulos bioquimicos e
mecanicos diversos. Dentre essas vias, a mediada pelo NO e cGMP é uma das mais
amplamente investigadas. Apds sua sintese pelas CEs, o NO difunde-se para as
células musculares lisas, onde ativa a GCs, promovendo o aumento dos niveis de
cGMP. Esse segundo mensageiro induz a fosforilagdo de proteinas-alvo envolvidas
no relaxamento da musculatura lisa vascular, resultando em vasodilatagao (Farah;
Michel; Balligand, 2018).
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Diversas cinases estdo diretamente envolvidas nos mecanismos de
sinalizacao redox, exercendo fungdes regulatdrias cruciais em processos celulares
cardiovasculares. O peréxido de hidrogénio (H,0,), por exemplo, é capaz de ativar a
cinase Il dependente de Ca2?*/calmodulina (CaMKIll), favorecendo o acoplamento
excitacdo-contracdo. Além disso, pode induzir a ativacdo da proteina cinase ativada
por mitbgeno p38 (p38 MAPK) e das cinases N-terminais c-Jun (JNKs), contribuindo
para a inibicdo da sinalizacdo da insulina. A proteina cinase A (PKA), dependente de
cAMP, também pode ser modulada por mecanismos redox, sendo ativada por meio
da oxidagao de sua subunidade reguladora R1a. Apos esse evento, a PKA transloca-
se do citosol para a membrana celular, onde exerce papel fundamental na regulacéo
do acoplamento excitacdo-contracdo no miocardio e na promoc¢ao da vasodilatacdo
no leito vascular (Dubois-Deruy, 2020).

A fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e a Akt — uma proteina quinase capaz
de fosforilar a NOS e aumentar sua sensibilidade ao complexo Ca2*-Calmodulina —
atuam como reguladores essenciais no processo de ativacdo da enzima NOS. A
ativacao da via PI3K/Akt nas células endoteliais promove a fosforilacdo da NOSe,
levando ao aumento de sua atividade e, consequentemente, a producdo de 6xido
nitrico (Wang et al., 2010).

Quanto aos canais de potassio, estes exercem papel essencial na
regulacdo do potencial de membrana. Quando se abrem, promovem o efluxo de K*
para o0 meio extracelular, o que leva a hiperpolarizacdo da membrana das células
musculares lisas e favorece o desencadeamento do relaxamento vascular (Rocha,
2025).

Essas vias envolvidas na regulagao da fungéo cardiovascular interagem de
forma integrada e complexa, de modo que disfungdes em qualquer um desses
mecanismos pode contribuir para a génese e progressao de DCVs, como hipertensao
arterial, aterosclerose e insuficiéncia cardiaca. A elucidacdo desses processos tem
permitido a identificacdo de novos alvos terapéuticos promissores, incluindo inibidores
da fosfodiesterase, que promovem o aumento dos niveis de cGMP, e moduladores de
canais de calcio, ambos com potencial para restaurar a homeostase vascular e

melhorar os desfechos clinicos em pacientes com DCVs (Chakraborty, 2024).
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1.6. Metalofarmacos

Os ions metalicos exercem fungdes essenciais em diversos processos
bioldgicos, participando da estrutura e regulagao de sistemas enzimaticos, sinalizagéao
celular e homeostase redox. A area do conhecimento que estuda a aplicagdo da
quimica inorganica no diagnostico e tratamento de doengas é conhecida como
quimica inorganica medicinal.

Até 1977, a presenga de NO produzido endogenamente ainda ndo havia
sido reconhecida. Naquele ano, o grupo de Ferid Murad demonstrou que o NO
proveniente de fontes exdgenas, como a nitroglicerina e o nitroprussiato de soédio
(NPS), era capaz de ativar a guanilato ciclase soluvel (sGC), desencadeando
vasorrelaxamento (Arnold et al., 1977). Somente em 1980 o papel do NO enddgeno
comegou a ser elucidado, quando Robert Furchgott e John Zawadzki, ao observarem
um resultado inesperado, constataram que a acetilcolina induzia relaxamento
exclusivamente em vasos com endotélio preservado, revelando assim a participagao
de um fator derivado do endotélio (Furchgott; Zawadzki, 1980; Silveira, 2019).

O NPS é um vasodilatador amplamente utilizado na pratica clinica devido
a sua acgao rapida e eficaz tanto em leitos arteriais quanto venosos. Trata-se de um
complexo metélico cujo principal ligante ativo € o grupo nitrosil (NO*), responsavel por
promover vasodilatagao por meio da liberagao de 6xido nitrico (Rios, 2022). Seu efeito
hemodinamico inclui a redugéo da pos-carga, diminuicdo da pressao arterial sistémica
e consequente aumento do débito cardiaco. Apesar de sua eficacia, o NPS apresenta
limitagdes importantes relacionadas ao perfil de seguranga, destacando-se entre os
efeitos adversos a potencial toxicidade por cianeto, hipotensdo acentuada e outras
reagdes indesejadas que exigem monitoramento rigoroso durante sua administragéao
(Soares, 2024). Uma das vantagens dos complexos de ruténio em comparacao ao
SNP ¢é que sua liberacdo de NO néao gera subprodutos altamente téxicos, como ocorre
com o SNP, cuja reagao resulta na formagao de cianeto.

Os complexos metalicos apresentam uma ampla diversidade estrutural,
determinada pelos diferentes ligante. Essa versatilidade estrutural esta diretamente
relacionada a variedade de bioatividades que tais compostos podem exercer em
sistemas biologicos. Além disso, os ions metalicos conferem aos complexos
propriedades especificas e com a capacidade de substituicdo de ligantes, fatores que

ampliam sua relevancia farmacolégica (Oliveira, 2024). Nesse contexto, os
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nitrocomplexos e nitrosilocomplexos a base de ruténio vém sendo amplamente
investigados por seu potencial terapéutico, especialmente em doengas
cardiovasculares, com destaque para sua capacidade controlada de liberagao de NO,

podendo ser utilizados em caso de deficiéncia na producédo enddégena de NO.

1.6.1. Complexos de ruténio

Os complexos de ruténio apresentam centros metalicos de RU, um metal
de transi¢ao o qual pode ser encontrado principalmente nos estados de oxidagao +2
(Ru Il) e +3 (Ru lll), apresentando comportamento quimico versatil que Ihe permite
formar diversos ions complexos. Essa capacidade estrutural, aliada a sua estabilidade
redox, torna o ruténio um candidato promissor na sintese de compostos com potencial
farmacoldgico, incluindo sua aplicagdo como doador de NO em sistemas bioldgicos
(Silva, 2021).

Estes complexos destacam-se entre os complexos metalicos por sua
elevada afinidade com o NO, atribuida a sua estrutura eletronica e a capacidade de
formar associagdes estaveis com diferentes ligantes. O NO pode coordenar-se ao
ruténio por meio do atomo de nitrogénio ou oxigénio, originando espécies do tipo
nitrosil, cuja configuragéo varia conforme o ambiente quimico. Os nitrosilocomplexos
e o0s nitrocomplexos de ruténio tém sido amplamente estudados como potenciais
metalofarmacos, com destaque para aplicagbes clinicas em doencas
cardiovasculares, dada sua capacidade de atuar como doadores controlados de NO
(Tomazini, 2019).

A incorporacao de grupos NO ou NO, teve como finalidade desenvolver
compostos capazes de atuar como repositores de Oxido nitrico. Assim como os
nitrovasodilatadores, essas substancias liberam NO em taxas controladas nos tecidos,
visando compensar a sua deficiéncia, que ocorre quando o metabolismo do NO é
alterado em certas condigdes fisiopatoldgicas (Silveira,2019).

Ja existem alguns complexos de ruténio em fase de estudo avangado e
resultados promissores, como NAMI-A e KP1019. NAMI-A foi um dos primeiros
compostos de ruténio a entrar em ensaios clinicos, sendo avaliado em estudos de
fase | e Il e inicialmente investigado pelo seu potencial antimetastatico, com
capacidade de inibir a mobilidade de células tumorais em modelos pré-clinicos,

embora tenha apresentado limitagdes de eficacia em combinagdo com agentes
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quimioterapicos tradicionais e ndo tenha avancgado até a aprovacgao terapéutica final.
Por sua vez, o complexo KP1019 prosseguiram em ensaios clinicos de fase |,
demonstrando atividade em tumores solidos, incluindo carcinomas colorretais e outros
tumores resistentes a tratamentos convencionais, com perfil de toxicidade limitado
observado nos estudos iniciais.

Diversos estudos realizados nos ultimos anos no laboratério de pesquisa
Farmacologia de Venenos, Toxinas e Lectinas (LAFAVET), demonstram o potencial
vasodilatador destes metalocomplexos. O FORO0903 [Ru(phen)2(Bzim)NO](PFe)s
demonstrou atividade vasodilatadora, com principal via de mecanismo através da
estimulacédo da GCs e por doagao de NO, independente do endotélio (Simonato, 2025).
O complexo FORO777G cis-[Ru(NO2)(bpy)2(4-phpy)](PFs), exibiu propriedades
vasorrelaxantes em anéis de aorta (Soares, 2024). O cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]*
(FORO011A) e cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)J]** (FOR811A), possuem agéo vasodilatadora
agindo sobre as vias do NO-GCs-cGMP (Silveira, 2019). O cis- [Ru(bpy)2(ETU)(NO)]**
(FOR811B), foi identificado com efeito vasodilatador em artéria aorta rato (Holanda,
2019). Os compostos cis-[Ru(NO)(bpy)2(2MIM)3* (Ru3) e cis-[Ru(NO)(bpy)2(ETU)]**
(Rub), também apresentaram vasodilatagcdo em anéis de aorta de ratos (Gouveia
Junior et al., 2023).

Diante destes resultados, os metalocomplexos selecionados para esse
estudo FOR703 (cis-[Ru(bpy)2(Bzim)NO2] (PFs)) e FOR777A (cis-[Ru(NO2)(bpy)2(4-
pybz)] (PFe)) possuem um anel benzimidazolico em comum, esta estrutura permite
que o Nitro (NOz), fonte de NO ligada a eles, fique mais propicio a liberagéo,
mostrando ser uma caracteristica inovadora que deve ser investigada quanto as suas

acoes.
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2. JUSTIFICATIVA

A disfuncdo endotelial, comumente relacionada a doencas
cardiovasculares (DCVs), € atribuida, em grande parte, a distirbios na via sinalizadora
NO-guanilato ciclase soluvel-GMP ciclico (NO-GCs-cGMP), embora sua etiologia
seja reconhecidamente multifatorial (Silveira, 2019). Apesar do nimero limitado de
compostos que atuam diretamente sobre essa via, os doadores de 6xido nitrico (NO)
permanecem como foco central de investigacdo farmacoldgica e aplicacdo clinica
(Soares, 2024).

Nesse contexto, os complexos de ruténio contendo NO (RuNO) tém
despertado interesse por apresentarem maior estabilidade em meio fisiologico,
liberacdo controlada de NO e menor toxicidade quando comparados aos doadores
convencionais, além de reduzirem a formacgéo de espécies reativas potencialmente
deletérias ao endotélio, como o peroxinitrito (ONOQ~), resultante da reacao entre NO
e anions superéxido. Ademais, a busca por agentes vasorrelaxantes que atuem
diretamente sobre a musculatura lisa vascular ou sobre a guanilato ciclase soluvel, de
forma independente da integridade endotelial, representa uma estratégia terapéutica
relevante (Braz, 2022; Manigat, 2023).

Diante desse cenario, torna-se pertinente investigar os efeitos vasculares,
em anéis de aorta, dos nitrocomplexos de ruténio contendo anel benzimidazalico, cis-
Ru(bpy).(Bzim)NO, (FOR703) e cis-Ru(NO,)(bpy).(4-pybz) (FOR777A), visando a
caracterizacdo de seus mecanismos de acdo e a identificacdo de potenciais
alternativas terapéuticas para doencgas associadas a via NO-GCs—cGMP (Soares,
2024).
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3. OBJETIVO

3.1.Objetivo geral

Estudar as agdes vasculares dos nitrocomplexos a base de ruténio
contendo derivados benzimidazodlicos FOR703 e FOR777A para caracterizar os
efeitos farmacoldgicos e mecanismo de agéo destas moléculas em modelo ex vivo de

anéis de aorta e in silico por docking molecular.

3.2.Objetivos especificos

e Verificar o potencial vasodilatador dos nitrocomplexos de ruténio FOR703 e
FOR777A em preparacdes isoladas da aorta de ratos;

e Explorar o papel do endotélio no efeito vasorrelaxante dos nitrocomplexos de
ruténio FOR703 e FOR777A em preparacdes isoladas da aorta de ratos;

e Avaliar o envolvimento das vias relacionadas a NO/GCs, IP3K/Akt e canais de
K* no mecanismo de acdo da vasodilatacdo induzida pelos complexos de
ruténio FOR703 e FOR777A,

e Investigar potenciais alvos celulares dos nitrocomplexos FOR703 e FOR777A
por meio de andlises in silico utilizando abordagens de docking molecular.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Sintese dos nitrocomplexos de ruténio

O composto cis-[Ru(bpy)2(Bzim)NO2] (PFs) FOR703 foi obtido por reagéo:
em um baldo de 100 mL, adicionou-se 0,353 mmol (200 mg) do composto cis-
[RuCl(bzim)(bpy)2](PFe) em 30 mL de solugédo hidro-etandlica a 50%, a temperatura
de 25 °C, mantendo o sistema sob agitagdo magnética por 15 minutos. Em seguida,
adicionou-se 0,529 mmol (35 mg) do reagente NaNO, a solugéo hidro-etandlica. O
sistema foi mantido a 100 °C com agitagdo magnética por mais 4 horas. Apos esse
periodo, a mistura reacional foi concentrada sob pressao reduzida, em um evaporador
rotativo. Adicionou-se 1 mL de solugdo aquosa saturada de hexafluorfosfato de
amoénio ao concentrado obtido na etapa anterior. A solucdo foi mantida sob
refrigeracao (-20 °C) por 12 horas para a precipitagdo do produto. O sélido formado
foi filtrado em um funil e armazenado em um dessecador, sob pressao reduzida. A
reagéo apresentou um rendimento de 59%. (Manigat, 2023).

