UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR
GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

NATALIA CAVALCANTE BARBOSA LIMA

UTILIZACAO DE ENSAIO DA MEMBRANA CORIO-ALANTOIDE (HET-CAM)
PARA ANALISE DO EFEITO IRRITANTE DE COMPLEXOS DE RUTENIO

FORTALEZA
2019



NATALIA CAVALCANTE BARBOSA LIMA

UTILIZACAO DE ENSAIO DA MEMBRANA CORIO-ALANTOIDE (HET-CAM) PARA
ANALISE DO EFEITO IRRITANTE DE COMPLEXOS DE RUTENIO

Monografia apresentada ao Curso de
Bacharelado em Biotecnologia do
Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade Federal do Cear3,
como requisito parcial a obtencdo do titulo de
Bacharel em Biotecnologia

Orientador: Prof*. Dr*. Roberta Jeane Bezerra
Jorge.
Coorientador: Me. Danilo Galvao Rocha.

FORTALEZA
2019



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacio
Universidade Federal do Ceard
Biblioteca Universitéria
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

L699 Lima, Natalia Cavalcante Barbosa.
Utilizacao de ensaio da membrana cério-alantoide (HET-CAM) para andlise do efeito irritante de
complexos de ruténio / Natdlia Cavalcante Barbosa Lima. — 2019.
45 f. : il. color.

Trabalho de Conclusio de Curso (graduag@o) — Universidade Federal do Cear4, Centro de Ciéncias,
Curso de Biotecnologia, Fortaleza, 2019.

Orientacdo: Profa. Dra. Roberta Jeane Bezerra Jorge.

Coorientacao: Prof. Me. Danilo Galvao Rocha.

1. Complexo de ruténio. 2. Toxicidade. 3. HET-CAM. 1. Titulo.
CDD 661




NATALIA CAVALCANTE BARBOSA LIMA

UTILIZACAO DE ENSAIO DA MEMBRANA CORIO-ALANTOIDE (HET-CAM) PARA
ANALISE DO EFEITO IRRITANTE DE COMPLEXOS DE RUTENIO

Monografia apresentada ao Curso de
Bacharelado em Biotecnologia do
Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade Federal do Ceara,
como requisito parcial a obtencdo do titulo de
Bacharel em Biotecnologia

Aprovadaem: ___/ _/

BANCA EXAMINADORA

Prof®. Dr’. Roberta Jeane Bezerra Jorge (Orientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Me. Francisco Assis Nogueira Junior
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Jodo Alison de Moraes Silveira
Universidade Federal do Ceara (UFC)



Drados Internacionsis de Catalogagio na Publicagso
Universidade Faderal do Ceara
Biblintecs Universitis
Gerada antomaticaments pelo madolo Catalog, mediante os dades fornecidos pelo(a) autor(s)

Lima Watalia Cavalcante Barbosa
Triilizagio de enszio da membrans corio-alantoide (EET-CAM) para andlise do efsito imitante de
de raténig | Matilia Cawvalcante Barbosa Lima. — 2019
47 £ - il color.

Trabalho de Conchisioe de Curso (graduscio) — Universidade Feders] do Ceard, Centro de Cincias,
Curso de Biotecnologia, Fortaleza, 2019,
Orientac3o: Profa. Dra. Roberta Teane Bezesra Jorge.

1. Complexo de nutémio. 2. Toxicidade. 3. HET-CAM 1. Titlo.
CDD 661




A minha familia e amigos pelo suporte

incondicional que me deram.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer primeiramente a minha familia e amigos, o apoio de todos
eles foram de extrema importincia nessa caminhada, obrigada por cada momento que voces
me ajudaram a vencer e me apoiaram diante de todas as dificuldades. Obrigada, Gabriela
Maria Schwinden, Luis Carlos Schwinden Junior, Gabrielly Nohara, Ana Fldvia Monteiro,
Anderson Bezerra e Leticia Pastuzka.

A Prof* Dr* Helena Serra Azul Monteiro pela recep¢ao no laboratério e a Prof®.
Dr® Roberta Jeane Bezerra Jorge, pela oportunidade que me deu em ingressar na pesquisa na
area de Farmacologia. A senhora sempre foi disposta a me ajudar, extremamente paciente e
fez reacender minha paixao pela pesquisa. Obrigada por todas as ideias, todos os conselhos,
confianca e, principalmente, pela orientagao.

