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RESUMO

Caracterizagcdo Farmacoldgica da Atividade Vasodilatadora de Novos Complexos de
Ruténio Contendo Derivados Imidazoélicos. Jodo Alison de Moraes Silveira. Tese de
Doutorado. Programa de Pés-Graduacdo em Farmacologia, Universidade Federal do Ceara,
2019.

O ruténio é um metal que permite elevada afinidade ao 6xido nitrico (NO) em funcéo de sua
estrutura quimica, formando complexos nitrosil-ruténio (RuUNO). Complexos baseados em
ruténio podem ser metalofarmacos com aplicacdes médicas potenciais, sobretudo para o
tratamento de doengas cardiovasculares. O objetivo deste estudo foi realizar um screening
farmacoldgico para avaliar o potencial vasodilatador em vasos de condutancia dos complexos
de ruténio cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]* (FOR011A), cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2]** (FOR011AA),
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]* (FOR711A) e cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** (FOR811A), na
tentativa de caracterizar o mecanismo de agdo daqueles com maior poténcia farmacolégica. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais / UFC sob o nimero de protocolo
03/2016. Anéis de aorta de ratos Wistar com endotélio integro ou desnudo foram pré-contraidos
com fenilefrina (PHE) (1 pumol/L) ou KCI (60 mmol/L) para posterior criacdo de uma curva
concentracédo-efeito (0,01 a 30 pmol/L) com os compostos e registro em sistema de dados. Seus
efeitos foram comparados as moléculas precursoras cis-[Ru(bpy)2(Cl)2] (FOR000) e 2-
metilimidazol (L11A), ao nitroprussiato de sodio (SNP) e ao BAY 41-2272. Foi avaliada a
interferéncia de inibidores farmacoldgicos no efeito vasodilatador das duas moléculas mais
potentes, FOR011A e FOR811A, além de protocolos visando verificar suas acdes no influxo
de Ca?* e o0 curso de tempo para relaxamento maximo. Adicionalmente, foram realizados
protocolos para avaliar a expressdo de GMP ciclico tecidual (cGMP) e o docking molecular
com a guanilato ciclase soltvel (sGC). Os compostos produziram efeito vasodilatador com
poténcias variaveis e foram capazes de reverter 100% das pre-contracdes por PHE (FORO11A:
CEso = 0,190 [0,1379-0,2607] pmol/L e Emax = 101,317 £+ 1,839%; FOR011AA: CEsp = 0,624
[0,4456-0,8709] pumol/L e Emax = 105,273 + 2,450%; FOR711A: CEso = 0,474 [0,3926-
0,5725] pmol/L e Emax = 112,057 + 1,903%; FOR811A: CEsp = 0,204 [0,1618-0,2573] umol/L
e Emax = 113,406 + 1,780%). Suas poténcias foram menores que a do SNP, maiores que a do
FORO000 e L11A; e similares as do BAY no FOR011A e FOR811A e menores no FOR011AA
e FOR711A. O FORO11A e FORO11AA apresentaram poténcia reduzida ao aumento da
concentracao extracelular de K*. A auséncia do endotélio reduziu a poténcia do FOR011A e
FORO11AA, mas ndo apresentou influéncia sobre 0 FOR711A e FOR811A. Nas preparacdes
com diferentes inibidores e FOR011A, o composto apresentou reducdo na poténcia quando
incubado com L-NAME, wortmannina, ODQ, tetraetilamonio, 4-aminopiridina e
glibenclamida. Nas preparacdes com diferentes inibidores e FOR811A, o composto apresentou
reducdo na poténcia quando incubado com hidroxocobalamina, L-cisteina, ODQ, MDL-
12,330A e aumento na poténcia quando incubado com tetraetilaménio e propranolol. Os niveis
de cGMP tecidual foram modificados pelo FOR811A, mas ndo pelo FOR011A. A presenca de
ODQ néo influenciou a expressdo dos niveis cGMP em ambas as preparacfes. Ambos 0s
complexos de ruténio foram capazes de se ligar a sitios na sGC reduzida e oxidada, mantendo
baixas distancias de ligagéo a varios residuos e energia livre de Gibbs negativa. Estes achados
indicam que o FOR011A é um possivel agente estimulador/ativador NO-independente de sGC
e 0 FOR811A um possivel agente doador direto de NO e/ou estimulador/ativador NO-
dependente da sGC.

Palavras-chave: Metalofarmaco. Oxido nitrico. Reatividade vascular. Guanilato ciclase

soltvel. Canais para potassio.



ABSTRACT

Pharmacological Characterization of the Vasodilatory Activity of New Ruthenium
Complexes Containing Imidazole Derivatives. Jodo Alison de Moraes Silveira. Ph.D. Thesis.
Postgraduate Program in Pharmacology, Federal University of Ceara, 2019.

The ruthenium is a metal that allows high affinity to the NO due to its chemical structure,
forming nitrosyl-ruthenium complexes (RuNO). Complexes based on ruthenium may be
metallopharmaceuticals with potential medical applications, especially for the treatment of
cardiovascular diseases. The objective of this study was to perform a pharmacological screening
to evaluate the vasodilator potential in conductance vessels of ruthenium complexes cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]*  (FOR011A), cis-[Ru(bpy)2(2-MIM);]**  (FOR011AA),  cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]* (FOR711A) and cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** (FOR811A) in an
attempt to characterize the mechanism of action of those with greater pharmacological potency.
The project was approved by the Ethics Committee on Use of Animals / UFC under protocol
number 03/2016. Aortic rings of Wistar rats with intact or denuded endothelium were
precontracted with phenylephrine (PHE) (1 pmol/L) or KCl (60 mmol/L) for subsequent
creation of a concentration-effect curve (0.01 to 30 pumol/L) with the compounds and
registration in a data system. Their effects were compared to the precursor molecules cis-
[Ru(bpy)2(Cl)2] (FOR000) and 2-methylimidazole (L11A), sodium nitroprusside (SNP) and
BAY 41-2272. The interference of pharmacological inhibitors in the vasodilator effect of the
two most potent molecules, FOR011A and FOR811A, was evaluated, as well as protocols to
verify their actions on the Ca?* influx and the time-course for maximum relaxation. In addition,
protocols were used to evaluate the expression of tissue cyclic GMP (cGMP) and molecular
docking with soluble guanylate cyclase (sGC). The compounds produced a vasodilator effect
with variable potencies and were able to revert 100% of the pre-contractions by PHE
(FOR0O11A: CEsop = 0.190 [0.1379-0.2607] pmol/L and Emax = 101.317 + 1.839%j;
FORO11AA: CEsp = 0.624 [0.4456-0.8709] umol/L and Emax = 105.273 + 2.450%; FOR711A:
CEs0 = 0.474 [0.3926-0.5725] umol/L and Emax = 112.057 + 1.903%; FOR811A: CEso = 0.204
[0.1618-0.2573] pmol/L and Emax = 113.406 £ 1.780%). Their potencies were lower than that
of the SNP, higher than that of FOR000 and L11A; and similar to those of BAY in FOR011A
and FOR811A and lower in FOR011AA and FOR711A. The FOR011A and FOR011AA
presented reduced potency to the increase of the extracellular concentration of K*. The absence
of the endothelium reduced the potency of the FOR011A and FOR011AA, but had no influence
on FOR711A and FOR811A. In the preparations with different inhibitors and FOR011A, the
compound presented a reduction in potency when incubated with L-NAME, wortmannin, ODQ,
tetraethylammonium, 4-aminopyridine and glibenclamide. In the preparations with different
inhibitors and FOR811A, the compound presented reduction in potency when incubated with
hydroxocobalamin, L-cysteine, ODQ, MDL-12,330A and increase in potency when incubated
with tetraethylammonium and propranolol. Tissue cGMP levels were modified by FOR811A,
but not by FOR011A. The presence of ODQ did not influence the expression of cGMP levels
in both preparations. Both ruthenium complexes were able to bind to sites in the reduced and
oxidized sGC, maintaining low binding distances to various residues and negative Gibbs free
energy. These findings indicate that FORO11A is a possible NO-independent sGC
stimulator/activator agent and FOR811A a possible direct NO donor and/or NO-dependent sGC
stimulator/activator.

Keywords: Metallopharmaceutical. Nitric oxide. Vascular reactivity. Soluble guanylate

cyclase. Potassium channels.
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1  INTRODUCAO

1.1 Mdasculo Liso Vascular: Excitacdo, Contragdo e Relaxamento

O sistema cardiovascular é composto pelo coracdo e vasos sanguineos
(MATHEWS, 1996). O coragdo possui os ventriculos direito e esquerdo que funcionam como
bombas em série, ejetando sangue através de dois sistemas vasculares: a circulacdo pulmonar
de baixa pressdo, onde ocorre a troca gasosa (captacdo de O e liberacdo de CO: pela
hemoglobina circulante nas hemécias); e a circulagdo sistémica que distribui sangue aos 6rgéos
individuais, suprindo as suas demandas metabdlicas (AARONSON; WARD; CONNOLLY,
2012).

As células musculares lisas vasculares (CMLVSs) sdo células fusiformes compostas
por fibras contrateis pequenas, usualmente com didmetro médio de 5 um e comprimento de 200
pum. Apresentam grande ndcleo central circundado por um conjunto abundante de complexo
golgiense e reticulo endoplasmatico, com o citosol e a membrana plasmatica se afinando em
direcdo aos polos (GUYTON; HALL, 2017). Este reticulo endoplasmatico compreende cerca
de 5% do volume celular total e foi modificado para permitir a liberacio e a recaptacio de Ca®*,
sendo denominado reticulo sarcoplasmatico (WILSON, 2011).

A CMLYV é capaz de se contrair em resposta a estimulacao externa, desempenhando
papel critico na regulacdo das funcbes do sistema cardiovascular, como a manutencdo da
pressdo arterial e a distribuicdo do fluxo sanguineo no organismo (TANG, 2018). A unidade
contratil deste tipo celular é composta por filamentos finos de actina e filamentos espessos de
miosina (em razédo de 15:1) juntos a corpos densos (POLLARD, 2016). As jungdes de ponta a
ponta que conectam estas células contém juncGes comunicantes que promovem a adesao das
membranas celulares em multiplos pontos. Estas fazem com que potenciais de agdo ou o
simples fluxo livre de ions sem potenciais de acdo passem de uma fibra para a seguinte,
causando contragdo conjunta, como um sincicio (GUYTON; HALL, 2017).

O potencial de acdo da CMLV é um evento lento e impreciso quando comparado
ao de células do musculo estriado esquelético e cardiaco (RANG et al., 2016). A contratilidade
da CMLV é controlada por mediadores secretados por hormonios circulantes, por nervos
simpaticos e pelo endotélio vascular. Esta é regulada pela concentracgéo intracelular de Ca?* e
mecanismos de sensibilizacdo a este ion, como o grau de fosforilagdo das proteinas contrateis
(FILO; BOHR; RUEGG, 1965; SOMLYOQ; SOMLYO, 2003).
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Os canais para Ca?* presentes na membrana plasmatica sdo as principais vias pelas
quais este fon entra nas CMLVs. Dentre os diversos tipos de canais para Ca2*, podem ser citados
dois principais: os canais para Ca®* dependentes de voltagem (VDCC) e os canais para Ca?*
operados por receptor (ROCC) (AKATA, 2007a; WEBB, 2003).

Quando ha ativagdo dos VDCCs, ha influxo de Ca®* e contracdo da CMLYV,
mecanismo denominado acoplamento eletromecénico. Os principais canais deste tipo sdo os de
longa duragdo ou tipo L (BURDYGA; PAUL, 2012). Para aumentar o influxo de Ca?*, estes
canais podem ser abertos diretamente pela despolarizacdo da membrana através de altas
concentracdes extracelulares de K™ ou indiretamente através de alguns agonistas (THAKALI et
al., 2012).

Quando ha ativacdo dos ROCCs por agonistas que ativam receptores na superficie
da membrana, ocorre o influxo de Ca?*, liberacdo deste ion do reticulo sarcoplasmatico e
contragdo da CMLV. Este mecanismo é denominado acoplamento farmacomecanico
(BURDYGA,; PAUL, 2012). O principal mecanismo aqui envolvido é relacionado a ativacdo
da fosfolipase C (PLC) por receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e producdo de dois
segundos mensageiros, o trifosfato de inositol (IP3) e o diacilglicerol (DAG). O IP3, entdo, se
difunde para o citosol e abre canais para Ca?" no reticulo sarcoplasmatico, liberando o Ca?*
armazenado (AKATA, 2007a).

Com a elevagdo na concentracéo intracelular de Ca?* devido a estes fatores, ocorre
ativacdo de uma proteina ligante de Ca?* chamada calmodulina (CaM), que se liga a quatro
destes ifons. Isto leva a sua alteracio conformacional e forma o complexo Ca?*-CaM, que
medeia a ativacdo da enzima miofilamentar ligada a actina, a miosina quinase de cadeia leve
(MLCK), ao expor o seu sitio catalitico. Esta, por sua vez, provoca a fosforilagéo da cadeia leve
de miosina (MLCx0), um passo critico na contragdo da musculatura lisa. Este evento causa uma
mudanga conformacional na cabega da miosina e permite a interagcdo desta com a actina,
iniciando o ciclo de pontes cruzadas e a contracdo celular (Figura 01) (AKATA, 2007a;
VETTERKIND; MORGAN, 2012; WEBB, 2003).

A ativacdo da MLCK promove a fosforilagdo do aminoacido Ser-19 da MLCx,
gerando uma ligacdo covalente (GORECKA; AKSOY; HARTSHORNE, 1976). A simples
remocdo do Ca?* citosolico através da ativacdo de Ca®*-ATPases de membranas plasmaticas
(PMCA); trocadores de Na*/Ca®* e Ca®*-ATPases de reticulo sarco/endoplasmético (SERCA)
dependentes de energia; e a ativacdo de canais para K* presentes na membrana plasmatica ndo
causam diretamente o relaxamento, mas interrompem a fosforilagdo de MLC2 (AKATA,
2007b; VETTERKIND; MORGAN, 2012; WILSON, 2011).
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Assim, o relaxamento do musculo liso € resultado desta diminuicao da concentracéo
de Ca?* intracelular e do aumento da atividade da miosina fosfatase de cadeia leve (MLCP),
responsavel pela desfosforilagdo da MLC» e a consequente perda da interagdo entre a actina e
a miosina com atenuacao do ciclo de pontes cruzadas (Figura 02) (PFITZER, 2001; SOMLYO;
SOMLYO, 2003). Diferentes agentes farmacologicos podem inibir, direta ou indiretamente, a
entrada celular de Ca?* por meio de hiperpolarizagdo através dos VDCCs; ou aumentar a
concentracdo intracelular de nucleotideos ciclicos (AKATA, 2007a, 2007b).

Figura 01 — Regulag&o da contragdo do musculo liso.
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A contrac¢do no musculo liso ocorre como resposta a ativagdo por varios agonistas (neurotransmissores, hormonios,
etc.) que se ligam a receptores especificos. Subsequente a esta ligacao, a resposta celular é aumentar a atividade
da fosfolipase C (PLC) via acoplamento através de proteina G. A PLC produz dois segundos mensageiros potentes
do bifosfato de fosfatidilinositol de membrana (PIP,): diacilglicerol (DAG) e trifosfato de inositol (IP3). O IP3 se
liga a receptores especificos no reticulo sarcoplasmatico, causando liberacdo de Ca?*. O DAG juntamente com o
Ca?* ativa a proteina quinase C (PKC), que fosforila proteinas alvo especificas. O Ca?* se liga a calmodulina,
levando a ativacdo da quinase da cadeia leve da miosina (MLCK). Esta quinase fosforila a cadeia leve da miosina
(MLCy0) €, em conjunto com a actina, ocorre o ciclo de pontes cruzadas, iniciando o encurtamento da célula do
musculo liso. Fonte: Adaptada de Webb (2003).



Figura 02 — Regulacéo do relaxamento do musculo liso.
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O relaxamento do musculo liso ocorre como resultado da remocéo do estimulo contrétil ou pela acéo direta de

uma substancia que estimula a inibicdo do mecanismo contratil. Independentemente disso, 0 processo de

relaxamento requer uma diminuicdo da concentragdo de Ca?* intracelular e aumento da atividade da fosfatase de

cadeia leve de miosina (MLCP). O reticulo sarcoplasmatico e a membrana plasmatica contém Ca?*, Mg?*-ATPases

que removem Ca?* do citosol. Os trocadores de Na*/Ca®* também estdo localizados na membrana plasmatica e

auxiliam na diminuigdo do Ca?* intracelular. Durante o relaxamento, os canais para Ca®* operados por receptor

(ROCC) e dependentes de voltagem (VDCC) da membrana plasmatica se fecham, resultando em uma entrada

reduzida de Ca?* na célula. Fonte: Adaptada de Webb (2003).

1.2 Endotélio e Tonus Vascular

O endotelio vascular é um revestimento da superficie luminal de todos os vasos

sanguineos, localizado entre a corrente circulatéria e o musculo liso vascular (MEHTA; MALIK,

2006). E reconhecido como um 6rgdo dindmico com fungdes protetoras, sintéticas, secretoras,

metabolicas e imunologicas, como a manutencdo do equilibrio fisiologico do microambiente,
troca de nutrientes, reacdes de defesa do hospedeiro e vasodilatagdo (BARBATO; TZENG, 2004;

CIBOR et al., 2016).

O endotélio vascular é classificado como um epitélio pavimentoso simples, por

possuir um Unico estrato de células planas e longas, orientadas ao longo do eixo dos vasos

sanguineos. Estas sdo 0os componentes principais deste tecido e tem em media 20 a 40 um de
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comprimento, 10 a 15 pum de largura e apenas 0,1 a 0,5 pm de espessura (CAHILL;
REDMOND, 2016; SUN et al., 2016). Constituem, assim, uma barreira fisica ininterrupta entre
0s compartimentos intravascular e extravascular que ndo controla apenas o transito de pequenas
e grandes moléculas, mas também mantém a estrutura da parede vascular (FELETOU;
VANHOUTTE, 2006; SU, 2015).

As células endoteliais também se comunicam diretamente com as CMLVs via
junc@es de comunicacdo. Por conseguinte, permitem a propagacdo dos estimulos gerados e a
transferéncia ionica (de Ca?*, por exemplo) ou de pequenas moléculas, como os nucleotideos
ciclicos: cAMP (monofosfato ciclico de adenosina) e cGMP (monofosfato ciclico de guanosina)
(FELETOU; VANHOUTTE, 2006).

Essa camada é suscetivel a estimulos fisiologicos como o estresse de cisalhamento,
exercido pelo fluxo sanguineo sobre as células endoteliais, e também a alteracGes quimicas, como
variagBes de pH (CAHILL; REDMOND, 2016; CIBOR et al., 2016). Além disso, as células
endoteliais medeiam func¢des que incluem a manutencdo da fluidez sanguinea, a regulacdo de
inflamacdo e da resposta imune, e a neovascularizacao. O endotélio também desempenha papel-
chave em outros quatro fatores: angiogénese, resposta inflamatoria, homeostase e tdnus vascular
(KERR; TAM; PLANE, 2011).

Através da sintese e secrecdo de diversos fatores vasorrelaxantes — prostaciclina

(PGIy), prostaglandina E2 (PGEz), peréxido de hidrogénio (H20-), peptideo natriurético atrial
(ANP), peptideo natriurético C (CNP), fator de hiperpolarizacédo derivado do endotélio (EDHF)
e Oxido nitrico (NO); e de fatores vasoconstritores — tromboxano A2 (TXA:?), isoprostanos,
anions superdxidos, endotelina-1 (ET-1) e angiotensina Il (Ang Il) — é caracterizado como o
6rgdo mais importante no controle da homeostasia vascular local (Figura 03) (LUSCHER,;
SEO; BUHLER, 1993; RANG et al., 2016).

A PGly, inicialmente identificada como PGX, foi descoberta por Moncada e
colaboradores (1976), sendo o primeiro fator relaxante derivado do endotélio. Relaxa o musculo
liso e inibe a agregacdo plaquetaria ao ativar a AC. Participa ativamente, em conjunto com o
NO, de muitas das fungdes protetoras exercidas pelo endotélio intacto e exerce potente efeito
antiaterogénico, prevenindo a adesdo e a agregacdo plaquetaria (WESTFELT et al., 1995). A
PGE> é um vasodilatador direto sintetizado pelas células endoteliais dos microvasos que
também inibe a liberacdo de noradrenalina das terminacgdes nervosas simpaticas e ndo apresenta
o efeito plaquetério da PGl> (RANG et al., 2016).
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Figura 03 — Mediadores derivados do endotélio.
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O esquema mostra alguns dos mediadores mais importantes para contragdo e relaxamento derivados do endotélio;
muitos (ou até mesmo todos) os vasoconstritores também causam mitogénese do musculo liso, enquanto os
vasodilatadores comumente inibem a mitogénese. 5-HT, 5-hidroxitriptamina; A, angiotensina; ECA, enzima
conversora de angiotensina; ACh, acetilcolina; ATi, receptor AT1 da angiotensina; BK, bradicinina; CNP,
peptideo natriurético C; DAG, diacilglicerol; EDHF, fator hiperpolarizante derivado do endotélio; EET, acido
epoxieicosatetraenoico; ET-1, endotelina-1; ETayg), receptores A (e B) de endotelina; Gq, proteina G; IL-1,
interleucina-1; IP, receptor de prostanoide I; IP3, 1,4,5-trisfosfato de inositol; Kir, canal de potassio retificador de
entrada; Na'/K*-ATPase, bomba eletrogénica; NPR, receptor de peptideo natriurético; PG, prostaglandina; TP,

receptor de prostanoide T. Fonte: Adaptada de Rang et al. (2016).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo moléculas que contém um oxigénio
num estado altamente reativo com alta capacidade oxidativa, sendo as espécies mais
conhecidas: o radical hidroxil (OH"), o superéxido (O2™) peroxinitrito (ONOO™) e o H20>
(FELETOU; VANHOUTTE, 2006). Sua formagc&o enddgena se inicia pela reducio incompleta
do oxigénio molecular por enzimas que incluem a xantina oxidase, 6xido nitrico sintase (NOS),
NADPH oxidase, monoxigenases do citocromo P450 e enzimas da cadeia respiratoria
mitocondrial. A produgdo das ROS se d& em condigdes normais e de estresse, como inflamagéo
ou lesdo e é controlada por mecanismos antioxidantes que limitam sua ac¢ao por elimina-las ou
repararem modificacbes oxidativas potencialmente danosas a célula (MIZUNO; JACOB;
MASON, 2010).
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Os peptideos natriuréticos sdo uma familia de peptideos distintos geneticamente
(CHEN; BURNETT Jr, 2006). O ANP se liga ao NPR-A, um receptor com atividade de
guanilato ciclase (GC) ligado a membrana, e ao estimula-lo, induz a producdo do cGMP
intracelular, a partir do trifosfato de guanosina (GTP), necessario aos efeitos fisioldgicos dos
mesmos (MORO; LAFONTAN, 2013). Um dos principais efeitos vasculares é o relaxamento
da CMLV e aumento da permeabilidade vascular. Este aumento contribui para a hipovolemia,
promovendo redistribui¢do das proteinas plasmaticas e do fluido do espaco intravascular para
0 espaco intersticial (CURRY, 2005).

O EDHF tem identidade quimica incerta, entretanto, acredita-se que pode ser: o
CNP; o sulfeto de hidrogénio (H.S), o &cido epoxieicosatetraenoico (EET) sintetizado a partir
do &cido araquidénico por uma isoforma do citocromo P450; uma propagacao eletrotdnica da
hiperpolarizacdo do endotélio para a CMLYV através de juncGes intercelulares; ou o K* liberado
do endotélio, que hiperpolariza paradoxalmente a CMLV ao ativar canais Kir (BELTOWSKI;
JAMROZ-WISNIEWSKA, 2014; EDWARDS; FELETOU; WESTON, 2010). Produz a
hiperpolarizacdo endotélio-dependente do musculo liso vascular que acompanha a dilatacdo
dependente do endotélio que ocorre em resposta a varios mediadores, como a acetilcolina e
bradicinina, persistente a despeito da inibicdo completa da sintese de prostaglandinas e de NO
(C'EMMANUELE et al., 2015; RANG et al., 2016).

As endotelinas sdo uma familia de peptideos, identificada por Yanagisawa e
colaboradores (1988), dos quais existem trés membros: ET-1, ET-2, ET-3. As células
endoteliais produzem constitutivamente apenas ET-1, um potente vasoconstritor que induz
vasoconstricao de longa duracdo mais potente inclusive que outros peptideos vasoconstritores,
como a Ang Il (KERR; TAM; PLANE, 2011; MIYAUCHI; SAKAI, 2018).

1.2.1 Disfunc¢éo Endotelial

Em condicdes fisiologicas, existe um equilibrio preciso entre a liberacéo dos fatores
vasoativos que regulam o tobnus vascular e a hemostasia, sendo a produgdo dos fatores
relaxantes mais importante e predominante sobre o efeito dos agentes contrateis. Em condic6es
fisiopatoldgicas, surge o desequilibrio entre estes mediadores. Isto leva ao comprometimento
do endoteélio pelo aumento da ativacao e o inicio da alteracéo das funcdes celulares endoteliais,
dando origem a chamada “disfuncao endotelial” (CARVALHO et al., 2001; INCALZA et al.,
2018).
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Do ponto de vista histologico, a disfuncdo endotelial é decorrente de uma serie de
lesbes causadas pelo estresse de cisalhamento em todas as camadas do musculo liso vasular
(JIANG et al., 2015). O dano endotelial resulta na perda de integridade endotelial, disfuncéo da
barreira e regulacbes anormais de vasodilatacdo e vasoconstricdo, levando a alteracdo do
ambiente vascular (SUN et al., 2016; ZHANG et al., 2017).

As camadas do mauasculo liso vascular passam a apresentar alteracdes
ultraestruturais celulares alem da perda progressiva de elasticidade (através da permuta entre
elastina e colageno, levando ao enrijecimento da parede vascular). Isto causa remodelamento
capilar e venular com proliferacdo de células endoteliais, prejudicando a mecanica vascular e
comprometendo a hemodinamica cardiaca e sistémica, afetando a perfusdo de Orgdos e
resultando na ocorréncia de eventos cardiovasculares e alta incidéncia de mortalidade
(CASTELLON; BOGDANOVA, 2015; CIBOR et al., 2016).

Dessa forma, a disfuncéo endotelial € um fator-chave em processos fisiopatoldgicos
associados a senescéncia, hipertensdo, insuficiéncias cardiaca e renal, aterosclerose, sindrome
coronariana, coagulacdo intravascular, obesidade, diabetes tipo | e II, hiperglicemia,
hipercolesterolemia, hiper-homocisteinemia, vasculite, sepse e trauma (FELETOU:;
VANHOUTTE, 2006).

Entretanto, apesar de outros mecanismos estarem relacionados, um distarbio da
via do NO —guanilato ciclase soltvel (sGC) parece ser a causa principal da disfuncéo endotelial.
Assim, a maioria das doencas cardiovasculares € acompanhada de disfuncéo endotelial causada
pela reducdo da biodisponibilidade do NO, além da disfuncdo do ténus simpatico somados a
propria injaria vascular (MONICA; BIAN; MURAD, 2016; SCHADE; KOTTHAUS;
CLEMENT, 2010). Isto leva ao acumulo de fatores vasoconstritores, ateromatosos, pro-
coagulantes e pro-mitogénicos, como: ET-1, Ang Il, fator de von Willebrand (VWF), moléculas
de adesdo celular (CAMs), prostanoides, citocinas e ROS (como 0s anions superdxidos)
(PUDDU et al., 2000).

Desse modo, em sintese, quatro mecanismos estdo envolvidos na disfuncao
endotelial: a redugdo na liberagdo de NO/PGI. e/ou EDHF; a reducéo da sensibilidade do
masculo liso vascular ao NO/PGI, e/ou EDHF; a disfungdo na via de transducéo de sinais dos
fatores relaxantes endoteliais; e 0 aumento da produgdo de PGH>, TXA>, ET-1 e/ou anions
superdxidos. Tais mecanismos podem ser revertidos atraves da terapia de reposicdo de NO
(CARVALHO et al., 2001; SCHADE; KOTTHAUS; CLEMENT, 2010).
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1.3 Oxido Nitrico

O NO é uma molécula-chave de sinalizacdo que esta envolvida na regulacao de uma
variedade de processos fisioldgicos e patologicos em mamiferos e principal reponsavel, nas
células endoteliais, pela manutengdo da homeostase vascular (BONAVENTURA et al., 2007,
INCALZA et al., 2018). E um radical livre de curta duragdo, altamente lipossoluvel, que
permeia livremente todas as membranas e reage prontamente com oxigénio e outros radicais,
como espécies de ferro e enxofre (IGNARRO, 2019).

Em 1977, o NO enddgeno ainda era desconhecido. O grupo de Ferid Murad
demonstrou que NO exdgeno (advindos da nitroglicerina e do nitroprussiato de sédio) era capaz
de ativar a enzima guanilato ciclase soltvel (sGC), promovendo vasorrelaxamento (ARNOLD
et al., 1977). A existéncia da molécula endogena so veio a ser esclarecida em 1980. Robert
Furchgott e John Zawadzki, através de um erro experimental, verificaram que a acdo da
acetilcolina — ora vasoconstritora, ora vasodilatadora — era de relaxamento apenas em vasos que
continham o endotélio integro (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).