O composto cis-[Ru(NO2)(bpy)2(4-pybz)](PFs)FOR777A foi obtido por
reagdo em um baldo de 100 mL, 50.00 mg (0,2 mol) do complexo cis-[RuCl(bpy)2(4-
phpy)]PFs e 20,73 mg (0,3mol) de NaNO: foram solubilizados em 25 mL de solucéo
hidroetandlica a 50% em um baldo de fundo redondo. O sistema reacional foi
submetido ao aquecimento em banho de glicerina e mantido sob refluxo e agitacéo
durante 6 horas. ApOs esse periodo, a solucéo foi levada ao evaporador rotativo até
secar e foi adicionado 5 mL de etanol, uma solucéo saturada de NH4PFs e éter etilico
e um precipitado de coloracéo alaranjada foi observado. O precipitado foi coletado por
filtracdo em funil de placa porosa, lavado com éter etilico e estocado sob pressao
reduzida. A reacgao apresentou um rendimento de 91,9 %. (Manigat, 2023).

Estes compostos foram sintetizados no Laboratério de Bioinorganica
(LABIO) do Departamento de Quimica Organica e Inorganica (DQOI) da Universidade
Federal do Ceara (UFC).

A forma estrutural quimica dos compostos cis-[Ru(bpy)2(Bzim)NO2](PFs),
codificado como FOR703 e cis-[Ru(NOz2)(bpy)2(4-pybz)](PFs) codificado como

FOR777A , sao representados na Figura 3 A e B, respectivamente.
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Figura 3— Estrutura quimica dos compostos FOR703 e FOR777A.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.Docking molecular

As estruturas dos nitrocompostos FOR703 e FOR777A foram obtidas por
meio de estruturas tridimensionais construidas no software Avogadro 1.1.2 (Hanwell
et al., 2012) e, posteriormente, passaram por otimizagado geométrica empregando-se
o método da Teoria Funcional da Densidade (DFT) com funcional de correlagao B3LYP
e base 6-31G(d) presentes no software GAMESS (Barca et al., 2020). A proteina da
guanilato ciclase soltvel (PDB = 6JT2) e Oxido Nitrico Sintase endotelial (PDB =
3NOS) foram obtidas no Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/).

Os sitios de acoplamento foram definidos a partir da posi¢cdo do ligante
nativo presente nas estruturas da macromolécula depositadas no PDB. Para as
simulagbes de docagem molecular, empregou-se o AutoDock Tools (ADT) na
preparagao tanto dos ligantes quanto dos alvos (Morris et al., 2009), enquanto os
calculos foram conduzidos no AutoDock 4.2 (Trott; Olson, 2010). A selecao dos modos
de interacdo considerou os valores de afinidade e o padrdo de contatos com os
residuos envolvidos no sitio de ligagc&o. A analise visual dos complexos formados foi
realizada no ADT e no Discovery Studio v4.5 (Biovia, 2020) e UCSF Chimera X
(Pettersen et al., 2021).


https://www.rcsb.org/
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4.3. Animais experimentais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, com 8 a 10
semanas de idade e massa corporal variando de 250 a 300 g, provenientes do Biotério
Setorial do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade
Federal do Ceara (NPDM-UFC). Os animais permaneceram em condi¢coes
padronizadas, recebendo racao especifica e agua ad libitum, e foram mantidos em
ambiente com temperatura controlada (22 £ 2 °C), ventilagdo adequada, umidade
regulada e ciclo claro/escuro de 12/12 h.

O projeto de pesquisa foi submetido previamente a Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara, e encontra-se atualmente
aprovado sob os protocolos: 46051222-0 (FOR777A) e protocolo 53060323-0
(FOR703). Os procedimentos envolvendo animais seguiram as diretrizes
estabelecidas no Guia para Cuidado e Utilizacdo de Animais de Laboratério, elaborado
pelo Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos da América (NIH, publicagdes
85-23, revisado em 1996), bem como as normas brasileiras atualmente vigentes para

experimentacao animal.

4.4.Solugdes e Farmacos utilizados

Os metalocompostos FOR703 e FOR777A foram solubilizados em uma
solucédo de agua destilada (99%) e dimetilsulfoxido (DMSO) (1%) para formacéo de
uma solugédo mae a qual foi utilizada em todos os ensaios.

O meio utilizado foi a solugdo de Krebs-Henseleit modificada (KREBS; pH
7,4) com a seguinte composi¢do (mmol/L): NaCl: 118,0; KCI: 4,7; KH2POa4: 1,2;
MgS04.7H20: 1,2; NaHCOs3: 25,0; CaClz: 2,5 e Glicose: 11,1 (Khanna et al., 2011).

As demais substancias empregadas nesta pesquisa foram: fenilefrina
(PHE), acetilcolina (ACh), cloreto de potassio (KCL), Nw-Nitro-L-arginina metil-éster
(L-NAME), hidroxocobalamina (HCOB), L-cisteina (L-CIS), 1H- [1,2,4]oxadiazolo[4,3-
aJquinoxalin-1-ona (ODQ), tetraetilamoénio (TEA), glibenclamida (GLIB), 4-
aminopiridina (4-AP), wortmannina (WORT) e cloreto de bario (BaCl,), todos foram
adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA) e possuem com grau de pureza
analitica. As substancias foram inicialmente preparadas como solucdes-estoque,
armazenadas a —20 °C por um periodo maximo de sete dias, e posteriormente diluidas

em solucdo de Krebs até atingir a concentracéo final utilizada na camara de banho
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(Rameshrad et al., 2016). As acBes das substancias utilizadas estdo descritas na

Quadro 01.

Quadro 1- Substancias utilizadas no protocolo e suas agdes

Acetilcolina
Fenilefrina

Cloreto de potassio
Hidroxocobalamina
L-NAME

L-Cisteina

oDQ

Wortmannina
4-Aminopiridina
TEA

Glibenclamida
BaCl:

Agonista colinérgico

Agonista a1-adrenérgico

Contragao (60 mmol/L)

Sequestrador de NO radicalar (NO®)
Inibidor ndo-seletivo da enzima NOS
Sequestrador seletivo de ions nitroxil (NO")
Inibidor da enzima GCs

Inibidor da enzima IP3K

Inibidor seletivo de canais KV

Inibidor ndo-seletivo dos canais de potassio
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4.5 Ensaio da reatividade vascular

45.1 Retirada da aorta

Os animais foram inicialmente anestesiados com cetamina (80 mg/kg, i.p.)
e xilazina (10 mg/kg, i.p.) e, posteriormente, submetidos a eutanasia por
exsanguinagao antes do inicio dos experimentosApds a eutanasia, os animais foram
colocados em posigado supina, com os membros devidamente fixados, garantindo
acesso adequado as regides abdominal e toracica. Em seguida, realizou-se uma
incisdo na regidao abdominal imediatamente inferior ao diafragma, possibilitando a
abertura da cavidade toracica. Apos a secgdo do diafragma e a exposi¢cao das
estruturas toracicas, a por¢ao superior da aorta foi cuidadosamente pingada e,
posteriormente, a artéria foi seccionada ao longo de toda a sua extensao com o auxilio
de tesoura. O segmento aodrtico removido foi imediatamente transferido para uma
placa de Petri contendo solucdo de Krebs-Henseleit Modificada (KREBS)
(Composicao (mM): NaCl 118, KCI 4,7, MgS0O4 1,2, CaCl2 2,5, KH2PO4 1,2, NaHCO3
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25, glicose 5,5; pH ajustado em 7,4) para a realizagao de limpeza do tecido sem que

ocorra lesao tecidual (Silva, 2023; Holanda, 2019).

4.5.2 Montagem em sistema de banho de 6rgéos

Apds a dissecacdo, o segmento arterial foi dividido em 3 anéis de
aproximadamente 5 mm de comprimento, sendo descartadas as por¢des terminais do
vaso. Cada anel foi entdo montado em suportes formados por pecas triangulares
confeccionadas com fio de aco de 0,3 mm de diametro, as quais foram fixadas a um
gancho metalico por meio de um fio de algodéo nao elastico (Pereira et al., 2017).

Apds a montagem no sistema de banho de 6rgao isolado (Figura 4), os
anéis foram alocados e fixados por uma das extremidades a uma haste metalica,
enquanto a outra foi conectada ao sensor por meio do gancho preso ao fio. Em
seguida, o conjunto foi colocado em cubas de 10 mL contendo solu¢cdo KREBS, as
guais permaneceram continuamente aeradas com uma mistura carbogénica formada
por (95% de oxigénio (O2) e 5% de didxido de carbono (CO2) e mantidas a 37 °C
(Rodrigues et al., 2015) (Figura 5).
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Figura 4— Sistema de banho de 6rgao isolado
— :

Fonte: Adaptado de Simonato, 2025.

Figura 5— Montagem na cubeta do banho de 6rgaos

Fonte: Elaborado pela autora.

A tensdo gerada pelos anéis foi registrada por meio de um transdutor de
forca (Force Transducer, MLT0201, ADInstruments, Spain). O sinal obtido foi
amplificado (Quad Bridge Amp, ML224, ADInstruments, Australia) e encaminhado a
um conversor analdgico-digital (Power Lab, ML8661P, 4130, ADInstruments, Australia),

permitindo sua aquisigao e acompanhamento temporal em computador por meio do
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software especifico de registro e processamento de dados (LabChart® 8.0 for
Windows, ADInstruments, Australia) (Silveira, 2019).

4.5.3 Protocolo de estabilidade e viabilidade de anéis de aorta

ApGs a montagem foi iniciado o periodo de estabilizagdo do tecido durante
60 min, onde a solugéo de Krebs-Henseleit presente nas cubas fora renovada a cada
15 min e a tensao basal aplicada nos fragmentos de aorta foi ajustada periodicamente
para 10 mN (1 g). Passado o periodo de estabilizacdo, um teste de viabilidade foi
realizado, para confirmar a funcionalidade endotelial (Khanna et al., 2011).

Para o teste de viabilidade os anéis de aorta foram contraidos com cloreto
de potassio KCI (60 mmol/L), a fim de tornar o meio hipertbnico, sendo necessario
uma contragdo de 70% do valor basal para viabilizar o anel (Chen et al., 2009). Em
seguida foi realizado lavagens dos anéis com a solu¢cdo de KREBS por quatro
vezes,para 0 retorno da tensdo basal, posteriormente foi realizado uma nova
contracdo dos anéis de aorta, desta vez com fenilefrina (PHE 1 umol/L) e apés
estabelecer um platd, foi adicionado acetilcolina (ACh 10 uymol/L). A viabilidade dos
anéis de aorta foi avaliada pela determinagéo da resposta de relaxamento mediante a
adicdo de ACh, onde eram considerados com endotélio intacto e viaveis as
preparacdes que tiveram um relaxamento induzido por acetilcolina maior ou igual a

80% do valor da contragao (Bonaventura et al., 2011) (Figura 6).

Figura 6— Esquema do teste de viabilidade

ACh
10 pmol/L
L KCL PHE
Establllz.agao 60 mmol/L 1 umol/L
60 min
1 [
4 lavagens 4 lavagens 4 lavagens
KREBS KREBS KREBS

KREBS, Solugcédo de Krebs-Henseleit Modificada; KCI, Cloreto de Potassio; PHE, Fenilefrina; ACh,

Acetilcolina. Fonte: Elaborada pela autora.
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4.5.4 Avaliagdo do potencial vasorrelaxante

Para caracterizar o potencial vasorrelaxante dos complexos de ruténio em
anéis aodrticos, foram construidas curvas concentragdo—efeito (CCE). Para isso,
preparagdes com endotélio integro previamente contraidas por dois agentes, foram
expostas a concentragdes cumulativas dos complexos (0,01 a 30 ymol/L), adicionadas
gradualmente ao banho e mantidas por 15 minutos.

Nesses experimentos, foram empregadas diferentes preparagdes de aorta
de rato (n = 6, N = 2, cada), as quais foram submetidas a estimulacdo com fenilefrina
(PHE,1 umol/L), a fim de produzir uma contrag&o sustentada por meio do acoplamento
farmacomecanico, ou com Cloreto de Potassio (KCI, 60 mmol/L), que promove uma

contragdo mantida decorrente do acoplamento eletromecanico. (Figura 7).

Figura 7- Esquema da avaliagao do potencial vasorrelaxante

ACh
10 umol/L FOR 703
PHE 1 pumol/L / ou FOR 777A
ou ou DMSO

KCL 60 mmol/|
Estabilizacao 60

60 min

4 lavagens 4 lavagens 4 lavagens
KREBS KREBS KREBS

KREBS, Solucdo de Krebs-Henseleit Modificada; KCI, Cloreto de Potassio; PHE, Fenilefrina; ACh,
Acetilcolina; FOR 703 e FOR 777A, Complexos de ruténio; DMSO, Controle. Fonte: Elaborada pela

autora.

4.5.5 Analise da participagédo do endotélio

Para observar o efeito endotélio-dependente dos complexos de ruténio, a
obtencao das curvas concentragcdo—efeito (CCE) ocorreu por meio da exposi¢céo dos

anéis aodrticos com endotélio desnudo apds indugdo contratil por dois agentes,
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receberam concentragbes cumulativas dos complexos avaliados (3,16 x 108 M).
Nestes experimentos, foram utilizadas diferentes preparagdes de aorta de rato pré-
contraidas com fenilefrina (PHE, 1 pmol/L) (n = 6) ou com cloreto de potassio (KCI, 60
mmol/L) (n = 6).

Em alguns protocolos realizou-se a remogdo mecénica do endotélio dos
anéis de aorta através da rolagem de um dos clipes na luz do vaso. Nestes protocolos
foi considerada desprovida de endotélio as preparacdes que apos a adi¢cdo da ACh o
relaxamento foi inferior a 10%.

Apés confirmada a remocdo do endotélio, as preparacdes foram
submetidas ao protocolo experimental padrdo, iniciando-se pela inducdo de uma
contragao sustentada com PHE (1 pmol/L) ou KCI (60 mmol/L). Em seguida,
procedeu-se a aplicacdo do protocolo envolvendo os nitrocomplexos. (Chen et al.,
2009) (Figura 8).