Aos meus amigos do Laboratério de Farmacologia de Venenos e Toxinas —
LAFAVET por todo o companheirismo, vocés tornam a rotina do laboratério mais alegre e
divertida, obrigada principalmente a Brenda Oliveira Uchda, a Amanda Oliveira, Carolina
Esmeraldo, Wendell Barbosa e ao Renan Ribeiro pela ajuda nos experimentos e por sempre
serem tao solicitos e dispostos a me ajudarem.

Ao Me. Danilo Galvao Rocha, um amigo incrivel e coorientador que me ajudou
de diversas maneiras nesses ultimos 6 meses, obrigada por todos os ensinamentos, por me
ajudar nos experimentos € principalmente pela coorientacdo e me acompanhar nessa
caminhada.

Aos meus amigos do curso de Bacharelado em Biotecnologia, foram 5 anos de
caminhada com vocés, vivendo todos os sentimentos possiveis ao longo da graduacao,
obrigada pela sorte de ter conhecido vocés, por serem pessoas tdo incriveis e sempre se
preocuparem com o bem-estar do proximo. Gostaria de agradecer em especial a Gabriela
Mesquista, uma das pessoas mais talentosas e dedicadas que eu ja conheci, a Larissa
Belizario, fico muito feliz que estejamos terminando juntas essa caminhada, obrigada pela
amizade e apoio e ao Israel Aguiar in memoriam cujo as palavras eu levo até hoje comigo.

Obrigada aos membros da banca, por terem se disponibilizado a estarem nela e
contribuir com este trabalho, obrigada ao Dr. Jodo Alison de Moraes Silveira, ao Me.
Francisco Assis Nogueira Junior e ao Me. Danilo Galvao Rocha.

A CAPES, pelo apoio financeiro com a manutencio da bolsa de auxilio. E
finalmente, obrigada a todos os demais colegas, professores e servidores técnicos que de

alguma forma influenciaram na minha formacao.



“You will treat people with kindness and
respect. And you will start with yourself”
(Arizona Robbins)



RESUMO

Mesmo que ainda facam parte de um pequeno nicho, os metalofarmacos veem
ganhando destaque devido ao seu potencial uso farmacolégico como doadores de 6xido
nitrico (NO), em doengas cardiovasculares, renais e até mesmo no glaucoma. Os complexos
de ruténio apresentam acdo diretamente na via do NO atuando em segundos mensageiros
importantes para acdo vasodilatadora. Diante desse potencial firmaco, é importante a
realizacdo de estudos toxicoldgicos, garantindo a seguranca do firmaco e que sua acdo seja
apenas terapéutica. Muitos desses estudos de toxicidade sdo realizados em animais, indo
contra a tendéncia global de diminuicdo de uso de cobaias em testes de laboratério. Este
estudo teve como objetivo avaliar efeitos toxicolégicos de cinco complexos de ruténio
(FORO11A FOR811A, FOR711A, FORO11B e FOR811B) utilizando a metodologia in vitro
da membrana corio-alantoide do ovo de galinha (HET-CAM) e avaliar a viabilidade celular na
linhagem de células LLC-MK2, células de tibulo proximal renal de macaco (Macaca
mulata), por meio de teste de viabilidade celular utilizando a reacdo de reducdo do sal
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium (MTT). Os ensaios mostraram
que os complexos de ruténio testados nio apresentaram potencial irritante, mas apresentaram
citotoxicidade, FOR011B nas concentracdes 12,5; 25; 50 e 100 uM enquanto os complexos
FOROI1A e FOR711A apenas nas concentragdes de 25; 50 e 100 uM. Apesar do presente
efeito citotoxico, a viabilidade celular se manteve acima dos 70%. O ensaio de HET-CAM,
juntamente com a viabilidade celular por ensaio de MTT foram importantes para avaliar a o

potencial toxicoldgico dos complexos.

Palavras-chave: Metalocomplexo. Complexo de Ruténio. Toxicidade.