Assim, em 1982, postulou-se, a existéncia de um fator relaxante derivado do
endotélio (EDRF). Este, através de diversos experimentos, demonstrou ndo ser um prostanoide,
porém, ser difusivel e dependente de ions de Ca?* (FURCHGOTT, 1983). A partir das
evidéncias que o relaxamento obtido pelo EDRF era seguido de um aumento na concentracdo
de cGMP, sua acdo era inibida pelo azul de metileno e este podia ser destruido por anions
superdxidos e outros radicais livres; foi observado que o EDRF tinha muitas caracteristicas
similares as dos nitrovasodilatadores (HOLZMANN, 1982; IGNARRO et al., 1990).

Dessa forma, em 1986, Robert Furchgott e Louis Ignarro propuseram, de forma
independente, que o EDRF seria 0 NO. O reconhecimento mundial se deu em 1992, quando o
NO foi reconhecido como a “molécula do ano” pela revista Science (GAO, 2010). Além disso,
em 1998, Robert Furchgott, Louis Ignarro e Ferid Murad recebem o Prémio Nobel de Fisiologia
ou Medicina por "suas descobertas sobre o dxido nitrico como uma molécula de sinalizagéo no
sistema cardiovascular" (IGNARRO, 2019).

O NO é sintetizado a partir da L-arginina por enzimas denominadas 6xido nitrico
sintase (NOS) (PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987). Trés isoformas de NOS foram
clonadas: NOS neuronal (nNOS ou NOSL1, proteina de 150 kDa, codificada pelo gene NOS1),
NOS induzida (iNOS ou NOS2, proteina de 135 kDa, codificada pelo gene NOS2) e NOS
endotelial (eNOS ou NOS3, proteina de 135 kDa, codificada pelo gene NOS3). Esta ultima
sendo a mais abundantemente expressa no endotélio (ALDERTON; COOPER; KNOWLES,
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2001).

A eNOS é uma enzima de dominio duplo constitutivamente expressa em todas as
células endoteliais que possui regulacdo por estimulos fisioldgicos e fisiopatologicos atraves de
um padrdo complexo de modificagbes transcricionais (expressdo e abundancia) e pés-
traducionais (atividade e funcdo) (GARCIA; SESSA, 2019). Seu dominio oxigenase N-terminal
tem sitios de ligacdo para heme, tetra-hidrobiopterina, Oz e 0 substrato L-arginina suporta a
atividade catalitica. J& seu dominio redutase C-terminal liga-se aos cofatores de fosfato de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH), mononucletideo de flavina (FMN) e flavina
adenina dinucleotideo (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001).

Dentro das células endoteliais, a eNOS é concentrada e enzimaticamente ativa em
invaginaces da membrana celular chamadas cavéolas, microdominios de membrana
enriquecidos em colesterol e esfingolipideos, e definidos pela presenca da proteina andaime
caveolina (GARCIA-CARDENA et al., 1997). As cavéolas sequestram diversos receptores e
proteinas de sinalizacdo, incluindo GPCRs, receptores do fator de crescimento e proteinas
reguladoras do Ca?*, como a CaM (LI et al., 1995). Dentro das cavéolas, a caveolina-1 inibe
tonicamente a atividade da eNOS, limitando assim a producio de NO; a liga¢do do Ca?*-CaM
leva a ruptura da interacdo caveolina-1/eNOS e aumenta a atividade da eNOS (FERON et al.,
1996).

A vasodilatacdo mediada pelo NO é mediada por uma vasta gama de estimulos,
como: estresse de cisalhamento gerado pelo arrasto viscoso de sangue na superficie da célula
endotelial, hormdnios circulantes (catecolaminas, vasopressina), constituintes do plasma
(trombina), produtos plaquetarios (5-HT) e mediadores quimicos produzidos localmente
(bradicinina) (KERR; TAM; PLANE, 2011). Este ativa a enzima dependente de heme —a sGC
—nas células musculares lisas vizinhas, levando a formacéo de cGMP, que leva ao relaxamento
das CMLVs (IGNARRO, 2019).

O NO derivado do endotélio, importante principalmente em vasos de resisténcia em
virtude da sua liberagéo continua, causa vasodilatagéo, contribuindo para o controle fisioldgico
da pressao arterial e do fluxo sanguineo a longo prazo in vivo (GAO, 2010). A perda desta
vasodilatacdo, devido a reducdo da expressao ou atividade da eNOS e/ou redugdo mediada por
estresse oxidativo na biodisponibilidade do NO, é uma caracteristica marcante da disfuncao
endotelial associada a fatores de risco cardiovascular (MANUKHINA; DOWNEY; MALLET,
2006; SUSCHEK et al., 2003). A reducdo de NO faz o equilibrio homeostatico favorecer a
vasoconstricao, a proliferagdo, a ativacdo das plaquetas e a formacao de coagulos sanguineos e

a inflamacdo. Ja a producdo excessiva de NO pode contribuir para o desenvolvimento de
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hipertensdo através da formagdo aumentada de ROS (BALLIGAND; FERON; DESSY, 2009;
MIZUNO; JACOB; MASON, 2010).

Além de suas acGes vasodilatadoras, 0 NO desempenha uma gama de outros papéis
protetores na vasculatura como: regulacdo da formacdo de coagulos; adesdo leucocitéria;
inflamacdo; reparo de vasos através proliferacdo; e migracdo de CMLVs (FRIEBE;
KOESLING, 2009; RANG et al., 2016).

Assim, a reducdo e/ou diminuicdo da capacidade de resposta ao NO produzido
endogenamente, contribui para o desenvolvimento de processos patologicos cardiovasculares,
pulmonares, endoteliais, renais e hepaticos (GARCIA; SESSA, 2019). Estes contribuem para
manifestacdes clinicas, como hipertensdo, aterosclerose e trombose arterial, que estdo
associadas a morbidade e mortalidade significativas, bem como disfuncéo erétil (EVGENOV
et al., 2006).

1.4 Via Guanilato Ciclase — GMP Ciclico — Proteina Quinase G

A guanilato ciclase (GC) representa um grupo de proteinas identificado em meados
da década de 1970 com fungdo enzimatica comum, mas distingdo quanto a seletividade na
ativacdo por ligantes (KIMURA; MURAD, 1974). A enzima é encontrada em duas formas
principais: solivel ou citosélica (sGC) e particulada ou ligada a membrana (mGC)
(HARDMAN; SUTHERLAND, 1969; WHITE; AURBACH, 1969).

A sGC ¢ ativada pelo NO em concentracdes inferiores a 10 nM (HALL,
GARTHWAITE, 2009). J4 a mGC por NPs e por guanilinas que atuam como agonistas para 0s
receptores para peptideos natriuréticos (NPRs) (KUHN, 2004). Ambas as formas convertem o
GTP em cGMP, um segundo mensageiro importante que esta envolvido em diversas fungdes
do organismo. A concentracdo intracelular do cGMP regula a fisiologia celular pela ativacdo
de proteinas quinases ou através da regulacdo de fosfodiesterases (PDEs), que alteram a
concentracdo intracelular de outros nucleotideos ciclicos (KORKMAZ; KOLANKAYA, 2013;
LUCAS et al., 2000).

A sGC é uma proteina heterodimera de =150 kDa contendo em duas subunidades a
e B com massas moleculares aproximadas de 73 a 82 e =70 kDa, respectivamente, dependendo
da isoforma (al e 02; Bl e B2) (KAMISAKI et al., 1986). O dimero al/Bl é a isoforma
dominante expressa na maioria dos tecidos. Ja a isoforma 02/B1 esta presente em menos tecidos,
mas é altamente expressa no cérebro, coracdo, pulmao, baco, cdlon, utero e placenta (HALL;
GARTHWAITE, 2009). As subunidades séo divididas em quatro dominios identificaveis:
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dominio de ligagdo heme, dominio PAS, dominio de bobina enrolada e dominio ciclase (Figura
04) (MONTFORT; WALES; WEICHSEL, 2017).

Figura 04 — Estrutura do dominio guanilato ciclase soltvel.
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S&o mostrados os limites aproximados para cada dominio na Guanilato Ciclase Solavel (sGC) para as subunidades
al e B1 da sGC humana. sGC, guanilato ciclase soltivel; H-NOX, dominio de ligacdo heme; PAS, dominio Per-
ARNT-Sim; CC, dominio de bobina enrolada. Fonte: Adaptada de Montfort; Wales; Weichsel (2017).

O dominio de ligacdo heme foi identificado pela primeira vez como um “dominio
de ligacdo Heme-NO" (HNOB) (IYER; ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003). Entretanto,
H-NOX (“dominio de ligagao heme-NO-0O,") € 0 nome mais comum na maioria dos bancos de
dados de sequéncias (MONTFORT; WALES; WEICHSEL, 2017).

Neste dominio, a subunidade ol tem uma extensdo N-terminal extra com 65
residuos, aparentemente, desordenada intrinsecamente. Nenhuma funcéo foi atribuida a esses
residuos, embora indique que a Ser-64 da proteina humana pode ser um alvo para a fosforilacéo
pela proteina quinase G (PKG), que é estimulada pelo cGMP, levando ao feedback negativo
(ZHOU et al., 2008). Ja a subunidade B tem, em sua extensdo N-terminal, um grupo prostético
heme-Fe?* do tipo-b, essencial para conferir a sGC sensibilidade ao NO; e coordenado através
do residuo His-105 em heterodimeros al/B1. Em estado reduzido, ha um aumento de = 400
vezes na atividade enzimética através do processo de S-nitrosilagdo (PAL; KITAGAWA,
2005).

Este processo, também referido por S-nitrosacgéo, € a ligacdo do NO a um grupo
tiol. Esta reacdo é reversivel e altamente especifica, possivel em concentraces fisiologicas de
NO e ¢ a chave da ativacio da sGC (STASCH et al., 2006). O Fe?* central do grupo prostético
é harmonizado entre os quatro heme-nitrogénios e o ligante axial His-105, construindo um

complexo histidil-heme pentacoordenado. A ligacdo do NO a este complexo causa a formacéo
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de um intermediério histidina-heme-NO hexacoordenado que decai rapidamente em um
complexo nitrosil-heme penta-coordenado (IGNARRO; WOOD; WOLIN, 1982; STAMLER,
1994). Desta forma, a abertura da ligacdo da histidina ao ferro resulta em uma mudanca
conformacional da sGC, resultando na sua ativacdo (DERAKHSHAN; HAO; GROSS, 2007).

O dominio ciclase de ambas as subunidades ¢ um dominio catalitico que tem apenas
um local para a ligagéo de substrato, mas ndo possui ligantes (ALLERSTON; VON DELFT,;
GILEADI, 2013). Sua atividade catalitica para dominios truncados da ciclase é bastante baixa,
consistente com o desalinhamento dos dominios individuais, levando a sugestdo de que
pequenas alteragdes nos dominios H-NOX, de bobina enrolada ou PAS podem ter grandes
efeitos sobre as taxas cataliticas. A face "dorsal" deste dominio, que estd longe da bolsa
catalitica, ¢ altamente conservada em al/Bl e pode fornecer uma interface funcionalmente
importante com outros dominios (SEEGER et al., 2014).

A fosforilacdo subsequente a producdo de cGMP é mediada por PKG, que fosforila
proteinas alvos em residuos de serina e treonina. Em celulas de mamiferos, a PKG apresenta
dois tipos: tipo | e tipo Il (SURKS, 2007). Sendo a PKG | altamente expressa em células
musculares lisas e outros sitios, como plaquetas, pulmao e alguns nucleos cerebrais. A nivel
celular, a PKG | esté presente principalmente no citosol, embora esteja associada a membranas
em alguns tipos de células, como as plaquetas (FRANCIS et al., 2005).

A PKG | medeia o relaxamento da musculatura lisa e previne a agregacéao
plaquetéria através de uma gama diversa de proteinas alvo, tais como canais para K* de alta
condutancia ativados por Ca?* (BKca), RhoA/Rho-quinase (ROCK), receptores de potenciais
transitorios (TRPs), MLCP e Fosfolamban (PLN) com o objetivo de reduzir a concentracdo
intracelular de Ca®* e a sensibilidade dos miofilamentos contrateis ao Ca®*; causando, assim, a
vasodilatacdo (Figura 05) (GAO, 2010; LOIRAND; GUILLUY; PACAUD, 2006). A ativacdo
cruzada das proteinas quinases também pode acontecer, na qual o cGMP é capaz de modular a
ativacdo da proteina quinase A (PKA), bem como o cAMP contribuir para ativacdo da PKG
(AKATA, 2007b).



34

Figura 05 — Sinalizagéo de 6xido nitrico pela via guanilato ciclase solivel — GMP ciclico — proteina quinase G na

célula muscular lisa vascular.

K+
Caz*
voccC
4
: GTP
Hiperpolarizagédo +—— sGC +— o
Influxo de Ca?*  <reeereeees PKG «——— cGMP
""""""""""" +——— PDES
e SERCA GMP
Sensitividade de Elementos |
Contrateis ao Ca?* Ca?* Célula Muscular Lisa Vascular
a

O oxido nitrico (NO) causa vasodilatagdo devido a diminuicdo do nivel intracelular de Ca?* na célula muscular
lisa vascular pela ativagdo, como ponto final, da proteina quinase G (PKG). As setas pretas indicam sinais de
ativacdo e as setas vermelhas indicam sinais de inativacdo. sGC, guanilato ciclase sollvel; GTP, trifosfato de
guanosina; GMP, monofosfato de guanosina; cGMP, monofosfato ciclico de guanosina; PDES5, fosfodiesterase
tipo 5; SERCA, Ca?*-ATPase de reticulo sarco/endoplasmatico; VDCC, canais para Ca?* dependentes de

voltagem. Fonte: Adaptada de Rameshrad et al. (2016).

1.5  Via Oxido Nitrico — GMP Ciclico — Canais para Potassio

Os canais para K* também desempenham importante papel no controle do potencial
de membrana, regulando a contracdo muscular e, portanto, o ténus vascular (JACKSON, 2017).
Em condicGes de repouso, a ativacdo destes canais na membrana celular leva ao efluxo de ions
K™, por transporte passivo, aumentando do potencial de membrana por hiperpolarizagao celular.
Isto diminui o influxo de Ca?* através de VDCCs e favorece o relaxamento da CMLV (Figura
06) (AKATA, 2007b; WILSON, 2011).

O NO pode ativar diretamente diferentes tipos e canais para K* em diversos tecidos
(COLEMAN; TARE; PARKINGTON, 2004; PARK et al., 2010). Os principais canais para K*

na CMLYV sdo: canais para K* dependentes de voltagem (Kv), canais para K* ativados por Ca?*
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(Kca), canais para K* sensiveis a ATP (Kare) e canais para K* retificadores de influxo (Kir)
(THAKALI et al., 2012).

Figura 06 — Regulacgdo da contracdo da célula muscular lisa vascular por canais para potassio.

Abertura de Canais para K* Fechamento de Canais para K*
Hiperpolarizagdo de membrana Despolarizagdo de membrana
| |
vocc Sensibilidade 1 Liberacao vocc T Sensibilidade T Liberagao
fechado ao Ca?* de Ca?* aberto ao Ca?* de Ca?*

I | I |

Y Y

Vasodilatagdao

S

Vasoconstricdo

A

S

Célula Muscular Lisa Vascular

Os canais para K* regulam a contracdo do musculo liso vascular. A abertura ou fechamento dos canais para K*
causa modificacdo no potencial de membrana das células musculares lisas vasculares, que, por sua vez, afeta os
processos que levam ao relaxamento ou contragdo destas, conduzindo a vasodilatagdo ou a vasoconstri¢do. VDCC,

canais para Ca?* dependentes de voltagem. Fonte: Adaptada de Jackson (2017).

Os canais Ky permitem o efluxo de K™ em resposta a despolarizacdo da membrana
(-35 a -55 mV), promovendo a repolarizacdo e o retorno aos niveis de potencial de repouso,
mantendo, assim, o tdnus vascular de repouso (KO et al., 2008, PARK et al., 2010). A inibicdo
deste canal (por aminopiridina, por exemplo) resulta em despolarizacdo seguida de
vasoconstricdo em varias artérias. Vasodilatadores que aumentem os niveis de NO, cCAMP e
cGMP podem ativar estes canais em alguns vasos sanguineos (JACKSON, 2017).

Os Kca sdo ativados pelo Ca?* intracelular e também por despolarizacio da
membrana plasmatica, sendo os de alta conduténcia (BKca) 0 principal subtipo e em maior
namero nas CMLVs (AKATA, 2007b; WILSON, 2011). Os BKca exercem forte influéncia
sobre o potencial de membrana principalmente em vasos de pequeno calibre. Sdo ativados por
despolarizacio e pelos niveis intracelulares de Ca?* e a ativacéo fisioldgica destes canais é um
mecanismo importante para neutralizar a despolarizagéo e a vasoconstri¢do causada por agentes

vasoconstritores (JACKSON, 2017). Um grande nimero de vasodilatadores, incluindo o NO,
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0 CO e 0 EET, assim como substancias que aumentam os niveis de CAMP e cGMP ativam estes
canais direta ou indiretamente, via ativacao de quinases (ARCHER et al., 1994).

Os Katp s&0 complexos octaméricos contendo duas subunidades proteicas e quatros
subunidades retificadoras de influxo (Kir). Os canais Kir, por sua vez, permitem o influxo de
fons K™ a medida que a membrana se hiperpolariza e o efluxo de ions K™ quando o potencial de
membrana aumenta na CMLV (JACKSON, 2005).

Na maioria das células excitaveis, em condicdes fisioldgicas, os canais Katp estao
fechados. Tendo por base a sua sensibilidade para o ATP intracelular, sdo abertos quando a
razéo de concentracdo ATP/ADP esta reduzida. Nesta situacdo, o efluxo de ions K* ocorre, com
consequente hiperpolarizacdo da célula, prevenindo a abertura de VDCCs e levando a
vasodilatacdo (BRAYDEN, 2002).

A inibicdo deste canal pode ser realizada por glibenclamida e comumente estudada
em diferentes tecidos (SOBEY, 2001). A ativacdo destes canais pode ser induzida pelo NO,
mediada pelo aumento de cGMP. Qutros fatores como a reducdo da PaO> ou pH abrem o canal
e produzem vasodilatacdo. Vasodilatadores enddgenos tais como o peptideo vasoativo intestinal
(VIP), peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), PGl e adenosina ativam canais
Katp Vvia ativacdo da adenilato ciclase (AC) e subsequente ativacdo de CAMP e da PKA. Estes
canais também sdo ativados sob condi¢des fisiopatologicas tais como hipoxia, isquemia,
acidose e choque séptico (BAUKROWITZ; FAKLER, 2000; JACKSON, 2017).

1.6 Moduladores da via Oxido Nitrico — Guanilato Ciclase

Devido a utilidade limitada do gas NO auténtico e a meia-vida curta deste in vivo,
compostos liberadores de NO tém sido amplamente utilizados como agentes terapéuticos e
como ferramentas farmacoldgicas (SCHADE; KOTTHAUS; CLEMENT, 2010). Ainda assim,
apesar de um vasto numero de potenciais doadores de NO, poucos sdo usados clinicamente
(PAULO et al., 2014). A figura 07 mostra algumas destas opgOes e suas vias nas células

endoteliais e nas CMLVs.
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Figura 07 — Opcgdes farmacolégicas para modular o sistema gerador de Oxido nitrico e aumentar a
biodisponibilidade deste na vasculatura.
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ADMA, N Ne-dimetil-L-arginina assimétrica; BHa, tetra-hidrobiopterina; cGMP, fosfato ciclico de guanosina;
DDAH, dimetilarginina dimetilaminohidrolase; GMP, monofosfato de guanosina; NMMA, N® -monometil-L-
arginina; NOS, 6xido nitrico sintase; ROS, espécies reativas de oxigénio; sGC (ox.), guanilato ciclase soltvel
(oxidada); sGC (red.), guanilato ciclase soltvel (reduzida). Fonte: Adaptada de Schade; Kotthaus; Clement (2010).

1.6.1 Doadores Diretos e Indiretos de Oxido Nitrico

Nitratos sdo farmacos que funcionam como como doadores diretos de NO:
nitroglicerina (GTN, trinitrato de glicerilo), mononitrato de isossorbida (ISMN), dinitrato de
isossorbida (ISDN), tetranitrato de pentaeritritilo (PETN) e nitroprussiato de sddio (SNP) sdo
exemplos desta classe (MILLER; MEGSON, 2007). A exclusdo do SNP, estes compostos s&o
ésteres organicos com uma porg¢éo nitrooxi (—O-NO>) e sdo biotransformados para produzir
metabdlitos bioativos. Esta bioativacdo causa liberacdo de NO, que desempenhard os efeitos

vasculares previamente descritos (FUNG et al., 1992).
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Os nitratos possuem, especialmente, efeitos vasodilatadores nas artérias coronarias
e arteriolas de tamanho grande e médio (> 100 um de diametro). Esse efeito reduz a tenséo da
parede sistdlica do ventriculo esquerdo por diminuir a pos-carga e, consequentemente, diminui
a demanda miocardica de O». Esses compostos também agem na vasculatura coronariana de
pacientes ateroscleréticos, aliviando a angina pectoris (PARKER; PARKER, 1998).

Os nitratos organicos causam vasodilatagdo por outros mecanismos indiretos.
Podendo induzir regulacdo epigenética do relaxamento das CMLVs (DAIBER; MUNZEL,
2015); ou pelo aumento na atividade de histonas acetilases com respostas vasculares
dependentes de nitroglicerina, influenciadas pela acetilagcdo enzimatica de proteinas contrateis
(COLUSSI et al., 2012).

O SNP, por sua vez, é um sal de sodio solivel em agua composto por Fe?*
complexado com NO e cinco anions cianeto. Inicialmente descoberto em 1849 (PLAYFAIR,
1849), teve seu primeiro uso clinico como vasodilatador arterial e venoso em animais em 1928
(JOHNSON, 1928). No organismo, também funciona como pro-farmaco, reagindo com grupos
sulfidrila em eritrocitos, albumina e outras proteinas para liberar 0 NO (IVANKOVICH;
MILETICH; TINKER, 1978).

O SNP ¢ o nitrato de maior relevancia clinica. O efeito hemodindmico deste
farmaco é causar dilatacdo arterial e venosa, reduzir a pos-carga, diminuir as pressdes de
enchimento ventricular, reduzir a pressao arterial sistémica e aumentar o débito cardiaco, sem
reducdo significativa da frequéncia cardiaca. Assim, sua utilizacdo principal se encontra na
medicina de emergéncia e cuidados intensivos em situacbes como crises hipertensivas,
insuficiéncia cardiaca, cirurgia cardiaca, cirurgia vascular, cirurgia pediatrica e outras
aplicacdes agudas (HOTTINGER et al., 2014; SCHADE; KOTTHAUS; CLEMENT, 2010).

Os diazeniodiolatos (NONOatos) sao outra classe de doadores de NO que tem sua
atividade bioldgica correlacionada com a quantidade de NO liberada (KEEFER, 2003).
NONOatos carregam um grupo [N(O—-)N=0] em um aduto nucleofilo, geralmente uma amina,
e se decompde-se espontaneamente em solucédo a pH fisiologico e temperatura para liberar o
NO (MILLER; MEGSON, 2007). Além disso, por manipulacdes estruturais, essa classe pode
ser projetada para entrega direcionada de NO e para conjugar outras moléculas terapéuticas
para aumentar seu potencial terapéutico (SAAVEDRA et al., 1999).

Os S-nitrosotidis (RSNOs), como a S-nitrosoglutationa (GSNO) e a S-
nitrosohemoglobina, também sdo doadores considerados como excelente fonte de NO
(MILLER; MEGSON, 2007). S&o adutos de R—SH e NO que, sob certas condi¢fes (presenca

de ions metalicos de transicéo, agentes redutores e enzimas, luz, calor e pH), decompdem-se
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para liberar o NO (SINGH et al., 1996). Os RSNOs enddgenos, como a GSNO, sédo distribuidos
nas hemacias, plasma e outros tecidos em diferentes concentragcbes (BRYAN et al., 2004).

As terapias baseadas em RSNO exibem efeitos fisiologicos muito semelhantes
aquelas relacionadas ao NO (AL-SA’DONI; FERRO, 2004). Entretanto, podem ser
consideradas mais eficientes devido a sua capacidade de liberacdo duradoura de NO (e, por
consequéncia, maior tempo de vasodilatacdo); como também pela capacidade transnitrosadora
(por sofrer trans-S-nitrosilacdo com outros grupos tiol) mais facil dos RSNOs (ALENCAR et
al., 2003; MILLER; MEGSON, 2007).

1.6.2 Estimuladores e Ativadores da Guanilato Ciclase Soluvel

Em 1994, cientistas da Bayer HealthCare AG iniciaram uma pesquisa de
substancias que poderiam induzir um aumento na sintese de NO e, assim, estimular a sGC em
celulas endoteliais suinas; utilizando estudos que envolviam a medicé&o dos niveis de cGMP por
radioimunoensaio (EGVENOV et al., 2006). Ao longo do tempo, duas classes diferentes de
compostos foram desenvolvidas: estimuladores de SGC heme-dependentes e ativadores de sGC
heme-independentes.

Os ativadores heme-independentes atuam na enzima heme-deficiente ou heme-
oxidada e podem ativar sGC ainda mais potentemente sob tais circunstancias (GUR;
KADOWITZ; HELLSTROM, 2010). Ja os estimuladores de sGC heme-dependentes dependem
da presenca da porcdo prostética heme reduzida e ativam enzimas sinérgicas fortes quando
combinadas com NO e/ou o0 CO. Alguns exemplos destes ultimos sdo: YC-1, BAY 41-2272,
BAY 41-8543, BAY 63-2521, CMF-1571 e A-350619 (STASCH et al., 2002).

O YC-1 foi o primeiro composto desta classe a ser produzido (KO et al., 1994).
Liga-se a um sitio alostérico separado no grupo prostético heme-Fe?* da sGC e ativa a enzima
independentemente do NO, aumentando os niveis intracelulares de cGMP (MULSCH et al.,
1997). Assim, mesmo com uma quantidade reduzida de NO, devido a forte estabilizacdo do
complexo nitrosil-heme, a atividade de sGC é potencializada cerca de 10 vezes pela ligagéo de
YC-1 (RUSSWURM et al., 2002). Adicionalmente, o YC-1 inibe as PDEs metabolizadoras de
CGMP (GALLE et al., 1999).

Nas CMLVs, o YC-1 aumenta os niveis de cGMP e induz relaxamento
concentracdo-dependente em anéis de aorta de rato (MULSCH et al., 1997). Desse modo, 0
YC-1 tem um potencial importante no tratamento de uma variedade de doengas vasculares,

incluindo hipertensdo, trombose, restenose pds-angioplastia e disfuncédo erétil. Além disto, é
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utilizado como “esqueleto” para a sintese de novos farmacos capazes de superar o seu indice
de ativacédo, como 0 BAY 41-2272 (STASCH; HOBBS, 2009).

O BAY 41-2272 tem a¢des semelhantes quando comparado ao YC-1, mas possui
especificidade aprimorada a sGC e poténcia vasodilatadora de duas a trés vezes maior que a do
seu precedente (STASCH et al., 2001; STRAUB et al., 2001). Produz potente relaxamento in
vitro de artérias, artérias coronarias e veias e reduz a pressao arterial média em modelos animais
hipertensos, sendo um potencial candidato para o tratamento de doencas cardiovasculares
(EVGENOV et al., 2004). A inibicéo do estresse oxidativo melhora o efeito vasodilatador deste
farmaco em animais espontaneamente hipertensos, sugerindo uma ferramenta terapéutica
alternativa para a hipertenséo se administrada com compostos antioxidantes (PRIVIERO et al.,
2009).

O desenvolvimento de ativadores de sGC independentes de NO foi iniciado em
2002. O BAY 58-2667 foi o primeiro ativador de sGC NO-independente que apresentou
caracteristicas diferentes de qualquer um dos conhecidos estimuladores de sGC heme-
dependentes (GUR; KADOWITZ; HELLSTROM, 2010).

O BAY 58-2667 € um agente prot6tipo que ativa a sGC na faixa nanomolar e produz
um efeito aditivo, ndo sinérgico, quando combinado a doadores de NO (SCHMIDT et al.,
2003). Este composto ativa a SGC, mesmo se 0 Fe?* do grupo heme estiver oxidado (Fe**) ou
ausente, ao se ligar a bolsa de ligacdo do heme na subunidade da sGC de forma a ativar a enzima
(ROTHKEGEL et al., 2006). Assim, causa vasorrelaxamento e diminui a pressdo arterial
média, a pressdo arterial pulmonar, a pressdo atrial direita e tem um perfil hemodinamico
semelhante ao da nitroglicerina (STASCH et al., 2002). Também pode inibir a degradacao da
subunidade f livre de heme (GUR; KADOWITZ; HELLSTROM, 2010).

1.7 Metalofarmacos

Os ions metalicos desempenham papéis importantes nos processos bioldgicos. O
campo do conhecimento relacionado & aplicagdo da quimica inorgénica no diagnéstico ou
terapéutica de doencas € a quimica inorganica medicinal (MJOS; ORVIG, 2014). Esta ainda é
considerada, por muitos, uma jovem disciplina das ciéncias naturais; ndo obstante ao uso
historicamente comprovado de metais em poc¢des farmacéuticas, que remontam as antigas
civilizacBes da Egito, Mesopotamia, india e China (THOMPSON; ORVIG, 2006).

Em 1912, Paul Ehrlich publicou resultados sobre um dos primeiros metalofarmacos

terapéuticos, o “Composto 606” ou Salvarsan. Este seria um agente antimicrobiano a base de
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arsénio desenvolvido de uma mistura de compostos de 3-amino-4-hidroxifenil-arsénico e eficaz
contra a bactéria causadora da sifilis (EHRLICH; BERTHEIM, 1912).