Figura 8- Esquema da participagcédo do endotélio

ACh
10 pmol/L
\ FOR 703
PHE 1 ou
umol/L FOR 777A
KCL PHE
Estabilizacdo g9 mmol /L 1 umol/L KCL 60 mmol/
60 min
— ) *
4 lavagens 4 lavagens 4 lavagens
KREBS KREBS KREBS

KREBS, Solugédo de Krebs-Henseleit Modificada; KCI, Cloreto de Potassio; PHE, Fenilefrina; ACh,
Acetilcolina; FOR 703 e FOR 777A, Complexos de ruténio. Fonte: Elaborada pela autora.

4.5.6 Analise do possivel mecanismo de agéo

Para a realizagdao desses experimentos, foram empregadas preparacoes
distintas de aorta de rato com endotélio integro (n = 6, N = 2). As amostras
permaneceram incubadas por 30 minutos na presencga de diferentes antagonistas e
bloqueadores farmacolégicos, incluindo L-NAME (inibidor ndo seletivo da NOS; 100
pMmol/L), wortmannina (inibidor de IP3K; 0,5 pmol/L), ODQ (inibidor da GCs; 10 umol/L),
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tetraetilaménio (bloqueador nado seletivo dos canais de K*; 10 mmol/L) e 4-
aminopiridina (bloqueador seletivo dos canais de potassio dependentes de voltagem,
KV; 1 mmol/L), glibenclamida (bloqueador seletivo de canais de potassio ATP sensivel
(KATP); 10 umol/L) (Rameshrad et al., 2016). Adicionalmente, em outras preparacgdes
experimentais, empregou-se a hidroxocobalamina (100 ymol/L) como sequestrador
de NO na forma radicalar (NO-), bem como a L-cisteina (3 mmol/L), utilizada para a
captura de espécies na forma de ions nitroxil (NO~) (Bonaventura et al., 2006; Pino;
Feelisch, 1994).

Posteriormente, as preparacbées mencionadas foram submetidas a
estimulagdo com PHE (1 pmol/L), sendo entdo obtidas as curvas de resposta em
fungéo da concentragcdo de FOR703 e FOR777A (0,01 a 30 umol/L) (Figura 9).

Figura 9- Esquema do mecanismo de agao dos bloqueios

ACh Bloqueadores FOR 703

KCL 10 pmql/L ou

60 mmoI/L PHE FOR 777A

1 pumol/L
Estabilizacao
60 min

1 )

4 lavagens 4 lavagens 4 lavagens

KREBS KREBS KREBS

KREBS, Solugcédo de Krebs-Henseleit Modificada; PHE, Fenilefrina; KCI, Cloreto de Potassio; ACh,
Acetilcolina; FOR 703 e FOR 777A, Complexos de ruténio. Fonte: Elaborada pela autora.
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4.6. Andlise estatistica

Os dados da resposta maxima (Ewax) foram apresentados como média *
erro padrdo da média (EPM). Os valores relacionados com a poténcia da substancia
(CEso) foram expressos associados com seus respectivos intervalos de confianga de
95% (IC95%). Na metodologia utilizada, 'n' mindsculo representa o numero de
fragmentos de aorta utilizados, enquanto 'N' maiusculo representa o niumero total de
animais.

As analises comparativas dos dois grupos experimentais foram efetuadas
por meio do teste t de Student para amostras independentes. Para analises que
envolveram trés ou mais tratamentos ou combinacdes de substancias, aplicou-se a
Andlise de Variancia de um fator (One-Way ANOVA), seguida do teste de Tukey para
comparagdes mdultiplas. Foram considerados significativos do ponto de vista
estatistico os resultados cuja probabilidade de erro tipo | foi inferior a 5% (p < 0,05).

O software GraphPad Prism® versdo 8.00 para Windows® (GraphPad
Software, La Jolla, California, USA, 2016) foi empregado para a realizagcdo das

analises estatisticas, bem como para a elaboracéo e apresentacéao dos graficos.
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5. RESULTADOS
5.1 Potencial vasorrelaxante dos nitrocomplexos de ruténio FOR703 e FOR777A

5.1.1 Anéis aoérticos pré-contraidos com PHE (1 umol/L)

Na etapa inicial, foram conduzidos experimentos comparativos envolvendo
0s metalocomplexos de ruténio FOR703, FOR777A e uma solucéo controle de DMSO
a 1%, com o intuito de avaliar a capacidade vasorrelaxante dos metalocomplexos e
garantir que a solugéo controle n&o interferia no processo de vasorrelaxamento. Nesta
etapa foi utilizado a PHE como agente contratil para verificar a atividade relaxante dos
metalocomplexos.

Os resultados experimentais mostraram que nas preparagdes de aorta pré-
contraidas com PHE (1 ymol/L), os metalocomplexo FOR703 (Emax = 114,80 + 1,16%)
e 777A (114,10 £ 4,08%) promoveram uma resposta vasorrelaxante significativamente
maior que o DMSO (Ewax = 22,86 + 2,65%), mas ndo demonstraram diferenca
significativa entre eles. Os valores de CEsp ndo apresentaram diferencas significativas
ao comparar o FOR703 (1,390 [1,031 - 1,872]) e DMSO (1,984 [0,427 - 8,783)), j&
guando comparamos o metalocomplexo 777A (0,148 [0,104 - 0,210]) observamos
aumento significativo da poténcia frente ao DMSO (1,984 [0,427 - 8,783]) e ao
FOR703 (1,390 [1,031 - 1,872]) (Grafico 1) (Tabela 1).

Grafico 1- Efeito dos complexos de ruténio FOR703 e FOR777A em anéis de aorta

com endotélio integro (E+) apos contragdo com PHE (1 pumol/L).
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Curvas concentracao-efeito do composto FOR703 e FOR777A em anéis de aorta pré-contraidas com
PHE (1 umol/L), em preparagdes com endotélio integro (E+), considerando os valores de # (Emax) € *

(CEso0) equivalente a p<0,0001. Denota a diferenga significativa dos valores de Ewax dos
metalocomplexos FOR703 (114,80 + 1,16 %) e 777A (114,10 + 4,08%) comparados com DMSO (22,86

+ 2,65%), e CEso com aumento significativo ao comparar 777A (0,148 [0,104 - 0,210]) com 703 (1,390
[1,031 - 1,872]) e com DMSO (1,984 [0,427 - 8,783]). Dados apresentados por média + E.P.M. (n = 6,
N = 2) e analise por teste One-Way ANOVA seguida por Tukey. Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 1- Parametros de Emax, CEso (IC95%) e pCEso dos complexos FOR703 e
FOR777A e do DMSO em aorta com endotélio integro pré-contraida por PHE (1

pumol/L).
Emax (%) CEso (UM) pCEso
Grupo : : .
(Média + EPM) (Média [ICoes]) (Média + EPM)
DMSO 22,86 + 2,65 1,984 [0,427 - 8,783] 5,70 £ 0,25
FOR 703 114,80 + 1,162 1,390 [1,031 - 1,872] 5,86 £ 0,07°
FOR 777A 114,10 + 4,082 0,148 [0,104 - 0,210] 6,83 + 0,082

adenota diferenca estatisticamente significante em relagdao ao grupo DMSO
(P<0,05). P denota diferenga em relagéo ao grupo 777A (P<0,05).

5.1.2 Anéis aorticos pré-contraidos com KCL (60 mmol/L)

Posteriormente foi utilizado um outro agente contratil, KCL, para verificar e
comparar a atividade relaxante dos metalocomplexos. Os resultados experimentais
mostraram que nas preparagdes de aorta pré-contraidas com KCI (60 mmol/L), ambos
metalocomplexos FOR 703 (87,51 = 1,39%) e FOR777A (85,47 = 3,60%)
demonstraram resposta vasodilatadora com Ewmax significativamente maior que o
DMSO (25,83 + 3,18%), mas néo houve diferenga significativa entre si. Os valores de
CEso ndo apresentaram significancia quando comparados os dois metalocomplexos
entre si, apenas quando estes foram comparados com DMSO (0,071 [0,005 - 0,481]),
(FOR703 = 3,944 [3,006 - 5,182]; FOR777A= 2,751 [1,688 - 4,500]). (Grafico 2)
(Tabela 2).

Grafico 2- Efeito dos complexos de ruténio FOR703 e FOR777A em anéis de aorta
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com endotélio integro (E+) apds contracdo com KCI (60 mmol/L).
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Curvas concentracao-efeito do composto FOR703 e FOR777A em anéis de aorta pré-contraidas com
KCI (60 mmol/L), em preparagdes com endotélio integro (E+), considerando os valores de # (Emax) e *
(CEso) equivalente a p<0,0001. Os valores de Emax e CEso, respectivamente, foram significativamente
maiores nos metalocomplexos FOR703 (87,51 + 1,39%; 3,944 [3,006 - 5,182]) e FOR777A (85,47 +
3,60%; 2,751 [1,688 - 4,500]) que no DMSO (25,83 + 3,18%; 0,071 [0,005 - 0,481]). Dados
apresentados por média £ E.P.M. (n =6, N = 2) e andlise por teste One-Way ANOVA seguida por Tukey.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 2- Parametros de Emax, CEso (IC95%) e pCEso dos complexos FOR703 e
FOR777A e do DMSO em aorta com endotélio integro pré-contraida por KCI (60

mmol/L).

Grupo Emax (%) CEso (UM) pCEso
(Média + EPM) (Média [ICos]) (Média + EPM)
DMSO 25,83 + 3,18 0,071 [0,005 - 0,481] 7,15+ 0,35
FOR 703 87,51+ 1,392 3,944 [3,006 - 5,182] 540+ 0,052
FOR 777A 85,47 + 3,602 2,751 [1,688 - 4,500] 5,56 + 0,092

adenota diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo DMSO
(P<0,05). P denota diferenga em relagéo ao grupo 777A (P<0,05).

5.2 Participagao do endotélio no mecanismo vasodilatador dos
nitrocomplexos de ruténio FOR703 e FOR777A

5.2.1 Anéis aérticos pré-contraidos com PHE (1 pmol/L)

Para avaliar se o endotélio possui alguma participagdo no processo de
vasorrelaxamento induzido pelos metalocomplexos foi realizado a comparagéao entre
preparagdes de anéis de aorta com e sem endotélio pré-contraidas com PHE. Foi
possivel observar que ao comparar Emax do FOR703 (114,50 £ 2,26%) e FOR777A
(115,40 £ 0,62%) com o DMSO (22,86 + 2,65%), houve aumento significativo da
poténcia. Porém ao comparar os metalocomplexos entre si, ndo foi observado
diferencga significativa. O valor de CEso se mostrou significativo apenas ao compara o
FOR703 (0,333 [0,259 - 0,429]) e DMSO (1,984 [0,427 - 8,783]), ndo se demostrando
significativo quando comparados com FOR777A (0,707 [0,586 - 0,853]) (Grafico 3)
(Tabela 3).



49

Grafico 3- Comparacéao do relaxamento induzido por FOR703 e FOR777A em anéis

de aorta sem endotélio (E-) apds contragdo com PHE (1 umol/L).

E-
125

| - - -~ DMSO
100 -= FOR 703

1 3 -+ FORT777A

|
-8 7 -6 -5 -4

Log [703] + Log [777A] (mol/L)

% Relaxamento (PHE 1 umol/L)

Curvas concentracao-efeito do composto FOR703 e FOR777A em anéis de aorta pré-contraidas com
PHE (1 pmol/L), em preparagdes com endotélio ndo-integro (E-), considerando os valores de # (Ewvax)
e * (CEso) equivalente a p<0,0001. Emax do FOR703 (114,50 + 2,26%) e FOR777A (115,40 + 0,62%)
com o DMSO (22,86 £ 2,65%), houve aumento significativo da poténcia. O valor de CE50 se mostrou
significativo apenas ao compara o FOR703 (0,333 [0,259 - 0,429]) e DMSO (1,984 [0,427 - 8,783]).
Dados apresentados por média £ E.P.M. (n = 6, N = 2) e analise por teste One-Way ANOVA seguida
por Tukey. Fonte: Elaborado pela autora.

Ao compararmos o resultado de Euax de FOR703 em anéis de aorta pré-
contraidos com PHE e com endotélio integro (E+ = 114,80 + 1,16%) e endotélio ndo-
integro (E- = 114,50 + 2,26%), n&o foi observado diferenca significativa. Ao comparar
a CEso foi possivel observar diferenga significativa (E+ = 1,390 [1,031 - 1,872]; E- =
0,333 [0,259 - 0,429]) (Grafico 4).
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Grafico 4- Comparacgao do relaxamento promovido por FOR703 em anéis de aorta

com endotélio integro (E+) e sem endotélio (E-) apds contragdo com PHE (1 pmol/L).

- PHE E+
<~ PHE E-

% Relaxamento (PHE 1 pmol/L)

Log [FOR703] (mol/L)

Curvas concentragdo-efeito do composto FOR703 em anéis de aorta pré-contraidas com PHE (1
pmol/L), em preparagdes com endotélio ndo-integro (E-) e endotélio integro (E+), considerando os

*

valores de # (Ewax) € * (CEso) equivalente a p<0,0001. Emax do FOR703 ndo mostrou diferenca

significativa (E+ = 114,80 £ 1,16%; E- = 114,50 + 2,26%). A CEso mostrou diferenca significativa (E+ =
1,390 [1,031 - 1,872]; E- = 0,333 [0,259 - 0,429]). Dados apresentados por média + E.P.M. (n =6, N =

2) e analise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.