ABSTRACT

Even though metallopharmaceuticals are part of a small niche the
metallopharmaceuticals have been gaining prominence due to their potential pharmacological
use as nitric oxide donors (NO) in cardiovascular disease, kidney disease, and even glaucoma.
Ruthenium complex act directly in the NO parthway acting on second messengers for
vasodilatory action. Given this potencial drug it is important carry out toxicological studies,
ensuring the safety of the drug and that its action is only therapeutic. Many of these toxicity
studies are performed on animals, counteracting the global trend of decrease the use of
animals in laboratory testing. The purpose of this study was to evaluate the toxiconological
effects of five ruthenium complexes (FORO11A FORS811A, FOR711A, FORO11B e
FORS811B) using in vitro methodology of Hen’s Eggs Test Chorioallantoic Membrane (HET-
CAM) and to evaluate cell viability in the strain of LLC-MK2 cells from monkey proximal
tubule renal cell line (Macaca mulata) by cell viability testing using the 3- (4,5-
dimethylthiazol-2yl) -2,5- bromide salt reduction reaction diphenyl tetrazolium (MTT). The
tests showed that the ruthenium complexes tested showed no irritant potential, but there is
cytotoxicity. FORO11B showed cytotoxicity at concentrations 12.5; 25; 50 and 100 uM while
the FORO11A and FOR711A complexes only at concentrations of 25; 50 and 100 uM. Despite
the present cytotoxic effect, cell viability remained above 70%. The HET-CAM assay,
together with cell viability by MTT assay were important to assess the toxicological potential
of the complexes. Further studies will be performed, this time starting from the data obtained

in this study for in vivo assays.

Keywords: Metalocomplex. Ruthenium complex. Toxicity
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1 INTRODUCAO
1.1 Doencas Cardiovasculares

Doengas cardiovasculares (DCV) s@o doengas ndo transmissiveis, que ocupam o
primeiro lugar em causas de morte no Brasil, sendo a hipertensdo arterial (HA) a maior causa
dela entre os pacientes (PATRICK er al,, 2019). No Brasil, em 2018 cerca de 24,7% da
populacdo € diagnosticada com hipertensdo, onde os idosos com mais de 65 anos foram os
mais afetados segundo o sistema de Vigilancia de Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico
(Vigitel). Segundo dados colhidos pelo Sistema de Informagdes sobre Mortalidade (SIM) e do
ministério da Sadde, em 2017 o Brasil chegou ao nimero de 141.878 mortes por hipertensao
ou entdo causas que eram atribuiveis a ela. Ou seja, por dia 388,7 pessoas tornam-se vitimas
fatais da hipertensdo ou causas atribuiveis. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
estima-se que em 2030 o nimero de vitimas chegue a marca de 23,6 milhdes de pessoas. Uma
vez que ndo hd cura, a mesma pode ser tratada, e quando o tratamento € feito de forma
adequada, confere ao paciente uma melhor qualidade de vida.

A hipertensdo pode ser definida como uma pressdo elevada na parede dos vasos
sanguineos, € segundo a Organizacdo Mundial de Sadde, para que uma pessoa seja
considerada hipertensa, os valores de pressdo mdximas e minimas precisam ultrapassar
140/90 mmHg. E ela por si s6, é um fator de risco para ocorréncia de acidentes vasculares
cerebrais (AVC), aneurisma arterial, enfarte, insuficiéncia renal e cardiaca e apesar de
geralmente estd associada a problemas genéticos, alguns fatores como fumo, sedentarismo,
obesidade, estresse, consumo excessivo de sal, niveis altos de colesterol podem influenciar
nos niveis de pressdao (ARQ BRAS CARDIOL. 2018).

Na maioria das nagdes desenvolvidas buscam-se por novas abordagens e
estratégias para a prevencao de HA e identificacido de pacientes de risco, por se tratar de uma

doenca assintomética e cronica (PATRICK et al.,2019).

1.1.1 Controle farmacologico da Pressdo Arterial — Farmacos cardiovasculares

Hé muitos farmacos disponiveis para o tratamento de HA, com seus mecanismos
farmacocinéticos e farmacodindmicos bem estabelecidos assim como sua toxicidade. Onde a
utilizacdo destes de forma racional, geralmente em associacdo, reduz a pressao arterial com
baixos riscos de toxicidade (KATZUNG, 2014).