Esta descoberta € tida como o inicio da pesquisa e desenvolvimento modernos de
metalofarmacos; e é seguida, ao longo do século XX, por descobertas de agentes importantes,
como o antineoplésico cisplatina em 1965 (ROSENBERG; VANCAMP; KRIGAS, 1965).
Além disso, o Salvarsan foi capaz de fornecer uma demonstragéo eficaz para teoria da “bala
magica”, a crenca de Ehrlich de que seria possivel combater doencas infecciosas através de uma
busca sistematica por farmacos que matariam microrganismos invasores sem danificar o
hospedeiro (LLOYD et al., 2005).

No final do século XX, a descoberta da participacdo do NO em varios processos
fisiolégicos e fisiopatoldgicos levou a estudos com doadores de NO, desenvolvidos para
suprimir a deficiéncia de NO derivado do endotélio em pacientes com riscos cardiovasculares.
Assim, complexos nitrosilos metélicos, como o SNP, foram desenvolvidos visando a
compreensdo dos aspectos fundamentais do NO e da sua atividade bioldgica para potenciais
aplicacdes (PRIVIERO; WEBB, 2010).

No inicio do século XXI, houve o rapido avanco no desenvolvimento de novos
farmacos inorganicos ou metalo-organicos. Este avanco rapido nos Gltimos anos foi ilustrado
pelo crescente nimero de publicacdes na area, patentes, encontros cientificos, bem como novos
compostos aprovados ou em estagio avancado de pesquisa clinica (DABROWIAK, 2009;
FRICKER, 2007; GIELEN; TIEKINK, 2005).

A maioria de farmacos atualmente no mercado é de origem organica ou bioldgica.
Apesar do pequeno nimero de metalofarmacos disponiveis, essa categoria tem se desenvolvido
rapidamente, principalmente, devido as caracteristicas estruturais que podem ser construidas
em torno de um ion metalico. Estas quando comparada as possibilidades de pequenas moléculas
organicas e bioldgicas, parecem quase nulas (HAMBLEY, 2007; MJOS; ORVIG, 2014).

Farmacos contendo ions metalicos possuem caracteristicas termodindmicas e
cinéticas particulares e uma geometria diversa do espaco 3D a seu favor. Além de formas
lineares, geometrias planar, quadradas e tetraédricas das moléculas organicas; podem ser
criadas formas piramidais, trigonais bipiramidais e octaédricas (e geometrias maiores para ions
metalicos maiores), todas de tremenda importancia para processos bioldgicos. Mesmo com esta
complexidade estrutural, os complexos de ligante metalico ainda sdo bastante pequenos e leves
em comparacdo com algumas moléculas orgénicas bioldgicas macrociclicas (MEGGERS,
2007; MJOS; ORVIG, 2014).
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O préprio ion metélico orquestra a coordenacdo do ligante de acordo com
configuracdes 3D precisas. Com sua quimica redox ajustada, o ion metélico pode participar de
reacOes bioldgicas redox; e metais de transi¢cdo, como ruténio ou ferro, que tém maultiplos
estados de oxidacdo estaveis, oferecem potencial catalitico. Todos esses componentes
customizaveis criam possibilidades indefinidas para complexos de ligante metalico com
propriedades novas e sem precedentes (BRUIJNINCX; SADLER, 2008; MEGGERS, 2009;
MJOS; ORVIG, 2014).

1.7.1 Complexos de Ruténio

Os metais de transicdo tém um papel crucial no processo bioldgico do NO e
fornecem espécies termodinamicamente estaveis e cineticamente labeis (WINK et al., 1996).
Desde a década de 1950 sdo reportados estudos e atividades bioldgicas dos complexos de
ruténio (DWYER et al., 1952). Estes envolvem principalmente a reatividade dos ligantes
coordenados de oxido de nitrogénio, que incluem propriedades redox, reatividade fotoquimica
e aspectos cinéticos (de LIMA et al., 2014). Além de apontarem o uso farmacoldgico desses
complexos como agentes anti-hipertensivos, antitumorais, antimaléricos, entre outros
(CAMPELO et al., 2012; EKENGARD et al., 2015; KARIDI et al., 2006).

O ruténio pode ocorrer em varios estados de oxidacdo (Ru (I1), Ru (111) e Ru (1V))
dependendo da composicéo de sua esfera de coordenacdo; a maioria desses estados de oxidacédo
é acessivel sob condicGes fisioldgicas. Nesse sentido, o ruténio (1) e o ruténio (I11), contendo
seis sitios de coordenagdo, sdo os ions mais comumente empregados (PAULO et al., 2014).

A alta afinidade do ruténio pelo NO é uma caracteristica marcante da quimica desse
metal de transicdo (CALANDRELI, 2005). Os complexos nitrosil-ruténio (RUNO) atuam como
doadores de NO sob estimulacdo externa e seus complexos podem ser soliveis em agua e
exibem baixa citotoxicidade (FRICKER et al., 1997). As espécies de RUNO também possuem
ligacdo extremamente estavel que resiste a uma variedade de reacfes redox e de substituicao.
Além disso, esta ligacdo estabiliza o ligante trans para a molécula de NO, que € liberado por
reducdo quimica, bioativacdo enzimética ou luz (PEREIRA et al., 2011a). O ruténio possui rica
quimica de coordenacdo, permitindo manipular a estrutura do ligante e ajustar todas as
propriedades de um doador de NO efetivo (FERREIRA; TFOUNI, 2010).

Dessa forma, complexos baseados em ruténio tém aplicacfes médicas potenciais,
sobretudo para o tratamento de doencas cardiovasculares (CLARKE, 2002). Além disso, 0

desenvolvimento de RUNO representa uma estratégia para reduzir possiveis efeitos secundarios
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e citotoxicidade de agentes exdgenos dadores de NO. A menor toxicidade desses compostos
pode resultar de suas caracteristicas quimicas serem semelhantes as do ferro, sendo capaz de se
ligar a muitas biomoléculas de transporte, como a albumina e a transferrina sérica
(ALLARDYCE; DYSON, 2001).

Assim, atualmente, diversos complexos de RUNO sdo testados para atividades
antimicrobiana (PAVAN et al., 2010; RAMOS; BRAGA; BRAGA, 2012), antineoplésica
(LEVINA; MITRA; LAY, 2009) e imunossupressora (NEWCOMB et al., 2003). Além disso,
inimeros compostos de RUNO tém sido investigados como doadores de NO em experimentos
de reatividade vascular (de LIMA et al., 2014).

Esses complexos foram capazes de provocar vasodilatacdo adrtica, em condicGes
fisioldgicas, atribuida a liberacdo de NO e sua acdo sobre as CMLVs, incluindo a ativacéo de
sGC e de canais para K*, que por sua vez levam a diminuicéo da concentracéo de Ca?* no citosol
e relaxamento da aorta (BONAVENTURA et al., 2004, 2007; CERQUEIRA et al., 2008;
LUNARDI et al., 2007; LUNARDI; da SILVA; BENDHACK et al., 2009; PEREIRA et al.,
2011b).
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2 JUSTIFICATIVA

Embora os mecanismos subjacentes da disfuncdo endotelial sejam multifatoriais, a
causa principal € um distarbio da via NO-sGC-cGMP. Poucos compostos candidatos a ativagdo
ou inibicdo direta dessa via existem; uma vez que muitos estudos ainda se concentram no
desenvolvimento de farmacos doadores de NO, ou em etapas subsequentes da sua cascata de
eventos (como inibidores de PDEs ou moduladores de canais i6nicos).

Assim, o desenvolvimento de novos compostos vasorrelaxantes capazes de ativar
diretamente um alvo definido (sGC) e por vias independentes do NO é uma necessidade médica
importante e inovadora; tendo em vista as limitagcGes dos compostos doadores de NO, tais como
taquicardia reflexa, dependéncia de biometabolismo, liberacdo de compostos tdxicos,
desenvolvimento de tolerancia apds uso prolongado e interacdes nao especificas do NO com
outras biomoléculas.

A habilidade dos complexos RUNO tem despertado muito interesse no estudo de
suas propriedades visando uma aplicabilidade clinica. Estes possuem formas ativas estaveis e
de baixa toxicidade em condices fisiologicas e atuam como captadores ou liberadores de NO;
consequentemente podendo atuar como farmacos no tratamento de doengas como a hipertensao
arterial.

A sintese de novos compostos com estabilidade redox e com propriedades
fotofisicas desejaveis tem sido realizada com o uso de compostos derivados do sistema cis-
bisbipiridina de ruténio (Il). A adicdo de ligantes imidazélicos ao centro metalico desses
compostos tem como objetivo melhorar suas propriedades farmacoldgicas, uma vez que esses
ligantes estdo presentes no grupo farmacoférico de vérios farmacos utilizados clinicamente,
como a azatioprina, cimetidina, dacarbazina, eberconazol, megazol, ornitazol, entre outros
(GOUVEIA-JUNIOR, 2017).

Nesse contexto, justifica-se a investigacdo dos efeitos vasculares, em vasos de
condutancia, dos complexos de ruténio contendo derivados imidazélicos cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)CI]*  (FOR011A), cis-[Ru(bpy)2(2-MIM),]**  (FOR011AA), cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)(NO2)]* (FOR711A), cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** (FOR811A); a fim de caracterizar
seu possivel mecanismo de acdo em tecido vascular e possibilitar a descoberta de alternativas

para o tratamento de doencas que tenham o envolvimento da via NO-sGC-cGMP.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar as agOes vasculares dos complexos a base de ruténio contendo derivados

imidazélicos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]* (FORO011A), cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2]**
(FOR011AA), cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]* (FOR711A), cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]**

(FOR811A), na tentativa de caracterizar os efeitos farmacoldgicos destas moléculas em

modelos in vitro de vasos de condutancia e in silico por docking molecular.

3.2 Objetivos Especificos

a.

Investigar o potencial vasorrelaxante dos quatro complexos de ruténio em preparagdes
isoladas de aorta de rato e comparar estes efeitos com um farmaco doador direto de
oxido nitrico (SNP) e um estimulador NO-independente heme-dependente de guanilato
ciclase soluvel (BAY 41-2272).

Comparar a presenca ou auséncia de efeitos vasorrelaxantes do nicleo metélico da
molécula (FORO0OO, cis-[Ru(bpy)2(Cl)2]) e do seu ligante caracteristico 2-metilimidazol
(L11A) com os quatro complexos de ruténio previamente testados.

Investigar a participacdo do endotélio no efeito vasorrelaxante dos quatro complexos de
ruténio em preparacdes isoladas de aorta de rato.

Investigar o envolvimento da via NO/sGC/cGMP e AC/cCAMP nos efeitos
vasodilatadores do FOR011A e do FOR811A em preparaces isoladas de aorta de ratos.
Investigar a influéncia do FOR011A e do FOR811A na abertura de canais para K" e a
participacdo dos prostanoides produzidos na via das ciclooxigenases em preparacgdes
isoladas de aorta de rato.

Estudar os possiveis efeitos do FORO11A e do FOR811A sobre a mobilizacdo
intracelular de Ca®* em preparacg@es isoladas de aorta de rato.

Avaliar se os complexos de ruténio FOR011A e o FOR811A sdo capazes de alterar 0s
niveis intracelulares do nucleotideo ciclico cGMP em preparacgdes isoladas de aorta de
rato.

Identificar os possiveis alvos celulares de interagdo do FOR011A e FOR811A através

da avaliacdo in silico com a utilizacdo de docking molecular.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sintese dos Complexos de Ruténio

Os compostos de ruténio cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]*, cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2]*,
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]* e  cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]**  foram  codificados,
respectivamente, como FOR011A, FOR011AA, FOR711A e FOR811A. As estruturas planas
dos compostos estéo representadas na figura 08.

Figura 08 — Estruturas planas dos complexos de ruténio utilizados (cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]*, cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM),]?%, cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)T*, cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]®*) e seus respectivos codigos.

FOR711A FOR811A

Fonte: Adaptada de Gouveia-Junior (2017).

Estes compostos foram sintetizados no Laboratério de Bioinorganica (LABIO) do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica (DQOI) da Universidade Federal do Ceara
(UFC), de acordo com técnica descrita previamente descrita por Gouveia-Junior (2017):
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O composto cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]" (FOR011A) foi obtido por reagdo
equimolar entre o precursor cis-[Ru(bpy).Cl2] e o ligante 2-metilimidazol em meio etandlico
sob aquecimento durante 8 h e precipitado pela adi¢do de hexafluorfosfato de aménio. A reacao
apresentou rendimento de 52%.

O composto cis-[Ru(bpy)2(2-MIM),]** (FOR011AA) foi obtido por reagdo entre o
precursor cis-[Ru(bpy)2Cl2] e excesso de 8 vezes do ligante 2-metilimidazol em meio hidro-
etanolico 50% sob aquecimento durante 8 h e precipitado pela adicdo de hexafluorfosfato de
amonio. A reacdo apresentou rendimento de 60%.

O composto cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]" (FOR711A) foi obtido por reagdo
equimolar entre o precursor cis-[Ru(bpy)2Cl2] e o ligante 2-metilimidazol em meio hidro-
etanolico 50% sob aquecimento durante 3 h, seguida da adicdo de quantidade equimolar de
NaNO: e aquecimento por mais 4 h. O sélido foi precipitado pela adi¢do de hexafluorfosfato
de amonio. A reacdo apresentou rendimento de 49%.

O composto cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** (FOR811A) foi obtido por acidificagio
do composto FOR711A em solucdo metanodlica a 1% de acido hexafluorfosférico, mantido por

60 min sob atmosfera inerte. A reacao apresentou rendimento de 61%.

4.2 Solucdes e Farmacos

O meio de perfusdo utilizado foi a solucéo de Krebs-Henseleit modificada (MKHB;
pH 7,4) com a seguinte composi¢cdo (mmol/L): NaCl: 118,0; KCI: 4,7; KH2PO4: 1,2;
MgS04.7H20: 1,2; NaHCOs: 25,0; CaClz: 2,5 e Glicose: 11,1 (KHANNA et al., 2011). A
solucdo sem calcio foi preparada pela omissdo de CaCl> da solugdo de Krebs-Henseleit e a
adicdo de acido etileno glicol-bis-(B-amino-etil-éter)-N,N,N',N'-tetracético (EGTA) (BASAK
et al., 2008).

Os sais, a glicose e 0 EGTA, juntamente com fenilefrina, acetilcolina, nitroprussiato
de sodio, 3-(4-amino-5-ciclopropilpirimidin-2-il)-1-(2-fluorobenzil)-1H-pirazolo[3,4-
b]piridina (BAY 41-2272), N®-Nitro-L-arginina metil-éster (L-NAME), hidroxocobalamina, L-
cisteina, wortmannina, 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ), indometacina,
tetraetilamonio, glibenclamida, 4-aminopiridina, cis-N-(2-fenilciclopentil)-azaciclotridec-1-
en-2-amina (MDL-12,330A), propranolol e atropina utilizados, todos com grau de pureza
analitica, foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA).

As substancias foram preparadas como soluc@es estoque, armazenadas a -20 °C, por

no maximo sete dias e adicionadas ao volume com solucdo de Krebs, a fim de se obter uma
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concentracédo desejada na camara de banho (RAMESHRAD et al., 2016). O Quadro 1 descreve
as acOes das substancias descritas.

Quadro 1 — Farmacos utilizados durante o estudo e sua a¢éo.

Farmaco Mecanismo de Acao

4-Aminopiridina Bloqueador seletivo de canais Ky.

Acetilcolina Agonista colinérgico.

Atropina Antagonista colinérgico.

BAY 41-2272 Estimulador heme-dependente da enzima sGC.
EGTA Agente quelante de Ca?".

Fenilefrina Agonista ar-adrenérgico.

Glibenclamida Bloqueador seletivo de canais Katp.
Hidroxocobalamina Sequestrador de NO radicalar (NO®).

Indometacina Inibidor ndo-seletivo da enzima cicloxigenase (COX).
L-Cisteina Sequestrador seletivo de ions nitroxil (NO).
L-NAME Inibidor ndo-seletivo da enzima NOS.

MDL-12,330A Inibidor da enzima adenilato ciclase.

Nitroprussiato de Sodio Doador direto de NO.

Propranolol Antagonista p-adrenérgico.

OoDQ Inibidor da enzima sGC.

Tetraetilamonio Bloqueador ndo-seletivo dos canais para K*.
Wortmannina Inibidor da enzima fosfatidilinositol 3-quinase (IPzK).

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Animais Experimentais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus), de linhagem Wistar, com idade entre 8
e 10 semanas, pesando entre 250 e 300 g; provenientes do Biotério Setorial do Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Ceard (NPDM-
UFC). Os animais receberam racdo padronizada e agua ad libitum e foram devidamente
acondicionados, permanecendo sob sistema controlado de temperatura (22 = 2 °C), circulagéo

de ar, umidade e luminosidade (12/12 h de ciclo claro/escuro).
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Todos os animais foram tratados em conformidade com as normas de manipulacéo
de animais de laboratdrio preconizadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
Animal (CONCEA) e com respeito as normas da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Ceard (CEUA-UFC). Todos os procedimentos realizados tiveram a

aprovacao préevia sob nimero de protocolo n° 03/2016 (Apéndice A).

4.4 Ensaios de Reatividade Vascular

4.4.1 Preparacao dos Anéis de Artéria Aorta

Os animais foram anestesiados por cetamina (80 mg/kg, i.p.) e xilazina (8 mg/kg,
i.p.) e eutanasiados por exsanguinacdo imediatamente prévia aos experimentos. Em seguida,
foram dispostos em decubito dorsal e seus membros craniais e caudais foram imobilizados, de
forma a expor toda a extensdo do torax e abdémen. Os planos dérmicos e musculares foram
seccionados com tesoura cirargica fina-romba a partir da porcdo distal esternal até o segundo
espaco intercostal. O gradil costal foi incidido em toda a sua extensdo pelos lados esquerdo e
direito — na face ventral do térax, do nivel do diafragma até o segundo espaco intercostal — de
forma que pudesse ser rebatido na direcédo cranial.

Uma vez expostos os 6rgdos toracicos, a veia cava caudal e o esdfago foram
ocluidos com pingcas hemostaticas curvas de Halsted em suas extensbes proximais e
discretamente distais ao diafragma, sendo seccionados medialmente e rebatidos em direcao
cranial. Assim, pdde-se expor artéria aorta, a qual foi seccionada e dissecada com tesoura de
Vannas em toda a sua extensdo até a crossa adrtica.

O fragmento da aorta toracica retirado foi mantido em placa de Petri, imerso em
MKHB & temperatura ambiente, para retirada de tecido conectivo. Apos a dissecacao, a artéria
foi seccionada em 4 aneis de 5 mm de comprimento, descartando-se 0s anéis provenientes das
extremidades do vaso. Cada anel foi colocado em pecas triangulares de fio de aco (0,3 mm de
didametro) conectadas por um fio de algoddo ndo-elastico a um gancho metélico.

Os anéis foram levados ao banho de érgdos e posicionados, com uma das
extremidades fixada a uma haste metalica e a outra conectada a um sensor pelo gancho metélico
preso ao fio de algoddo, em cubas organicas de capacidade de 10 mL preenchidas com MKHB,
aeradas com mistura carbogénica (95% de oxigénio (O2) e 5% de didxido de carbono (COz) e
mantidas a 37 °C (Figura 09).
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Figura 09 — Representacdo esquematica do sistema para 6rgdo isolado utilizado para estudo da contratilidade de

anéis de aorta de rato.
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Fonte: Adaptada de Yildiz e colaboradores (2015).

A tensdo isométrica dos experimentos foi mensurada por um transdutor de tenséo
(Force Transducer, MLT0201, ADInstruments, Espanha), cujo sinal foi amplificado (Quad
Bridge Amp, ML224, ADInstruments, Austrdlia) e transmitido a um conversor analédgico-
digital (Power Lab®, ML8661P, 4130, ADInstruments, Australia). Este foi enviado para o
computador para registro temporal da tensdo pelo software de aquisi¢do e processamento de

sinais (LabChart® 8.0.1 for Windows, ADInstruments, Australia).

4.4.2 Estabilizagéo e Avaliacéo da Viabilidade dos Anéis de Artéria Aorta

Foi iniciada a estabilizacdo do tecido durante 60 min, nos quais ajustou-se
periodicamente a tensdo basal aplicada aos fragmentos de aorta a 10 mN (1 g) (KHANNA et
al., 2011). Neste periodo, a solucédo de Krebs-Henseleit das cubas foi renovada a cada 15 min.
Apos o periodo de estabilizagdo, cada anel de aorta foi testado quanto a sua viabilidade
(YILDIZ et al., 2015).
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Realizou-se avaliacGes da contratilidade maxima pelo aumento hiperténico da
concentracdo de K™ para 60 mmol/L na solucdo extracelular no banho, sendo necessario uma
contracdo de pelo menos 70% do valor basal para viabilidade do anel (CHEN et al., 2009). Em
seguida, cada anel foi lavado com solucdo de Krebs-Henseleit quatro vezes. Ap6s 5 min, foi
realizado a avaliacdo da viabilidade endotelial, no qual ocorreu contragdo com fenilefrina (PHE,
1 umol/L), seguida da avaliacdo do relaxamento pela adicéo da acetilcolina (ACh, 10 umol/L)
nas cubas (Figura 10) (BONAVENTURA et al., 2011).

Foram consideradas prepara¢es com endotélio integro viaveis aquelas que, com a
adicdo da acetilcolina, apresentaram relaxamento maior ou igual a 80% do valor de contragéo
(CELLOTO et al., 2011). Além disso, para todos os ensaios realizados neste estudo, foi
priorizada a realizacdo de protocolos experimentais diferentes por animal utilizado com o
objetivo de aumentar a variabilidade de animais por protocolo experimental e reduzir o viés

estatistico.

Figura 10 — Representa¢do esquematica da avaliacdo de viabilidade dos anéis aorticos.

ACh (10 pmoliL) |

KClI PHE )
(60 mmoliL) } (1 pmolin) | Protocolo Experimental

Estabilizacao 4 Lavagens MKHB 4 Lavagens MKHB
(10 nM - 60 min)

4 Lavagens MKHB

MKHB, Solucédo de Krebs-Henseleit Modificada; KCI, Cloreto de Potéssio; PHE, Fenilefrina; ACh, Acetilcolina.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4.3 Avaliacdo do Potencial Vasorrelaxante dos Complexos de Ruténio em Preparacfes

Pré-Contraidas com Fenilefrina ou Cloreto de Potassio

Para avaliar o efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio em anéis de artéria
aorta, curvas concentracdo-efeito (CCE) foram obtidas pela exposi¢do de preparacfes com
endotélio integro pré-contraidas com dois agentes contrateis a concentragcdes cumulativas dos
complexos (0,01 a 30 pmol/L) acrescentadas ao banho e mantidas durante 15 min. Nestes
experimentos, foram utilizadas diferentes preparac¢des de aorta de rato (n = 8, N = 2, cada)
estimuladas com fenilefrina (PHE, 1 pumol/L) para induzir uma contragdo sustentada (platd)
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através do acoplamento farmacomecénico ou com Cloreto de Potassio (KCI, 60 mmol/L) para

induzir uma contragdo sustentada através do acoplamento eletromecénico (Figura 11).

Figura 11 — Representacdo esquematica da avaliacdo de viabilidade dos anéis aorticos, seguida do protocolo para
analise inicial do efeito relaxante dos complexos de ruténio FOR011A, FOR011AA, FOR711A e FOR811A, dos
controles positivos (NO e BAY 41-2272) e controles negativos (FOR000 e L11A).

ACh (10 pmoliL) | 1

FORs,

Controles +,
Controles -
PHE (1 pmoliL) (0,01 a 30 pmoliL)
KClI PHE ou
(60 mmoliL) | (1 umolrL) § KCl (60 mmoliL) |
Estabilizacdo 4 Lavagens MKHB 4 Lavagens MKHB

(10 nM - 60 min)
4 Lavagens MKHB

MKHB, Solucéo de Krebs-Henseleit Modificada; KCI, Cloreto de Potassio; PHE, Fenilefrina; ACh, Acetilcolina;
FORs, Complexos de Ruténio; Controles +, Nitroprussiato de Sddio ou BAY 41-2272; Controles -, FOR000 ou
L11A. Fonte: Elaborada pelo autor.

Para efeito de comparagdo dos potenciais vasorrelaxantes, foram utilizados
farmacos com mecanismo de agdo conhecido. Como controles positivos, foi utilizado o SNP,
um doador de NO (BONAVENTURA et al., 2008) e 0 BAY 41-2272, um estimulador heme-
dependente da enzima sGC (PRIVIERO et al., 2005). Devido a poténcia farmacoldgica do SNP,
as curvas geradas foram realizadas em uma faixa menor (0.03 nmol/L a 0,06 pmol/L). Como
controles negativos, foram utilizadas as moléculas precursoras dos complexos: 0 nucleo de
partida cis-[Ru(bpy)2(Cl)2], codificado como FOROOQO; e o radical 2-metilimidazol (2-MIM),
codificado como L11A (Figura 12).

Apos a adicdo da maior concentracdo dos complexos (30 umol/L), as preparagdes
que inicialmente haviam sido estimuladas com PHE ou KCI foram lavadas com MKHB (oito
vezes) e, apos a estabilizacdo da preparacdo, foi adicionado novamente PHE (1 pmol/L) ou KCI
(60 mmol/L). A comparagdo da amplitude da contracéo inicial com a contragdo obtida ao final
do experimento foi utilizada para avaliar a capacidade de recuperacdo do tecido apds a

exposicéo aos complexos e aos controles.
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Figura 12 — Estruturas planas dos controles negativos e seus respectivos cédigos.

NH

[\
/

CH,

FORO000 L11A

Fonte: Adaptada de Gouveia-Junior (2017).

4.4.4 Avaliacdo da Participacdo do Endotélio Vascular no Mecanismo Vasorrelaxante dos
Complexos de Ruténio em Preparacdes Pré-Contraidas com Fenilefrina ou Cloreto de

Potéssio

Para este conjunto de experimentos, foram utilizados anéis adrticos desprovidos de
endotélio (n = 8, N = 2), o que foi comprovado por um relaxamento com ACh menor ou igual
a 10% (CHEN et al., 2009). Para isto, apos passarem por todo o processo de prepara¢do e antes
de serem colocados nas cubas, 0s aneis de artéria tiveram seu endotélio removido, com o auxilio
de fio metalico, através da rolagem (por 20 vezes) da artéria na placa de Petri
(BONAVENTURA et al., 2011). Para avaliacdo da integridade do endotélio foi utilizada a

seguinte formula:

Rel to (%) Contrac¢dao maxima PHE — Relaxamento maximo ACh 100
= *
craramento o Contracdo maxima PHE — Tensao Basal PHE

Apds a constatacdo da remocdo do endotelio, procedeu-se com o protocolo
experimental padrdo, através da inducdo de contracdo sustentada por PHE (1 pmol/L) ou KCI
(60 mmol/L), apds as quais foram submetidas a concentracfes cumulativas dos quatro

complexos (0,01 a 30 umol/L) (Figura 13).
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Figura 13 — Representagdo esquematica do protocolo de avaliagdo da participagdo do endotélio vascular no efeito
relaxante dos complexos de ruténio FOR011A, FOR011AA, FOR711A e FOR811A.

ACh (10 pmolrL) | 1

FORs
(0,01 a 30 umoliL)

PHE (1 pmoliL)
KCI PHE ou
(60 mmoliL) | (1 pmoliL) | KClI (60 mmoliL) |
Estabilizagao 4 Lavagens MKHB 4 Lavagens MKHB

(10 nM - 60 min)
4 Lavagens MKHB

MKHB, Solucéo de Krebs-Henseleit Modificada; KCI, Cloreto de Potassio; PHE, Fenilefrina; ACh, Acetilcolina;

FORs, Complexos de Ruténio. Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4.5 Caracterizacdo do Possivel Mecanismo de Acdo dos Complexos de Ruténio FOR011A

e FOR811A em Preparactes Pré-Contraidas com Fenilefrina

Apos a avaliacdo do potencial vasorrelaxante dos complexos, constatou-se que o
FORO11A e o FOR811A foram os compostos com menor CEso (concentracdo necessaria para
produzir 50% da resposta maxima). A partir desses achados, ambos foram submetidos a
continuidade dos estudos de reatividade vascular para caracterizacdo dos seus mecanismos de
acao.

Nestes experimentos, foram utilizadas diferentes preparacdes de aorta de rato (n =
6, N = 2). Durante 30 min, diferentes antagonistas/bloqueadores farmacoldgicos foram
incubados: L-NAME (inibidor ndo-seletivo de NOS; 100 umol/L), wortmannina (inibidor de
IP3K; 0,5 pmol/L), ODQ (Inibidor de sGC; 10 umol/L), MDL-12330A (inibidor de AC; 30
pmol/L), indometacina (Inibidor ndo-seletivo de COX; 10 pmol/L), tetraetilamdnio
(blogueador nao-seletivo dos canais para K*; 10 mmol/L), 4-aminopiridina (bloqueador seletivo
de canais Ky; 1 mmol/L), glibenclamida (blogueador seletivo de canais Katp; 10 pumol/L),
propranolol (antagonista B-adrenérgico; 1 pmol/L), atropina (antagonista colinérgico; 1
pumol/L) (RAMESHRAD et al., 2016).

Além disso, em outras preparagdes, tambéem foi utilizado um sequestrador de NO
radicalar (NO"), a hidroxocobalamina (100 pumol/L); ou um sequestrador de ions nitroxil (NO"
), a L-cisteina (3 mmol/L) (BONAVENTURA et al., 2006; PINO; FEELISCH, 1994). Em
seguida, todas as preparacOes supracitadas foram estimuladas com PHE (1 pumol/L) e entdo
construidas as curvas concentracdo efeito para o FOR011A e FOR811A (0,01 a 30 pumol/L)
(Figura 14).
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Figura 14 — Representagdo esquematica do protocolo para caracterizagdo do mecanismo de acdo em vaso de
condutancia dos complexos de ruténio FOR011A e FOR811A.