Ao compararmos o resultado de Euax de FOR777A em anéis de aorta pre-
contraidos com PHE e com endotélio integro (E+ = 114,10 + 4,08 %) e endotélio nao-
integro (E- = 115,40 £ 0,62 %), n&o foi observado diferenga significativa. Ao comparar
a CEsp foi possivel observar diferenga significativa (E+ = 0,148 [0,104 - 0,210]; E- =
0,707 [0,586 - 0,853]) (Grafico 5).
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Grafico 5- Comparagao do relaxamento induzido por FOR777A em anéis de aorta com

endotélio integro (E+) e néo integro (E-) apds contragdo com PHE (1 umol/L).
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Curvas concentragéo-efeito do composto FOR777A em anéis de aorta pré-contraidas com PHE (1
pmol/L), em preparagdes com endotélio ndo-integro (E-) e endotélio integro (E+), considerando os
valores de # (Ewvax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. Emax ndo mostrou diferenga significativa (E+ =
114,10 £ 4,08 %; E- = 115,40 + 0,62 %). A CEso denota diferencga significativa (E+ = 0,148 [0,104 - 0,210];
E- = 0,707 [0,586 - 0,853]). Dados apresentados por média + E.P.M. (n =6, N = 2) e analise por teste t

de Student. Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 3- Parametros de Emax, CEso (IC95%) e pCEso dos complexos FOR703 e
FOR777A e do DMSO em aorta com endotélio ndo-integro pré-contraida por PHE (1

Mmol/L).
Emax (%) CEso (UM) pCEso
Grupo . o o
(Média £ EPM) (Média [ICoes]) (Média £ EPM)
DMSO 22,86 + 2,65 1,984 [0,427 - 8,783] 5,70 £ 0,25
FOR 703 114,50 £ 2,262 0,333 [0,259 - 0,429] 6,48 £ 0,052
FOR 777A 115,40 £ 0,622 0,707 [0,586 - 0,853] 6,15+ 0,04

adenota diferenca estatisticamente significante em relagado ao grupo DMSO
(P<0,05). P denota diferenga em relagéo ao grupo 777A (P<0,05).
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5.2.2 Anéis aoérticos pré-contraidos com KCL (60 mmol/L)

Para avaliar se 0 endotélio possuia alguma participacdo no processo de
vasorrelaxamento induzido pelos metalocomplexos foi realizado a comparacao entre
preparacdes de anéis de aorta com e sem endotélio pré-contraidas com KCL. Foi
possivel observar que ao comparar Euax do FOR703 (89,51 + 4,89%) e FOR777A
(98,70 £ 2,73%) com o DMSO (25,83 £ 3,18%), houve aumento significativo da
poténcia. Porém ao comparar os metalocomplexos entre si, ndo foi observado
diferenca significativa. O valor de CEsp Se mostrou significativo apenas ao compara o
FOR703 (1,218 [0,593 - 2,513]) e DMSO (0,071 [0,005 - 0,481]), ndo se demostrando
significativo quando comparados com FOR777A (0,368 [0,278 - 0,486]) (Grafico 6)
(Tabela 4).

Grafico 6- Comparacéo do relaxamento induzido por FOR703 e FOR777A em anéis

de aorta sem endotélio (E-) pré-contraidos com KCI (60 mmol/L).
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Curvas concentracao-efeito do composto FOR703 e FOR777A em anéis de aorta pré-contraidas com
KCI (60 mmol/L), em preparagdes com endotélio ndo-integro (E-), considerando os valores de # (Ewmax)
e * (CEso) equivalente a p<0,0001. Ewmax do FOR703 (89,51 + 4,89%) e FOR777A (98,70 = 2,73%)
com o DMSO (25,83 + 3,18%), houve aumento significativo da poténcia. O valor de CEso Se mostrou
significativo ao compara o FOR703 (1,218 [0,593 - 2,513]) e DMSO (0,071 [0,005 - 0,481]) e néo
significativo com FOR777A (0,368 [0,278 - 0,486]). Dados apresentados por média + E.P.M. (n =6, N
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= 2) e andlise por teste One-Way ANOVA seguida por Tukey. Fonte: Elaborado pela autora.
Ao compararmos o resultado de Emax de FOR703 em anéis de aorta pré-

contraidos com KCI e com endotélio integro (E+ = 87,51 £ 1,39 %) e endotélio ndo-
integro (E- = 89,51 + 4,89%), nao foi observado diferenga significativa. Ao comparar a
CEso foi possivel observar diferenga significativa (E+ = 3,944 [3,006 - 5,182]; E- =
1,218 [0,593 - 2,513]) (Grafico 7).

Grafico 7- Comparagao da resposta induzida por FOR703, em anéis de aorta com
endotélio integro (E+) e endotélio n&do-integro (E-) apds contracdo com KCI (60

mmol/L).
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Curvas concentragido-efeito do composto FOR703 em anéis de aorta pré-contraidas com KCI (60
mmol/L), em preparagdes com endotélio ndo-integro (E-) e endotélio integro (E+), considerando os
valores de # (Emax) € * (CEso) equivalente a p<0,0001. Emax ndo mostrou significativo resultado (E+ =
87,51 +1,39%; E- = 89,51 £ 4,89%). A CEso mostrou diferenca significativa (E+ = 3,944 [3,006 - 5,182];
E-=1,218 [0,593 - 2,513]). Dados apresentados por média + E.P.M. (n = 6, N = 2) e andlise por teste t

de Student. Fonte: Elaborado pela autora.
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Ao compararmos o resultado de Euax de FOR777A em anéis de aorta pre-
contraidos com KCI| e com endotélio integro (E+ = 85,47 £ 3,60%) e endotélio ndo-
integro (E- = 98,70 + 2,73%), foi observado um aumento significativo do relaxamento
nos aneéis sem endotélio. Foi observado também uma diferenca significativa na CEso
(E+=2,751[1,688 - 4,500]; E- = 0,368 [0,278 - 0,486]) (Grafico 8).

Grafico 8- Comparagao da resposta induzida por FOR777A, em anéis de aorta com
endotélio integro (E+) e endotélio nado-integro (E-) apds contracdo com KCI (60

mmol/L).
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Curvas concentragao-efeito do composto FOR777A em anéis de aorta pré-contraidas com KCI (60
mmol/L), em preparagdes com endotélio ndo-integro (E-) e endotélio integro (E+), considerando os
valores de # (Emax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. Emax mostrou aumento significativo em anéis
com endotélio ndo-integro (E+ = 85,47 + 3,60%; E- = 98,70 + 2,73%). A CEso também demonstrou
resultados significativos (E+ = 2,751 [1,688 - 4,500]; E- = 0,368 [0,278 - 0,486]). Dados apresentados

por média + E.P.M. (n = 6, N = 2) e analise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 4- Parametros de Emax, CEso (IC95%) e pCEso dos complexos FOR703 e
FOR777A e do DMSO em aorta com endotélio ndo-integro pré-contraida por KCI (60

mmol/L).
Emax (%) CEso (UM) pCEso
Grupo _ _ _
(Média + EPM) (Média [ICoes]) (Média + EPM)
DMSO 25,83+ 3,18 0,071 [0,005 - 0,481] 7,15+ 0,35
FOR 703 89,51 £ 4,892 1,218 [0,593 - 2,513] 591+0,122
FOR 777A 98,70 £ 2,732 0,368 [0,278 - 0,486] 6,43 £ 0,05

adenota diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo DMSO
(P<0,05). > denota diferenga em relagéo ao grupo 777A (P<0,05).

5.2.3 Comparacao do efeito vasodilatador dos nitrocomplexos de ruténio
FOR703 e FOR777A entre preparagoes pré-contraidas com PHE ou KCL com

endotélio integro ou nao-integro

Para avaliar o efeito vasodilatador dos metelacomplexos, foi realizada uma
comparacao entre os resultados obtidos com os diferentes agentes contrateis (PHE e
KCL) e os resultados obtidos quanto a participacdo do endotélio (endotélio integro e
endotélio ndo-integro).

Ao comparar os resultados de relaxamento obtidos com os diferentes
agentes contrateis e com endotélio integro (E+), o FOR 703 demonstrou aumento
significativo no Emax dos anéis pré-contraidos com PHE (PHE= 114,80 + 1,16%; KCL=
87,51 + 1,39%). E a CEso mostrou diferencga significativa (PHE= 1,390 [1,031 - 1,872],
KCL= 3,944 [3,006 - 5,182]) (Grafico 09).
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Grafico 9- Comparacgao do efeito de FOR703 em anéis de aorta com endotélio integro

(E+) apds contragédo com PHE (1 uymol/L) ou KCI (60 mmol/L).
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Curvas concentragao-efeito do composto FOR703 em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 umol/L) ou
KCI (60 mmol/L), em preparagdes com endotélio integro (E+), considerando os valores de # (Emax) € *
(CEso) equivalente a p<0,0001. Emax demonstrou aumento significativo dos anéis pré-contraidos com
PHE (PHE= 114,80 * 1,16%; KCL= 87,51 + 1,39%). A CEso também mostrou diferencga significativa
(PHE= 1,390 [1,031 - 1,872], KCL= 3,944 [3,006 - 5,182]). Dados apresentados por média = E.P.M. (n

=6, N = 2) e analise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.

Ao compara os resultados de relaxamento obtidos com os diferentes
agentes contrateis e com endotélio ndo-integro (E-), o FOR 703 demonstrou aumento
significativo no Emax dos anéis pré-contraidos com PHE (PHE= 114,50 + 2,26%, KCL=
89,51 + 4,89%). E a CEso mostrou diferencga significativa (PHE= 0,333 [0,259 - 0,429],
KCL= 1,218 [0,593 - 2,513]) (Grafico 10).
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Grafico 10- Comparacgéao do efeito de FOR703 em anéis de aorta com endotélio ndo-

integro (E-) apds contracdo com PHE (1 umol/L) ou KCI (60 mmol/L).
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Curvas concentragao-efeito do composto FOR703 em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 umol/L) ou
KCI (60 mmol/L), em preparag¢des com endotélio ndo-integro (E-), considerando os valores de # (Emax)
e * (CEso) equivalente a p<0,0001. Emax mostrou aumento significativo dos anéis pré-contraidos com
PHE (PHE= 114,50 * 2,26%, KCL= 89,51 + 4,89%). A CEso também mostrou diferenga significativa
(PHE= 0,333 [0,259 - 0,429], KCL= 1,218 [0,593 - 2,513]). Dados apresentados por média + E.P.M. (n
=6, N = 2) e analise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.

Ao compara os resultados de relaxamento obtidos com os diferentes
agentes contrateis e com endotélio integro (E+), o FOR 777A demonstrou aumento
significativo no Emax dos anéis pré-contraidos com PHE (PHE= 114,10 + 4,08%, KCL=
85,47 * 3,60). E a CEso mostrou diferenga significativa (PHE= 0,148 [0,104 - 0,210],
KCL= 2,751 [1,688 - 4,500]) (Grafico 11).
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Grafico 11- Comparagao do efeito de FOR777A em anéis de aorta com endotélio

integro (E+) apds contragao com PHE (1 ymol/L) ou KCI (60 mmol/L).
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Curvas concentragao-efeito do composto FOR777A em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 pmol/L)
ou KCI (60 mmol/L), em preparagdes com endotélio integro (E+), considerando os valores de # (Emax)
e * (CEso) equivalente a p<0,0001. Emax mostrou aumento significativo dos anéis pré-contraidos com
PHE (PHE= 114,10+ 4,08%, KCL= 85,47 + 3,60). A CEso também mostrou diferencga significativa (PHE=
0,148 [0,104 - 0,210], KCL= 2,751 [1,688 - 4,500]). Dados apresentados por média £+ E.PM. (n =6, N =

2) e andlise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.

Ao compara os resultados de relaxamento obtidos com os diferentes
agentes contrateis e com endotélio ndo-integro (E-), o FOR777A demonstrou aumento
significativo no Emax dos anéis pré-contraidos com PHE (PHE= 115,40 + 0,62%, KCL=
98,70 * 2,73). E a CEso mostrou diferenga significativa (PHE= 0,707 [0,586 - 0,853],
KCL= 0,368 [0,278 - 0,486]) (Grafico 12).
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Grafico 12- Comparacéao do efeito de FOR777A em anéis de aorta com endotélio ndo-

integro (E+) apds contragao com PHE (1 ymol/L) ou KCI (60 mmol/L).
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Curvas concentragao-efeito do composto FOR777A em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 pmol/L)
ou KCI (60 mmol/L), em preparagdes com endotélio ndo-integro (E-), considerando os valores de #
(Emax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. Emax mostrou aumento significativo dos anéis pré-contraidos
com PHE (PHE= 115,40 + 0,62%, KCL= 98,70 * 2,73). A CEso também mostrou diferenca significativa
(PHE= 0,707 [0,586 - 0,853], KCL= 0,368 [0,278 - 0,486]). Dados apresentados por média + E.P.M. (n

=6, N = 2) e analise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.

5.3 Caracterizagcao do possivel mecanismo de acado dos nitrocomplexos de
ruténio FOR703 e FOR777A

Para a caracterizacéo da via farmacoldgica responsavel pela vasodilatacédo
dos anéis de aorta foram realizados protocolos com a presenca de bloqueadores

farmacolégicos, onde os mesmos foram pré-contraidos com PHE (1 umol/L).

5.3.1 Participagdo do NO no efeito vasodilatador dos nitrocomplexos FOR703 e
FOR777A

Para avaliar o efeito da enzima Oxido nitrico sintase na atividade

vasorrelaxante do FOR703 e FOR777A foram realizados experimentos com anéis de
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aorta com endotélio intacto, previamente estimulados com PHE (1 umol/L), e pré-
incubadas com L-NAME.

Ao realizar a inibicdo das preparacdes com L-NAME, o efeito vasodilatador
induzido pelo FOR703 Emax (114,80 + 1,16%) n&o sofreu alteragdo significativa
comparado ao grupo bloqueio Emax (117,80 + 6,29%), no entanto ocorreu um aumento
significativo da poténcia no grupo com o bloqueio CEso (0,239 [0,147 - 0,388] umol/L),
com relacdo ao grupo apenas com FOR703 (1,390 [1,031 - 1,872] umol/L) (Grafico
13) (Tabela 5).

Grafico 13- Resposta do complexo FOR703, em preparagdes pré-contraidas por PHE
e incubadas com L-NAME (10 pymol/L)
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR703 (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio L-NAME
(metalocomplexo + L-NAME 10 ymol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 umol/L), considerando
os valores de # (Emax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. Emax ndo demonstrou aumento significativo
(FOR703= 114,80 £+ 1,16%; L-NAME= 117,80 = 6,29%). A CEso mostrou diferenca significativa
(FOR703= 1,390 [1,031 - 1,872], L-NAME= 0,239 [0,147 - 0,388]). Dados apresentados por média +

E.P.M. (n =6, N = 2) e analise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 5- Parametros de Emax, CEso (IC95%) e pCEso do complexo FOR703 em

preparagdes adrticas incubadas com o inibidor L-NAME (10 pmol/L).