A pressao arterial, do ponto de vista fisioldgico, € mantida pela regulacdo continua
do débito cardiaco e pela resisténcia vascular periférica, exercida em quatro locais

anatdmicos: arteriolas, vénulas pds-capilares, coracdo e rins. Os agentes anti-hipertensivos,
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em sua maioria, atuam em um ou mais locais anatdmicos de controle, citados anteriormente
(KATZUNG, 2014).

Os farmacos com acdo anti-hipertensiva sdo classificados de acordo com o
principal local regulador em que atuam, e cada farmaco assim dividido, tende a demonstrar
um espectro semelhante de toxicidade. De todo modo as categorias farmacoldgicas incluem:
diuréticos, agentes simpaticoplégicos, vasodilatadores diretos e agentes que bloqueiam a ac¢ao
ou a produg¢do da angiotensina (KATZUNG, 2014).

Essa diferenca de locais de acdo permite associagdo dos diferentes agentes, que,
juntamente com hdébitos mais sauddveis e acompanhamento por profissionais da saudde,
tornam o tratamento mais eficaz (LUCCHETTI er al, 2010). Apesar da associagdo ser
importante e eficaz no tratamento, a monoterapia ainda € desejavel, uma vez que a adesdo e o
baixo custo tornam o tratamento mais convidativo para o paciente (DE SOUZA et al, 2018),
fora os efeitos colaterais das monoterapias serem menores quando comparados aos
associados. No entanto raras sdo as vezes em que a monoterapia pode ser utilizada, a
associacao de medicamentos, ou polifarmécia, € indicada pois a maioria dos pacientes quando
inicia o tratamento com apenas um medicamento desencadeia mecanismos reguladores e
compensatdrios (LIEN er al.,2002). A Hidralazina (Aprezolina®), por exemplo, um
vasodilatador que tem como mecanismo de acdo a diminuicdo da resisténcia vascular
periférica, contudo, causam uma acentuada taquicardia compensatéria, além da retencao de
dgua e s6dio que pode levar a reversdo de seu efeito. Para isso, busca-se a utilizacdo de B-
bloqueadores para diminuir o aumento da taquicardia e um diurético, para que este possa
diminuir a reten¢do de dgua e sédio.

Héa também farmacos que atuam como doadores de 6xido nitrico, como por
exemplo o mononitrato de isossorbida (ISMN), dinitrato de isossorbida (ISDN), estes
farmacos possuem uma por¢ao nitrooxi (-O-NO2) que sofrem biotransformacgdo para producao
de metabdlitos bioativos, estes metabdlitos causam a liberacio de NO que levam a
vasodilatacdo (SILVEIRA,2019) o nitroprussiato de s6dio (SNP) também é um farmaco
doador de 6xido nitrico. Tem seu efeito vasodilatador gracas ao grupamento nitrosila que ao
entrar em contato com eritrocitos, libera NO por decomposi¢do, € utilizado clinicamente e tem

seu efeito entre 1 a 2 minutos (OLIVEIRA, 2009).

1.2 Oxido nitrico
O 6xido nitrico (NO) é um radical livre, gasoso, inorganico e incolor, funciona

como uma molécula sinalizadora de curta duragdo, atuando préximo de onde € produzido.
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Durante a década de 80, o NO era considerado apenas como um poluente ambiental, sendo
considerado como indesejavel e um carcindgeno em potencial. O interesse por suas funcdes
bioldgicas foi consequéncia da finalizacdo de trés linhas de pesquisas que culminaram no
envolvimento do NO em diversos mecanismos fisioldgicos e patolégicos como o
vasorelaxamento proveniente da acdo da enzima guanilato ciclase solivel (GCs) ativada pela
presenca de NO exdgeno, advindo do nitroprussiato de sédio e nitroglicerina (APARECIDO
et al, 2017).

Gragas a pesquisa de Furchgott e Zawadzki foi possivel mostrar a acdo de alguns
vasodilatadores, como a acetilcolina, que dependia inteiramente do endotélio intacto que por
sua vez liberava um fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF), que ao se difundir
do endotélio para as células musculares lisas vizinhas, causava relaxamento do musculo e
dilatacdo do vaso sanguineo (FURCHGOTT ez al, 1980). Essa linha de pesquisa s6 ganhou
interesse apds os estudos prévios de Rapoport e Murad onde eles propuseram um mecanismo
no qual o EDRF causava relaxamento vascular mediado pela guanosina monofosfato ciclica
(GMPc) (REES et al., 1990). Anos depois com a descoberta detalhada de sua acdo bioldgica
nos vasos e plaquetas demonstraram que esse composto era idéntico ao NO. Esses resultados
ajudaram a confirmar a teoria de dois grupos de pesquisa conduzidas por Katsuki e Schultz
dez anos antes. Ambos os pesquisadores buscavam respaldo cientifico para uma conduta
terapéutica empirica introduzida na medicina chinesa.