ACh (10 pmolrL) | 1

Incubagdo com
Antagonistas
e Bloqueadores

FORO011A,
FOR811A
(0,01 a 30 umoliL)

KCI PHE PHE
(60 mmoliL) 1 (1 pmol/L) ], (4 pmoIIL)l
(1%5;?;”";;??") 4 Lavagens MKHB 4 Lavagens MKHB

4 Lavagens MKHB

MKHB, Solucéo de Krebs-Henseleit Modificada; KCI, Cloreto de Potéssio; PHE, Fenilefrina; ACh, Acetilcolina.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4.6 Avaliacdo do Efeito dos Complexos de Ruténio FOR011A e FOR811A na Curva
Concentracdo-Efeito para o Calcio na Presenca de Cloreto de Potassio ou Fenilefrina

apoés Deplecdo do Calcio Intracelular

Estes experimentos foram realizados para avaliar o efeito dos complexos FOR011A
e FOR811A sobre contragdes induzidas pelo influxo de Ca?* através da abertura dos canais
ROC (por PHE) e dos canais VOC (por KCI) apds deplecdo do Ca?* intracelular. A primeira
parte deste protocolo incluiu a estabilizagdo do anel de aorta (n = 6, N = 2), bem como as
avaliacdes de contratilidade méaxima e de viabilidade endotelial, realizadas em MKHB.

Apbs este procedimento realizaram-se seis lavagens com solucdo de Krebs sem
Ca?*. Foi adicionado ao meio um quelante dos ions Ca?*, 0 EGTA (1 mmol/L), permanecendo
por 15 min; seguido de PHE (1 pumol/L), que permaneceu com 0 EGTA por mais 30 min. Em
seguida, foram realizadas seis lavagens com Krebs sem Ca?* e novamente acrescentado EGTA
(1 mmol/L) ao meio, o qual ap6s 15 min foi retirado com trés lavagens com Krebs sem Ca?*.
Entdo, as preparagbes foram estimuladas com KCI (60 mmol/L) para ativar os canais VOC ou
PHE (1 umol/L) para ativar os canais ROC.

Apo6s 5 min de incubacdo do KCI ou da PHE, adicionou-se as cubas a menor
concentracdo capaz de causar efeito vasodilatador méximo durante o acoplamento
eletromecéanico (FOR011A e FOR811A = 30 pmol/L) ou farmacomecanico (FOR011A = 10
pmol/L e FOR811A = 2 umol/L) nos testes iniciais. Em seguida, foram construidas curvas
concentragio-efeito para o Ca?* com CaCl, (0,01 a 3 mmol/L) (Figura 15). A amplitude destas
contragdes foi registrada como percentual da contracéo inicial induzida por KCI (60 mmol/L)
ou PHE (1 pmol/L) em meio normal (CUNHA et al., 2013).
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Figura 15 — Representacdo esquematica do protocolo para criagdo da curva concentracdo-efeito de calcio apos

deplecdo do calcio intracelular em vaso de condutancia dos complexos de ruténio FOR011A e FOR811A.

Testes de contratilidade/viabilidade

Incubagao com

EGTA FORO11A ou FOR811A
(1 mmol/L)
KCI (60 mmol/L)
PHE EGTA ou CaCl,
(1 ymoliL) (1 mmoliL) PHE (1 pmoliL) (0,01 a 3 mmoliL)
Estabilizacdo
; 6 Lavagens 6 Lavagens 3 Lavagens
(10 nM - 60 min) MKHB sem Ca?* MKHB sem Ca?* MKHB sem Ca2*

4 Lavagens MKHB

MKHB, Solucdo de Krebs-Henseleit Modificada; EGTA, &cido etileno glicol-bis-(B-amino-etil-éter)-N,N,N',N'-
tetracético; PHE, Fenilefrina; KCI, Cloreto de Potassio; ACh, Acetilcolina; CaCl,, Cloreto de Calcio. Fonte:

Elaborada pelo autor.

4.4.7 Avaliagéo do Curso de Tempo para o Relaxamento Induzido pelo Nitroprussiato de
Sédio e pelos Complexos de Ruténio FOR011A e FOR811A

A fim de complementar a investigacdo farmacoldgica da poténcia vasorrelaxante
dos complexos FORO11A e FOR811A, para este conjunto de experimentos, foram utilizadas
diferentes preparagdes de anéis de artéria aorta (n = 8, N = 2, cada) com endotélio integro e
estimuladas com PHE (1 umol/L) na presenca ou auséncia de ODQ (10 pumol/L). Apos obtencédo
de uma contracdo sustentada (platd) com o agente contrétil, adicionou-se as cubas a menor
concentracdo de FOR011A ou FOR811A capaz de causar efeito vasodilatador méximo durante
0 acoplamento farmacomecanico (011A = 10 pmol/L e 811A =2 pmol/L). O curso do tempo
para o relaxamento induzido pelos complexos foi avaliado e um protocolo semelhante foi
realizado para o SNP (0,02 pumol/L).

4.5 Determinacdo de GMP Ciclico por ELISA

A concentracdo de cGMP foi determinada em anéis de aorta previamente montados
no banho de érgéos para registro isométrico contendo MKHB. Estes passaram por um protocolo
de contracdo induzida por PHE (1 pmol/L), na presenca ou auséncia de ODQ (10 pumol/L), com
posterior adicdo de um dos complexos de ruténio (FOR011A ou FOR811A, grupos-teste) na

menor concentracdo capaz de causar efeito vasodilatador maximo durante o acoplamento
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farmacomecéanico (011A = 10 pmol/L e 811A = 2 umol/L). Além disso, para comparagdo, em
diferentes preparagdes, foi realizada adi¢éo de solucdo MKHB (grupo controle).

Os grupos-teste foram incubados com os complexos de ruténio no banho de 6rgéos
tempo suficiente para vasodilatacdo completa. JA& no grupo controle ou nos grupos que
continham ODQ, nos quais ndo houve vasodilatacdo, esperou-se tempo similar aos grupos
tratados. Apos este tempo, o tecido e uma amostra da solucdo de Krebs foram coletados,
congelados em tubos criogénicos em nitrogénio liquido (-196 °C), e, posteriormente,
armazenados em freezer -80 °C.

No dia da anélise, foram realizados homogenatos dos anéis de aorta em acido
tricloroacético (TCA 5%), em uma concentracdo de 10 mg de tecido/mL. Ap0s isso, as amostras
foram centrifugadas (10 min, 1500 g, 4 °C). O sobrenadante foi utilizado para a dosagem,
entretanto, foi realizado ainda um processo de retirada do TCA com solucéo saturada de dgua-
éter, conforme recomendacdes do fabricante do Kkit.

Para tanto, foi utilizado um kit para determinacéo quantitativa de cGMP, utilizando
um ensaio imunoenzimatico competitivo (Cyclic GMP ELISA Kit 581021, Cayman Chemical®,
EUA). A dosagem consistiu na utilizacdo de uma placa de 96 pocos sensibilizada com anticorpo
monoclonal de coelho anti-1gG, onde foram adicionadas as amostras ou padrfes, uma solugédo
contendo cGMP complexado a acetilcolinesterase (AChE) e um anticorpo (1gG) especifico para
cGMP. Assim, 0 cGMP da amostra e 0 cGMP complexado a AChE competiram pelo anticorpo
especifico, que se ligaram ao anticorpo monoclonal anti-IgG na superficie da placa.

Apbs 18 h de incubacdo a uma temperatura de 4 °C, foi feita a lavagem da placa
com tampéo de lavagem e foi incubado, por 120 min, o reagente de Ellman, um substrato da
AChE cujo produto da reacdo enzimatica gera uma coloragcdo amarelada. Esta foi lida em 405
nm, sendo a intensidade da cor inversamente proporcional a concentracdo de cGMP na amostra.
A curva padrdo foi obtida por regressdo ndo linear utilizando uma funcdo logistica de 4
parametros, cuja equacéo foi utilizada para determinar a relagcdo absorbancia x concentragéo.

Os resultados foram expressos em pmol/mg de tecido.

4.6 Docking Molecular

As estruturas dos complexos de ruténio FOR011A e FOR811A foram construidas
utilizando o software MarvinSketch® v.19.10 (ChemAxon, Hungria). Estas foram otimizadas
através do software Avogadro® v.1.2.0 (HANWELL et al., 2012), configurado para utilizar o
campo de forca Merck Molecular Force Field (MMFF94) (HALGREN et al., 1996).
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As estruturas proteicas selecionadas foram obtidas através do repositorio RCSB
Protein Data Bank (PDB, https://www.rcsb.org/). A estrutura proteica do dominio H-NOX B1

da sGC foi obtida sob o codigo “2009”, nomeada como “estrutura cristalina do dominio H-
NOX da Nostoc sp. PCC 71207, classificada como proteina de sinalizacéo, sistema de expressdo
Escherichia coli BL21(DE3) e organismo Nostoc sp. (strain PCC 7120 / SAG 25.82 / UTEX
2576) (MA et al., 2007). Ja a estrutura proteica do dominio H-NOX 1 oxidado da sGC e do
cinaciguat foi obtida sob o codigo “3L6J”, nomeada como “estrutura do cinaciguat (BAY 58-
2667) ligada ao dominio H-NOX de Nostoc”, classificada como proteina de sinalizacéo, sistema
de expressdo Escherichia coli e organismo Nostoc sp. (strain PCC 7120 / SAG 25.82 / UTEX
2576) (MARTIN et al., 2010).

Os residuos presentes no arquivo PDB da H-NOX ou cinaciguat foram removidos
utilizando a interface gréfica do software AutoDockTools® - ADT v.1.5.6 (MORRIS et al.,
2009) para que o docking molecular ocorresse sem interferéncia de outros compostos quimicos.
Em seguida, tanto para os ligantes (FOR011A ou FOR811A) quanto para as proteinas (H-NOX
reduzida ou H-NOX oxidada), adicionou-se hidrogénios polares (Kollman) e cargas parciais
(Gasteiger).

O procedimento de docking molecular foi realizado por meio do cédigo HEX® 8.0.0
(RITCHIE; KEMP, 2000) configurado para OPLS Minimisation. Para avaliagéo dos resultados,
considerou-se a localizagéo e geometria de mais baixo valor de energia livre total. As interagdes
®

do ligante com os residuos de aminoacidos foram visualizadas no software UCSF Chimera
1.13.1 (PETTERSEN et al., 2004).

4.7 Analise Estatistica

Para as analises estatisticas e elaboragdo dos graficos foi utilizado o software
GraphPad Prism® 8.0.1 (GraphPad Software, EUA). Os graficos foram elaborados a partir dos
valores médios da magnitude do efeito vasodilatador (apds normalizacao e expressao em termos
percentuais) calculados para cada concentracéo da substancia (apos transformacéo logaritmica
(em base 10) das concentragGes em micromolar (umol/L)). Estes foram usados como base para
construcdo de uma curva concentracao-efeito (CCE) mediante o uso de analise de regressédo
ndo-linear, usando como base o0 modelo que utiliza uma funcao sigmoide do tipo:

Topo — Fundo
1+ 10(LogE650—x) * S

y = Fundo +


https://www.rcsb.org/
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, na qual y corresponde a medida da resposta (efeito relaxante), x ao logaritmo
decimal da concentracdo, Fundo a resposta minima e Topo a resposta maxima. A constante s é
o fator de angulacéo da curva (slope factor) e foi fixado em 1 em todas as analises, 0 que denota
uma CCE padrao.

Os valores da CEso (concentracdo da substancia que produz 50% da resposta
maxima ou a resposta semi-maxima), juntamente com os respectivos intervalos de confianca
de 95% (ICgs9%), foram calculados a partir das curvas de regressdo. O efeito maximo (Emax),
por sua vez, foi definido como a maxima resposta proporcionada por uma dada substancia ou
associacdo de compostos.

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M.), sempre
considerando estatisticamente significativos aqueles que alcancaram a probabilidade de
ocorréncia da hipétese nula inferior a 5% (p < 0,05). Em cada resultado, o “n” representa o
namero de observacbes experimentais obtidas do mesmo animal, ¢ 0 “N” o total de animais
utilizados por grupo. Comparages entre dois grupos de tratamento foram efetuadas mediante
0 uso do teste t de Student para amostras independentes. Ja comparagdes de trés ou mais
substancias ou associacdes foram realizadas através de Analise de Variancia Fator Unico (One-

Way ANOVA), associada ao teste de comparagdes multiplas de Dunnett ou Tukey.



60

5 RESULTADOS

5.1 Potencial Vasodilatador dos Complexos de Ruténio em Preparacdes de Artéria
Aorta de Rato

Foram obtidas curvas concentracdo-resposta relativas ao relaxamento induzido por
diferentes concentracdes (0,01 a 30 umol/L) dos controles positivos (SNP e BAY 41-2272),
controles negativos (FOR000 e L11A) e os demais complexos de ruténio (FORO11A,
FORO11AA, FOR711A e FOR811A).

A poténcia de cada um dos complexos foi avaliada em relagdo ao grau de
relaxamento em preparacdes de aorta com endotélio integro pré-contraidas com fenilefrina (1
pumol/L). A andlise de regressdo ndo-linear foi usada para calcular os valores da CEsp, assim
como os intervalos de confianga de 95% (ICes%), para controles positivos (SNP e BAY 41-
2272), controles negativos (FOR000 e L11A) e os demais complexos de ruténio (FOR011A,
FORO011AA, FOR711A e FOR811A), os quais estdo expressos na Tabela 01.

Tabela 01 — Valores da CEsp com 1Cgso, PCEso € Emax referentes ao efeito vasodilatador dos complexos de ruténio
(FORO011A, FOR011AA, FOR711A e FOR811A), controles positivos (nitroprussiato de sddio (SNP) e BAY 41-
2272) e controles negativos (FOR000 e L11A) em relago ao grau de relaxamento em preparacfes de aorta com

endotélio integro pré-contraidas com fenilefrina (1 pmol/L).

Fenilefrina (1 pmol/L)

Molécula pPCEso Emax (%0)
CBso [1Cosoe] (MOVL) " \cia ™ EPM.  Meédia EPM.
SNP 0,001 [0,0007-0,0011]  -3,046 0056 107,868 2,372

BAY 41-2272 0,240 [0,1993-0,2895] -0,619 0,042 109,764 1,372
FORO000 0,616 [0,3405-1,1310] -0,210 0,106 58,957 2,331
L11A 0,311 [0,0873-1,0760] -0,507 0,212 35,887 2,253
FORO11A 0,190 [0,1379-0,2607] -0,722 0,066 101,317 1,839
FORO011AA 0,624 [0,4456-0,8709] -0,205 0,063 105,273 2,450
FOR711A 0,474 [0,3926-0,5725] -0,324 0,044 112,057 1,903
FOR811A 0,204 [0,1618-0,2573] -0,690 0,049 113,406 1,780

Os dados estéo expressos como CEso[ICes0] ou média = E.P.M. (n = 8, N = 2). CEso expressa em pmol/L. Emax
expresso em percentual. 1Cgse: intervalo de confianga de 95%; pCEso: logaritmo negativo da CEsg; E.P.M.: erro

padrdo da média. Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.1.1 Comparagéo do Potencial Vasodilatador dos Complexos de Ruténio em Relagdo ao
Nitroprussiato de Sodio, BAY 41-2272, seu Nucleo e Ligante 2-metilimidazol em

Preparacdes Pré-Contraidas com Fenilefrina

A CEso do FORO011A (0,190 [0,1379-0,2607] pmol/L) e do FOR011AA (0,624
[0,4456-0,8709] umol/L) foram significativamente maiores (p < 0,0001) que a do SNP (0,001
[0,0007-0,0011] umol/L). Entretanto, a CEso do FORO011A foi significativamente menor (p =
0,0161) que a referente ao precursor da molécula, o FOR000 (0,616 [0,3405-1,1310] umol/L).
Foi observado ainda que 0 Emax do FOR011A (101,317 + 1,839%) e do FOR011AA (105,273
* 2,450%) foram significativamente maiores (p < 0,0001) que aqueles do FORO000 (58,957 +
2,331%) e do L11A (35,887 + 2,253%) (Grafico 01).

Grafico 01 — Avaliacéo da poténcia dos complexos de ruténio FOR011A e FOR011AA, comparados aos controles
positivos (SNP e BAY 41-2272) e controles negativos (FOR000 e L11A), em relagéo ao grau de relaxamento em
anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos com fenilefrina (1 umol/L).
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A CEsp do FOR011A e do FOR011AA foram significativamente maiores (*a, aa, p < 0,0001) que a do SNP. A
CEso do FORO011A foi significativamente menor (*a, p = 0,0161) que a do FOR000. Os efeitos maximos foram
significativamente maiores (€a, aa, p < 0,0001) que aqueles do FOR000 e do L11A. Dados expressos como média
1+ E.P.M. (n =8, N = 2) com andlise por One-Way ANOVA seguida de teste de comparagdes multiplas de Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor.



62

A CEsp do FOR711A (0,474 [0,3926-0,5725] pmol/L) e do FOR811A (0,204
[0,1618-0,2573] umol/L) também foram significativamente maiores (p < 0,0001) que a do SNP
(0,001 [0,0007-0,0011] pmol/L). Entretanto, a CEso do FOR811A foi significativamente menor
(p=0,0216) que areferente a do FOR000 (0,616 [0,3405-1,1310] umol/L). Foi observado ainda
que 0 Emax do FOR711A (112,057 + 1,903%) e do FOR811A (113,406 + 1,780%) foram
significativamente maiores (p < 0,0001) que aqueles do FORO00QO0 (58,957 + 2,331%) e do L11A
(35,887 + 2,253%) (Gréfico 02).

Grafico 02 — Avaliagdo da poténcia dos complexos de ruténio FOR711A e FOR811A, comparados aos controles
positivos (SNP e BAY 41-2272) e controles negativos (FOR000 e L11A), em relagéo ao grau de relaxamento em
anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos com fenilefrina (1 pmol/L).
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A CEsp do FOR711A e do FOR811A foram significativamente maiores (*7,s, p < 0,0001) que a do SNP. A CEx
do FOR811A foi significativamente menor (*s, p = 0,0216) que a do FORO000. Os efeitos maximos foram
significativamente maiores (€7,s, p < 0,0001) que aqueles do FOR000 e do L11A. Dados expressos como média +
E.P.M. (n =8, N = 2) com analise por One-Way ANOVA seguida de teste de comparacdes multiplas de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.1.2 Comparagéo do Potencial Vasodilatador dos Complexos de Ruténio em Relagdo ao
Nitroprussiato de Sodio, BAY 41-2272, seu Nucleo e Ligante 2-metilimidazol em

Preparacdes Pré-Contraidas com Cloreto de Potassio

A poténcia de cada um dos complexos também foi avaliada em relac&o ao grau de
relaxamento em preparagdes de aorta com endotélio integro pré-contraidas com cloreto de
potassio (60 mmol/L). A anéalise de regressdo ndo-linear também foi usada para calcular os
valores da CEso, assim como os intervalos de confianca de 95% (1Cgs9%), para controles positivos
(SNP e BAY 41-2272), controles negativos (FOR000 e L11A) e os demais complexos
metalofarmacos (FOR011A, FOR011AA, FOR711A e FOR811A), 0s quais estdo expressos na
Tabela 02.

Tabela 02 — Valores da CEsp com 1Cgso, PCEso € Emax referentes ao efeito vasodilatador dos complexos de ruténio
(FORO011A, FOR011AA, FOR711A e FOR811A), controles positivos (nitroprussiato de sddio (SNP) e BAY 41-
2272) e controles negativos (FOR000 e L11A) em relagdo ao grau de relaxamento em preparacdes de aorta com

endotélio integro pré-contraidas com cloreto de potassio (60 mmol/L).

Cloreto de Potassio (60 mmol/L)

Molécula pCEso Emax (%0)
CBso [1Cosee] (mOVL) " \rcia ™ EPM.  Média EPM.
SNP 0,064 [0,0506-0,0798]  -1,196 0,048 92,692 0,956

BAY 41-2272 0,732 [0,5882-0,9105] -0,136 0,048 94,029 1,981
FORO000 0,361 [0,0690-1,9800] -0,443 0,256 7,552 0,547
L11A 0,591 [0,1321-2,6180] -0,229 0,244 11,249 0,819
FORO11A 0,591 [0,1556-2,6800] -0,228 0,154 17,532 0,893
FOR011AA 4,857 [1,2330-20,060] 0,686 0,222 13,204 1,476
FOR711A 3,270 [2,6180-4,0990] 0,515 0,050 102,775 3,248
FORS811A 2,208 [1,8430-2,6490] 0,344 0,038 91,513 1,917

Os dados estdo expressos como CEso[1Cese] ou média £ E.P.M. (n = 8, N = 2). CEsp expressa em pumol/L. Emax
expresso em percentual. 1Cgsy: intervalo de confianga de 95%; pCEso: logaritmo negativo da CEsp; E.P.M.: erro

padrdo da média. Fonte: Elaborada pelo autor.

A CEsp do FORO11A (0,591 [0,1556-2,6800] umol/L) e do FOR011AA (4,857
[1,2330-20,060] pmol/L) foram significativamente maiores (p = 0,0031 e p < 0,0001,
respectivamente) que a do SNP (0,064 [0,0506-0,0798] umol/L). A CEso do FOR011AA
também foi significativamente maior (p = 0,0361) que do BAY 41-2272 (0,732 [0,5882-0,9105]
pmol/L), maior (p = 0,0022) que a do FORO000 (0,361 [0,0690-1,9800] umol/L) e maior (p =
0,0160) que ado L11A (0,591 [0,1321-2,6180] pmol/L).
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Observou-se ainda que 0 Emax do FOR011A (17,532 + 0,893%) e do FOR011AA
(13,204 + 1,476%) foram significativamente menores (p < 0,0001) que aqueles do SNP (92,692
+ 0,956%) e do BAY 41-2272 (94,029 + 1,981%) e significativamente maiores (p < 0,0001 e p
=0,0292, respectivamente) que o do FOR000 (7,552 + 0,547%). O Emax do FOR011A também
foi significativamente maior (p = 0,0030) que o do L11A (11,249 + 0,819%) (Gréfico 03).

Grafico 03 — Avaliacdo da poténcia dos complexos de ruténio FOR011A e FOR011AA, comparados aos controles
positivos (SNP e BAY 41-2272) e controles negativos (L11A e FOR000), em relagdo ao grau de relaxamento em

anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos com cloreto de potassio (60 mmol/L).
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A CEsp do FOR011A e do FOR011AA foram significativamente maiores (*a, p = 0,0031 e *aa, p < 0,0001,
respectivamente) que a do SNP. A CEsp do FOR011AA foi significativamente maior que a do BAY 41-2272 (*aa,
p =0,0361), que a do FOR0O0O (*aa, p = 0,0022) e que ado L11A (*aa, p = 0,0160). Os efeitos maximos de ambos
foram significativamente menores (€a, aa, p < 0,0001) que aqueles do SNP e do BAY 41-2272 e significativamente
maiores (€a, aa, P <0,0001 e p = 0,0292) que os do FOR000. O Emax do FOR011A também foi significativamente
maior (€a, p = 0,0030) que o0 do L11A. Dados expressos como média = E.P.M. (n =8, N = 2) com analise por One-

Way ANOVA seguida de teste de comparagfes multiplas de Tukey. Fonte: Elaborado pelo autor.

A CEsg do FOR711A (3,270 [2,6180-4,0990] umol/L) e do FOR811A (2,208
[1,8430-2,6490] umol/L) foram significativamente maiores (p = 0,0121 e p = 0,0051,
respectivamente) que a do SNP (0,064 [0,0506-0,0798] umol/L). Foi observado ainda que o
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Emaxdo FOR711A (102,775 £ 3,248%) foi significativamente maior (p = 0,0127 e p = 0,0381,
respectivamente) que o do SNP (92,692 + 0,956%) e 0 do BAY 41-2272 (94,029 £ 1,981%).
Ja 0 Emax do FOR711A e do FOR811A (91,513 + 1,917%) foram significativamente maiores
(p <0,0001) que aqueles do FORO000 (7,552 + 0,547%) e do L11A (11,249 £ 0,819%) (Gréafico
04).

Grafico 04 — Avaliacdo da poténcia dos complexos de ruténio FOR711A e FOR811A, comparados aos controles
positivos (SNP e BAY 41-2272) e controles negativos (L11A e FOR000), em relagdo ao grau de relaxamento em
anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos com cloreto de potassio (60 mmol/L).
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A CEsp do FOR711A e do FOR811A foram significativamente maiores (*7, p = 0,0121 e *s, p = 0,0051,
respectivamente) que a do SNP. O efeito maximo do FOR711A foi significativamente maior (€7, p =0,0127ep =
0,0381) que os do SNP e do BAY. Os efeitos maximos de ambos 0s complexos foram significativamente maiores
(€7,8, p < 0,0001) que aqueles do FOR000 e do L11A. Dados expressos como média + E.P.M. (n =8, N =2) com

analise por One-Way ANOVA seguida de teste de compara¢fes multiplas de Tukey. Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2 Participacéo do Endotélio Vascular no Mecanismo Vasodilatador dos Complexos de
Ruténio em Preparacdes de Artéria Aorta de Rato

5.2.1 Comparacdo do Efeito Vasodilatador do Complexo de Ruténio FORO11A entre
Preparacgdes Pré-Contraidas com Fenilefrina ou Cloreto de Potéssio com Endotélio
Integro ou N&o-integro

A CEsg do FORO011A foi significativamente menor (p < 0,0001) nas preparacoes
pré-contraidas com PHE (1 umol/L) e que possuiam endotélio integro (0,190 [0,1379-0,2607]
pumol/L) quando comparadas as preparacdes desprovidas de endotélio (1,206 [1,0060-1,4470]
pmol/L). Também foi observado que o Emax das preparagdes com endoteélio integro (101,317
+ 1,839%) foi significativamente menor (p < 0,0001) que aquele de preparacdes desprovidas
de endotélio (119,498 + 2,376%). J& nas preparacdes pré-contraidas com KCI (60 mmol/L), ndo
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos com endotélio

integro ou desprovidos de endotélio (Tabela 03 e Gréafico 05).

Tabela 03 — Valores da CEsq com 1Cgse, PCEso € Emax referentes ao efeito vasodilatador do complexo de ruténio
FORO11A em relagéo ao grau de relaxamento em preparagdes de aorta com endotélio integro (e+) ou ndo-integro

(e-), pré-contraidas com fenilefrina (PHE, 1 umol/L) ou cloreto de potassio (KCI, 60 mmol/L).

pCEso Emax (%0)
FORO11A | CEso [ ICes%) (umol/L) — —
Média EPM Média EPM
PHE e+ 0,190 [0,1379-0,2607] -0,722 0,066 101,317 1,839
PHE e- 1,206 [1,0060-1,4470] 0,081 0,041 119,498 2,376
KCl e+ 0,591 [0,1556-2,6800] -0,228 0,154 17,532 0,893
KCl e- 0,984 [0,2481-4,0610] -0,007 0,213 17,837 1,434

Dados expressos como CEsq[1Cgs%] ou média + E.P.M. (n =8, N = 2). CEso expressa em pmol/L. Emax expresso
em percentual. 1Cgse: intervalo de confianga de 95%; pCEso: logaritmo negativo da CEso; E.P.M.: erro padrédo da

média. Fonte: Elaborada pelo autor.



67

Grafico 05 — Comparacdo da poténcia do complexo de ruténio FOR011A, em relagdo ao grau de relaxamento, em

anéis de aorta com endotélio integro (e+) e endotélio ndo-integro (e-).
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(A) A pré-contracdo com fenilefrina (1 pmol/L), a CEso de preparacdes e+ foi significativamente menor (*, p <

0,0001) que a de preparagdes e-. Contrariamente, foi observada reducéo significativa do efeito méaximo (€, p <

0,0001) nas preparagdes e+, em relacdo as preparacdes e-. (B) A pré-contracdo com cloreto de potassio (60

mmol/L) ndo foram observados diferencas estatisticamente significativas entre as preparagdes. Dados expressos

como média = E.P.M. (n = 8, N = 2) com analise por teste t de Student para amostras independentes. Fonte:

Elaborado pelo autor.
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Ao se comparar as preparacdes de aorta com endotélio integro (e+), foi observado
que a CEso do FORO11A foi significativamente menor (p = 0,0105) nas preparacdes pré-
contraidas com PHE (1 pmol/L) (0,190 [0,1379-0,2607] umol/L) do que naquelas pré-
contraidas com KCI (60 mmol/L) (0,591 [0,1556-2,6800] pumol/L). Também foi observado que
0 Emax das preparagfes com PHE (101,317 = 1,839%) foi significativamente maior (p <
0,0001) que aquele de prepara¢des com KCI (17,532 £ 0,893%). Ja nas preparacOes desprovidas
de endotélio (e-), foi observado que 0 Emax das preparagdes de PHE (119,498 * 2,376%) foi
significativamente maior (p < 0,0001) que aquele das preparac6es de KCI (17,837 * 1,434%)
(Gréfico 06).