Grupo Emax (%) CEso (UM) pCEso
(Média = EPM) (Média [ICoes]) (Média £ EPM)
L-NAME 117,80 + 6,29 0,239 0,147 - 0,388] * 6,62 £ 0,11
FOR 703 114,80 £ 1,16 1,390 [1,031 - 1,872] 5,86 + 0,07

# denota diferenga estatisticamente significativa da Emax (P<0,05). *denota diferenga estatisticamente
significativa da CEso (P<0,05). Dados expressos como CE50[IC95%] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2).
CEso expressa em umol/L. Emax expresso em percentual. IC95%: intervalo de confianga de 95%; pCEso:

logaritmo negativo da CEso; E.P.M.: erro padrdo da média. Fonte: Elaborada pela autora.

Quanto ao FOR777A (Emax (114,10 £ 4,08 %) e CEsp 0,148 [0,104 - 0,210]
pumol/L), ainibicdo das preparagdes com L-NAME (Ewmax (111,70 £ 0,55%) e CEsp 0,129
[0,099 - 0,169] umol/L), ndo foi observado diferenca significativa em seu efeito

vasodilatador ou em sua poténcia (Grafico 14) (Tabela 6).

Grafico 14- Resposta do complexo FOR777A, em preparagdes pré-contraidas por
PHE e incubadas com L-NAME (10 pmol/L)
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR777A (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio L-NAME
(metalocomplexo + L-NAME 10 ymol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 ymol/L), considerando

os valores de # (Emax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. N&o foi observado diferenca significativa em
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seu efeito vasodilatador ou em sua poténcia (Emax ndo demonstrou aumento significativo, FOR777A
(Emax 114,10 £ 4,08 %; CEs0 0,148 [0,104 - 0,210]), L-NAME (Emax 111,70 = 0,55%; CEs0 0,129 [0,099 -
0,169]). Dados apresentados por média £ E.P.M. (n = 6, N = 2) e analise por teste t de Student.. Fonte:

Elaborado pela autora.

Tabela 6- Parametros de Ewmax, CEso (IC95%) e pCEso do complexo FOR777A em

preparagdes de anéis de aorta incubadas com L-NAME (10 umol/L).

Grupo Emax (%) CEso (UM) pCEso
(Média + EPM) (Média [ICos]) (Média + EPM)
L-NAME 111,70 £ 0,55 0,129 [0,099 - 0,169] 6,89 + 0,06
FOR 777A 114,10 + 4,08 0,148 [0,104 - 0,210] 6,83 + 0,08

# denota diferencga estatisticamente significativa da Ewax (P<0,05). *denota diferenca estatisticamente

significativa da CEso (P<0,05). Dados expressos como CE50[IC95%] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2).
CEso expressa em pmol/L. Emax expresso em percentual. IC95%: intervalo de confianca de 95%; pCEso:

logaritmo negativo da CEso; E.P.M.: erro padrdo da média. Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.2 Atuagdo de lons Nitroxil ou de sequestradores de NO Radicalar no efeito
vasodilatador dos nitrocomplexos FOR703 e FOR777A

Ao realizar a inibicdo das preparacées com L-CISTEINA (Emax (107,00 *
4,45 %) e CEso 0,539 [0,367 - 0,793] umol/L), ndo foi observado diferenca significativa
em seu efeito vasodilatador ou em sua poténcia quando comparado ao grupo apenas
com FOR703 (Emax (114,80 £ 1,16%) e CEso 1,390 [1,031 - 1,872] ymol/L) (Gréfico
15) (Tabela 7).
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Grafico 15- Resposta do complexo FOR703, em preparacgdes pré-contraidas por PHE

e incubadas com L-cisteina (3 mmol/L).
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR703 (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio L-
CISTEINA (metalocomplexo + L-CISTEINA 3 mmol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 pmol/L),
considerando os valores de # (Ewvax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. N&o foi observado diferenga
significativa em seu efeito vasodilatador ou em sua poténcia no grupo L-CISTEINA (Emax (107,00 + 4,45
%) e CEso 0,539 [0,367 - 0,793] umol/L) quando comparado ao grupo apenas com FOR703 (Ewmax
(114,80 £ 1,16%) e CEso 1,390 [1,031 - 1,872] umol/L). Dados apresentados por média + E.P.M. (n =6,

N = 2) e andlise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.

Ja com a inibicdo das preparacdes com Hidroxicobalamina, o efeito
vasodilatador induzido pelo FOR703 Ewax (114,80 * 1,16%) sofreu alteragdo
significativa, sendo consideravelmente maior que o grupo com bloqueador Euax (45,66
+ 6,62%). Enquanto a poténcia ndo demonstrou diferenca significativa, CEso (FOR703
=1,390 [1,031 - 1,872] ymol/L; HCOB= 5,755 [1,724 - 21,174] umol/L) (Grafico 16)
(Tabela 7).
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Grafico 16- Resposta do complexo FOR703, em preparacgdes pré-contraidas por PHE

e incubadas com hidroxocobalamina (HCOB 100 pmol/L).
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR703 (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio HCOB
(metalocomplexo + HCOB 100 pmol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 ymol/L), considerando
os valores de # (Emax) e * (CEso0) equivalente a p<0,0001. Emax sofreu alteracdo significativa, sendo
consideravelmente maior NO GRUPO FOR703 (114,80 £ 1,16%) que o grupo com bloqueador Emax
(45,66 + 6,62%). Enquanto a poténcia ndo demonstrou diferenca significativa, CEso (FOR703 = 1,390
[1,031 -1,872] umol/L; HCOB= 5,755 [1,724 - 21,174] ymol/L). Dados apresentados por média + E.P.M.

(n =6, N =2) e andlise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 7- Paradmetros de Emax, CEso (IC95%) e pCEso do complexo FOR703 em
preparagdes de anéis de aorta incubadas com hidroxocobalamina (HCOB 100 pmol/L)

ou L-cisteina (3 mmol/L).

Grupo Emax (%) CEso (UM) pCEso
(Média = EPM) (Média [ICoes]) (Média £ EPM)
L-CISTEINA 107,00 £ 4,45 0,539 [0,367 - 0,793] 6,27 £ 0,08
HCOB 45,66 + 6,62 # 5,755 [1,724 - 21,174] 5,24 £ 0,20
FOR 703 114,80 + 1,16 1,390 [1,031 - 1,872] 5,86 + 0,07

# denota diferenga estatisticamente significativa da Emax (P<0,05). *denota diferenga estatisticamente
significativa da CEso (P<0,05). Dados expressos como CE50[IC95%)] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2).
CEso expressa em pmol/L. Emax expresso em percentual. IC95%: intervalo de confianca de 95%; pCEso:

logaritmo negativo da CEso; E.P.M.: erro padréo da média. Fonte: Elaborada pela autora.
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Ao realizar a inibicdo das preparacfes com L-CISTEINA Emax (109,00 + 1,26%), o
efeito vasodilatador induzido pelo FOR777A Ewmax (114,10 = 4,08 %) nao sofreu
alteracdo significativa, no entanto ocorreu um aumento significativo da poténcia do
FOR777A CEso 0,148 [0,104 - 0,210] pymol/L, com relagdo ao grupo L-cisteina CEso
1,554 [0,866 - 2,809] umol/L (Gréafico 17) (Tabela 8).

Grafico 17- Resposta do complexo FOR777A, em preparagcdes pré-contraidas por

PHE e incubadas com L-cisteina 3 mmol/L.
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR777A (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio L-
CISTEINA (metalocomplexo + L-CISTEINA 3 mmol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 ymol/L),
considerando os valores de # (Ewax) € * (CEso) equivalente a p<0,0001. Ewmax ndo sofreu alteragdo
significativa (L-CISTEINA 109,00 + 1,26%; FOR777A 114,10 * 4,08 %). Ocorreu um aumento
significativo da poténcia do FOR777A (CEso 0,148 [0,104 - 0,210] ymol/L), com relagdo ao grupo L-
CISTEINA (CEso 1,554 [0,866 - 2,809]) umol/L. Dados apresentados por média + E.P.M. (n =6, N = 2)

e analise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.

Ao realizar a inibicdo das preparacbes com Hidroxicobalamina, tanto o
efeito vasodilatador induzido pelo FOR777A Emax (114,10 £ 4,08 %), quanto a sua
poténcia CEso 0,148 [0,104 - 0,210] umol/L foram significativamente maiores, quando
comparados ao grupo HCOB (Ewax (31,61 = 3,66%); CEso 5,755 [1,724 - 21,174]
pumol/L) (Grafico 18) (Tabela 8).
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Grafico 18- Resposta do complexo FOR777A, em preparagdes pré-contraidas por

PHE e incubadas com hidroxocobalamina (HCOB 100 pmol/L).
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR777A (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio HCOB
(metalocomplexo + HCOB 100 pymol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 pmol/L), considerando
os valores de # (Evax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. Ewmax e CEso foram significativamente maiores
no grupo FOR777A (114,10 4,08 %); 0,148 [0,104 - 0,210] ymol/L), quando comparados ao grupo
HCOB (31,61 + 3,66%); 5,755 [1,724 - 21,174] umol/L). Dados apresentados por média £ E.P.M. (n =

6, N = 2) e analise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 8- Parametros de Emax, CEso (IC95%) e pCEso do complexo FOR777A em
preparagdes de anéis de aorta incubadas com hidroxocobalamina (HCOB 100 umol/L)

ou L-cisteina (3 mmol/L).

Grupo Emax (%) CEso (UM) pCEso
(Média = EPM) (Média [ICoes]) (Média £ EPM)
L-CISTEINA 109,00 + 1,26 1,554 [0,866 - 2,809] * 5,81+0,12
HCOB 31,61+ 3,66 % 5,755 [1,724 - 21,174] * 5,24 £ 0,20
FOR 777A 114,10 + 4,08 0,148 [0,104 - 0,210] 6,83 £ 0,08

# denota diferenca estatisticamente significativa da Emax (P<0,05). *denota diferenga estatisticamente

significativa da CEso (P<0,05). Dados expressos como CE50[IC95%] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2).
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CEso expressa em pmol/L. Emax expresso em percentual. IC95%: intervalo de confianca de 95%; pCEso:

logaritmo negativo da CEso; E.P.M.: erro padréo da média. Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.3 Atuagdo da Fosfatidilinositol 3-Quinase no efeito vasodilatador dos
nitrocomplexos FOR703 e FOR777A

Ao realizar a inibicdo das preparagdes com Wortmanina, o efeito vasodilatador
induzido pelo FOR703 Emax (114,80 £ 1,16%) obteve diferenca significativa em relacao
ao grupo WORT Ewmax (107,40 = 2,69%), no entanto ndo ocorreu um aumento
significativo da poténcia CEsp (FOR703 1,390 [1,031 - 1,872] uymol/L; WORT 1,710
[1,281 - 2,284] umol/L) (Gréfico 19) (Tabela 9).

Grafico 19- Resposta do complexo FOR703, em preparagdes pré-contraidas por PHE

e incubadas com wortmannina (WORT 0,5 pmol/L).
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR703 (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio WORT
(metalocomplexo + WORT 0,5 ymol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 pmol/L), considerando
os valores de # (Emax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. Emax demonstrou diferenca significativa
(FOR703= 114,80 + 1,16%; WORT = 107,40 + 2,69%). A CEso ndo mostrou diferenga significativa
(FOR703= 1,390 [1,031 - 1,872], WORT = 1,710 [1,281 - 2,284]). Dados apresentados por média +

E.P.M. (n =6, N = 2) e analise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 9- Parametros de Ewmax, CEso (IC95%) e pCEso do complexo FOR703 em

preparagdes de anéis de aorta incubadas com wortmannina (WORT 0,5 pmol/L).

Grupo Emax (%) CEso (UM) pCEso
(Média = EPM) (Média [ICoes]) (Média £ EPM)
WORT 107,40 + 2,69 # 1,710 [1,281 - 2,284] 5,77 £ 0,07
FOR 703 114,80 £ 1,16 1,390 [1,031 - 1,872] 5,86 + 0,07

# denota diferenga estatisticamente significativa da Emax (P<0,05). *denota diferenga estatisticamente
significativa da CEso (P<0,05). Dados expressos como CE50[IC95%] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2).
CEso expressa em umol/L. Emax expresso em percentual. IC95%: intervalo de confianga de 95%; pCEso:

logaritmo negativo da CEso; E.P.M.: erro padrdo da média. Fonte: Elaborada pela autora.

Ao realizar a inibicdo das preparacbes com Wortmanina, o efeito
vasodilatador induzido pelo FOR777A Emax (114,10 + 4,08 %) n&o sofreu alteragéo
significativa, no entanto ocorreu um aumento significativo da poténcia CEso 0,148
[0,104 - 0,210] pymol/L), com relagdo ao grupo WORT (Emax (110,70 £ 1,29%); CEso
0,620 [0,466 - 0,825] ymol/L) (Grafico 20) (Tabela 10).

Grafico 20- Resposta do complexo FOR777A, em preparacdes pré-contraidas por

PHE e incubadas com, com wortmannina (WORT 0,5 uymol/L).
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR777A (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio WORT

(metalocomplexo + WORT 0,5 umol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 umol/L), considerando
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os valores de # (Emax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. FOR777A Emax (114,10 = 4,08 %) nédo sofreu
alteracdo significativa, no entanto ocorreu um aumento significativo da poténcia CEso 0,148 [0,104 -
0,210] pmol/L), com relagdo ao grupo WORT (Ewmax (110,70 + 1,29%); CEso 0,620 [0,466 - 0,825]
pmol/L). Dados apresentados por média £ E.P.M. (n = 6, N = 2) e analise por teste t de Student. Fonte:

Elaborado pela autora.

Tabela 10- Parametros de Ewmax, CEso (IC95%) e pCEso do complexo FOR777A em

preparagdes de anéis de aorta incubadas com wortmannina (WORT 0,5 pmol/L).