A conduta utilizava nitratos organicos ou nitroglicerina para tratamento de
insuficiéncia cardiaca congestiva, hipertensdo pulmonar e outras complicagdes vasculares. Os
resultados apontaram um aumento nos niveis de NO, levando a um aumento na producdo de
GMPc (BONAVENTURA et al., 2007).

A sintese de NO € resultado da oxidacdo de um dos dois nitrogénios guanidino da
L-arginina, por enzimas denominadas 6xido nitrico sintase (NOS) convertendo a L-arginina
em L-citrulina (MARIETTA, 1993). Existem uma variedade de isoformas de NOS que vem
sendo purificadas de diferentes tecidos de mamiferos e muitas destas ja tiveram seus genes
clonados. Com ajuda de estudos bioquimicos e andlise da sequéncia de aminodcidos foi
revelado que estas isoformas sdo representantes de uma familia de proteinas provenientes de
trés genes distintos: NOS neuronal (n-NOS), codificada pelo gene NOS1; NOS induzida (i-
NOS), codificada pelo gene NOS2 e NOS endotelial (e-NOS), codificada pelo gene NOS3
(BREDT e SNYDER, 1989).

J4 € bem estabelecido na literatura, que o NO resultante do e-NOS tem um papel

crucial na prote¢do de vasos sanguineos, e esta protecao estd associada a manutengdo do tonus
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muscular, que € mantido gragas a liberacdo de infimas quantidades de NO, além da pressdo
sanguinea e fluxo pulsatil(NAVA, E., & LUSCHER). Regulacio da pressdo sanguinea, onde a
auséncia de NO pode causar aumento drastico da pressao arterial (MCINTYRE e
DOMINICZAK, 1997), prevencdo da agregagdo plaquetdria por meio da elevacdo do GMPc e
diminuicdo de Ca™ intraplaquetario (VASTA, V. et al. 1995), inibi¢do da adesdo de mondcitos
e neutrofilos no endotélio vascular, efeito antiproliferativo e antioxidativo.

Por conta de seu tempo de meia vida curto e utilidade limitada do NO, busca-se
encontrar compostos que possam liberar ou entdo estimular sua producdo. Os nitratos e
nitritos organicos sdo farmacos conhecidos por sua propriedade em doar NO. Sao utilizados
como agentes terapéuticos, bem como ferramentas farmacoldgicas. E mesmo com um vasto

numero de doadores pouquissimos desses sao utilizados.

1.3 Metalofarmaco

Os ions metélicos atuam em processos biologicos importantes, seu campo de
aplicacdo se concentra na aplicacdo de ions inorganicos no desenvolvimento de diagndsticos
ou terapia de doengas. A pratica € antiga, visto que a literatura relata que civilizacdes como
egipcia, mesopotdmica e chinesa ja utilizavam esses fons inorginicos no tratamento de
diversas doencas (MJOS et al., 2014).

Um dos primeiros metalofarmacos desenvolvidos, foi o composto 606,
posteriormente chamado de Salvarsan, um antimicrobiano forte, formado por 3-amino-4-
hidroxifenil-arsenico (III), com um potente efeito contra a bactéria responsavel por causar a
sifilis. O composto foi publicado por Paul Ehrich em 1912 (EHRLICH et al., 1912) e o
ajudou elucidar a sua teoria da “bala magica”. A teoria postulada por Ehrich afirmava que
seria possivel combater doengas através da criagdo de uma droga que atuaria como projétil,
esta seria bastante especifica, causando danos apenas ao alvo causador da doenca e nada
aconteceria ao hospedeiro. Essa descoberta marcou o inicio do desenvolvimento de
medicamentos com base em metais, como a cisplatina em 1965 (ALDERDEN et al., 2006).