Gréfico 06 — Comparacéo da poténcia do complexo de ruténio FOR011A, em relacéo ao grau de relaxamento, em
preparac@es pré-contraidas com fenilefrina ou cloreto de potassio.
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(A) Em preparagdes com endotélio integro (e+), a CEsp de preparacdes pré-contraidas com fenilefrina (1 pmol/L)
foi significativamente menor (*, p = 0,0105) que a de preparagdes pré-contraidas com cloreto de potassio (60
mmol/L). Foi observado também aumento significativo do efeito méximo (€, p < 0,0001) nas prepara¢Ges com
fenilefrina em relagéo as preparages com cloreto de potéssio. (B) Em preparagdes com endotélio ndo-integro (e-
), foi observado aumento significativo do efeito maximo (€, p < 0,0001) das preparagdes de fenilefrina em relagéo
aquelas de cloreto de potassio. Dados expressos como média + E.P.M. (n = 8, N = 2) com andlise por teste t de

Student para amostras independentes. Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.2 Comparacdo do Efeito Vasodilatador do Complexo de Ruténio FOR011AA entre
Preparacgdes Pré-Contraidas com Fenilefrina ou Cloreto de Potéssio com Endotélio

Integro ou N&o-integro

Nas preparagdes pré-contraidas com PHE (1 pmol/L), a CEso do FOR011AA foi
significativamente menor (p < 0,0001) naquelas que possuiam endotélio integro (0,624 [0,4456-
0,8709] umol/L) quando comparadas aquelas desprovidas de endotélio (6,474 [5,4010-7,7870]
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pmol/L). Também foi observado que o Emax das preparagdes com preparagdes com endotélio
integro (105,273 £ 2,450%) foi significativamente menor (p < 0,0001) que o de preparagdes
desprovidas de endotélio (141,208 + 4,329%). Ja nas preparacdes pré-contraidas com KCI (60
mmol/L), foi observado que anéis com endotélio integro (13,204 + 1,476%) apresentaram Emax
significativamente menor (p < 0,0001) que aqueles desprovidos de endotélio (26,376 + 1,920%)
(Tabela 04 e Gréfico 07).

Tabela 04 — Valores da CEsp com 1Cgsu, PCEso € Emax referentes ao efeito vasodilatador do complexo de ruténio
FORO11AA em relacéo ao grau de relaxamento em preparagdes de aorta com endotélio integro (e+) ou ndo-integro

(e-), pré-contraidas com fenilefrina (PHE, 1 umol/L) ou cloreto de potassio (KCI, 60 mmol/L).

pCEso Emax (%0)

Média EPM Média EPM
PHE e+ 0,624 [0,4456-0,8709] -0,205 0,063 105,273 2,450

FORO11AA | CEso [ ICo5%) (umol/L)

PHE e- 6,474 [5,4010-7,7870] 0,811 0,041 141,208 4,329
KCl e+ 4,857 [1,2330-20,060] 0,686 0,222 13,204 1,476
KCl e- 1,990 [1,0920-3,6960] 0,299 0,139 26,376 1,920

Dados expressos como CEso[ICgsy] ou média + E.P.M. (n =8, N = 2). CEsp expressa em umol/L. Emax expresso
em percentual. 1Cgse: intervalo de confianga de 95%; pCEso: logaritmo negativo da CEsp; E.P.M.: erro padréo da

média. Fonte: Elaborada pelo autor.

Grafico 07 — Comparagdo da poténcia do complexo de ruténio FOR011AA, em relagdo ao grau de relaxamento,

em anéis de aorta com endotélio integro (e+) e endotélio ndo-integro (e-).
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(A) A pré-contracdo com fenilefrina (1 pmol/L), a CEso de preparacdes e+ foi significativamente menor (*, p <
0,0001) que a de preparagBes e-. Contrariamente, foi observado redugdo significativa do efeito maximo (€, p <
0,0001) nas preparagdes e+, em relacdo as preparacdes e-. (B) A pré-contragdo com cloreto de potassio (60
mmol/L), o Emax de preparacGes e+ foi significativamente menor (€, p < 0,0001) que o de preparacfes e-. Dados
expressos como média + E.P.M. (n = 8, N = 2) com analise por teste t de Student para amostras independentes.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao se comparar as preparacdes de aorta com endotélio integro (e+), foi observado
que a CEsp do FORO11AA foi significativamente menor (p = 0,0017) nas preparacfes pré-
contraidas com PHE (1 pmol/L) (0,624 [0,4456-0,8709] pumol/L) do que naquelas pré-
contraidas com KCI (60 mmol/L) (4,857 [1,2330-20,060] pumol/L). Também foi observado que
0 Emax das preparacbes com PHE (105,273 + 2,450%) foi significativamente maior (p <
0,0001) que aquele de preparagdes com KCI (13,204 + 1,476%). Nas preparacdes desprovidas
de endotelio (e-), também foi observado que a CEso do FOR011AA foi significativamente maior
(p = 0,0033) nas preparacbes pré-contraidas com PHE (1 pumol/L) (6,474 [5,4010-7,7870]
umol/L) do que naquelas pré-contraidas com KCI (60 mmol/L) (1,990 [1,0920-3,6960]
pmol/L). Além disso, 0 Emax das preparacbes de PHE (141,208 = 4,329%) foi
significativamente maior (p < 0,0001) que aquele das preparac6es de KCI (26,376 + 1,920%)
(Grafico 08).
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Grafico 08 — Comparagdo da poténcia do complexo de ruténio FOR0O11AA, em relagdo ao grau de relaxamento,
em preparac8es pré-contraidas com fenilefrina ou cloreto de potassio.
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(A) Em preparacdes com endotélio integro (e+), a CEso de preparacdes pré-contraidas com fenilefrina (1 pumol/L)
foi significativamente menor (*, p = 0,0017) que a de preparacdes pré-contraidas com cloreto de potéssio (60
mmol/L). Foi observado também aumento significativo do efeito maximo (€, p < 0,0001) nas preparagdes com
fenilefrina em relacéo as preparaces com cloreto de potéssio. (B) Em prepara¢Ges com endotélio ndo-integro (e-
), a CEso de preparagOes pré-contraidas com fenilefrina (1 pmol/L) foi significativamente maior (*, p = 0,0033)
que a de preparacOes pré-contraidas com cloreto de potassio (60 mmol/L). Também foi observado aumento
significativo do efeito maximo (€, p < 0,0001) das preparacdes de fenilefrina em relacdo aquelas de cloreto de
potassio. Dados expressos como média + E.P.M. (n = 8, N = 2) com analise por teste t de Student para amostras
independentes. Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.3 Comparacdo do Efeito Vasodilatador do Complexo de Ruténio FOR711A entre
Preparacdes Pré-Contraidas com Fenilefrina ou Cloreto de Potassio com Endotélio

Integro ou N&o-integro

Nas preparacGes pré-contraidas com PHE (1 pmol/L), a CEso e 0 Emax do
FOR711A nao apresentaram alteracGes significativas entre 0s grupos que possuiam endotélio
integro (0,474 [0,3926-0,5725] pmol/L e 112,057 £ 1,903%, respectivamente) quando
comparadas as preparacoes desprovidas de endotélio (0,413 [0,3329-0,5114] umol/L e 115,779
+ 2,168%, respectivamente). Ja nas preparagdes pré-contraidas com KCI (60 mmol/L), foi
observado que anéis com endotélio integro (102,775 + 3,248%) apresentaram Ewmax
significativamente maior (p = 0,0029) que aqueles desprovidos de endotélio (85,265 + 3,628%)
(Tabela 05 e Grafico 09).
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Tabela 05 — Valores da CEsp com 1Cgs%, pCEso € Emax referentes ao efeito vasodilatador do complexo de ruténio

FOR711A em relacdo ao grau de relaxamento em preparacdes de aorta com endotélio integro (e+) ou ndo-integro

(e-), pré-contraidas com fenilefrina (PHE, 1 umol/L) ou cloreto de potassio (KCI, 60 mmol/L).

pCEso Emax (%0)
FOR711A | CEso [ 1Cos5%] (umol/L) — —
Média EPM Média EPM
PHE e+ 0,474 [0,3926-0,5725] -0,324 0,044 112,057 1,903
PHE e- 0,413 [0,3329-0,5114] -0,384 0,050 115,779 2,168
KCl e+ 3,270 [2,6180-4,0990] 0,515 0,050 102,775 3,248
KCl e- 2,896 [2,0840-4,0580] 0,462 0,070 85,265 3,628

Dados expressos como CEso[ICgsy] ou média + E.P.M. (n =8, N = 2). CEsp expressa em umol/L. Emax expresso

em percentual. 1Cgsy: intervalo de confianca de 95%; pCEso: logaritmo negativo da CEsp; E.P.M.: erro padrdo da

média. Fonte: Elaborada pelo autor.

Gréfico 09 — Comparacdo da poténcia do complexo de ruténio FOR711A, em relagdo ao grau de relaxamento, em

anéis de aorta com endotélio integro (e+) e endotélio ndo-integro (e-).
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(A) A pré-contracdo com fenilefrina (1 pmol/L), a CEsp & 0 Emax de preparagbes e+ e e- ndo apresentaram
diferencas significativas estatisticamente. (B) A pré-contragio com cloreto de potassio (60 mmol/L), 0 Evax de
preparacOes e+ foi significativamente maior (€, p = 0,0029) que o de preparacdes e-. Dados expressos como média
+ E.P.M. (n =8, N = 2) com andlise por teste t de Student para amostras independentes. Fonte: Elaborado pelo

autor.

Ao se comparar as preparac@es de aorta com endotélio integro (e+), foi observado
que a CEso do FOR711A foi significativamente menor (p < 0,0001) nas preparacdes pré-
contraidas com PHE (1 pmol/L) (0,474 [0,3926-0,5725] umol/L) do que naquelas pré-
contraidas com KCI (60 mmol/L) (3,270 [2,6180-4,0990] pumol/L). Também foi observado que
0 Emax das preparacgdes de PHE (112,057 £ 1,903%) foi significativamente maior (p = 0,0272)
que aquele de preparacGes de KCI (102,775 + 3,248%). J& nas preparacdes desprovidas de
endotélio (e-), foi observado que a CEso do FOR711A foi significativamente menor (p <0,0001)
nas preparacgdes pré-contraidas com PHE (0,413 [0,3329-0,5114] umol/L) do que naquelas pré-
contraidas com KCI (2,896 [2,0840-4,0580] umol/L). Também foi observado que o Emax das
preparacdes de PHE (115,779 £ 2,168%) foi significativamente maior (p < 0,0001) que aquele
das preparacdes de KCI (85,265 + 3,628%) (Grafico 10).
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Grafico 10 — Comparacéo da poténcia do complexo de ruténio FOR711A, em relacao ao grau de relaxamento, em
preparacOes pré-contraidas com fenilefrina ou cloreto de potassio.
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(A) Em preparagdes com endotélio integro (e+), a CEsp de preparacdes pré-contraidas com fenilefrina (1 pmol/L)
foi significativamente menor (*, p < 0,0001) que a de preparagdes pré-contraidas com cloreto de potéssio (60
mmol/L). Foi observado também aumento significativo do efeito maximo (€, p = 0,0272) nas prepara¢fes com
fenilefrina em relagdo as preparag6es com cloreto de potassio. (B) Em prepara¢es com endotélio ndo-integro (e-
), a CEso de preparacdes pre-contraidas com fenilefrina foi significativamente menor (*, p < 0,0001) que a de
preparacBes pré-contraidas com cloreto de potassio. Foi observado também aumento significativo do efeito
méaximo (€, p < 0,0001) das preparacdes de fenilefrina em relacdo aquelas de cloreto de potassio. Dados expressos
como média + E.P.M. (n = 8, N = 2) com analise por teste t de Student para amostras independentes. Fonte:
Elaborado pelo autor.

5.2.4 Comparacdo do Efeito Vasodilatador do Complexo de Ruténio FOR811A entre
Preparacdes Pré-Contraidas com Fenilefrina ou Cloreto de Potéssio com Endotélio
Integro ou N&o-integro

Nas preparacGes pré-contraidas com PHE (1 pmol/L), a CEso e 0 Emax do
FORB811A nao apresentaram alteracdes significativas entre os grupos que possuiam endotélio
integro (0,204 [0,1618-0,2573] pmol/L e 113,406 + 1,780%, respectivamente) quando
comparadas as preparacoes desprovidas de endotélio (0,268 [0,2199-0,3268] umol/L e 117,914
+ 1,753%, respectivamente). J& nas preparacfes pré-contraidas com KCI (60 mmol/L), foi
observado que aneis com endoteélio integro (2,208 [1,8430-2,6490] pumol/L) apresentaram CEso
significativamente maior (p = 0,0033) que aqueles desprovidos de endotélio (1,322 [1,0460-
1,6710] umol/L). Adicionalmente, prepara¢cbes com endotélio integro (91,513 + 1,917%)
apresentaram Emax significativamente menor (p = 0,0034) que aquelas desprovidas de
endotélio (102,681 * 2,530%) (Tabela 06 e Grafico 11).
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Tabela 06 — Valores da CEsp com 1Cgs%, pCEso € Emax referentes ao efeito vasodilatador do complexo de ruténio

FORB811A em relacdo ao grau de relaxamento em preparacdes de aorta com endotélio integro (e+) ou ndo-integro

(e-), pré-contraidas com fenilefrina (1 umol/L) ou cloreto de potéssio (60 mmol/L).

pCEso Emax (%0)
FOR811A | CEso [ 1Cos5%] (umol/L) — —
Média EPM Média EPM
PHE e+ 0,204 [0,1618-0,2573] -0,690 0,049 113,406 1,780
PHE e- 0,268 [0,2199-0,3268] -0,572 0,044 117,914 1,753
KCl e+ 2,208 [1,8430-2,6490] 0,344 0,038 91,513 1,917
KCl e- 1,322 [1,0460-1,6710] 0,121 0,051 102,681 2,530

Dados expressos como CEso[ICgsy] ou média + E.P.M. (n =8, N = 2). CEsp expressa em umol/L. Emax expresso

em percentual. 1Cgsy: intervalo de confianca de 95%; pCEso: logaritmo negativo da CEsp; E.P.M.: erro padrdo da

média. Fonte: Elaborada pelo autor.

Gréfico 11 — Comparacdo da poténcia do complexo de ruténio FOR811A, em relagdo ao grau de relaxamento, em

anéis de aorta com endotélio integro (e+) e endotélio ndo-integro (e-).
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(A) A pré-contragdo com fenilefrina (1 pmol/L), a CEso € 0 Emax de preparagbes e+ e e- ndo apresentaram
diferencas significativas estatisticamente. (B) A pré-contracdo com cloreto de potéassio (60 mmol/L), a CEso de
preparacOes e+ foi significativamente maior (*, p = 0,0033) que a de preparacdes e-. JA 0 Emax de preparagdes e+
foi significativamente menor (€, p = 0,0034) que o de preparagdes e-. Dados expressos como média + E.P.M. (n =

8, N = 2) com andlise por teste t de Student para amostras independentes. Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao se comparar as preparacdes de aorta com endotélio integro (e+), foi observado
que a CEso do FOR811A foi significativamente menor (p < 0,0001) nas preparacdes pre-
contraidas com PHE (1 pmol/L) (0,204 [0,1618-0,2573] umol/L) do que naquelas pré-
contraidas com KCI (60 mmol/L) (2,208 [1,8430-2,6490] umol/L). Também foi observado que
0 Emax das preparacgdes de PHE (113,406 + 1,780%) foi significativamente maior (p < 0,0001)
que aquele de preparacdes com KCI (91,513 + 1,917%). J& nas preparacdes desprovidas de
endotélio (e-), foi observado que a CEso do FOR811A foi significativamente menor (p <0,0001)
nas preparagdes pré-contraidas com PHE (0,268 [0,2199-0,3268] umol/L) do que naquelas pré-
contraidas com KCI (2,208 [1,8430-2,6490] umol/L). Também foi observado que 0 Emax das
preparacdes de PHE (117,914 £ 1,753%) foi significativamente maior (p = 0,0002) que aquele
das preparacdes de KCI (102,681 £ 2,530%) (Grafico 12).



77

Grafico 12 — Comparacao da poténcia do complexo de ruténio FOR811A, em relagdo ao grau de relaxamento, em
preparacOes pré-contraidas com fenilefrina ou cloreto de potassio.
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(A) Em preparacdes com endotélio integro (e+), a CEso de preparacdes pré-contraidas com fenilefrina (1 pumol/L)
foi significativamente menor (*, p < 0,0001) que a de preparagdes pré-contraidas com cloreto de potéssio (60
mmol/L). Foi observado também aumento significativo do efeito maximo (€, p < 0,0001) nas preparagdes com
fenilefrina em relacéo as preparaces com cloreto de potéssio. (B) Em preparacdes com endotélio ndo-integro (e-
), a CEso de preparacOes pré-contraidas com fenilefrina foi significativamente menor (*, p < 0,0001) que a de
preparacBes pré-contraidas com cloreto de potassio. Foi observado também aumento significativo do efeito
méaximo (€, p < 0,0001) das preparacdes de fenilefrina em relacdo aquelas de cloreto de potassio. Dados expressos
como média + E.P.M. (n = 8, N = 2) com analise por teste t de Student para amostras independentes. Fonte:
Elaborado pelo autor.

Os experimentos iniciais de triagem in vitro com os quatro complexos de ruténio,
concluiram que o FOR011A e o FOR811A foram as moléculas com menor CEso e melhor perfil
farmacoldgico. Assim, estas moléculas passaram a ser estudadas quanto ao seu possivel
mecanismo de acdo vasodilatador. A partir destes dados também foi possivel comparar 0s
efeitos vasorrelaxantes entre as preparagdes que continham estes dois complexos de ruténio em
aortas de rato com endotélio integro ou ndo (n =8, N = 2), pré-contraidas com PHE (1 umol/L)
ou KCI (60 mmol/L). O quadro 2 compara e mostra se houve diferenga estatistica entre as
preparagoes.
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Quadro 02 — Comparacao entre os resultados obtidos diferentes preparagdes de aorta de rato (n = 6, N = 2) pré-
contraidas com PHE (1 umol/L) ou KCI (60 mmol/L) e testadas com os complexos de ruténio FORO11A e
FORS811A.

Comparacdo entre os Complexos de Ruténio FOR011A e FOR811A

Diferenca entre CEso Diferenca entre
(umol/L)? p-valor Ewmax (%)? p-valor
PHE e+ Nao 0,7052 Sim 0,0003
PHE e- Sim <0,0001 Né&o 0,6001
KCl e+ Sim 0,0028 Sim <0,0001
KCl e- Né&o 0,5672 Sim <0,0001

As diferencas nos parametros foram avaliadas através do teste t de Student para amostras independentes, sempre

considerando p < 0,05. Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.3 Caracterizacdo do Possivel Mecanismo de Acdo dos Complexos de Ruténio
FORO011A e FOR811A em PreparacOes de Artéria Aorta de Rato

5.3.1 Participacdo do Oxido Nitrico no Efeito Vasodilatador dos Complexos de Ruténio
FORO11A e FOR811A

Em diferentes preparacdes de aorta de rato (n = 6, N = 2) pré-contraidas com PHE
(1 pmol/L) e que possuiam endotélio integro, foi utilizado um inibidor da sintese do NO, o N°-
Nitro-L-arginina metil-éster (L-NAME, 100 umol/L).

A CEsxo e 0 Emax das preparacfes de FOR011A que continham L-NAME (1,731
[1,248-2,399] umol/L e 110,742 + 3,354%) foram significativamente maiores (p < 0,0001 e p
= 0,0218, respectivamente) quando comparadas as preparacfes controle (apenas FOR011A)
(0,190 [0,138-0,261] umol/L e 101,317 + 1,839%, respectivamente). J& nas preparacdes de
FOR811A, a CEso e 0 Emax ndo apresentaram alteracdes significativas (p =0,1181 e p =0,0612,
respectivamente) entre os grupos que continham L-NAME (0,268 [0,217-0,332] umol/L e
108,069 * 1,802%) e as preparac¢des controle (0,204 [0,162-0,257] umol/L e 113,406 + 1,780%)
(Tabela 07 e Gréfico 13).

Tabela 07 — Valores da CEsp com 1Cgs0, PCEso € Emax referentes ao efeito vasodilatador dos complexos de ruténio
FORO11A e FOR811A, em relacdo ao grau de relaxamento, em preparacgdes de aorta pré-contraidas com fenilefrina
(1 pmol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com L-NAME (100 pmol/L).

pCEso Emax (%0)
L-NAME + | CEso [ 1Cos9] (umol/L) “eia | EPM T —y
FORO11A 1,731[1,248-2399] 0,238 0061 110,742 3,354
FOR811A 0,268[0,217-0,332]  -0572 0,047 108,069 1,802

Dados expressos como CEso[ICgsy] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2). CEsp expressa em umol/L. Emax expresso
em percentual. 1Cgse: intervalo de confianga de 95%; pCEso: logaritmo negativo da CEso; E.P.M.: erro padrédo da

média. Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.3.2 Influéncia de Sequestradores de NO Radicalar ou de fons Nitroxil no Efeito
Vasodilatador dos Complexos de Ruténio FOR011A e FOR811A

Em diferentes preparacdes de aorta de rato (n = 6, N = 2) pré-contraidas com PHE
(1 pmol/L) e que possuiam endotélio integro, foram utilizados sequestradores de NO: um na
forma radicalar (NO®), a hidroxocobalamina (HCOB; 100 umol/L); e um de ions nitroxil (NO
), a L-cisteina (L-CIS; 3 mmol/L).

Nas preparacdes de FOR011A, a CEso e 0 Emax ndo apresentaram alteracoes
significativas (p = 0,1401 e p = 0,8819; p = 0,7308 e p = 0,0647, respectivamente) entre 0s
grupos que continham hidroxocobalamina (0,288 [0,178-0,474] umol/L e 102,581 + 2,846%)
ou L-cisteina (0,163 [0,128-0,207] umol/L e 108,104 + 1,636%) e as preparacdes controle
(apenas FOR011A) (0,190 [0,138-0,261] umol/L e 101,317 + 1,839%).

Ja a CEsp das preparacdes de FOR811A que continham hidroxocobalamina (0,537
[0,191-1,560] umol/L) foi significativamente maior (p = 0,0285) quando comparadas as
preparagoes controle (0,204 [0,162-0,257] umol/L). O Emax das preparaces de FOR811A que
continham hidroxocobalamina ou L-cisteina (63,215 *+ 3,128% e 59,699 * 2,308%,
respectivamente) foi significativamente menor (p < 0,0001 em ambos os casos) quando
comparadas as preparacdes controle (apenas FOR811A) (113,406 + 1,780%) (Tabela 08 e
Gréfico 14).

Tabela 08 — Valores da CEsp com 1Cgso, PCEso € Emax referentes ao efeito vasodilatador dos complexos de ruténio
FORO11A e FOR811A, em relacdo ao grau de relaxamento, em preparacgdes de aorta pré-contraidas com fenilefrina
(1 umol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com hidroxocobalamina (HCOB, 100 umol/L) ou L-cisteina (L-CIS, 3

mmol/L).

CEso [ 1Css%] PCEso Emax (%)
(umol/L) Média EPM Média EPM
HCOB + FORO11A | 0,288 [0,178-0,474] -0,540 0,087 102,581 2,846
L-CIS + FOR011A 0,163 [0,128-0,207] -0,788 0,050 108,104 1,636
HCOB + FOR811A 0,537 [0,191-1,560] -0,270 0,155 63,215 3,128
L-CIS + FOR811A 0,215 [0,083-0,613] -0,667 0,137 59,699 2,308

Dados expressos como CEso[ICgsy%] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2). CEsp expressa em umol/L. Emax expresso
em percentual. 1Cgsy: intervalo de confianca de 95%; pCEso: logaritmo negativo da CEsp; E.P.M.: erro padrdo da

média. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Grafico 14 — Comparacéo da poténcia dos complexos de ruténio FOR011A e FOR811A, em relagdo ao grau de
relaxamento, em preparacfes de aorta pré-contraidas com fenilefrina (1 umol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com
hidroxocobalamina (HCOB, 100 umol/L) ou L-cisteina (L-CIS, 3 mmol/L).
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Comparativo de pré-contragdes com fenilefrina (1 umol/L) de duas preparacdes distintas de anéis de aorta:
Controle (com apenas o complexo de ruténio), HCOB (complexo de ruténio + hidroxocobalamina a 100 umol/L)
e L-CIS (complexo de ruténio + L-cisteina a 3 mmol/L). (A) Nos experimentos com 0 FOR011A, a CEs € 0 Emax
de preparacbes HCOB, L-CIS e Controle ndo apresentaram diferencas significativas estatisticamente. (A) Nos
experimentos com 0 FOR811A, a CEsp de preparacGes HCOB foi significativamente menor (*, p = 0,0285) que a
de preparagdes Controle. O Epax de preparacdes HCOB e L-CIS foram significativamente menores (€, p < 0,0001)
que a de preparacBes Controle. Dados expressos como média = E.P.M. (n =8 ou 6, N = 2) com analise por One-

Way ANOVA seguida de teste de comparagdes multiplas de Dunnett. Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.3.3 Participagdo da Fosfatidilinositol 3-Quinase no Efeito Vasodilatador dos Complexos
de Ruténio FOR011A e FOR811A

Em diferentes preparacdes de aorta de rato (n = 6, N = 2) pré-contraidas com PHE
(1 pmol/L) e que possuiam endotélio integro, foi utilizada a wortmannina (0,5 pmol/L), um
inibidor da fosfatidilinositol-3-quinase (IP3K).

A CEsp das preparacdes de FOR011A que continham wortmannina (5,705 [3,027-
10,720] umol/L) foi significativamente maior (p < 0,0001) que aquela das preparac@es controle
(apenas FOR011A) (0,190 [0,138-0,261] pumol/L). J& nas preparacdes de FOR811A, a CEso e
0 Emax nédo apresentaram alteracdes significativas (p = 0,1181 e p = 0,0612, respectivamente)
entre 0s grupos que continham wortmannina (0,247 [0,210-0,290] umol/L e 114,498 + 1,583%)
e as preparagdes controle (0,204 [0,162-0,257] umol/L e 113,406 + 1,780%) (Tabela 09 e
Grafico 15).

Tabela 09 — Valores da CEsp com 1Cgs0%, pCEso € Emax referentes ao efeito vasodilatador dos complexos de ruténio
FOR011A e FOR811A, emrelacdo ao grau de relaxamento, em preparagdes de aorta pré-contraidas com fenilefrina

(1 pmol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com wortmannina (WORT, 0,5 pmol/L).

pCEso Emax (%0)
WORT+ | CEso [ 1Cases] (umoliL)  Média  EPM Média EPM
FORO11A 5,705 [3,027-10,720] 0,756 0,102 109,165 7,470
FOR811A 0,247 [0,210-0,290] ~ -0,608 0,039 114,498 1,583

Dados expressos como CEso[ICgsy%] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2). CEsp expressa em umol/L. Emax expresso
em percentual. 1Cgse: intervalo de confianga de 95%; pCEso: logaritmo negativo da CEsp; E.P.M.: erro padréo da

média. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Gréfico 15 — Comparacéo da poténcia dos complexos de ruténio FOR011A e FOR811A, em relagdo ao grau de

relaxamento, em preparacfes de aorta pré-contraidas com fenilefrina (1 umol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com
wortmannina (WORT, 0,5 pmol/L).
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Comparativo de pré-contragdes com fenilefrina (1 umol/L) de duas preparacdes distintas de anéis de aorta:

Controle (com apenas o complexo de ruténio) e WORT (complexo de ruténio + wortmannina a 0,5 pumol/L). (A)

Nos experimentos com o FOR011A, a CEsg de preparacfes com WORT foi significativamente maior (*, p <

0,0001) que a de preparacdes Controle. (B) Nos experimentos com 0 FOR811A, a CEsg e 0 Emax de preparacfes

WORT e Controle ndo apresentaram diferencas significativas estatisticamente. Dados expressos como média *

E.P.M. (n=80u 6, N =2) com andlise por teste t de Student para amostras independentes. Fonte: Elaborado pelo

autor.
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5.3.4 Participacdo de Prostanoides no Efeito Vasodilatador dos Complexos de Ruténio
FORO011A e FOR811A

Em diferentes preparacdes de aorta de rato (n = 6, N = 2) pré-contraidas com PHE
(1 umol/L) e que possuiam endotélio integro, foi utilizada a indometacina (10 pmol/L), um
inibidor ndo-seletivo de COX.

Nas preparacdes de FOR011A, a CEso e 0 Emax ndo apresentaram alteracdes
significativas (p = 0,0814 e p = 0,4752, respectivamente) entre aquelas que continham
indometacina (0,121 [0,0791-0,184] umol/L e 99,239 * 2,141%) e aquelas controle (apenas o
FORO11A) (0,190 [0,138-0,261] pmol/L e 101,317 *= 1,839%). Da mesma forma, nas
preparacOes de FOR811A, a CEso e 0 Emax ndo apresentaram alteragfes significativas (p =
0,4306 e p = 0,0638, respectivamente) entre o0 grupo que continha indometacina (0,177 [0,128-
0,243] umol/L e 108,092 + 1,837) e no grupo controle (0,204 [0,162-0,257] pmol/L e 113,406
+ 1,780%) (Tabela 10 e Gréfico 16).