Grupo Emax (%) CEso (UM) pCEso
(Média + EPM) (Média [ICoes]) (Média + EPM)
WORT 110,70 + 1,29 0,620 [0,466 - 0,825] * 6,21 + 0,06
FOR 777A 114,10 £ 4,08 0,148 [0,104 - 0,210] 6,83 £ 0,08

# denota diferenga estatisticamente significativa da Ewax (P<0,05). *denota diferenca estatisticamente
significativa da CEso (P<0,05). Dados expressos como CE50[IC95%] ou média £ E.P.M. (n =6, N = 2).
CEso expressa em ymol/L. Emax expresso em percentual. IC95%: intervalo de confianga de 95%; pCEso:

logaritmo negativo da CEso; E.P.M.: erro padréo da média. Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.4 Atuagdo da Guanilato Ciclase Soluvel no efeito vasodilatador dos
nitrocomplexos FOR703 e FOR777A

Ao realizar a inibicao das preparagdes com ODQ, o efeito vasodilatador induzido pelo
FOR703 Emax (114,80 £ 1,16+ 3,57%) foi significativamente maior quando comparado
ao grupo com bloqueador ODQ Ewmax (41,36 + 1,50+ 3,57%), no entanto ndo ocorreu
um aumento significativo da poténcia CEso (FOR703= 1,390 [1,031 - 1,872] pumol/L;
ODQ= 2,507 [0,982 - 6,301] umol/L) (Gréfico 21) (Tabela 11).
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Grafico 21- Resposta do complexo FOR703, em preparacgdes pré-contraidas por PHE
e incubadas com ODQ (10 ymol/L).
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR703 (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio ODQ
(metalocomplexo + ODQ 10 umol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 pumol/L), considerando
os valores de # (Ewmax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. Ewax foi significativamente maior no grupo
FOR703 (114,80 + 1,16+ 3,57%) quando comparado ao grupo com bloqueador ODQ Ewmax (41,36 *
1,50+ 3,57%), no entanto ndo ocorreu um aumento significativo da poténcia CEso (FOR703= 1,390
[1,031 - 1,872] ymol/L; ODQ= 2,507 [0,982 - 6,301] uymol/L). Dados apresentados por média + E.P.M.

(n =6, N =2) e analise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 11- Parametros de Emax, CEso (IC95%) e pCEso do complexo FOR703 em

preparagdes de anéis de aorta incubadas com ODQ (10 ymol/L).

Grupo Emax (%) CEso (UM) pCEso
(Média = EPM) (Média [ICos]) (Média £ EPM)
obQ 41,36 + 1,50 # 2,507 [0,982 - 6,301] 5,60 £ 0,12
FOR 703 114,80 + 1,16 1,390 [1,031 - 1,872] 5,86 + 0,07

# denota diferenca estatisticamente significativa da Emax (P<0,05). *denota diferenga estatisticamente
significativa da CEso (P<0,05). Dados expressos como CE50[IC95%] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2).
CEso expressa em umol/L. Emax expresso em percentual. IC95%: intervalo de confianca de 95%; pCEso:

logaritmo negativo da CEso; E.P.M.: erro padrdo da média. Fonte: Elaborada pela autora.
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Ao realizar a inibicdo das preparacbes com ODQ, o efeito vasodilatador
induzido pelo FOR777A Ewmax (114,10 + 4,08%) foi significativamente maior quando
comparado ao grupo com bloqueador ODQ Ewmax (36,28 + 2,41%), assim como tivemos
poténcia significativa maior do metalocomplexo FOR777A (CEso 0,148 [0,104 - 0,210]
Mmol/L) quando comparado ao grupo com o bloqueio ODQ (CEso 5,544 [3,178 - 9,765]
Mmol/L) (Grafico 22) (Tabela 12).

Grafico 22- Resposta do complexo FOR777A, em preparagcdes pré-contraidas por
PHE e incubadas com ODQ (10 uymol/L).
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR777A (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio ODQ
(metalocomplexo + ODQ 10 ymol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 pymol/L), considerando
os valores de # (Ewax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. Ewmax foi significativamente maior no grupo
FOR777A (114,10 = 4,08%) quando comparado ao grupo com bloqueador ODQ Ewax (36,28 £ 2,41%).
Poténcia significativa maior do grupo com metalocomplexo (FOR777A CEso 0,148 [0,104 - 0,210]
pmol/L; ODQ (CEso 5,544 [3,178 - 9,765] umol/L). Dados apresentados por média + E.P.M. (n =6, N =
2) e andlise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 12- Parametros de Emax, CEso (IC95%) e pCEsp do complexo FOR777A em

preparagdes de anéis de aorta incubadas com ODQ (10 ymol/L).

Grupo Emax (%) CEso (UM) pCEso
(Média = EPM) (Média [ICoes]) (Média £ EPM)
obQ 36,28 + 2,41 # 5,544 [3,178 - 9,765] * 5,26 £ 0,12
FOR 777A 114,10 + 4,08 0,148 [0,104 - 0,210] 6,83 £ 0,08

# denota diferenga estatisticamente significativa da Emax (P<0,05). *denota diferenga estatisticamente
significativa da CEso (P<0,05). Dados expressos como CE50[IC95%] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2).
CEso expressa em umol/L. Emax expresso em percentual. IC95%: intervalo de confianga de 95%; pCEso:

logaritmo negativo da CEso; E.P.M.: erro padrdo da média. Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.5 Atuacdo do bloqueio n&o-seletivo de canais para potassio no efeito
vasodilatador dos nitrocomplexos FOR703 e FOR777A

Ao realizar a inibicdo das preparacdes com o bloqueador TEA (Emax (81,24 £ 19,97%)

e CEso 5,439 [0,882 - 49,067] umol/L), nado foi observado diferenga significativa em

seu efeito vasodilatador ou em sua poténcia quando comparado ao grupo apenas com

FOR703 (Emax (114,80 = 1,16%) e CEso 1,390 [1,031 - 1,872] ymol/L) (Gréfico 23)

(Tabela 13).
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Grafico 23- Resposta do complexo FOR703, em preparacgdes pré-contraidas por PHE

e incubadas com tetraetilaménio (TEA, 10 mmol/L).
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR703 (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio TEA
(metalocomplexo + TEA 10 umol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 umol/L), considerando os
valores de # (Ewax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. N&o demonstrou diferenca significativa na Evax
ou na CEso TEA (81,24 + 19,97%); 5,439 [0,882 - 49,067] ymol/L) (FOR703= 114,80 + 1,16%;1,390
[1,031 - 1,872]). Dados apresentados por média + E.P.M. (n = 6, N = 2) e analise por teste t de Student.
Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 13- Parametros de Ewmax, CEso (1C95%) e pCEso do complexo FOR703 em
preparagdes de anéis de aorta incubadas com tetraetilamonio (TEA, 10 mmol/L).

Grupo Emax (%) CEso (UM) pCEso
(Média = EPM) (Média [ICoes]) (Média £ EPM)
TEA 81,24 £ 19,97 5,439 [0,882 - 49,067] 5,26 + 0,32
FOR 703 114,80 £ 1,16 1,390 [1,031 - 1,872] 5,86 + 0,07

# denota diferenca estatisticamente significativa da Emax (P<0,05). *denota diferenca estatisticamente
significativa da CEso (P<0,05). Dados expressos como CE50[IC95%] ou média £ E.P.M. (n =6, N = 2).
CEso expressa em umol/L. Emax expresso em percentual. IC95%: intervalo de confianga de 95%; pCEso:

logaritmo negativo da CEso; E.P.M.: erro padréo da média. Fonte: Elaborada pela autora.
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Ao realizar a inibicdo das preparagdes com TEA (Emax (107,30 £ 3,74%) e CEs0 0,812
[0,546 - 1,206] umol/L), ndo foi observado diferenga significativa em seu efeito
vasodilatador ou em sua poténcia quando comparado ao grupo apenas com FOR777A
(Emax (114,10 £ 4,08 %) e CEso 0,148 [0,104 - 0,210] umol/L) (Gréfico 24) (Tabela 14).

Grafico 24- Resposta do complexo FOR777A, em preparagdes pré-contraidas por

PHE e incubadas com tetraetilaménio (TEA, 10 mmol/L)
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR777A (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio TEA
(metalocomplexo + TEA 10 mmol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 pymol/L), considerando
os valores de # (Emax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. Nao demonstrou diferenca significativa na
Emax ou na CEso TEA (Emax (107,30 + 3,74%) e CEso 0,812 [0,546 - 1,206] umol/L) FOR777A (Emax
(114,10 £ 4,08 %) e CEso 0,148 [0,104 - 0,210] ymol/L). Dados apresentados por média £ E.P.M. (n = 6,

N = 2) e analise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 14- Parametros de Emax, CEso (IC95%) e pCEsp do complexo FOR777A em

preparagdes de anéis de aorta incubadas com tetraetilamonio (TEA, 10 mmol/L).

Grupo Emax (%) CEso (UM) pCEso
(Média = EPM) (Média [ICoes]) (Média £ EPM)
TEA 107,30 £ 3,74 0,812 [0,546 - 1,206] 6,09 £ 0,08
FOR 777A 114,10 + 4,08 0,148 [0,104 - 0,210] 6,83 £ 0,08

# denota diferenga estatisticamente significativa da Emax (P<0,05). *denota diferenga estatisticamente
significativa da CEso (P<0,05). Dados expressos como CE50[IC95%] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2).
CEso expressa em umol/L. Emax expresso em percentual. IC95%: intervalo de confianga de 95%; pCEso:

logaritmo negativo da CEso; E.P.M.: erro padrdo da média. Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.6 Atuacdo do bloqueio seletivo de canais para potassio no efeito vasodilatador
dos nitrocomplexos FOR703 e FOR777A

Ao realizar a inibicdo das preparacdes com 4-AP, o efeito vasodilatador
induzido pelo FOR703 Emax (114,80 £ 1,16%) demonstrou resultado significativo
maior, porém ocorreu diminui¢cao da poténcia (CEso 1,390 [1,031 - 1,872] ymol/L), ao
comparar com o grupo bloqueio 4-AP (Ewmax (110,00 + 0,89%); CEso 0,477 [0,381 -
0,597] umol/L) (Gréfico 25) (Tabela 15).
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Grafico 25- Resposta do complexo FOR703, em preparagdes pré-contraidas por PHE

e incubadas com 4-AP (1 mmol/L).
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR703 (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio 4-AP
(metalocomplexo + 4-AP 1 mmol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 umol/L), considerando os
valores de # (Ewax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. Emax do grupo FOR703 (114,80 = 1,16%)
demonstrou resultado significativo maior. CEso demonstrou diminui¢do da poténcia (CEso 1,390 [1,031
- 1,872] umol/L), ao comparar com o grupo bloqueio 4-AP (Emax (110,00 £ 0,89%); CEso 0,477 [0,381 -
0,597] ymol/L). Dados apresentados por média + E.P.M. (n = 6, N = 2) e analise por teste t de Student.

Fonte: Elaborado pela autora.

Ao realizar a inibicdo das preparacdes com BaClz, o efeito vasodilatador
induzido pelo FOR703 né&o sofreu alteracéo significativa Evax FOR703= (114,80 + 1,16
%); BaCl>= (118,50 + 2,04%), no entanto ocorreu diminui¢cdo significativa da poténcia
do metalocomplexo CEso 1,390 [1,031 - 1,872] umol/L), com relagdo ao grupo com o
blogueador BaCl, (0,189 [0,125 - 0,286] umol/L) (Grafico 26) (Tabela 15).



77

Grafico 26- Resposta do complexo FOR703, em preparacgdes pré-contraidas por PHE

e incubadas com BaCl; (30 pymol/L).
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR703 (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio BaClz
(metalocomplexo + BaClz 30 pmol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 pmol/L), considerando
os valores de # (Emax) € * (CEso) equivalente a p<0,0001. Emax ndo demonstrou aumento significativo
(FOR703= 114,80 £ 1,16%; BaClz> = 118,50 £ 2,04%). A CEso mostrou diferenga significativa (FOR703=
1,390 [1,031 - 1,872], BaCl2 = 0,189 [0,125 - 0,286] umol/L). Dados apresentados por média + E.P.M.
(n =6, N =2) e andlise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.

Ao realizar a inibicAo das preparacbes com Glibenclamida, o efeito
vasodilatador induzido pelo FOR703 Ewmax (114,80 + 1,16%) ndo sofreu alteragéo
significativa, no entanto ocorreu diminui¢do da poténcia CEsp 1,390 [1,031 - 1,872]
pumol/L), com relagao ao grupo com o bloqueio GLIB (Emax (111,90 + 1,62%); CEso
0,680 [0,511 - 0,904] ymol/L) (Grafico 27) (Tabela 15).
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Grafico 27- Resposta do complexo FOR703, em preparacgdes pré-contraidas por PHE

e incubadas com Glibenclamida (GLIB 10 pmol/L).
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR703 (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio GLIB
(metalocomplexo + GLIB 10 uymol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 ymol/L), considerando
os valores de # (Emax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. Emax ndo demonstrou aumento significativo
(FOR703= 114,80 + 1,16%; GLIB = 111,90 + 1,62%). A CEso mostrou diferenga significativa (FOR703=
1,390 [1,031 - 1,872], GLIB = 0,680 [0,511 - 0,904]). Dados apresentados por média + E.P.M. (n =6, N

= 2) e andlise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 15- Parametros de Ewmax, CEso (IC95%) e pCEso do complexo FOR703 em
preparacdes de anéis de aorta incubadas com 4-AP (1 mmol/L) ou BaCl2 (30 ymol/L)
ou Glibenclamida (GLIB 10 umol/L).

Emax (%) CEso (uM) pCEso
Grupo (Média + EPM) (Média [ICos5)) (Média + EPM)
4-AP 110,00 + 0,89 # 0,477 [0,381 - 0,597] * 6,32 £ 0,05
BACL:2 118,50 £ 2,04 0,189 [0,125 - 0,286] * 6,72 + 0,08
GLIB 111,90 + 1,62 0,680 [0,511 - 0,904] * 6,17 £ 0,06
FOR 703 114,80 + 1,16 1,390 [1,031 - 1,872] 5,86 + 0,07

# denota diferenca estatisticamente significativa da Emax (P<0,05). *denota diferenca estatisticamente

significativa da CEso (P<0,05). Dados expressos como CE50[IC95%] ou média £+ E.P.M. (n =6, N = 2).
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CEso expressa em pmol/L. Emax expresso em percentual. IC95%: intervalo de confianca de 95%; pCEso:

logaritmo negativo da CEso; E.P.M.: erro padréo da média. Fonte: Elaborada pela autora.

Ao realizar a inibicdo das preparacdes com 4-AP, o efeito vasodilatador
induzido pelo FOR777A néao sofreu alteracao significativa Ewax FOR777A= (114,10
4,08 %); 4-AP= (113,40 = 1,82%), no entanto ocorreu aumento significativo da
poténcia do metalocomplexo CEsg 0,148 [0,104 - 0,210] umol/L), com relag&o ao grupo
com o bloqueador 4-AP (0,473 [0,350 - 0,640] umol/L) (Grafico 28) (Tabela 16).