A cisplatina é um quimioterdpico utilizado em tratamentos contra vdrios tipos de
cancer, como tumores de células germinativas, linfomas e sarcomas. Seu mecanismo de acao
consiste na capacidade de realizar um crosslink com as bases de purinas do DNA, dessa forma
causando danos ao DNA por interferir em seu sistema de reparo e subsequentemente,
causando apoptose (SHALOAM et al., 2014).

No inicio do século XXI houve um avanco no desenvolvimento de farmacos com
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fons metélicos inorganicos, que se evidenciou gracas ao nimero de trabalhos publicados e
patentes com metalofdirmacos. Atualmente, a maioria dos medicamentos sdo de origem
bioldgica, ou organica. Um segmento que vem se desenvolvimento rapidamente sdo os do
metalofarmacos, devido suas caracteristicas como baixa toxicidade, estruturais,
termodinamicas e cinéticas (MEGGERS, 2007). Apesar de apresentarem uma complexidade
estrutural por conta da geometria diversa do espaco 3D, os complexos de ligantes metélicos
ainda sdo pequenos e leves quando comparados com outras moléculas.

O préprio fon metdlico € responsdvel pela coordenacio do ligante, de acordo com
a estrutura 3D. O metal consegue participar de diversas reagdes redox, principalmente por
conta de fons como ferro e ruténio, devido aos seus multiplos estados de oxidagdo estdveis
capazes de oferecer potencial catalitico. Portanto, todas essas caracteristicas descritas acima,
bem como os componentes tridimensionais customizdveis permitem a criacdo de novos
complexos metdlicos com novas propriedades e aplicacoes (MEGGERS, 2007; MJOS et al.,
1912; SHALOAM et al., 2014).

1.2.1 Complexos de Ruténio

Os doadores de NO sdao utilizados como vasodilatadores ha dois séculos,
entretanto, os complexos de ruténio aparecem emergindo como novos doadores de NO, a
partir da década de 50, estudos sobre a atividade bioldgica com complexos de ruténio sdao
reportados, principalmente sob a 6tica de seu potencial uso farmacolégico como agentes anti-
hipertensivos, antitumorais e antimaldricos (PAULO et al., 2014).

O ruténio apresenta uma alta afinidade pelo NO, uma caracteristica marcante da
quimica desse metal de transicdo, uma vez que essa propriedade foi notada, foi inciada a
utilizacdo de complexos de nitrosil-ruténio (RuNO) como doadores de NO. Os complexos de
RuNO apresentam solubilidade em &dgua, além de baixa citotoxicidade. Ainda atuam como
doadores de NO a partir de uma estimulacao externa (FRICKER et al., 1997). Os complexos
de Ruténio apresentam caracteristicas de estabilidade a variacdo redox, o que garante uma
estabilidade ao ligante trans para a molécula de NO, uma vez que esta € liberada por redugao
quimica, bioativacdo ou entdo a luz (PEREIRA et al, 2011). Por possuir quimica de
coordenagdo que permite manipular a estrutura do ligante e o ajustar a todas as propriedades
de um doador de NO.

J4 € conhecido que o grupo de metalocomplexos citados nesse trabalho, possuem
potencial vasodilatador, em faixas de concentragdo muito baixas, de 1puMol/L. Eles podem

atuar diretamente nas vias NO — Guanilato ciclase solivel (cGMP) e canais para potdssio
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(SILVEIRA; HOLANDA, 2019). Os metalocomplexos podem ajudar no desenvolvimento de
novos farmacos cardiovasculares que agem diretamente na via de NO, estimulado sua
producdo a partir da eNOS, ou entdo doando NO diretamente de sua molécula. Podem
também atuar nos rins, alterando parametros hemodindmicos renais, a resisténcia vascular
renal e fluxo urindrio. Também foi observado sua atuagc@o na diminui¢do de transportes totais
e proximais de sédio, potdssio e cloreto, bem como demonstrou ter efeito protetor na lesdo
renal aguda, causada por isquemia e reperfusdo (ALVES, 2018). Estudos também sugeriram
um efeito protetor sobre a disfung¢do de respiracdo celular e na cadeira transportadora de
elétrons (CTE) das células (SILVA, 2018).