Tabela 10 — Valores da CEso com 1Cgs0%, pCEso € Emax referentes ao efeito vasodilatador dos complexos de ruténio
FORO11A e FOR811A, em relacdo ao grau de relaxamento, em preparacgdes de aorta pré-contraidas com fenilefrina

(1 pmol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com indometacina (INDO, 10 umol/L).

pCEso Emax (%0)
INDO* | CEso [ ICases] (umoliL.) ~ Média  EPM Média EPM
FOROL1IA  0121[0,0791-0184]  -0,918 0,080 99,239 2,141
FORS11A 0177 [0128-0,243] 0753 0061 108092 1,837

Dados expressos como CEso[ICgsy] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2). CEsp expressa em umol/L. Emax expresso
em percentual. 1Cgsy: intervalo de confianca de 95%; pCEso: logaritmo negativo da CEsp; E.P.M.: erro padrdo da

média. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Gréfico 16 — Comparacéo da poténcia dos complexos de ruténio FOR011A e FOR811A, em relagdo ao grau de

relaxamento, em preparac6es de aorta pré-contraidas com fenilefrina (1 umol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com
indometacina (INDO, 10 pmol/L).
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Comparativo de pré-contragdes com fenilefrina (1 umol/L) de duas preparacdes distintas de anéis de aorta:

Controle (com apenas o complexo de ruténio) e INDO (complexo de ruténio + indometacina a 10 umol/L). Tanto
nos experimentos com o FOR011A (A), como com FOR811A (B), a CEsp € 0 Emax de preparagdes INDO e

Controle ndo apresentaram diferencas significativas estatisticamente. Dados expressos como média = E.P.M. (n =

8 ou 6, N = 2) com analise por teste t de Student para amostras independentes. Fonte: Elaborado pelo autor.



87

5.3.5 Participagdo da Guanilato Ciclase Soluvel no Efeito Vasodilatador dos Complexos de
Ruténio FOR011A e FOR811A

Em diferentes preparacdes de aorta de rato (n = 6, N = 2) pré-contraidas com PHE
(1 pmol/L) e que possuiam endotelio integro, foi utilizado um inibidor da sGC, a
oxadiazoloquinoxalinona (ODQ, 10 pmol/L).

A CExo das preparacdes de FOR011A que continham ODQ (5,793 [3,963-8,573]
pumol/L) foi significativamente maior (p < 0,0001) que aquela das preparagdes controle (apenas
FORO11A) (0,190 [0,138-0,261] umol/L). Nas preparacbes de FOR811A, a CEso foi
significativamente maior (p < 0,0001) no grupo que continha ODQ (4,427 [2,613-7,506]
umol/L) que no grupo controle (0,204 [0,162-0,257] umol/L). J& 0 Emax destas preparacdes foi
significativamente menor (p = 0,0014) no grupo que continha ODQ (92,552 + 5,388%) em
relacdo ao controle (113,406 + 1,780%) (Tabela 11 e Gréfico 17).

Tabela 11 — Valores da CEsp com 1Cgs0%, pCEso € Emax referentes ao efeito vasodilatador dos complexos de ruténio
FOR011A e FOR811A, emrelacdo ao grau de relaxamento, em preparagdes de aorta pré-contraidas com fenilefrina

(1 pmol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com ODQ (10 pumol/L).

pCEso Emax (%0)
ODQ+  CEso[1Cosee] (umol/L)  Média  EPM Média EPM
FORO11A 5793[3,963-8573] 0,763 0,072 106,548 5,396
FOR811A 4,427[2,613-7506] 0646 0,090 92,552 5,388

Dados expressos como CEso[ICgsy%] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2). CEsp expressa em umol/L. Emax expresso
em percentual. 1Cgse: intervalo de confianga de 95%; pCEso: logaritmo negativo da CEsp; E.P.M.: erro padréo da

média. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Gréfico 17 — Comparagéo da poténcia dos complexos de ruténio FOR011A e FOR811A, em relagdo ao grau de

relaxamento, em preparac6es de aorta pré-contraidas com fenilefrina (1 umol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com

ODQ (10 pmol/L).
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Comparativo de pré-contragdes com fenilefrina (1 umol/L) de duas preparacfes distintas de anéis de aorta:

Controle (com apenas o complexo de ruténio) e ODQ (complexo de ruténio + ODQ a 10 pumol/L). (A) Nos

experimentos com 0 FOR011A, a CEsp de preparacdes com ODQ foi significativamente maior (*, p < 0,0001) que

a de preparacfes Controle. (B) Nos experimentos com o FOR811A, a CEsy de preparacdes com ODQ foi

significativamente maior (*, p < 0,0001) que a de preparac6es Controle. J& 0 Emax foi significativamente menor

(€, p=0,0014) nas prepara¢des ODQ em relagdo ao Controle. Dados expressos como média + E.P.M. (n =8 ou 6,

N = 2) com analise por teste t de Student para amostras independentes. Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.3.6 Influéncia do Blogueio N&o-Seletivo de Canais para Potassio no Efeito Vasodilatador
dos Complexos de Ruténio FOR011A e FOR811A

Em diferentes preparacdes de aorta de rato (n = 6, N = 2) pré-contraidas com PHE
(1 umol/L) e que possuiam endotélio integro, foi utilizado bloqueador ndo-seletivo dos canais
para K*, o tetraetilamonio (TEA, 10 mmol/L).

A CEso e 0 Emax das preparagdes de FOR011A que continham TEA (2,019 [1,532-
2,676] umol/L e 113,206 + 3,706%) foram significativamente maiores (p < 0,0001 e p = 0,0090,
respectivamente) quando comparadas as preparacGes controle (apenas FORO011A) (0,190
[0,138-0,261] pumol/L e 101,317 + 1,839%, respectivamente). Ja nas prepara¢des de FOR811A,
a CEso e 0 Emax foram significativamente menores (p < 0,0001 e p = 0,0143, respectivamente)
no grupo que continha TEA (0,016 [0,008-0,026] umol/L e 106,360 + 1,552%) que no grupo
controle (0,204 [0,162-0,257] umol/L e 113,406 + 1,780%) (Tabela 12 e Gréfico 18).

Tabela 12 — Valores da CEsp com 1Cgs0%, pCEso € Emax referentes ao efeito vasodilatador dos complexos de ruténio
FOR011A e FOR811A, emrelacdo ao grau de relaxamento, em preparagdes de aorta pré-contraidas com fenilefrina

(1 pmol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com tetraetilamdnio (TEA, 10 mmol/L).

pCEso Emax (%0)
TEA+ | CEso[ 1Cos%] (umol/L) ‘ T ‘ ——y T ——
FORO11A 2,019 [1,532-2,676] 0305 0,060 113,206 3,706
FOR811A 0,016 [0,008-0,026]  -1,808 0,112 106,360 1,552

Dados expressos como CEso[ICgsy%] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2). CEsp expressa em umol/L. Emax expresso
em percentual. 1Cgse: intervalo de confianga de 95%; pCEso: logaritmo negativo da CEsp; E.P.M.: erro padréo da

média. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Gréfico 18 — Comparacéo da poténcia dos complexos de ruténio FOR011A e FOR811A, em relagdo ao grau de
relaxamento, em preparac6es de aorta pré-contraidas com fenilefrina (1 umol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com
tetraetilaménio (TEA, 10 mmol/L).
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Comparativo de pré-contragdes com fenilefrina (1 umol/L) de duas preparacdes distintas de anéis de aorta:
Controle (com apenas o complexo de ruténio) e TEA (complexo de ruténio + tetraetilamdnio a 10 mmol/L). (A)
Nos experimentos com 0 FOR011A, a CEsg e 0 Emax de preparacdes com TEA foram significativamente maiores
(*, p <0,0001; €, p = 0,0090) que a de preparacdes Controle. (B) Nos experimentos com 0 FOR811A, a CEsp e 0
Emax de preparagdes com TEA foram significativamente menores (*, p < 0,0001; €, p = 0,0014) que a de
preparacdes Controle. Dados expressos como média + E.P.M. (n =8 ou 6, N = 2) com analise por teste t de Student

para amostras independentes. Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.3.7 Influéncia do Bloqueio Seletivo de Canais para Potassio no Efeito Vasodilatador dos
Complexos de Ruténio FOR011A e FOR811A

Em diferentes preparacdes de aorta de rato (n = 6, N = 2) pré-contraidas com PHE
(1 pmol/L) e que possuiam endotélio integro, foram utilizados bloqueadores seletivo dos canais
para K*, a 4-aminopiridina (4-AP, bloqueador seletivo de canais Kv; 1 mmol/L) e a
glibenclamida (GLIB, bloqueador seletivo de canais Katp; 10 pmol/L).

A CEsp das preparacbes de FORO11A que continham 4-aminopiridina e
glibenclamida (0,580 [0,375-0,898] umol/L e 3,430 [2,197-5,428] pmol/L, respectivamente)
foram significativamente maiores (p = 0,0006 e p < 0,0001) quando comparadas as preparaces
controle (apenas FOR011A) (0,190 [0,138-0,261] umol/L). O Emax das preparacBes de
FORO11A que continham glibenclamida (81,272 * 4,222%) foi significativamente menor (p =
0,0004) quando comparadas as preparagdes controle (101,317 + 1,839%).

Ja nas preparacfes de FOR811A, a CEso (p = 0,8248 e p = 0,2054, respectivamente)
e 0 Emax (p =0,1684 e p = 0,1542, respectivamente) ndo apresentaram alteragdes significativas
entre 0s grupos que continham 4-aminopiridina (0,188 [0,153-0,231] umol/L e 117,348 *
1,608%) ou glibenclamida (0,154 [0,122-0,195] umol/L e 109,063 £ 1,610%) e as preparacoes
controle (0,204 [0,162-0,257] umol/L e 113,406 + 1,780%) (Tabela 13 e Gréafico 19).

Tabela 13 — Valores da CEsp com 1Cgs0%, pPCEso € Emax referentes ao efeito vasodilatador dos complexos de ruténio
FORO11A e FOR811A, em relacdo ao grau de relaxamento, em preparacgdes de aorta pré-contraidas com fenilefrina
(1 umol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com 4-aminopiridina (4-AP, 1 mmol/L) ou glibenclamida (GLIB, 10
pmol/L).

CEso [ 1Co5%] PCEso Emax (%0)
(umol/L) Média EPM Média EPM
4-AP + FOR011A 0,580 [0,375-0,898] -0,237 0,082 107,404 3,342
GLIB +FORO11A 3,430 [2,197-5,428] 0,535 0,087 81,272 4,222
4-AP + FORS11A 0,188 [0,153-0,231] -0,726 0,044 117,348 1,608
GLIB + FOR811A 0,154 [0,122-0,195] -0,811 0,051 109,063 1,610

Dados expressos como CEsq[1Cgs%] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2). CEso expressa em pmol/L. Emax expresso
em percentual. 1Cgse: intervalo de confianga de 95%; pCEso: logaritmo negativo da CEso; E.P.M.: erro padrédo da

média. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Grafico 19 — Comparacéo da poténcia dos complexos de ruténio FOR011A e FOR811A, em relagdo ao grau de

relaxamento, em preparac6es de aorta pré-contraidas com fenilefrina (1 umol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com
4-aminopiridina (4-AP, 1 mmol/L) ou glibenclamida (GLIB, 10 umol/L).
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Comparativo de pré-contragdes com fenilefrina (1 umol/L) de duas preparacdes distintas de anéis de aorta:

Controle (com apenas o complexo de ruténio), 4-AP (complexo de ruténio + tetraetilaménio a 1 mmol/L) e GLIB

(complexo de ruténio + glibenclamida a 10 pmol/L). (A) Nos experimentos com o FOR011A, a CEsy de

preparacOes 4-AP e GLIB foram significativamente menores (*, p = 0,0006; *, p < 0,0001) que a de preparacGes

Controle. O Emax de preparacdes GLIB foi significativamente maior (€, p = 0,0004) que a de preparagdes Controle.

(B) Nos experimentos com 0 FOR811A, a CEsg e 0 Emax de preparacdes 4-AP, GLIB e Controle ndo apresentaram

diferencas significativas estatisticamente. Dados expressos como média = E.P.M. (n =8 ou 6, N = 2) com anélise

por One-Way ANOVA seguida de teste de comparaces maltiplas de Dunnett. Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.3.8 Participacéo da Adenilato Ciclase no Efeito Vasodilatador dos Complexos de Ruténio
FORO11A e FOR811A

Em diferentes preparacdes de aorta de rato (n = 6, N = 2) pré-contraidas com PHE
(1 umol/L) e que possuiam endotélio integro, foi utilizado um inibidor da adenilato ciclase, o
MDL-12330A (MDL, 30 pmol/L).

Nas preparacdes de FOR011A, a CEso e 0 Emax ndo apresentaram alteracdes
significativas (p = 0,4297 e p = 0,7918, respectivamente) entre aquelas que continham MDL-
12330A (0,157 [0,1014-0,2454] umol/L e 100,553 + 2,163%) e aquelas controle (apenas o
FOR011A) (0,190 [0,138-0,261] umol/L e 101,317 + 1,839%). Ja nas preparacdes de
FOR811A, a CExo foi significativamente maior (p < 0,0001) no grupo que continha MDL (0,676
[0,591-0,7737] umol/L) que no grupo controle (0,204 [0,162-0,257] umol/L) (Tabela 14 e
Grafico 20).

Tabela 14 — Valores da CEsp com 1Cgs0%, pCEso € Emax referentes ao efeito vasodilatador dos complexos de ruténio
FOR011A e FOR811A, emrelacdo ao grau de relaxamento, em preparagdes de aorta pré-contraidas com fenilefrina
(1 pmol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com MDL-12330A (MDL, 30 umol/L).

pCEso Emax (%0)
MDL + | CEso [ 1Co5%] (umol/L) ‘ T ‘ ——y T ——
FORO11A 0,157[0,101-0,245] = -0,805 0,077 100,553 2,163
FOR811A 0,676 [0591-0,774] 0170 0032 115330 1,606

Dados expressos como CEso[ICgsy%] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2). CEsp expressa em umol/L. Emax expresso
em percentual. 1Cgse: intervalo de confianga de 95%; pCEso: logaritmo negativo da CEsp; E.P.M.: erro padréo da

média. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Gréfico 20 — Comparacéo da poténcia dos complexos de ruténio FOR011A e FOR811A, em relagéo ao grau de
relaxamento, em preparac6es de aorta pré-contraidas com fenilefrina (1 umol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com
MDL-12330A (MDL, 30 pmol/L).
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Comparativo de pré-contragdes com fenilefrina (1 umol/L) de duas preparacfes distintas de anéis de aorta:
Controle (com apenas o complexo de ruténio) e MDL (complexo de ruténio + MDL-12330A a 30 umol/L). (A)
Nos experimentos com 0 FOR011A, a CEsp e 0 Emax de preparacfes MDL e Controle ndo apresentaram diferencas
significativas estatisticamente. (B) Nos experimentos com o FOR811A, a CEsy de preparacdes com MDL foi
significativamente maior (*, p < 0,0001) que a de preparagdes Controle. Dados expressos como média + E.P.M.

(n=8o0u 6, N =2) com andlise por teste t de Student para amostras independentes. Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.3.9 Participagdo Adrenérgica ou Colinérgica no Efeito Vasodilatador dos Complexos de
Ruténio FOR011A e FOR811A

Em diferentes preparacdes de aorta de rato (n = 6, N = 2) pré-contraidas com PHE
(1 pmol/L) e que possuiam endotélio integro, foi utilizado um antagonista de receptores [3-
adrenérgicos, o propranolol (1 umol/L), ou um antagonista colinérgico, a atropina (1 umol/L).

A CExo das preparacdes de FOR011A que continham propranolol e atropina (0,347
[0,213-0,558] umol/L e 0,247 [0,184-0,333] pumol/L, respectivamente) ndo apresentaram
alterac0es significativas (p = 0,3310 e p = 0,5690) quando comparadas as preparagdes controle
(apenas FOR011A) (0,190 [0,138-0,261] umol/L). O Emax das duas prepara¢des também nédo
apresentou alteracdes significativas (102,768 + 2,584% e 105,627 % 1,939%) quando
comparadas as preparacgdes controle (101,317 + 1,839%).

Ja nas preparacdes de FOR811A, a CEso e 0 Emax do grupo que continha
propranolol (0,012 [0,007-0,019] pmol/L e 106,677 £ 1,062%, respectivamente) foram
significativamente menores (p < 0,0001 e p = 0,0146) que as preparacdes controle (0,204
[0,162-0,257] umol/L e 113,406 £ 1,780%). A CEso e 0 Emax do grupo que continha atropina
(0,160 [0,124-0,205] umol/L e 108,590 £ 1,609%) néo sofreram alteracbes (p = 0,4618 e p =
0,0822) (Tabela 15 e Gréfico 21).

Tabela 15 — Valores da CEsp com 1Cgs0, PCEso € Emax referentes ao efeito vasodilatador dos complexos de ruténio
FORO11A e FOR811A, em relacdo ao grau de relaxamento, em preparacgdes de aorta pré-contraidas com fenilefrina

(1 pmol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com propranolol (PROP, 1 umol/L) ou atropina (ATR, 1 pmol/L).

CEso [ 1Co5%] PCEso Emax (%0)
(umol/L) Média EPM Média EPM
PROP + FOR011A = 0,347 [0,213-0,558] -0,459 0,088 102,768 2,584
ATR + FOR011A 0,247 [0,184-0,333] -0,607 0,060 105,627 1,939
PROP + FOR811A 0,012 [0,007-0,019] -1,917 0,105 106,677 1,062
ATR + FOR811A 0,160 [0,124-0,205] -0,797 0,052 108,590 1,609

Dados expressos como CEso[ICgsy%] ou média + E.P.M. (n =6, N = 2). CEsp expressa em umol/L. Emax expresso
em percentual. 1Cgse: intervalo de confianga de 95%; pCEso: logaritmo negativo da CEsp; E.P.M.: erro padrédo da

média. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Gréfico 21 — Comparacéo da poténcia dos complexos de ruténio FOR011A e FOR811A, em relagdo ao grau de

relaxamento, em preparaces de aorta pré-contraidas com fenilefrina (1 umol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com

propranolol (PROP, 1 umol/L) ou atropina (ATR, 1 pumol/L).
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Comparativo de pré-contragdes com fenilefrina (1 umol/L) de duas preparacdes distintas de anéis de aorta:

Controle (com apenas o complexo de ruténio), PROP (complexo de ruténio + propranolol a 1 umol/L) e ATR

(complexo de ruténio + atropina a 1 pumol/L). (A) Nos experimentos com o FORO11A, a CEsy € 0 Emax de

preparacbes PROP, ATR e Controle ndo apresentaram diferencas significativas estatisticamente. (B) Nos

experimentos com 0 FOR811A, a CEsg e 0 Emax de preparacdes PROP foram significativamente menores (*, p <

0,000; €, p = 0,0146) que o de preparacdes Controle. Dados expressos como média £ E.P.M. (n =8 ou 6, N = 2)

com analise por One-Way ANOVA seguida de teste de compara¢Ges multiplas de Dunnett. Fonte: Elaborado pelo

autor.
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A partir dos resultados anteriores, também foi possivel comparar a diferenca entre
as preparacdes de aorta de rato (n = 6, N = 2) pré-contraidas com PHE (1 pmol/L) pré-incubadas
com diversos antagonistas/bloqueadores e testadas com os complexos de ruténio FOR011A e
FOR811A (Quadro 3). Para tanto, foram realizadas comparacgdes entre 0s grupos atraves teste

t de Student para amostras independentes (p < 0,05).

Quadro 03 — Comparagcédo dos resultados obtidos diferentes preparacGes de aorta de rato (n = 6, N = 2) pré-contraidas
com PHE (1 pmol/L) pré-incubadas com diversos antagonistas/bloqueadores e testadas com os complexos de
ruténio FOR011A e FOR811A.

Comparacéao entre os Complexos de Ruténio FOR011A e FOR811A

Diferenca entre Diferenca entre
CEso (umol/L)? p-valor Ewmax (96)? p-valor
L-NAME Sim < 0,0001 Né&o 0,4987
HCOB Né&o 0,1593 Sim <0,0001
L-CIS Né&o 0,4260 Sim <0,0001
WORT Sim <0,0001 Né&o 0,5009
INDO Né&o 0,1319 Sim 0,0106
oDQ Né&o 0,3341 Né&o 0,0963
TEA Sim < 0,0001 Né&o 0,1192
4-AP Sim 0,0004 Sim 0,0230
GLIB Sim < 0,0001 Sim 0,0001
MDL Sim <0,0001 Sim 0,0003
PROP Sim < 0,0001 Sim <0,0001
ATR Sim 0,0387 Né&o 0,2670

As diferencas nos parametros foram avaliadas através do teste t de Student para amostras independentes, sempre

considerando p < 0,05. Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.4 Efeito dos Complexos de Ruténio FOR011A e FOR811A na Curva Concentragao-
Efeito para o Calcio na Presenca de Cloreto de Potassio ou Fenilefrina ap6s Deplecao

do Calcio Intracelular

O efeito dos complexos de ruténio na contragdo induzida por CaCl, em solugéo de
Krebs sem Ca?* foi avaliado apds a deplecdo dos estoques intracelulares de Ca?*. Em diferentes
preparacdes de aorta de rato (n =6, N = 2) que possuiam endotélio integro, a resposta contratil
foi desencadeada pelo influxo extracelular de Ca?* induzido por KCI (60 mmol/L) ou PHE (1
pmol/L).

As curvas concentragdo-efeito foram determinadas ap6s 30 min de incubacdo com
FORO11A (30 pmol/L para pré-incubacdo com KCI ou 10 pumol/L para pré-incubacdo com
PHE) e FOR811A (30 pmol/L para pré-incubacdo com KCI ou 2 umol/L para pré-incubacéo
com PHE). Comparac@es entre as intensidades das respostas contrateis observadas nas duas
preparagdes foram feitas mediante o uso do teste t de Student para amostras independentes.

Durante a contracdo por CaCl; estimulada por alta concentragdo de K*, ndo foram
observadas alteracdes significativas entre as preparacdes do grupo controle (apenas CaCl,) e os
grupos contendo os complexos de ruténio em quaisquer concentracdes de CaCls testadas (0,01
a 3 mmol/L) (Gréfico 22A).

Ja nas preparagdes com contracdo por CaCl, estimulada por alta concentracdo de
PHE, o FORO11A ndo apresentou alteracdes significativas. Entretanto, constatou-se que o
FOR811A é capaz de inibir a contracdo por CaCl, estimulada por PHE. Em todas as
concentracfes de CaCl, testadas, estas Ultimas se apresentaram significativamente menores
(0,01 mmol/L, p = 0,0020; 0,03 a 3 mmol/L, p < 0,0001) que as de preparagdes controle
(Grafico 22B).
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Grafico 22 — Comparacéo dos efeitos dos complexos de ruténio FOR011A e FOR811A na contragdo induzida por

cloreto de célcio em solucdo sem célcio contendo cloreto de potassio (60 mmol/L) ou fenilefrina (1 umol/L), ap6s

a deplecdo dos estoques intracelulares de calcio.
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Comparativo de pré-contragdes com fenilefrina (1 umol/L) de duas preparacdes distintas de anéis de aorta:

Controle (com apenas o CaCly), 011A (CaCl, + pré-incubagdo com 011A a 30 umol/L ou 10 umol/L) e 811A

(complexo de ruténio + pré-incubacdo com 811A a 30 pumol/L ou 2 umol/L). (A) Nos experimentos com a pré-

incubacédo por KCI, ndo foram observadas diferencas significativas estatisticamente. (B) Nos experimentos com a

pré-incubagdo por PHE, todas as concentraces das preparacdes pré-incubadas com FOR811A apresentaram

contratilidade significativamente menor que a de preparac@es controle (**, 0,01 mmol/L, p = 0,0020; ****, 0,03
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a 3 mmol/L, p < 0,0001). Dados expressos como média + E.P.M. (n = 8 ou 6, N = 2) com andlise por teste t de

Student para amostras independentes. Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 Curso de Tempo para o Relaxamento Induzido pelo Nitroprussiato de Sodio e pelos
Complexos de Ruténio FOR011A e FOR811A

O efeito de relaxamento dos complexos de ruténio FOR011A e FOR811A também
foi testado em relacdo a variavel tempo. Ao se utilizar a menor concentracdo capaz de
desencadear o efeito vasodilatador méximo durante o acoplamento farmacomecénico (011A =
10 pmol/L e 811A = 2 umol/L), foi observado que apenas o0 FOR811A foi capaz de relaxar
totalmente o musculo liso adrtico em um periodo menor que 1800 s (30 min), com 1720 s para
o relaxamento méximo. Os compostos apresentaram relaxamento maximo de 69% (n =8, N =
2) € 102,33% (n =8, N = 2), respectivamente (Grafico 23A e B). O SNP (0,02 umol/L), por sua
vez, foi capaz de atingir o maximo relaxamento em 520 s (n =8, N = 2). A presenca de ODQ
(10 pmol/L), prejudicou mais ainda tempo de relaxamento causado pelos compostos, que,
durante 1800 s, foram capazes de relaxar apenas 6,12% (para 0 FOR011A) e 6,22% (para o
FOR811A) do total de contracéo evocado inicialmente (Gréfico 23A e B).

Gréfico 23 — Curso de tempo para relaxamento pelo nitroprussiato de sédio (SNP, 0,02 umol/L) e relaxamento
induzido pelos complexos de ruténio FOR011A (10 umol/L) e FOR811A (2 umol/L) na presenca ou auséncia de
ODQ (10 pmol/L) em preparagdes distintas de anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina (1 umol/L).
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Comparativo de pré-contragdes com fenilefrina (1 pmol/L) de preparacfes distintas de anéis de aorta. O
nitroprussiato de sédio (SNP), é capaz de causar relaxamento méximo nas preparacdes decorridos 520 s
(pontilhado). (A) O FORO011A nao conseguiu atingir relaxamento méximo no tempo de 30 min observado. (B)
Apenas o0 FOR811A foi capaz de provocar relaxamento maximo aos 1720 s (tracejado) dos 1800 s observados. A
presenca de ODQ prejudicou mais ainda o relaxamento maximo. Dados expressos como média + E.P.M. (n=8 ou
6, N = 2). Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6 Determinagdo de GMP Ciclico por ELISA

O efeito dos complexos de ruténio sobre os niveis de cGMP teciduais foram
avaliados em tecidos musculares lisos adrticos com endotélio integro. Os niveis basais de cGMP
nos homogenatos de anéis de aorta com endotélio intacto corresponderam a 0,370 + 0,075 pmol
de cGMP/mg de tecido seco (Gréfico 24).

O pré-tratamento com FORO011A (10 umol/L) causou aumento ndo significativo
estatisticamente (p = 0,5234) dos niveis de cGMP (0,726 + 0,203 pmol de cGMP/mg de tecido
seco) quando comparado as preparagdes controle. O pré-tratamento com ODQ (10 pumol/L) em
preparacdes contendo FOR011A também néo alterou significativamente (p = 0,4320) os niveis
de cGMP (0,762 + 0,165 pmol de cGMP/mg de tecido) em relagdo aos observados nas
condigdes basais.

O pré-tratamento com FOR811A (2 pmol/L) causou aumento significativo (p =
0,0198) dos niveis de cGMP (1,169 £ 0,190 pmol de cGMP/mg de tecido seco) quando

comparado as preparagdes controle. O pré-tratamento com ODQ (10 umol/L) em preparacdes
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contendo FOR811A também alterou significativamente (p = 0,0072) os niveis de cGMP (1,285
+ 0,119 pmol de cGMP/mg de tecido) em relacdo aos observados nas condigdes basais.

Grafico 24 — Efeito dos complexos de ruténio FOR011A (10 pmol/L) e FOR811A (2 umol/L) em preparagdes de
aorta pré-contraidas com fenilefrina (1 umol/L) e pré-incubadas ou nao, por 30 min, com ODQ (10 umol/L) sobre

0s niveis de cGMP.
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O grafico mostra o aumento dos niveis de GMPc induzido pelos complexos de ruténio FOR011A (10 pmol/L) e
FOR811A (2 umol/L), na auséncia ou presenca de ODQ (10 pumol/L). Embora ndo estatisticamente significativo,
nota-se aumento nos niveis de cGMP nas prepara¢des de FOR011A contendo ou ndo ODQ. J& nas preparacGes de
FORB811A, observou-se aumento significativo dos niveis de cGMP entre prepara¢Ges com presenca (*, p = 0,0198)
ou auséncia (*, p = 0,0072) de ODQ e as preparacdes controle (CTRL). Dados expressos como média + E.P.M. (n
= 8, N = 2) com andlise por One-Way ANOVA seguida de teste de compara¢Ges multiplas de Tukey. Fonte:

Elaborado pelo autor.
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5.7 Docking Molecular

O primeiro alvo bioldgico proteico selecionado foi o dominio H-NOX da cadeia 1
da enzima sGC em sua forma reduzida (PDB: 2009), gerando o docking deste alvo com os
ligantes FORO11A e FOR811A (APENDICE B e C, respectivamente). Os valores de energia
total para as conformacBGes mais estaveis dos complexos FOR011A e FOR811A foram
respectivamente -192,9 kcal.mol* e — 318,0 kcal.mol™, respectivamente. Estes valores foram
maiores se comparados aquele apresentado pelo BAY 41-2272 no mesmo alvo proteico (-901,6
kcal.mol?). Foram determinadas as posicdes e conformacOes mais estaveis na estabilizacdo

dessas estruturas no sitio ativo de ligacéo (Tabela 16 e Figura 17).

Tabela 16 — Menores distancias (em A) entre os residuos proteicos do alvo (PDB: 2009) e os ligantes — complexos
de ruténio FOR011A e FOR811A e o estimulador de guanilato ciclase solivel NO-independente heme-dependente
BAY 41-2272 — no sitio ativo de ligagdo do dominio H-NOX da cadeia B1 da enzima guanilato ciclase soltvel em

sua forma reduzida.