Grafico 28- Resposta do complexo FOR777A, em preparagdes pré-contraidas por
PHE e incubadas com 4-AP (1 mmol/L).
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR777A (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio 4-AP
(metalocomplexo + 4-AP 1 mmol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 umol/L), considerando os
valores de # (Emax) € * (CEso) equivalente a p<0,0001. Emax ndo demonstrou aumento significativo
(FOR703= 114,80 + 1,16%; 4-AP = 113,40 + 1,82%). A CEso mostrou diferenca significativa (FOR703=
1,390 [1,031 - 1,872], 4-AP = 0,473 [0,350 - 0,640]). Dados apresentados por média + E.P.M. (n =6, N

= 2) e analise por teste t de Student. Fonte: Elaborado pela autora.

Ao realizar a inibicdo das preparagdes com BaCl,, (Evax (116,70 + 4,70%)
e CEs0 0,284 [0,137 - 0,578] umol/L), néo foi observado diferenga significativa em seu
efeito vasodilatador ou em sua poténcia quando comparado ao grupo apenas com
FOR777A (Evax (114,10 £ 4,08 %) e CEsp 0,148 [0,104 - 0,210] umol/L) (Grafico 29)
(Tabela 16).
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Grafico 29- Resposta do complexo FOR777A, em preparagdes pré-contraidas por
PHE e incubadas com BaClz (30 umol/L).
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR777A (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio BaCl:
(metalocomplexo + BaCl2 30 ymol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 umol/L), considerando
os valores de # (Emax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. N&o foi observado diferenca significativa em
seu efeito vasodilatador ou em sua poténcia (Emax ndo demonstrou aumento significativo, FOR777A
(Emax 114,10 + 4,08 %; CEso0 0,148 [0,104 - 0,210]), BaClz (Emax (116,70 £ 4,70%) e CEso 0,284 [0,137 -
0,578]). Dados apresentados por média + E.P.M. (n =6, N = 2) e analise por teste t de Student. Fonte:

Elaborado pela autora.

Ao realizar a inibicdo das preparac6es com Glibenclamida, (Emax (122,70
5,19%) e CEsp 0,294 [0,149 - 0,578] ymol/L), ndo foi observado diferenca significativa
em seu efeito vasodilatador ou em sua poténcia quando comparado ao grupo apenas
com FOR777A (Emwax (114,10 + 4,08 %) e CEsp 0,148 [0,104 - 0,210] umol/L) (Gréfico
30) (Tabela 16).
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Grafico 30- Resposta do complexo FOR777A, em preparagdes pré-contraidas por
PHE e incubadas com Glibenclamida (GLIB 10 uymol/L).
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Curvas comparativa do efeito do grupo FOR777A (apenas metalocomplexo) e grupo bloqueio GLIB
(metalocomplexo + GLIB 10 ymol/L) em anéis de aorta pré-contraidas PHE (1 ymol/L), considerando
os valores de # (Emax) e * (CEso) equivalente a p<0,0001. N&o foi observado diferenca significativa em
seu efeito vasodilatador ou em sua poténcia (Emax ndo demonstrou aumento significativo, FOR777A
(Emax 114,10 + 4,08 %; CEso 0,148 [0,104 - 0,210]), GLIB (Emax 122,70 + 5,19%; CEs0 0,294 [0,149 -
0,578]). Dados apresentados por média + E.P.M. (n = 6, N = 2) e analise por teste t de Student. Fonte:

Elaborado pela autora.

Tabela 16- Parametros de Emax, CEso (IC95%) e pCEso do complexo FOR777A em
preparacdes de anéis de aorta incubadas com 4-AP (1 mmol/L) ou BaCl2 (30 pmol/L)
ou Glibenclamida (GLIB 10 umol/L).

Grupo Emax (%) CEso (UM) pCEso
(Média + EPM) (Média [ICoes]) (Média + EPM)
4-AP 113,40 + 1,82 0,473 [0,350 - 0,640] * 6,32 + 0,06
BACL:2 116,70 £ 4,70 0,284 [0,137 - 0,578] 6,55+ 0,14
GLIB 122,70 £ 5,19 0,294 [0,149 - 0,578] 6,53+ 0,12
FOR 777A 114,10 + 4,08 0,148 [0,104 - 0,210] 6,83 £ 0,08

# denota diferenga estatisticamente significativa da Emax (P<0,05). *denota diferenga estatisticamente
significativa da CEso (P<0,05). Dados expressos como CE50[IC95%] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2).
CEso expressa em uymol/L. Emax expresso em percentual. IC95%: intervalo de confianga de 95%; pCEso:

logaritmo negativo da CEso; E.P.M.: erro padréo da média. Fonte: Elaborada pela autora.
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5.4 Docking molecular

O docking molecular realizado investigou a afinidade de ligagdo de dois
compostos, FOR703 e FOR777A, com duas proteinas-alvo: a enzima eNOS e a GCs.
A afinidade de ligacdo, medida em termos de energia livre de ligagdo (kcal/mol),
fornece uma estimativa da forga e especificidade com que esses compostos interagem

com as proteinas, sendo que valores mais negativos indicam interagées mais fortes.

Grafico 31- Afinidade de ligagdo da docagem molecular das moléculas FOR703 e
FOR777A com os alvos eNOS e GCs.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para a eNOS, o composto FOR777A apresentou uma afinidade de ligagao
de -11,2 kcal/mol, enquanto o FOR703 exibiu uma afinidade de -6,6 kcal/mol. Essa
diferenca de afinidade sugere que o FOR777A se liga com maior €ficiéncia e forga a
eNOS em comparagao ao FOR703. A interagdo mais forte do FOR777A com a eNOS
pode indicar uma maior potencialidade deste composto em modular a atividade da
enzima, que é crucial na sintese de 6xido nitrico, um importante regulador da fungao
vascular. Assim, o FOR777A pode ter implicacbes terapéuticas significativas,

especialmente em condicdes relacionadas a disfung¢ao endotelial.
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Em relacdo a GCs, os resultados mostram uma afinidade de ligagao de -
5,1 kcal/mol para o FOR777A e de -7,0 kcal/mol para o FOR703. Neste caso, o
FOR703 demonstrou uma afinidade de ligagdo ligeiramente maior para as GCs,
sugerindo uma interagdo mais forte com essa proteina em comparag¢ao ao FOR777A.
A GCs é uma enzima que catalisa a conversao de GTP em cGMP, um importante
segundo mensageiro envolvido em varias vias de sinalizagao celular. Amaior afinidade
do FOR703 com a GCs pode indicar um potencial efeito modulador mais pronunciado

sobre a via do cGMP.

Figura 10— Interagdes e ligagdes quimicas dos complexos FOR703 e FOR777A com
eNOS

ARG-183
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PRO-334
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" w MET-358

¢ a TRP-178 VAL-418
LEU-193 FOR703

Na figura 10, FOR777A e FOR703 apresentam interagdes distintas com a

Fonte: Elaborada pela autora.

enzima eNOS (éxido nitrico sintase endotelial). A analise das interagdes revela que
cada molécula se liga a diferentes residuos de aminoacidos da eNOS, com variadas
ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofdbicas.

A molécula FOR777A estabelece interacbes especificas com os residuos
ARG-183, VAL-185, PHE-353 e VAL-336. Em detalhe, FOR777A forma uma ligagéao
de hidrogénio com ARG-183 e interag¢des hidrofébicas com VAL-185, PHE-353 e VAL-

336. Essas interagdes sugerem um padrao de ligagado onde a contribuicdo da ligagéo
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de hidrogénio com ARG-183 pode ser critica para a afinidade e especificidade da
FOR777A a eNOS.

Por outro lado, a molécula FOR0703 interage com um numero maior de
residuos na eNOS, a saber: LEU-228, PHE-353, PHE-473, TRP-447, GLU-361, MET-
358, VAL-418, LEU-193, TRP-178 e PRO-334. Todas essas interacbes sido de
natureza hidrofébica, indicando que FOR703 se acomoda em uma interface de ligagao
mais extensa na enzima eNOS. A presenga de multiplas interagdes hidrofébicas
sugere uma ligagdo potencialmente mais estavel, devido a ampla area de contato

entre a molécula e a enzima.

Figura 11— Interagbes e ligagbes quimicas dos complexos FOR703 e FOR777A com
GCs

FOR703
GLU-140

FOR777A

Fonte: Elaborada pela autora.

A figura 11 mostra as intera¢des dos compostos FOR777A e FOR703 com
a GCs, focando nas ligagbes com residuos de aminoacidos proximos ao grupo
prostético heme (HEM), que é essencial para a funcdo enzimatica da GCs. O HEM
desempenha um papel fundamental na ativacdo da GCs, facilitando a conversido de
GTP em cGMP, um segundo mensageiro crucial em varias vias de sinalizagao celular.
Para o composto FOR777A, foram observadas interagdes de hidrogénio e

hidrofébicas com varios residuos. As interagdes de hidrogénio envolvem o residuo
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TYR-49, enquanto as interagdes hidrofébicas sdo mediadas pelos residuos GLU-140,
ALA-63, LEU-67, e VAL-52. A presenca dessas interagdes sugere que FOR777A se
posiciona de maneira estavel no sitio de ligagao, possivelmente interferindo na fungao
do HEM e, consequentemente, na atividade enzimatica da GCs.

O composto FOR703 também interage com a GCs, estabelecendo ligagbes
de hidrogénio com os residuos ARG-139 e TYR-49, e intera¢des hidrofdbicas com os
residuos GLU-140 e ALA-53. As ligagdes de hidrogénio adicionais observadas com
ARG-139 podem contribuir para a especificidade e estabilidade da ligacdo de FOR703,
potencialmente influenciando a conformacéo da GCs e a disponibilidade do HEM para

catalisar a conversao de GTP em cGMP.
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6. DISCUSSAO

Durante esse estudo foram avaliados os nitrocomplexos de ruténio cis-
[Ru(bpy)2(Bzim)NO2] (PFs) (FOR703) e cis-[Ru(NO2)(bpy)2(4-pybz)] PFs (FOR777A),
frente a reatividade vascular em anéis de artéria aorta isolada de ratos e seu possivel
mecanismo de agao e via farmacoldgica.

O composto de ruténio FOR703 apresenta como estrutura quimica um centro
metalico de ruténio, no qual, encontra-se ligados as moléculas 2,2’-bipiridina (bpy),
1H-benzimidazol e uma molécula de diéxido de nitrogénio (NO2), quanto ao composto
FORO777A, ele pertence a classe de novos complexos de ruténio (Il) contendo 2,2’-
bipiridina e como ligante auxiliar 4-fenilpiridina.

Frente aos resultados obtidos, nas preparagdes pré-contraidas com PHE,
os dois nitrocomplexos provocaram relaxamento concentragcdo-dependente, levando
suas eficacias (Ewax). Referente as suas poténcias, foi possivel observar uma
significativa diferenga entre os dois metalocompostos, sendo o FOR777A mais potente,
tendo a menor CEsqo.

Estes resultados corroboram com os achados em estudos com outros
complexos de ruténio, como os resultados descritos por (Oliveira Neto, 2022), de cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)] PFs (FOR711A) mantendo o mesmo perfil de resposta em
preparacdes aodrticas com endotélio, também pré-contraidos com PHE e
[Ru(bpy)2(Bzim)NO](PFe)s (FOR803) que induziu uma resposta vasodilatadora
significativa quando comparado ao controle DMSO (16,58 + 1,52%) (Silva,2023).

Ao avaliar a curva pré-contraida com KCL, os dois metatalocomplexos
demonstraram resposta vasodilatadora com Ewmax significativamente maiores que o
controle, provocando relaxamento de cerca de 85-87% ja a CEso ndo demonstrou
diferenca entre os dois. Resultados estes semelhantes aos observados no
metalocomplexo (cis-[Ru(NO2)(bpy)2(4-phpy)]PFs) onde nao houve diferenga da CEso
entre o grupo do FOR0777G e controle DMSO (Soares, 2024).

No intuito de investigar a contribuicdo do NO enddgeno para o efeito dos
nitrocomplexos, anéis de aorta foram submetidos a remocdo do endotélio,
procedimento que reduz a producdo de NO mediada pela eNOS. Em preparacdes
previamente contraidas com fenilefrina, a auséncia do endotélio ndo impediu a acédo
dos compostos, 0s quais promoveram vasorrelaxamento de maneira concentracao-

dependente, alcancando a reversdao completa da resposta contrétil. Além disso, ndo
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foram observadas diferencas significativas entre os valores de eficacia maxima
(Emax) dos dois nitrocomplexos avaliados. Ja a CEso ndo demonstrou diferenca entre
os dois metalos.

Ao compararmos os dois tipos de preparacdes com e sem endotélio, apesar
da eficacia similar e ter demonstrado vasorelaxamento de 100% nas duas
preparacdes sem diferenca de Emax, 0 FOR703 mostrou CEso menor nos anéis sem
endotélio e com diferenca significativa quando comparado com o DMSO. Estes
resultados estdo semelhantes com estudo de Bonaventura e colabores (2009), na
qual, seu metalofarmaco [Ru(terpy)(bdq)NO*]3* ndo apresentou diferencas de Emax
entre os anéis de endotélios com e sem endotélio, todavia, foi necessaria uma maior
concentracdo do metalocomplexo para promover 50% de seu efeito maximo em
preparacbes E+ em relagdo a preparagdes E-. Esse achado também foi observado
por Holanda (2019), na qual a remoc¢do do endotélio proporcionou um aumento do
efeito vasorrelaxante dos compostos FOR011B e FOR811B. Esses resultados podem
ser compreendidos considerando que o metabdlito derivado do metalocomplexo
possivelmente contribui para o desacoplamento da eNOS. No ambiente vascular, esse
fendbmeno altera de forma expressiva a biodisponibilidade de NO, reduzindo sua
formacdo e favorecendo o aumento de espécies reativas, como 0s superoxidos.
(Bonaventura et al., 2009; Potje et al., 2014).

Quanto ao FOR777A foi observado que a auséncia do endotélio
influenciou nos resultados da CEso, se mostrando mais eficiente nos anéis com
endotélio integro. Demonstrando desta forma que o FOR703 ndo € dependente de
endotélio, ao contrario do 777A que foi observada aparente influéncia da eficacia
dependente de endotélio, mas sem prejudicar sua poténcia.