Vale ressaltar que, os complexos de ruténio apresentam estratégias para
reducdo de efeitos secunddrios, bem como citotoxicidade. A menor toxicidade desses
compostos pode ser resultante de suas caracteristicas quimicas se assemelham com as do
ferro, o que a torna capaz de se ligar a diferentes moléculas de transporte (ALLARDYCE e

DYSON, 2001).

Os complexos possuem diferencgas entre si, por exemplo, os complexos de ruténio
A’s possuem um grupo metilimidazol, enquanto os complexos B’s possuem um grupamento
etilenotiouréia. Com relacdo aos compostos 011, eles possuem um radical cloreto (Cl), os
compostos 811 possuem um radical nitrosil (NO) ja o 711, possui um nitrito (NO2) como
radical. Abaixo, hd um quadro com nome, estrutura, massa molar e solubilidade de cada

complexo de ruténio.

Quadro 1 — Estrutura, nome, peso molar e solubilidade dos complexos de ruténio estudados

neste trabalho.

Nome Estrutura Massa molar

(g/mol)

FORO11A 676,0




FOR811A

(PFg)3

960,4

FORO11B

PFg

696,6

FOR&11B

(PFg)3

980,5

FOR711A

PFs

686,5

Fonte: Adaptado Gouveia-Junior, 2017

20
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1.4 Toxicidade

Antes do desenvolvimento da industria farmacéutica como a conhecemos hoje,
era muito comum a utilizacdo de ervas e plantas juntamente com o conhecimento popular na
producdo de chd medicinais para tratamento de alguma doenca ou sintoma e tal prética ainda é
muito comum, principalmente, em zonas rurais. Com o aumento do uso de plantas medicinais
para o desenvolvimento de medicamentos pela industria farmacéutica estudos sobre efeitos
toxicoldgicos a respeito das mesmas foram recebendo devida atencao.

Ha uma série de fatores que podem influenciar no desenvolvimento da toxicidade
de um farmaco, fatores biolégicos, genéticos, estados nutricionais e patoldgicos sao decisivos
no desenvolvimento de sinais toxicos. Paracelsus, pai da toxicologia, afirmava que todas as
substancias sdo venenos, nao hd nenhuma que nio seja, é a dose certa que diferencia o
remédio do veneno (SALEEM et al.,2017).

Também influenciam no grau de toxicidade o periodo de exposicio de uma
substancia e os efeitos biologicos de forma répida e imediata, podendo ser entdo classificada
em subaguda, aguda, subcronico e cronico (KIFAYATULLAH et al.,2015). Estudos com a
toxicidade aguda, avaliam uma udnica exposicdo e acompanham o aparecimento de alguma
alteracdo bioldgica por um periodo de 14 dias apds a exposi¢do. Ja nos estudos de toxicidade
subaguda e subcronica, sdo realizadas exposi¢des repetidas de uma substdncia com
observagdes de 28 e 90 dias, respectivamente. Sobre a toxicidade crOnica, o aparecimento
entdo s6 ocorre apds um longo periodo de exposi¢ao a substancia, podendo ter uma duracao
média de 6 a 24 meses (KOTELNIKOVA et al.,2019).

Testes como o Hens Egg Test Chorioallantoic Membrane (HET-CAM) que se
mostra como uma nova abordagem para testes de toxicidade ao substituir o teste de Draize, os
ovos fecundados colocados em chocadeira com temperatura por volta de 37 °© C e humidade
controlada durante 8 dias, em seu 9° dia eles sdo transferidos para uma incubadora para serem
abertos no dia seguinte e realizar o experimento. Técnicas como essa sdo aplicadas em
diversos setores industriais, principalmente no setor farmacéutico. Se pensarmos no quao
laborioso € a preparacdo de testes toxicoldgicos em animais, além do tempo gasto para com
eles — visto que pode demorar de 14 dias até mesmo 6 meses, dependendo do tipo de
toxicidade estudada — testes rdpidos como o citado no texto, podem facilitar e agilizar as
analises (ICCVAM, 2010).

Apesar desses testes por ultimo citados, demonstrarem potencializar o resultado e

serem mais qualitativos que quantitativos, ainda sim podem conferir e garantir seguranca na
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utilizacdo destes medicamentos caso ndo apresentem hemorragia, coagulacao, irritagdo ou lise
de vasos, por exemplo (DA NOBREGA et al., 2009). Como dito anteriormente, o teste busca
avaliar, de forma macroscdpica, o potencial irritante de substincias utilizando a membrana
cério-alantoide do ovo de galinha por meio de observacdo de eventos como hemorragia,
coagulacdo ou a lise dos vasos. A Figura 1, logo abaixo, exemplifica cada um dos eventos
citados que foram necessdrios para nortear a observacdo deste ensaio (MCKENZIE et

al.,2015).