Ligantes

Residuos FORO11A FORS811A BAY 41-2272

Tyr 2 1,4 3,4 17,9

Ala 42 2,2 2,1 20,7
Asp 102 2,5 3,4 16,7

Gln 114 2,6 3,6 17,7
Arg 116 3,6 1,6 9,8

Glu 121 2,4 1,8 14,8
Arg 138 3,7 4,2 4,6

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 16 — Sitio ativo de ligacdo com as posicOes e conformacdes de menor energia calculadas por docking
molecular para os complexos FOR011A (A) e FOR811A (B) no dominio H-NOX da cadeia B1 da enzima guanilato

ciclase soltvel em sua forma reduzida (PDB: 20009).
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O segundo alvo bioldgico proteico selecionado foi 0 dominio H-NOX da cadeia 1
da enzima sGC em sua forma oxidada (PDB: 3L6J), gerando o docking deste alvo com o0s
ligantes FOR011A e FOR811A (ANEXO D). Os valores de energia total para as conformacdes
mais estaveis dos complexos FOR011A e FOR811A foram respectivamente -150,9 kcal.mol
e -317,8 kcal.mol™, respectivamente. Estes valores foram maiores se comparados aquele
apresentado pelo BAY 58-2667 no mesmo alvo proteico (-388,2 kcal.mol). Foram
determinadas as posi¢cdes e conformacgdes mais estaveis na estabilizacdo dessas estruturas no

sitio ativo de ligacdo (Tabela 17 e Figura 18).

Tabela 17 — Menores distancias (em A) entre os residuos proteicos do alvo (PDB: 3L6J) e os ligantes — complexos
de ruténio FOR011A e FOR811A e o ativador de guanilato ciclase solivel NO-independente heme-independente
BAY 58-2667 (cinaciguat) — no sitio ativo de ligacdo do dominio H-NOX da cadeia B1 da enzima guanilato ciclase

soltivel em sua forma oxidada.

Ligantes
Residuos FORO11A FORS11A BAY 58-2067
(cinaciguat)
Tyr 2 4,3 6,2 7,3
Ala 42 3,1 3,4 3,0
Trp 74 11,6 14,2 14,6
Tyr 83 13,1 14,6 15,1
Leu 101 6,9 3,7 4,0
Asp 102 3,4 2,5 2,4
Leu 104 6,1 4,8 7,0
His 105 7,3 59 7,3
Val 108 11,0 9,7 10,4
Phe 112 8,2 9,8 7,8
Gln 114 2,7 2,2 2,3
Leu 115 55 7,5 6,2
Arg 116 3,9 2,8 2,5
Pro 118 9,5 6,8 6,2
Glu 121 3,2 2,1 2,9
Ser 136 11,4 9,6 8,5
Arg 138 3,7 6,1 6,1
Met 144 12,7 15,7 15,2
Leu 148 16,3 12,8 16,7

Em vermelho podem ser observados os residuos menor distancia e, por isso, maior interagdo, indicando
similaridade de sitio de ligacdo entre os complexos de ruténio FOR011A e FOR811A e o ativador de sGC BAY
58-2667. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 17 — Sitio ativo de ligacdo com as posicOes e conformagdes de menor energia calculadas por docking
molecular para os complexos FOR011A (A) e FOR811A (B) no dominio H-NOX da cadeia B1 da enzima guanilato

ciclase soltvel em sua forma oxidada (PDB: 3L6J).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de investigar o
efeito vasorrelaxante de novos complexos de ruténio nomeados como: cis-[Ru(bpy)z2(2-
MIM)CI]*, cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2]%*, cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]* e cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)(NO)]J®*. Estes foram codificados, respectivamente, como FOR011A, FORO011AA,
FOR711A e FOR811A.

A razéo da escolha do ruténio como nucleo metélico destas moléculas se da devido
a este ser conhecidamente um metal que permite elevada afinidade ao NO em funcgéo de sua
estrutura quimica, formando complexos nitrosil-ruténio (RUNO), que podem ser sollveis em
agua (CALANDRELI, 2005; FRICKER et al., 1997). Este fato foi observado durante a
constituicdo dos complexos em solucgdes de dgua destilada prévias aos experimentos, com facil
diluicdo dos compostos selecionados para o estudo em concentracGes de até 2 mg/mL.

Os compostos do tipo piridinicos (ou polipiridinicos) sdo alguns dos compostos
organicos mais versateis utilizados em quimica de coordenacdo que tem aplicagdes médicas
potenciais (CAO; ZHENG; CHEN, 2015). Além disso, esta classe de ligantes ndo so estabiliza
eficientemente o centro metalico, como também melhora as propriedades redox dos complexos
inorganicos e permite que estes mimetizem a acdo de algumas biomoléculas (de LIMA et al.,
2006; SOLTAU et al., 2015).

Ja compostos imidazolicos, apesar de serem espécies estruturalmente simples,
constituem outro conjunto de ligantes N-heterociclicos de grande importancia que também
apresentam aplicacbes medicinais (ANDERSON; LONG, 2010). Devido a sua grande
versatilidade, estes derivados sdo utilizados na prética clinica como farmacos antimicrobianos,
antineoplasicos, antiparasitarios, anti-histaminicos, anti-inflamatorios, antineuropaticos e anti-
hipertensivos (ZHANG et al., 2014).

Dos quatro compostos selecionados para o estudo, dois deles, continham apenas a
estrutura do nucleo metalico de ruténio ligada a dois radicais piridinicos (2,2’-bipiridina) e a
um radical imidazdlico (2-metilimidazol) e um CI" (FOR011A) ou a dois radicais imidazolicos
(FOR011AA). Estas estruturas, inéditas na literatura, ainda ndo apresentavam moléculas
similares com efeitos vasorrelaxantes descritos.

Ja os outros dois compostos apresentavam também a estrutura basica do nucleo
metalico de ruténio, a 2,2’-bipiridina, o 2-metilimidazol e a adicdo de um radical nitrito (NO2)
ou nitrosil (NO) em sua estrutura (FOR711A e FOR811A, respectivamente). Estes radicais ja

estavam presentes em outros complexos previamente estudados para efeitos vasorrelaxantes,
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como o cis-[RuNOz(bpy)2(py)] (RUBPY) estudado por Pereira e colaboradores (2011b), que
contém um radical nitrito; e o cis-[Ru(CIl)(bpy)2(NO)] (RUNOCL), estudado por Lunardi e
colaboradores (2007) que contém um radical nitrosil.

A adicdo de NO ou NO teve como objetivo a estratégia farmacologica de
desenvolvimento de substancias capazes de “repor” o NO. Isto se da de forma similar aos
nitrovasodilatadores, através da liberagdo a taxas especificas em tecidos, a fim de superar a
deficiéncia de NO que acontece quando este tem metabolismo alterado em determinadas
condicdes fisiopatoldgicas (EVGENOV et al., 2006; LUNARDI; da SILVA; BENDHACK,
2009; ROSE; MASCHARAK, 2008).

A reatividade vascular em aorta de rato € um modelo tecidual bem caracterizado
que remonta ao inicio dos anos 1950 (BRIGGS; CHERNICK; CHAIKOFF, 1949). E um
modelo de estudo pratico, preciso e reprodutivel para investigar os possiveis efeitos vasoativos
de varios produtos quimicos sobre a reatividade vascular (SEYREK et al., 2010; YILDIZ et al.,
2015). Alem disso, é bem caracterizado como substituto para o tecido vascular humano; e
também como um modelo competente que preenche a lacuna entre estudos com modelos in
vitro e invivo (NICOSIA, 2009). Assim, como este trabalho foi o primeiro a avaliar diretamente
a acdo destes compostos em tecidos bioldgicos, optou-se por caracterizar seu possivel
mecanismo vascular através deste método.

A faixa de concentrages a ser utilizada na construcdo da CCE foi determinada com
base em trabalhos prévios utilizando complexos RuNO realizados por outros grupos de
pesquisa (BONAVENTURA et al.,, 2004, 2006, 2007; LUNARDI et al., 2007); e
posteriormente otimizada através de ensaios piloto de screening. As CCEs dos quatro
complexos de ruténio em anéis de aorta foram obtidas pela pré-contragdo por dois mecanismos
farmacoldgicos distintos: acoplamento farmacomecanico por PHE (1 pumol/L) e acoplamento
eletromecéanico por KCI (60 mmol/L).

A PHE ¢ um agonista seletivo de receptores adrenérgicos a1, CUjO mecanismo
contratil envolve ativagdo da PLC com sintese de IPs e DAG, resultando em aumento da
concentragéo citosolica de Ca?* (NISHIZUKA et al., 1984). Além disso, a PHE exerce agéo
redutora, sendo uma importante caracteristica para liberacdo de NO de alguns compostos
doadores de NO que necessitam da reducdo quimica (BONAVENTURA et al., 2004).

Ja a solucdo com elevada concentracdo de K™ (60 mmol/L) é um agente contratil
que ndo sofre agdo redutora por compostos doadores de NO. Seu mecanismo ndo é mediado
por receptores, mas por despolarizagdo da membrana celular das CMLVs, que resulta na

abertura de VDCCs (BEAN et al., 1986). As concentra¢des aumentadas de Ca?* intracelular
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induzem a ativagdo de proteinas quinases sensiveis ao Ca?*, tais como a MLCK que fosforila a
MLC2o associada ao inicio do ciclo de pontes cruzadas, levando a contracdo vascular
(PFITZER, 2001).

De acordo com os resultados, nas preparacdes pre-contraidas com PHE, os quatro
compostos foram capazes de provocar relaxamento concentracdo-dependente, revertendo 100%
da contracdo desencadeada com discretas diferencas entre suas eficacias (Emax). Contudo,
houve grande diferenca entre as suas poténcias (demonstrada pelas concentracdes necessarias
para atingir 50% da resposta maxima, a CEso) entre 0 FOR011A e FOR811A em relagdo ao
FORO011AA e FOR711A.

Por ora, estes resultados se comportaram de forma semelhante a outros complexos
de ruténio testados em anéis de aorta na literatura, como: trans-[RuCl([15]aneNs)NO]?* (15-
ANE) (BONAVENTURA et al., 2004), [Ru(terpy)(bdg)NO*]** (TERPY) (BONAVENTURA
et al, 2007), cis-[Ru(Cl)(bpy)2(NO)] (RUNOCL) (LUNARDI et al., 2007), cis-
[Ru(bpy)2(SO3)(NO)] (FONOL), trans-[Ru(NHz)4(caf)(NO)] (LLNO1) (CERQUEIRA et al.,
2008) e cis-[RuUNO2(bpy)2(py)] (RUBPY) (PEREIRA et al., 2011b).

Ao se avaliar o comportamento dos compostos submetidos ao acoplamento
eletromecanico por K*, foi notada grande diferenca entre as poténcias (CEso) do FOR011A em
relagdo ao FOR011AA, FOR711A e FOR811A. Os compostos, FOR711A e FOR811A que
apresentavam, respectivamente, o radical nitrito e nitrosil foram capazes de provocar
relaxamento concentragdo-dependente, revertendo ~ 90% e 100% da contra¢do desencadeada
pelo K* com discreta diferenca de eficacia. Este resultado é discretamente semelhante ao
encontrado com o cis-[Ru(Cl)(bpy)2(NO)] (RUNOCL) (LUNARDI et al., 2007).

Os outros dois compostos (FOR0O11A e FOR011AA) que ndo possuiam estes
radicais apresentaram eficacia muito baixa (Emax menor que 20%). Este resultado é semelhante
ao obtido com o trans-[RuCI([15]aneN4)NO]?* (15-ANE) (BONAVENTURA et al., 2004) e
discretamente semelhante ao obtido com o cis-[RuNO2(bpy)2(py)] (RUBPY) (PEREIRA et al.,
2011b). Como o relaxamento induzido por estes foi praticamente abolido pela adi¢do de uma
alta concentragdo de KCI ao meio extracelular, uma hipdtese pode ser proposta inicialmente:
canais para K* sdo importantes para o relaxamento mediado pelos complexos de ruténio.

Adicionalmente, o composto de partida cis-[Ru(bpy)2(Cl).], denominado FOR00Q0;
e também do radical imidazolico isolado (2-MIM, 2-metilimidazol), denominado L11A; foram
adicionados ao estudo de screening inicial. O objetivo era descartar e efeito isolado
vasorrelaxante destes compostos e também compara-los em CEsg € Emax a0s quatro complexos.

Como esperado, 0 FOR000 e o L11A apresentaram eficacia consideravelmente inferior (Emax
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=~ 59% e = 39%, respectivamente) em preparagdes pré-contraidas por PHE em relacdo aos
quatro compostos.

Ja em preparacdes pré-contraidas por K*, pode-se observar que o padrdo de
incapacidade de relaxamento das preparacfes se manteve. Entretanto foi similar aos compostos
desprovidos do radical nitrito e nitrosil, uma vez que estes também foram incapazes de realizar
relaxamento no tecido previamente contraido. Isso leva a concluir que apenas a molécula
completa parece desempenhar a capacidade de relaxamento total observado, e ndo o fragmento
metalico ou o radical imidazdlico isolado.

Foi observado que ainda seria necessario comparar a afinidade e eficacia dos quatro
compostos com farmacos com mecanismo de acao distinto e ja caracterizado. Para tanto, foram
eleitos 0 SNP e BAY 41-2272, duas moléculas bastante estudadas na literatura em relacdo aos
seus efeitos de doacdo direta de NO e estimulacdo/ativacao da sGC.

O SNP é um composto nitrovasodilator potente, rapido e eficiente que libera
diretamente 0 NO nas CMLVs. E utilizado terapeuticamente em emergéncias hipertensivas,
insuficiéncia cardiaca e hipotensdo controlada durante cirurgias (HOTTINGER et al., 2014;
SCHADE; KOTTHAUS; CLEMENT, 2010).

Em preparacfes pré-contraidas por PHE, a eficicia dos quatro compostos foi
semelhante a do SNP, porém, este é mais potente que 0 composto para induzir relaxamento.
Assim, sdo necessarias concentragcdes muito maiores dos compostos para atingir a CEso. Estes
resultados se assemelharam a complexos de ruténio tais como o trans-[RuCl([15]aneN4)NO]?*
(15-ANE) (BONAVENTURA et al., 2004), o [Ru(terpy)(bdg)NO']** (TERPY)
(BONAVENTURA et al., 2007), cis-[Ru(Cl)(bpy)2(NO)] (RUNOCL) (LUNARDI; da SILVA;
BENDHACK, 2009), o cis-[RuNO2(bpy)2(py)] (RUBPY) (PEREIRA et al., 2011b) e o cis-
[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)] (DCBPY) (RODRIGUES et al., 2011). Estes, embora tenham
relaxado completamente o tecido, apresentaram poténcias inferiores ao SNP. Os resultados,
entretanto, foram menos potentes que os encontrados por Cerqueira e colaboradores (2008) que
ao trabalhar com o cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)] (FONO1) e o trans-[Ru(NHz)4(caf)(NO)]
(LLNOZ1) observaram poténcia similar ao SNP nestes compostos (menor CEsp), além de maior
eficacia.

O grande problema do uso indiscriminado do SNP e a principal razéo para a busca
de compostos que liberem o NO a taxas mais especificas nos tecidos se da no acimulo de
tiocianato, um metabdlito extremamente nefrotoxico, além da fugacidade do efeito hipotensor
deste farmaco (JAPP; WISSLER; BAUMANN, 1978; OLABE, 2008). Adicionalmente, niveis

elevados de NO podem reagir com anions superoxidos dando origem a especies reativas de
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oxigénio; dentre elas, o peroxinitrito (ONOO) ao qual relaciona-se & dano endotelial
irreversivel (VOLK et al., 1995).

O BAY 41-2272 é¢ um estimulante NO-dependente heme-dependente da sGC
(STASCH et al., 2001). E um potente vasodilatador de anéis adrticos in vitro, reduz a pressio
arterial média em ratos normais e hipertensos e possui potentes acdes de descarga cardiaca, pois
aumenta o débito cardiaco e preserva a fungdo renal na insuficiéncia cardiaca experimental
(BOERRIGTER et al., 2003; STRAUB et al., 2001).

Em preparacGes pre-contraidas por PHE, os quatro compostos apresentaram
eficacia muito semelhante ao BAY. Entretanto, apenas dois compostos — FORO11A e
FOR811A, apresentaram poténcia muito similares aquela do BAY, com o0s outros dois
compostos — FOR011AA e FOR711A — tendo poténcias discretamente menores. Os resultados
se mostraram diferentes dos achados por Sa e colaboradores (2015) que, estudaram variantes
do complexo cis-[RuCI(L)(bpy)2]: cis-[RuCl(qui)(bpy)2] (FORO001), cis-[RuCl(indz)(bpy)-]
(FOR002), cis-[RuClI(5-ain)(bpy)2] (FOR005) e cis-[RuCl(ain)(bpy).] (FOR007). Os dados
mostraram que estes apresentavam potenciais vasodilatadores ainda maiores que o BAY 41-
2272, inclusive com o composto FOR005 se apresentando 8 vezes mais ativo (CEsp = 55
nmol/L) e com liberacdo significativa de cGMP. Além disso, este estudo mostra que este
aumento da atividade vasodilatadora ocorreu ap6s a incorporacdo do fragmento metalico
[RuCl(bpy)2].

Em preparaces pré-contraidas por K*, os quatro compostos se apresentaram com
reducdo na eficacia em relacdo aos dois controles positivos. Isto reforca ainda mais a ideia de
que canais para K™ sdo importantes para o relaxamento mediado por estes complexos de ruténio.
Isso se da de forma ainda mais preponderante naqueles desprovidos de nitrito e nitrosil, como
0 FORO011A e o0 FOR011AA, os quais, como previamente descrito, apresentaram poténcia e
eficacia extremamente baixas, com relaxamento quase nulo e totalmente discrepante das
preparacdes que utilizaram SNP e BAY 41-2272.

Complementarmente, para avaliar a participacdo do NO enddgeno no efeito
relaxante causado pelos compostos, o tecido adrtico foi submetido ao processo de
desendotelizagdo, reduzindo sua sintese pela eNOS. Nas preparagdes pré-contraidas por PHE,
a auséncia do endotélio (e-) causou uma modulacéo negativa do efeito relaxante do FOR011A
e FOR0O11AA. Apesar de eficacia similar no primeiro e de aumento desta no segundo (Emax
aumentou ~ 36%), houve redugdo significativa da poténcia, quando comparado ao controle

(e+), nos dois compostos, 0 que demonstra uma aparente dependéncia do endotélio.
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Outros estudos com complexos de ruténio, mas que continham NO, também
demostraram esta modulagdo negativa com perda de poténcia para entre preparacoes
desprovidas de endotélio e aquelas com endotélio intacto. Um exemplo é o estudo de
Bonaventura e colaboradores (2009) com o composto [Ru(terpy)(bdq)NO*]** (TERPY). Os
autores justificam essa a¢do devido ao metabdlito [Ru(H20)(bdq)(terpy)]?* liberado junto ao
NO e induz oxidagédo do cofator BH4, formando a dihidrobiopterina (BH2) e biopterina. Isso
pode ser responsavel pelo desacoplamento da eNOS, que, no meio vascular, pode causar
profundo efeito na biodisponibilidade de NO, diminuindo sua producdo e aumentando a
producdo de superoxidos (BONAVENTURA et al., 2009; POTJE et al., 2014).

Adicionalmente, um estudo de Potje e colaboradores (2018) mostraram que 0
[Ru(terpy)(bdgq)NO*]** (TERPY) induz relaxamento concentracio-dependente em preparacdes
e+ e e- do segundo e terceiro ramos de artérias mesentéricas de ratos normotensos e SHR. Além
disso, o endotéelio exerce efeitos modulatorios distintos na artéria mesentérica de ratos
normotensos e SHR. Em ratos SHR, o relaxamento induzido por TERPY é melhorado nos anéis
mesentéricos e+ em comparacao com aneis e-. Em contraste, em ratos normotensos, o endotélio
prejudica a poténcia de relaxamento induzida pelo [Ru(terpy)(bdg)NO*]3* (TERPY) em anéis
mesentéricos e+ em comparagdo com os anéis e- correspondentes. Outro estudo verificou ainda
que os efeitos vasodilatadores deste mesmo complexo de ruténio em vasos de resisténcia e- de
ratos com hipertensdo renovascular (modelo 2 rins e um clipe, 2K-1C) e ratos normotensos
(2K) néo diferem entre si (ARAUJO et al., 2013).

Contrariamente, 0s compostos que possuiam nitrito e nitrosil ndo apresentaram
mudancgas significativas nem na eficcia nem na poténcia. Estes resultados sdo similares aos
encontrados por Bonaventura e colaboradores (2004), com o trans-[RuCI([15]aneNs)NO]**
(15-ANE), por Lunardi e colaboradores (2007), com o cis-[Ru(Cl)(bpy)2(NO)] (RUNOCL) e
por Rodrigues e colaboradores (2011), com o cis-[Ru(H-dcbpy)2(CH(NO)] (DCBPY). Os trés
induzem relaxamento méaximo vascular em aortas com endotélio ndo-integro com poténcias
variaveis.

Nas preparacdes pré-contraidas por K*, preparacbes e- com FORO11A ndo
apresentaram mudancas quanto a poténcia ou eficdcia. Preparacbes e- de FORO11AA
apresentaram mesma poténcia, mas um aumento discreto da eficacia (Emax aumentou ~ 13%).
Preparacdes e- com FOR711A, apresentaram reducao da poténcia e da eficacia (Emax reduziu
~ 17%). E preparagdes e- com FOR811A apresentaram aumento da poténcia e da eficacia (Emax
aumentou ~ 11%). As altera¢des nestes grupos mostram que o endotélio tem pouca ou nula

influéncia sobre 0 mecanismo vasorrelaxante apds pré-contracdo por solucdo hiperpolarizante
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de K*, corroborando para um envolvimento dos canais para K* no mecanismo vascular de todos
0s complexos.

Diante dos resultados apresentados nos ensaios realizados, decidiu-se continuar
com os compostos FOR011A e FOR811A, aqueles que apresentaram 0s melhores
comportamentos do ponto de vista farmacoldgico, na tentativa de determinagdo do seu
mecanismo de acdo farmacoldgica vascular. Para a avaliagdo da participacdo do NO,
incialmente foi empregado o N®-nitro-L-arginina metil-éster (L-NAME), um inibidor ndo-
seletivo das isoformas da NOS (BOILLOT et al., 1995).

Em preparacBes pré-incubadas com esse bloqueador, houve um deslocamento da
CCE de FORO11A para direita, demonstrando redugé@o concentragcdo-dependente da poténcia
do composto, quando comparado a curvas pré-contraidas com PHE na auséncia do mesmo.
Podemos inferir entdo que o FORO11A pode agir parcialmente atraveés da estimulacdo da
producdo de NO pelas células endoteliais, o que levaria a ativacdo da sGC, aumento do cGMP
com reducdo do Ca?* citosdlico, causando vasodilatagdo. Este mesmo comportamento (perda
de poténcia), curiosamente, também foi observado para o doador de NO SNP. Neste, o L-
NAME reduziu significativamente a capacidade relaxante e provocou aumento da CEsp,
indicando que a ativacdo da NOS estd envolvida no relaxamento induzido pelo SNP
(BONAVENTURA et al., 2008).

Este achado n&o ocorreu nas curvas de relaxamento concentragdo-efeito de L-
NAME do FOR811A que apresentaram poténcia e eficacia similares aquelas das preparagdes
controle. Estes resultados corroboram com outros complexos de ruténio doadores de NO, cujo
relaxamento, com diferentes poténcias, independe do NO secretado pelo endotélio. Essas
diferencas entre 0 FOR811A quando comparado a outros compostos nitrosilados como o trans-
[RuCI([15]aneNs)NO]?* (15-ANE) (BONAVENTURA et al., 2004), o [Ru(terpy)(bdgq)NO*]**
(TERPY) (BONAVENTURA et al., 2007) e o cis-[Ru(Cl)(bpy)2(NO)] (RUNOCL)
(LUNARDI et al., 2007) podem ser atribuidos as diferentes formas de NO liberadas por estes
compostos.

O NO liberado de todos os doadores de NO é o mediador comum que provoca seus
efeitos vasodilatadores. Este pode ser encontrado em diferentes estados redox, tais como a
forma radicalar (NO®), a forma reduzida como o ion nitroxil (NO") e a forma oxidada como o
cation nitrosonium (NO*). Estas formas possuem meias-vidas e bioatividade diferenciadas, mas
todas capazes de ativar a enzima sGC e induzir aumento do cGMP, levando a reducéo do Ca®*
citosolico e a vasodilatagdo com diferentes especificidades (LUNARDI; da SILVA,
BENDHACK, 2009; PEREIRA et al., 2013). Portanto, o NO liberado a partir de doadores de
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NO pode diferir do NO produzido em células endoteliais. I1sso poderia explicar as diferencas de
poténcia e eficacia dos doadores de NO em induzir vasodilatagao.

Desse modo, decidiu-se avaliar quais espécies de NO estdo envolvidas na resposta
vasorrelaxante induzida por estes dois complexos FOR011A e o doador de NO, FOR0811A.
Isto foi realizado através de sequestradores de NO na forma de radical livre (NO®), com
hidroxocobalamina; e na forma de ions nitroxil (NO") envolvidos na resposta por répida
conversdo a forma radicalar (NO*®), com L-cisteina (FEELISCH; STAMLER, 1996).

Em diferentes preparacdes contendo FORO11A e pré-incubadas com estes
sequestradores, ndao foram observadas alteracdes na poténcia ou eficacia. Ja nas diferentes
preparagdes contendo FOR811A, foi observada reducdo concentragdo-dependente na poténcia
do composto daquelas contendo hidroxocobalamina e na eficacia daquelas contendo a
hidroxocobalamina ou L-cisteina (Emax reduziu ~ 38% e =~ 42%, respectivamente). Este
resultado era o esperado, uma vez que a molécula FOR011A ndo contém o radical NO inserido
em sua estrutura e a molécula FOR811A é um complexo RuNO. Assim, pode-se confirmar a
participacdo da forma nitroxil e radicalar na resposta.

O envolvimento das espécies NO* e NO™ no relaxamento vascular também foi
identificado em outros estudos realizados com complexos de RuNO, como o trans-
[RuCl([15]aneNs)NO]?* (15-ANE) (BONAVENTURA et al., 2006), o [Ru(terpy)(bdgq)NO*]**
(TERPY) (BONAVENTURA et al., 2007) e o cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)] (DCBPY)
(RODRIGUES et al., 2011). Outros doadores de NO, como a GTN, a espermina NONOQato e 0
SNP também se comportam dessa forma (WANSTALL et al., 2001). Este ultimo, entretanto,
apresenta um resultado diferente no estudo de Bonaventura e colaboradores (2007), tendo seu
relaxamento inibido apenas na presenca de L-cisteina.

Ja Cerqueira e colaboradores (2008), ao utilizar a L-cisteina, observaram um
resultado contrario com os compostos de RuNO, cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)] (FONO1) e trans-
[Ru(NHz)4(caf)(NO)] (LLNO1), os quais ndo realizam a liberacdo de ions nitroxil no
relaxamento vascular destes. A agéo do cis-[RuNO2(bpy)2(py)] (RUBPY), descrita por Pereira
e colaboradores (2013) também é similar, uma vez que este parece liberar apenas o radical NO
(NO*®) em uma concentragdo maior que o SNP e tem seu efeito vasorrelaxante ndo modificado
pela adigéo de L-cisteina na preparacao.

A fosfatidilinositol 3-quinase (IP3K) e a Akt (proteina quinase que fosforila a NOS,
tornando-a mais sensivel a Ca2*-Calmodulina) sdo importantes reguladores da ativagdo da NOS
(WANG et al., 2010). A eNOS leva a producdo de NO nas células endoteliais através da
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oxidacdo NADPH-dependente da L-arginina, apresentando um importante papel na
vasodilatacdo (MIZUNO; JACOB; MASON, 2010).

Em preparacbes pre-incubadas com wortmannina (0,5 pmol/L), houve um
deslocamento da CCE de FORO11A para direita, demonstrando reducdo concentracédo-
dependente da poténcia do composto, quando comparado a curvas pré-contraidas com PHE na
auséncia do mesmo. A CCE de FOR811A incubada com wortmannina néo sofreu alteragdes.
Assim, podemos reforcar a ideia de que o FOR011A pode agir parcialmente através da
estimulacdo da producdo de NO pelas células endoteliais. A ativacdo da via sSGC-cGMP e a
vasodilatacdo causada nesse caso é reduzida em poténcia quando a eNOS tem sua ativacao
prejudicada pela wortmannina. Isto ndo acontece nas curvas de FOR811A, o que corrobora com
o fato de que o NO esta sendo doado de forma integral por este composto e independe da sua
sintese direta pela eNOS.

Nos vasos sanguineos, a prostaciclina (PGl2)) e o NO sdo formados
predominantemente no endotélio pela cicloxigenase (COX) (MITCHELL et al., 1993) e pela
eNOS (MITCHELL et al., 1991). Assim, os efeitos vasculares exercidos dos complexos de
ruténio testados podem ter acdo sinérgica ou adicional mediada por substancias provenientes
da bioconversao do acido araquidénico pela COX. Baseado nesta informacdo, foram avaliados
os efeitos da indometacina (10 pumol/L) sobre o relaxamento induzido pelos complexos de
ruténio investigados.

N&o foram observadas modifica¢cbes na poténcia ou na eficacia dos compostos
FORO11A e FOR811A. Estas informacfes sdo similares as encontradas por Bonaventura e
colaboradores (2008), que, ao estudar a influéncia da indometacina no relaxamento induzido
SNP, observaram que os produtos da COX ndo influenciam no efeito vasodilatador do farmaco.
Todavia, os resultados diferem daqueles encontrados por Bonaventura e colaboradores (2009),
que, ao estudar o complexo de ruténio [Ru(terpy)(bdq)NO*]** (TERPY) observaram modulagéo
negativa em preparacbes que continham indometacina, indicando envolvimento de
prostanoides no mecanismo vasodilatador deste composto.