Em preparacdes previamente contraidas com KCI, a remocéo do endotélio,
na presenca de ambos os metalocomplexos, resultou em aumento significativo da
poténcia quando comparada ao grupo controle tratado com DMSO, ao avaliar
individualmente cada metalocomplexo, o FOR703 ndo mostrou diferenca da Emax
relaxando cerca de 89% nas preparagdes com e sem endotélio, porém a CEsg foi
menor nas preparagdes sem endotélio, se mostrando mais eficiente. Ja o FOR777A a
maior poténcia foi nas prepara¢gées com endotélio n&o-integro onde o relaxamento foi
de aproximadamente 95%, e resultando também observado na CEsp onde se mostrou
mais eficaz nas preparagbes sem endotélio. Achados estes mostrado por Holanda

(2019), onde os complexos (FOR011B e FOR811B) apresentavam um aumento no
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efeito vasodilatador apés a perda do endotélio, sugerindo que possivelmente os
mesmos atuavam oxidando alguns cofatores resultando na redugao da vasodilatagao.

Vatanabe et al 2017, desenvolveu um agente doador de NO exdgeno
baseado em complexos de ruténio, como uma estratégia afim de reduzir efeitos
colaterais e citotoxicidade. O composto ndo demonstrou toxicidade e mostrou
capacidade de promover relaxamento vascular, além de reduzir a pressao arterial em
animais normotensos e hipertensos. O cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)] (PFs) (BPY) destacou-
se por induzir relaxamento da aorta e reduzir a pressao arterial especificamente em
ratos normotensos.

Com a confirmagao dos efeitos vasodilatadores dos compostos FOR703 e
FOR777A, avancamos entdo, para a investigagcao dos possiveis mecanismos de agao,
avaliando-se inicialmente a participagdo do 6xido nitrico por meio do emprego do N-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), um inibidor ndo seletivo da 6xido nitrico sintase,
analogo da L-arginina, que atua por competicdo pelo sitio de ligacao da enzima.
(Kopincova; Puzserova; Bernatova, 2012; Rang et al., 2020).

Avaliando os efeitos de FOR703, embora fora observado um aumento da
poténcia no grupo com o bloqueio, ndo houve diferenca entre as Evax entre 0s grupos.
Podendo inferir que ndo houve participacdo desta via para desencadear o
vasorelamento. Quanto ao FOR777A néo foi observado diferenga significativa em seu
efeito vasodilatador ou em sua poténcia, corroborando com os achados de Silveira
(2019) que avaliou o metalocomplexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)J** (FOR811A).
Sugerindo, portanto, que a ativacdo da NOS ndo esta envolvida no relaxamento
induzido pelo FOR777A.

Frente a esses resultados, foi realizado a avaliac@o de qual espécie de NO
esta envolvida com a resposta vasorrelaxante observado com os metalocomplexos.
Dessa forma, procedeu-se a incubagcédo com hidroxicobalamina, um sequestrador de
NO na forma de radical livre (NO-), bem como com L-cisteina, utilizada para investigar
a participacao de espécies nitroxil (NO~), as quais podem estar envolvidas na resposta
por rapida conversao a forma radicalar (NO).

Ao incubar o FOR703 com LCIS, néo foi observado diferenca significativa
em seu efeito vasodilatador ou em sua poténcia, sugerindo que possivelmente o0s ions
nitroxil ndo estao envolvidos no mecanismo de vasorrelaxamento. Estes resultados
corroboram com os achados de Silveira (2019) ao estudar o composto cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)CI]* (FOR011A). Ao incubar o FOR703 com a HCOB foi possivel observar uma
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diminuicdo do Emax quando comparado com o grupo apenas FOR703, demonstrando
perda da eficacia, sugerindo que a forma radicalar livre do NO esta envolvida no
mecanismo de vasodilatacdo, sendo possivelmente sua principal via. Resultados
semelhantes foram observados no estudo de Rodrigues e colaboradores (2011) com
cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)] (DCBPY).

Quando ao FOR777A ao ser utlizado LCIS, ndo sofreu alteracéo
significativa do Emax, N0 entanto ocorreu uma diminui¢cdo significativo da poténcia.
Quanto a utilizacdo da HCOB, foi possivel observar a diminuicdo da poténcia e do
Emax neste grupo, quando comparado com apenas o FOR777A, sugerindo que ambas
as espécies possuem participacdo, no entanto a forma radicalar ttm um papel central
no mecanismo de acdo do composto. Os achado de Silveira (2019), ao estudar os cis-
[Ru(bpy)?(2-MIM)(NO)]3** (FOR811A) e cis-[Ru(bpy)?(2-MIM)CI]* (FORO011A),
apresentaram-se semelhantes com os achados deste FOR777A.

No presente trabalho, apesar de ter ocorrido uma leve perda da eficacia na
presenca do inibidor como o0 FOR703, o relaxamento chegou aos 100% em ambas as
preparacdes e a Wortmanina ndo alterou significativamente a poténcia do
metalocomplexo, sugerindo que a via PI3K/Akt pode participar parcialmente na
ativacdo da eNOS.Resultados semelhantes foram observados no trabalho de Silva
(2023). Quanto aos resultados com o FOR777A, observou-se que nao houve
diferenca significativa na eficacia entre os grupos na presenca ou auséncia do inibidor,
no entanto ocorreu uma diminuicéo significativo da poténcia no grupo com WORT,
assim como no estudo de Holanda (2019). Os resultados obtidos sustentam a hipotese
de que a agdo do FOR777A envolve a modulacdo da producao endotelial de NO.
Nesse contexto, a ativacdo da via GCs—cGMP e o consequente efeito vasodilatador
tornam-se menos pronunciados quando a fungdo da eNOS é comprometida pela agao
inibitéria da wortmannina. Achados esses semelhantes aos encontrados por Silveira
(2019) ao estudar o metalocomplexo FORO011A.

Empregou-se 0 ODQ, um inibidor seletivo da guanilato ciclase soltvel, para
investigar sua participacdo no efeito vasodilatador observado. Nos resultados com o
FOR703 foi observado diminuicdo da eficacia nos grupos com o ODQ, obtendo
relaxamento apenas de 41%, porém ndo houve diferenca de poténcia com ou se 0
inibidor. Referente aos resultados com o FOR777A foi observado diminuicdo da
eficacia, relaxamento apenas de 36%, e da poténcia nos grupos com o inibidor ODQ.

Com esses resultados, os dados indicam que a GCs apresenta contribuicdo
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significativa para o efeito vasorrelaxante observado, exercendo influéncia ainda mais
marcante no mecanismo de acao do FOR777A. Tais resultados estdo em consonancia
com os dados reportados por Silveira (2019) ao estudar os metalocomplexos
FORO11A e FOR811A e com Braz (2022) ao estudar o metalocomplexo FOR611A.
Assim como os achado de Soares (2024) ao estudar FOR777G observou reducéo de
poténcia e eficacia com o bloqueio, podendo inferir que o mecanismo de acgao
predominante ocorre através da estimulacdo da GCs e da doacéo de NO.

Visando esclarecer o papel dos canais de potassio no vasorrelaxamento
promovido pelos complexos de ruténio, recorreu-se a utilizacdo de diferentes
inibidores, incluindo o TEA, caracterizado como bloqueador néo seletivo; 4-AP, que
inibe canais de potassio dependentes de voltagem; BaCl,, que blogueia seletivamente
canais retificadores de entrada; e GLIB, um antagonista dos canais de potassio
sensiveis ao ATP (Terluk, 2000; Silveira, 2019).

Inicialmente foi utilizado o bloqueio TEA, este composto é efetivo para o
bloqueio de diferentes tipos de canais do K*, resultando em diferentes graus de
eficacia (Cunha et al., 2013; Pereira et al., 2013). Nos resultados observados com
FOR703, nao foi obtido diferenca entre as poténcias e efeito maximo entre os grupos
com e sem bloqueio, assim como 0s grupos com e sem bloqueio do FOR777A.
Demonstrando entdo que essa via ndo participa do mecanismo de vasorelaxamento
de ambos os metalocomplexos.

Ao utilizar o0 4-AP, que atua bloqueando os canais de potassio dependentes
de voltagem, quanto aos achados do FOR703 foi observado diminuicdo da CEsp no
grupo com o bloqueio, demonstrando ser mais potente, curiosamente a Emax foi maior
no grupo sem bloqueio, ou seja, apenas com 0 metalocomposto. Quanto ao
metalocomposto FOR777A, foi observado uma diminuicdo da poténcia com o
blogueio, evidenciando uma a poténcia do composto apresentou reducdo marcante
em comparacao as curvas obtidas em preparacdes pré-contraidas com PHE sem
blogueio prévio. Achado similares foram demonstrados por Silveira (2019) e Soares
(2024). Esses achados inferem que canais para potassio tem participacdo na acao
vasorrelaxante, porém as evidéncias apontam que estes Sd0 mecanismos
subjacentes, e ndo o mecanismo preponderante, assim como demosntrado nos
resultados de Silva (2023).

Quanto ao BaCl,, blogqueador seletivo dos canais de potassio retificadores

de entrada, o metalocomposto FOR703 provocou uma diminuicdo significativa da
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poténcia quando comparado ao grupo com bloqueio, porém nao foi observada
diferenca de Emax. Esses achados corroboram com os de Soares (2024) que observou
aumento da CEso com a utilizacdo de BaCl, e ndo constatou variagdo da Emwax. O
FOR777A nao provocou diferenga significativa em seu efeito vasodilatador ou em sua
poténcia.

Os resultados obtidos ao utilizar o bloqueador GLIB, um blogueador dos
canais de potassio dependentes de ATP, demonstrou que o FOR703 provocou
diminuicdo da poténcia quando comparado com o grupo bloqueio, porém sem
diferenca de Emax. Esses achados corroboram com os de Soares (2024) que observou
aumento da CEso com a utilizacao de GLIB e ndo constatou variacdo da Emax. Quanto
ao FOR777A, nao foi observado diferenca significativa em seu efeito vasodilatador ou
em sua poténcia quando comparado ao grupo bloqueio.

Tais achados evidenciam que os canais de K* desempenham papel
determinante no efeito vasodilatador promovido pelo FOR703, embora essa
contribuicdo ndo seja tdo expressiva no caso do FOR777A. Estudos anteriores ja
relataram a participagdo dos canais de potassio no controle da resposta vascular
induzida por outros complexos de ruténio, reforgando a relevancia desses canais na
modulagdo do tbnus vascula (Bonaventura et al., 2006; 2007; Lima et al., 2014). E
sabido que a sinalizacdo mediada por NO esta intimamente ligada ao processo de
hiperpolarizagéo das células musculares lisas, promovido pela ativagdo de canais de
potéssio. (Holanda, 2019).

Os doadores NO induzem, de alguma forma, efeitos biol6gicos, sendo,
portanto, amplamente utilizados para mimetizar respostas enddégenas mediadas por
essa molécula sinalizadora. No entanto, diferentes classes de doadores liberam
distintas espécies de NO por meio de mecanismos especificos, apresentando
variacbes significativas em sua reatividade quimica. Embora compartilhem a
capacidade de liberar NO, a ativacdo das cascatas intracelulares subsequentes —
envolvendo enzimas, canais ibnicos e outras proteinas-alvo — pode diferir de acordo
com o tipo de doador. Por exemplo, a sensibilidade dos vasos a inibicdo da GCs pode
variar conforme o doador de NO utilizado ou o segmento vascular analisado. De
maneira semelhante, o bloqueio dos canais de K* pode inibir o relaxamento vascular,
reduzir a eficacia do doador ou mesmo nao produzir efeito significativo, dependendo
do tipo de composto administrado e da natureza do vaso sanguineo, seja ele de

conducdo ou de resisténcia (Araujo et al., 2019).



92

No estudo de Soares (2024) com o0 metalocomposto FOR0777G, observou-
se aumento da CEsp quando utilizados os bloqueadores, TEA, 4-AP, GLIB e BaCl..
perdeu poténcia. Em relagdo ao Emax ndo houve diferenca de eficacia do grupo
tratado apenas com o metalocomposto FOR0777G.

Os dados apresentados evidenciam que diferentes derivados de ruténio
tém despertado interesse cientifico, em razdo de seus efeitos vasodilatadores e anti-
hipertensivos promissores. Esses efeitos farmacoldgicos estdo, em sua maioria,
associados a via do NO, seja por meio da liberac&o direta da molécula ou pela inducéao
de sua sintese endbégena, com énfase na ativacdo da enzima GCs. Além disso,
evidéncias experimentais indicam a participacédo de canais de potassio na mediacao
dos efeitos induzidos por esses complexos. Tais compostos também se destacam por
apresentarem elevada estabilidade quimica e baixos niveis de toxicidade,
caracteristicas que reforcam seu potencial como candidatos a novas terapias

cardiovasculares. Paulo et al., 2017; Silva et al., 2017; Holanda, 2019).
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7. CONCLUSAO

Os achados deste estudo demonstra que ambos os complexos de ruténio
apresentam efeito vasorrelaxante relevante em anéis de aorta isolados de ratos,
aumentando progressivamente conforme a concentragdo. O FOR703 exibe um efeito
vasodilatador independente do endotélio e demonstra capacidade de ativacdo de
canais de K+, possivelmente canais voltagem-dependentes (KV) e canais sensiveis
ao ATP (KATP). Ja o FOR777A apresenta influéncia do endotélio sobre sua eficacia,
embora sua poténcia ndo seja prejudicada. Em conjunto, os achados sugerem que 0s
dois metalocomplexos atuam predominantemente pela via do oxido nitrico,
possivelmente por meio do estimulo a GCs e da enzima NOS, reforcando seu

potencial farmacolégico como agentes vasodilatadores promissores.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

O conjunto dos resultados obtidos sustenta a hipotese de que o0s
compostos investigados apresentam atividade vasodilatadora relevante. No entanto,
faz-se necessario o aprofundamento das investigacdes por meio de estudos in vivo,
bem como a avaliacédo do perfil toxicoldgico e a elucidacdo mais detalhada das vias
de sinalizacdo envolvidas. Esses estudos adicionais serdo fundamentais para
consolidar o potencial desses metalocomplexos como candidatos promissores no
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas voltadas ao tratamento de

disturbios cardiovasculares associados a via NO-GCs—cGMP.
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