Com a finalidade de continuar a investigacdo sobre a participacdo do NO no
vasorrelaxamento provocado pelos compostos FOR011A e FOR811, utilizou-se 0 ODQ, um
inibidor seletivo da sGC. Estudos realizados na década de 1990 mostram que o NO atua
ativando a sGC e, assim, aumentando a sintese e a disponibilidade do cGMP intracelular
(McDONALD; MURAD, 1995). Dessa forma, a relevancia da ativagdo da sGC para o

relaxamento induzido por doadores de NO ¢é relatada em diversos outros estudos
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(BONAVENTURA et al., 2005; COGOLLUDO et al., 1999; SOLOVIEV et al., 2004; TSENG;
TABRIZI-FARD; FUNG, 2000).

O efeito inibitério da ODQ é devido a mudancas no estado de oxidagdo da porgéo
heme sem efeitos adversos sobre a atividade catalitica da enzima (GARTHWAITE et al., 1995;
ZHAO et al., 2000). Embora este interfira no processo heme-dependente da proteina, continua
sendo o inibidor mais seletivo e potente disponivel para a sGC que nédo inativa 0 NO ou a
atividade da NOS ou da AC (FEELISCH et al., 1999).

Em preparacdes pre-incubadas com esse bloqueador, houve deslocamento da CCE
de FORO11A e FOR811A para a direita, demonstrando severa redugdo concentragéo-
dependente da poténcia dos compostos, quando comparado a curvas pre-contraidas com PHE
na auséncia do mesmo. Além disto, nas preparacGes de FOR811A, houve reducdo da eficacia
(Emax reduziu =~ 21%). Com esses dados, pode-se inferir que ha forte participagdo da sGC no
efeito vasorrelaxante dos compostos, mais potente ainda no mecanismo do FORS811A.
Entretanto, ndo se pode ainda excluir totalmente que a presenca de mecanismos alternativos de
vasorrelaxamento independentes da ativacdo do sitio heme da sGC estejam envolvidos no
processo.

No presente trabalho, os efeitos encontrados para 0 FOR011A, foram compativeis
com aqueles de outros estudos realizados previamente com complexos de RUNO e doadores de
NO, como o [Ru(terpy)(bdg)NO*]** (TERPY) (BONAVENTURA et al., 2007) e SNP
(COGOLLUDO tal., 1999; TSENG; TABRIZI-FARD; FUNG, 2000). Ja os dados observados
de FOR811A sio similares aqueles observados com o trans-[RuCl([15]aneNs)NO]?* (15-ANE)
(BONAVENTURA et al., 2006) e em preparacOes desprovidas de endotélio contendo o cis-
[RUuNO2(bpy)2(py)] (RUBPY) ou SNP (PEREIRA et al., 2011b). Nestas, além da perda de
poténcia, é encontrada uma evidente perda na eficacia dos compostos.

Os resultados, entretanto, diferem de compostos de RuNO com mecanismos de agéo
a intimamente relacionado com a ativagdo de uma via NO-cGMP, como o0 cis-
[Ru(Cl)(bpy)2(NO)] (RUNOCL) (LUNARDI et al., 2007) e o cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)]
(DCBPY) (RODRIGUES et al.,, 2011), no qual o pré-tratamento com ODQ blogueou
completamente o relaxamento vascular induzido por este complexo. Outro estudo que
encontrou achado similar foi o de Cerqueira e colaboradores (2008), mas que atribui
parcialmente o bloqueio total do vasorrelaxamento em preparagdes de cis-
[Ru(bpy)2(SO3)(NO)] (FONO1) e trans-[Ru(NHs)4(caf)(NO)] (LLNO1) devido a alta
concentracdo de ODQ utilizada (100 pmol/L). Fato ja demonstrado por Feelisch e

colaboradores (1999) previamente.
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Com a finalidade de continuar a investigacdo sobre a participacdo de outros
mecanismos no vasorrelaxamento, o estudo foi direcionado a outros alvos moleculares, como
0s canais para K*. Estes constituem um grupo de proteinas transmembranares com diversas
funces bioldgicas e desempenham um papel substancial na regulacdo das CMLVs (ARCHER
etal., 1994).

O aumento dos niveis de cGMP e a ativacdo simultdnea da PKG reduzem a
concentracdo de Ca?* intracelular por diferentes mecanismos, como ativacio dos canais para
K* e inibigdo dos canais do tipo-L de Ca?* (MERY; LOHMANN; FISCHMEISTER, 1991) ou
ativacdo direta destes canais para K™ pelo NO (BOLOTINA et al., 1994) indireta pelo cGMP
(ROBERTSON et al., 1993). A abertura destes canais nas CMLVs causa o efluxo deste ion, o
que gera hiperpolarizagdo de membrana. Isto reduz o influxo de Ca?* via canais operados por
voltagem, com consequente vasodilatacdo (JACKSON, 2017).

Assim, inicialmente, a contribuicdo dos canais para K* no relaxamento induzido
pelos compostos foi estudada usando um bloqueador ndo-seletivo desses canais, 0
tetraetilamonio (TEA) (10 mmol/L). Este bloqueia diferentes tipos de canais do K* com
diferentes graus de eficacia (PEREIRA et al., 2013). Em preparac¢des pré-incubadas com este
bloqueador, houve deslocamento da CCE de FORO11A para a direita, demonstrando severa
reducdo concentracdo-dependente da poténcia do composto, quando comparado a curvas pré-
contraidas com PHE na auséncia do mesmo. Curiosamente, nas preparacées de FOR811A, o
efeito foi contrario, houve deslocamento da CCE para esquerda, demonstrando um aumento
concentracdo-dependente da poténcia do composto. Nestas prepara¢fes também houve discreto
aumento ou reducéo da eficacia (Emax aumentou = 12% para o FOR011A e reduziu = 7% para
0 FOR811A).

Esses resultados podem indicar que o complexo FOR011A promove seu efeito
vasorrelaxante por ativacdo dos canais para K* que sdo bloqueados por altas concentracdes
extracelulares de K*, como observado previamente nas preparacdes pré-contraidas por KCI (60
mmol/L), ou que canais para Ca®" operados por voltagem ativados por despolarizacio da
membrana reduzem a capacidade do FOR011A.

Resultados similares aos do FORO11A podem ser encontrados em outros
complexos de ruténio e doadores diretos de NO testados na literatura, como aqueles
demonstrados com o Bonaventura e colaboradores (2004) com o trans-[RuCl([15]aneN4)NO]**
(15-ANE), Bonaventura e colaboradores (2007) com o [Ru(terpy)(bdg)NO*]** (TERPY) e o
SNP, Rodrigues e colaboradores (2011) com o cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)] (DCBPY) e Pereira
e colaboradores (2013) com o cis-[RuNOz(bpy)2(py)] (RUBPY). Entretanto, os resultados do
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TEA em preparagdes de FOR811A constituem um tipo de achado ainda ndo descrito em
complexos de ruténio.

Considerando os achados, decidiu-se investigar quais tipos de canais para K* foram
ativados. Para isso, foram utilizados como bloqueador seletivo dos canais para K* voltagem-
dependentes (Kv), a 4-aminopiridina (1 mmol/L); e como bloqueador seletivo dos canais para
K™ ativados por ATP (Karte), a glibenclamida (10 umol/L). A técnica de patch clamp é o método
mais direto para mostrar efeitos de farmacos nos canais i6nicos da membrana celular. Tais
medicdes revelam se cada canal esta totalmente aberto ou totalmente fechado; isto €, se facilitou
a difusdo através de um Unico canal. No entanto, neste estudo, por questGes operacionais, a
avaliacdo da ativagdo dos canais para K* pelo NO foi avaliada em tecido menos sensivel. Isso
ndo impediu de indicar o mecanismo envolvido no relaxamento.

Nestas preparacdes, houve deslocamento da CCE de FOR011A para a direita para
ambos os bloqueadores, demonstrando severa redugéo concentragdo-dependente da poténcia do
composto, quando comparado a curvas pré-contraidas com PHE na auséncia dos mesmos.
Adicionalmente, foi observada moderada perda de eficacia (Emax reduziu = 20%) no grupo
bloqueado com glibenclamida.

Este achado com o FORO11A é similar ao encontrado por Bonaventura e
colaboradores (2004), que demonstra a capacidade do trans-[RuCI([15]aneNs)NO]?* (15-ANE)
para ativar ndo sé canais Kv e canais Kate, mas também canais para K* ativados por Ca** (Kca).
Isto se d&, uma vez que o relaxamento induzido por este doador de NO foi prejudicado na
presenca de 4-aminopiridina, glibenclamida, apamina e iberiotoxina, respectivamente; sendo
este ultimo aparentemente o mais importante tipo de canal envolvido.

Ja nas preparacdes de FOR811A, nao foram notadas perda de poténcia ou eficacia
nas preparacdes de ambos 0s bloqueadores, um resultado contraditorio se comparado aquele
das preparagdes incubadas com TEA. Estes resultados séo similares aos achados por Lunardi e
colaboradores (2007), com o cis-[Ru(Cl)(bpy)2(NO)] (RUNOCL) tanto para a 4-aminopiridina
quanto para a glibenclamida. Este comportamento também se assemelha ao observado por
Kinoshita e colaboradores (1999) com o doador de NO NOC-7, ou 3-(2-hidroxi-1-metil-2-
nitroso-hidrazino)-N-metil-1-propanamina, em anéis de aorta de rato com endotélio ndo-integro
e pre-tratados com glibenclamida.

Este resultado também se assemelha parcialmente com o de Pereira e colaboradores
(2013) que demonstra preparagdes de aorta estimuladas por cis-[RUNO2(bpy)2(py)] (RUBPY)
ndo sofrem alteracdes no seu vasorrelaxamento ao serem adicionadas de 4-aminopiridina ou

apamina. Contudo, este vasorrelaxamento muda na presenca de glibenclamida, que potencializa
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a resposta de relaxamento ao doador de NO. Este efeito corrobora com a literatura, que
demonstra que a glibenclamida promove relaxamento em aorta com endotélio integro ou néo-
integro (CHAN et al., 2000). Isto direciona ainda mais os resultados obtidos com o FOR811A,
uma vez que, mesmo com o0 bloqueador, ndo foi observada alteracdo na poténcia de
relaxamento; demonstrando fortemente um envolvimento deste canal no processo de
vasorrelaxamento do FOR811A.

Adicionalmente, 0s compostos ainda podem agir sinergicamente, como
demonstrado por Hempelmann e colaboradores (2001) ao investigar o envolvimento dos canais
de K" no relaxamento mediado pelo doador de NO DEA-NONOate usando TEA, 4-
aminopiridina e glibenclamida. Isoladamente, nenhum desses bloqueadores altera a resposta
de relaxamento estimulada com DEA/NO na artéria basilar de ratos Sprague-Dawley. No
entanto, quando os bloqueadores seletivos 4-aminopiridina e glibenclamida sdo incubados
simultaneamente na mesma preparacao, had uma reducao no efeito. A comprovacdo deste efeito,
todavia, ndo foi possivel neste estudo, uma vez que ndo foram realizadas adi¢bes de
bloqueadores na mesma preparacao.

Além da via de sinalizacdo do cGMP, a via do cAMP desempenha um papel
importante na regulacdo do ténus vascular e no controle do fluxo de sangue e presséo arterial
(AKATA, 2007b). No presente estudo, a fim de avaliar a contribui¢do desta via para os efeitos
vasorrelaxantes dos compostos de ruténio, utilizou-se o inibidor da enzima adenilato ciclase,
MDL-12,330A (30 pumol/L). Em preparacdes de FOR011A e FOR811A pré-tratadas com este
bloqueador, houve apenas discreta reducdo de poténcia concentracao-dependente naquelas do
composto que continha NO. Isso se refletiu pelo deslocamento da CCE para a direita, sem
modificaces, entretanto, na eficacia dos dois compostos. Isto pode evidenciar uma participacdo
desta via no mecanismo de acdo do composto que contém NO.

Sabendo desta modificacéo, foi testada a participacdo dos sistemas adrenérgico e
colinérgico no efeito relaxante destes compostos. Isso foi realizado através da utilizacdo de
propranolol, um antagonista B-adrenérgico (1 pmol/L) (SHAND, 1975) e da atropina, um
antagonista colinérgico muscarinico (1 pumol/L). Em preparagdes de FOR011A e FOR811A
pré-incubadas com a atropina ndo houve alteragdes na poténcia e eficacia dos compostos. Isso
demonstra que esta via parece ndo envolver 0s receptores muscarinicos. Entretanto, em
preparacdes pré-incubadas com o propranolol, houve aumento de poténcia naquelas que
continham o FOR811A, demonstrado pelo deslocamento da CCE para a esquerda, com discreta
reducdo da eficacia (Emax reduziu = 7%). Este achado reforga a ideia de que uma das formas

de atuacdo do composto FOR811A seja pela via de doacdo do NO, uma vez que o propranolol
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é capaz de relaxar CMLVs por mecanismos que envolvem a ativacdo de NO-cGMP
(PRIVIERO et al., 2006), demonstrando uma possivel a¢do sinérgica com o FOR811A.

O Ca?* é um ion responsavel por diversas fungdes no masculo liso, incluindo a
contragdo muscular, portanto os canais para Ca’* sdo de fundamental importancia para este
fendmeno. Com o objetivo de verificar o efeito dos complexos de ruténio FOR011A e
FORB811A sobre influxo de Ca?*, foram realizados dois protocolos experimentais, cada um
avaliando um tipo de canal especifico.

O protocolo que envolveu VDCCs, teve como objetivo verificar o efeito dos
complexos de ruténio em anéis de aorta pré-incubadas com KCI (60 mmol/L). Sabe-se que altas
concentracdes de K* induzem contracdo da CMLV mediada por despolarizacdo de membrana,
resultando no aumento da concentracdo intracelular de Ca?* por influxo via VDCCs
(JACKSON, 2017; THAKALI et al., 2012). Neste protocolo, nenhum dos compostos foi capaz
de reduzir o Emax das contrag6es induzidas por CaCl>, mostrando que estes, provavelmente, ndo
tém sua acdo mediada por blogueio de VDCCs. Este resultado ja o esperado, uma vez que
ambos os complexos de ruténio ndo apresentaram efeito vasorrelaxante preparacdes pré-
contraidas com KCI (60 mmol/L) nos experimentos prévios.

Ja o protocolo que envolveu ROCCs, objetivou estudar os efeitos dos complexos
de ruténio em anéis de aorta pré-incubados com fenilefrina (1 pmol/L). Os resultados
demonstraram que o FORO011A n&o é capaz de influenciar a contra¢do induzida por CaCly,
indicando que esse metalofarmaco néo inibe o influxo de Ca?* via ROCCs. Entretanto, o
FORB811A reduz significativamente a contracao, indicando que este reduz o influxo de Ca?* via
ROCCs. Este resultado ainda n&o foi relatado literatura com outros complexos de ruténio com
efeito vasodilatador.

Ao testar o curso de tempo para relaxamento total do tecido aortico, foi observado
gue o SNP (0,02 pumol/L), o controle positivo utilizado, conseguiu atingir o relaxamento
maximo aos 520 s. Este resultado ¢ diferente do encontrado por Bonaventura e colaboradores
(2004). Neste trabalho, foi relatado o tempo méximo para relaxamento do SNP de 195 s.
Entretanto, o autor usou a concentracdo de 0,1 umol/L, cinco vezes maior que a utilizada no
presente trabalho. Além disso, seu protocolo utilizou outro agente contratil, a norepinefrina, e
em menor concentragéo (0,1 pmol/L), como também anéis desprovidos de endotélio. Ja Lopez-
Lopez e colaboradores (2001), ao trabalhar com artérias pulmonares de leitbes machos,
relataram um o tempo para relaxamento méximo por SNP (3 umol/L) de 250 s. As diferencas
encontradas entre o presente trabalho e estes outros dois trabalhos, podendo estar relacionadas

ao leito vascular ou as espécies animais envolvidas.
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No tempo observado (1800 s ou 30 min), ndo foi possivel constatar o relaxamento
méaximo do complexo FOR011A, apesar de o padrdo de relaxamento em concentracdo Unica
deste composto indicar aumento progressivo do relaxamento das preparagdes de anéis de aorta.
O tempo necessario, entretanto, para o relaxamento maximo com o trans-
[RuCI([15]aneNs)NO]?** (15-ANE) testado por Bonaventura e colaboradores (2004) foi bem
menor (595 s) que o encontrado no FOR811A (1720 s). lgualmente, Pereira e colaboradores
(2011b), encontraram um tempo inferior (240 s) ao trabalhar com o cis-[RuNO2(bpy)2(py)]
(RUBPY). Tempos elevados, mas mesmo assim inferiores também foram encontrados por
Rocha e colaboradores (2008) com o cis-[Ru(NO2)py(bpy)2(py)]* com 1140 s e o cis-
[Ru(NO2)pz(bpy)2(py)]* com 1320 s.

Todos esses autores sugerem que a liberacdo extracelular de NO néo é o mecanismo
para o efeito relaxante do SNP. Por isso estes achados podem explicar porque o curso do tempo
para relaxamento mais lento mais lento para os complexos de ruténio em relacdo ao do SNP.
Além disso, Vertamatti (2012) relata sobre a dificuldade do estudo com compostos liberadores
de NO na forma de curva concentracdo-efeito e defende que os complexos de RuNO séo, de
fato, doadores de NO de liberacdo lenta, necessitando de um longo periodo necessario para
atingir a resposta maxima. A autora ainda indica a forma de estudo temporal da resposta dos
compostos, utilizando uma concentracdo Unica do composto e aguardado o tempo de 120 min
para registro do efeito.

Os nucleotideos ciclicos, como o cGMP, desempenham um importante papel na
regulacdo do tbnus vascular e no controle do fluxo sanguineo e de pressao arterial (AKATA,
2007a; 2007b). Quando o NO se liga a guanilato ciclase, mudancas conformacionais ocorrem
na enzima, estimulando a formacdo de um segundo mensageiro, o0 cGMP. Este ativa a PKG e
facilitando a fosforilacdo de varias proteinas, o que leva ao relaxamento vascular (IGNARRO,
2019; MURAD, 1994). Com base nos resultados que mostram que a sGC esta envolvida no
relaxamento induzido pelos compostos FOR011A e FOR811A, objetivou-se medir a producéo
de cGMP tecidual induzida por ambos os complexos de ruténio.

Nos experimentos realizados, ndo foi observado aumento estatisticamente
significativo entre as preparacdes controle (basais) e aquelas incubadas com FORO11A.
Entretanto, pode-se observar uma tendéncia de aumento do cGMP na presenga de FOR011A.
Contrariamente, observou-se aumento deste nucleotideo entre o controle e o grupo testado com
FOR811A. Outros complexos de ruténio que contém NO, também produzem aumento do
cGMP tecidual, como o trans-[RuCI([15]aneNs)NO]** (15-ANE) (BONAVENTURA et al.,
2006) e o Ru(terpy)(bdq)NO*]** (TERPY) (BONAVENTURA et al., 2007). Neste Gltimo
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estudo, os autores também demonstram que o TERPY aumenta os niveis de cGMP tecidual em
niveis significativamente maiores que o proprio SNP, apesar de 0 primeiro ser menos potente
este doador de NO classico. Outros estudos, como o de Lunardi e colaboradores (2007) com o
cis-[Ru(CI)(bpy)2(NO)] (RUNOCL), ainda mostram que é possivel aumentar a expressdo de
cGMP tecidual pela foto-inducéo usando um sistema de luz visivel de A > 380 nm.

Como citado previamente, 0 ODQ é um inibidor seletivo da sGC utilizado para
verificar a participacdo dessa enzima no relaxamento induzido por compostos que atuem
vascular pelo ODQ indica um mecanismo predominante de heme para a ativacdo da sGC,
enquanto a resisténcia ao ODQ sugere a possivel presenca de mecanismos vasorrelaxantes
alternativos.

Ao se incubar com 0 ODQ, pbde-se observar que ndo houve mudanca significativa
nos valores de cGMP tecidual entre as preparacdes desprovidas deste bloqueador e testadas
com FORO11A ou FOR811A. Isto pode sugerir que estes compostos testados podem agir,
possivelmente, por outra via— como a ativacdo direta dos canais para K*. Outro comportamento
que se pode estimar das moléculas é que sejam ativadores da sGC, uma vez que, mesmo com a
enzima oxidada, ndo houve modificacdo na expressédo tecidual do nucleotideo ciclico; fato que
ocorreria de forma contréria caso os compostos fossem estimuladores de sGC, resultando numa
reducdo da expressao tecidual de cGMP (PRIVIERO et al., 2005). Lamentavelmente, por
questdes de limitacdo operacional, ndo foi possivel realizar comparacfes entre os niveis de
cGMP expressos e controles positivos, como 0 SNP, 0 BAY 41-2272 ou 0 BAY 58-2667.

O termo in silico faz referéncia ao chip de silicio dos computadores, sendo
amplamente empregado na literatura de quimica medicinal para designar a utilizacdo de
métodos computacionais para a realizacao de estudos de modelagem molecular, principalmente
voltados para sistemas de interesse bioldgico. Estima-se que o uso destas metodologias pode
reduzir os custos e o tempo de desenvolvimento de um novo farmaco em até 50% alta
preditividade e confiabilidade dos métodos computacionais (GELDENHUYS et al., 2006).

Sabendo da necessidade de avaliar se 0s compostos eram potenciais estimuladores
ou ativadores de sGC, foi realizada a técnica de docking molecular. Este termo é proveniente
da lingua inglesa e significa atracar, ancorar ou acoplar, fazendo aluséo ao fato das moléculas
estudadas (ligantes) serem “ancoradas” nas imediagdes do sitio ativo do alvo biologico
(receptor) (KITCHEN et al., 2004). Inicialmente, este procedimento buscou pela posi¢éo e

orientacdo que maximizasse as interagdes intermoleculares, formando um complexo, entre os
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ligantes e a proteina, por complementaridade estrutural e estabilizacdo energética (YURIEV;
RAMSLAND, 2013).

Foram escolhidos, entdo, dois alvos bioldgicos proteicos: ambos formas diferentes
0 dominio H-NOX da cadeia f1 da sGC (MONTFORT; WALES; WEICHSEL, 2017). Isto se
deu por esta cadeia apresentar, em sua extensdo N-terminal, um grupo prostético heme-Fe?* do
tipo-b, que confere a sGC sensibilidade ao NO; sendo capaz de realizar o processo de S-
nitrosacdo (PAL; KITAGAWA, 2005). Assim, o primeiro alvo biolégico testou o acoplamento
dos complexos de ruténio a forma reduzida da enzima (PDB: 2009) (MA et al., 2007), possivel
alvo da classe de farmacos conhecidos como estimuladores de sCG; e o segundo a sua forma
oxidada (PDB: 3L6J), alvo dos ativadores de sGC (MARTIN et al., 2010).

Embora o mecanismo subjacente a funcdo do ativador pareca claro, a forma como
0s compostos estimuladores se liga e estimula a SGC ainda nédo foi completamente esclarecida.
Os dados mais convincentes indicam que os compostos estimuladores se ligam a por¢do N-
terminal da cadeia B1, mais provavelmente ao préprio dominio H-NOX (SCHMIDT et al.,
2004). A marcacdo por fotoafinidade de sGC de rato com um analogo de BAY 41-2272 revelou
ligacbes cruzadas a Cys-238 e Cys-243 no dominio al H-NOX (STASCH et al., 2001),
sugerindo que este dominio contém a bolsa de ligacdo ao composto, uma possibilidade atraente
uma vez que a modelacdo de homologia sugeriu que um remanescente da bolsa de ligagédo heme
pode estar retido neste dominio (HU et al., 2008).

Ao se avaliar as distancias entre o ligante e os residuos no sitio de ligacdo da
proteina 2009, p6de-se observar que ambos os compostos — FOR011A e FOR811A —
apresentam similaridade entre si. Estes ocupam aparentemente 0 mesmo sitio e apresentam
baixas distancias (menores que 4 A) de ligacéo para os residuos Tyr-2, Ala-42, Asp-102, GIn-
114, Arg-116, Glu-121 e Arg-138, com pequenas variacdes. Este dado mostra que ocorrem
ligagBes fortes a estes aminodcidos. Isto ndo ocorre no docking com o BAY 41-2272, que
apresenta ligacdes com estes residuos, em sua maioria, maiores que 10 A. Isto demonstra que
0 mesmo possivelmente ndo se liga aos mesmos residuos que os complexos de ruténio e ocupa
outro sitio de ligagdo ideal, como o sitio Glu-196, Cys-139 e Arg-168.

Os ativadores sdo propostos a ocupar a cavidade heme em sGC apds a oxidacdo e a
perda do heme, estimulando a atividade e reduzindo a degradacéo proteasomal (MEURER et
al., 2009). O BAY 58-2667 (cinaciguat) ocupa a bolsa heme e se dobra em uma conformagéo
do tipo heme com seus dois substituintes carboxilados dispostos de maneira semelhante a dos

dois propionatos de heme na estrutura nativa. A hélice aF, que contém a histidina proximal,
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ocupa uma conformacéo que ocorre na sGC ativada pelo NO, sendo consistente com o fato de
0 cinaciguat atuar como um ativador da sGC (MARTIN et al., 2010).

Ao se avaliar as distancias entre o ligante e os residuos no sitio de ligacdo da
proteina 3L6J, também se observou que ambos os compostos — FOR011A e FOR811A —
apresentam similaridade entre si, com baixas distancias (menores que 4 A) entre os ligantes e
0s residuos Ala-42, As-102, GIn-114, Arg-116 e Glu-121. O mesmo foi encontrado para o
cinaciguat, sustentando a hipotese de que os complexos podem agir como ativadores de sGC.

Em seguida, foi avaliado se existia interacao energética favoravel entre o ligante e
o alvo proteico, no intuito de elucidar as razdes moleculares responséaveis pela poténcia
farmacoldgica destes complexos. Para isso, foi calculada a energia de ligagdo livre de Gibbs,
gue mensura a quantidade de energia a ser adicionada a uma ligacdo para que esta aconteca.

Ambas as energias se apresentaram com valores negativos ao ligar a SGC reduzida
(FORO11A = -192,9 kcal.mol! e FOR811A = -318,0 kcal.mol?), indicando uma reacio
espontanea sem necessidade de adicdo de energia. Entretanto, 0o BAY 41-2272, mostrou energia
com valor quase trés vezes mais negativo que o do FOR811A, indicando uma forte interacdo
guando comparado aos compostos.

O mesmo ocorreu durante a ligagio a sSGC oxidada (FOR011A = -150,9 kcal.mol*
e FOR811A = -317,8 kcal.mol?), na qual houve indicagdo de reacdo de ligagdo espontanea. O
ativador BAY 58-2667, por sua vez, apresentou um valor de energia relativamente préximo ao
do composto FOR811A. Estes dados, somado aqueles observados nas distancias entre 0s
residuos no sitio de ligacdo dos complexos com as proteinas 2009 e 3L6J, levam a inferir a

ideia de que os complexos de ruténio sejam possiveis estimuladores/ativadores de sGC.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo objetivou avaliar o efeito farmacol6gico em vasos de condutancia
de quatro novos complexos de ruténio contendo derivados imidazélicos. Este observou que 0s
compostos tém potencial vasodilatador estabelecido na faixa micromolar a estimulacgéo
farmacomecanica por fenilefrina. Além disso, os dois melhores compostos do ponto de vista
vasodilatador — FOR011A e FOR811A — tém acdes sobre as vias do NO-sGC-cGMP e também
sobre canais para potassio, evidenciadas através de ensaios in vitro e in silico subsequentes.

Este tipo de estudo, por ser pioneiro com complexos metalicos que contém estes
tipos de ligante, tem importancia no avango da farmacologia cardiovascular. Atuando desde a
elucidacdo do mecanismo de acdo destes compostos até a possivel descoberta de novos
farmacos capazes de agir na viado NO (e, principalmente, capazes de estimular/ativar a enzima
sGC); este modelo de estudo abre precedentes para o aprimoramento destas moléculas e o
desenvolvimento de outras novas, projetadas com a finalidade de ser uma alternativa terapéutica
para diversas doencas, sobretudo aquelas desencadeadoras de disfuncdo endotelial.

Diante disto, torna-se importante a continuidade de ensaios experimentais com estes
compostos, agindo por outras frentes metodoldgicas complementares. Ensaios em leitos
vasculares de resisténcia (segmentos de artéria mesentérica, basilares ou coronarias), ensaios
de mobilizacdo do influxo de célcio por microscopia confocal, ensaios eletrofisioldgicos e
ensaios fotodinamicos com comprimentos de onda especificos em banho de 6rgéos permitirdo
dar respostas ainda mais fidedignas sobre 0 mecanismo de agcdo dos compostos. Além disso, a
pesquisa em modelos cardiovasculares in vivo, através de técnicas de avaliacdo da
hemodinamica sistémica e do trabalho cardiaco, levara o estudo das moléculas para um nivel

ainda mais amplo, permitindo estimar as a¢cdes bioldgicas destas no organismo como um todo.
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8 CONCLUSOES

Através dos resultados apresentados, pode-se concluir que o complexo FOR011A
necessita do endotélio para a producdo do NO pela eNOS, e seu mecanismo de acao se da pela
via NO-sGC-cGMP e através da ativacdo de canais para K*, possivelmente Ky e Katp. Dessa
forma, pode ser considerado um possivel agente estimulador/ativador de sGC NO-
independente. Ja& o complexo FOR811A doa diretamente o0 NO da sua molécula com
participacdo da forma nitroxil e radicalar e seu mecanismo de agéo se da pela via SGC-cGMP.
Quando ha blogueio dos canais para K* que ndo sejam Kv e Katp, ha potencializagdo de outras
vias de relaxamento. Dessa forma, pode ser considerado um possivel agente doador direto de

NO e/ou estimulador/ativador de sGC NO-dependente.
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