Figura 1 — (A) Membrana cério-alantoide saudével; (B) Coagulagdo na membrana corio-
alantoide destacados com a seta; (C) Hemorragia dos vasos da membrana cdrio-alantoide

destacados com a seta.

Fonte: Adaptado de Mckenzie, 2015

1.3.1 Métodos alternativos ao uso de animais de laboratorio

Quando se avalia a toxicidade de uma substdncia, busca-se predizer efeitos
nocivos que a mesma possa desencadear ao ser humano quando administrada em suas
diversas vias e os modelos animais sdo os mais utilizados para esse propdsito. De maneira
geral, dos animais disponiveis para todas as pesquisas, 30 a 40% destes sao utilizados em
testes de toxicicidade (MATFIELD, 2003).

O uso de animais usados anualmente nas pesquisas € especulatdrio, mas na ultima
estimativa oficial realizada pelo governo dos Estados Unidos, estima-se que a pesquisa use
cerca de um milhdo de exemplares anualmente. Entretanto, vale ressaltar que os Estados
Unidos ndo adicionam ao célculo estimativo camundongos, ratos e aves, caso considerassem
o valor estimado chega proximo de 17 milhdes. Na Tabela 1, podemos observar o niimero de
animais usado nas pesquisas cientificas de alguns paises e na Unido Europeia (CAZARIN et

al.,2004).
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Tabela 1 — Nuimero de animais utilizados nas pesquisas cientificas

Estimativa em milhoes (considerando

Paises
camundongos, ratos e aves)

Austrélia 2

Brasil 1

Canada 2

Estados Unidos 17

Japao 11

Unido Europeia 12

Fonte: Adaptado de LIRA et al.,2016.

Com bases nos dados apresentados, hd uma tendéncia global de reavaliar o uso de
animais nesses testes (CAZARIN et al.,2004). Seu pontapé inicial se deu em 1954 com a
criacdo de um programa internacionalmente conhecido e denominado por 3R (do inglés,
Reduction, Refinement, Replacement, ou em portugués, reducdo, refinamento e substitui¢ao)
(PRINSEN et al.,2017). Este programa tem como objetivo diminuir o nimero de animais,
minimizar o desconforto e a dor, buscando métodos alternativos para o uso de animais em
testes de laboratério tais como teste da membrana coério-alantoide (HET-CAM), teste de
opacidade de cérnea bovina, teste do olho enucleado de galinha e teste de viabilidade celular

sdo alguns exemplos (MORALES, 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

O 6xido nitrico ¢ uma molécula-chave que estd envolvido em diversas vias de
sinalizacdo fisioldgica e patoldgicas, incluindo vasodilatacdo e mecanismos cardioprotetores.
O ruténio € um metal que possui uma elevada afinidade ao 6xido nitrico por conta de sua
estrutura quimica, formando os complexos de nitrosil-ruténio (RuNO). Os complexos
baseados em ruténio podem ser metalocomplexos com potenciais aplicacdes médicas.

Poucos sdo os compostos candidatos a ativacao ou inibi¢do direta dessa via, diante
disso, as habilidades dos complexos de RuNO tem despertado muito interesse em
aplicabilidade clinica, devido possuirem formas ativas estdveis e de baixa toxicidade em
condigdes fisioldgicas eles possuem a capacidade de captar ou liberar NO, podendo dessa
forma atuar como farmacos terapéuticos no tratamento de doencgas, como a hipertensao
arterial, hipertensdo pulmonar, lesdo por isquemia/reperfusdo e glaucoma. Entretanto, assim
como em qualquer medicamento, é necessdrio garantir total seguranca do farmaco, atestando
sua ndo toxicidade e verificando seus efeitos adversos.

Um ensaio de toxicidade se mostra necessdrio para garantir ao paciente a
seguranca de que aquele farmaco pode ser administrado e que seus efeitos téxicos ou adversos
sa0 minimos. Para todos os ensaios pré-clinicos, o ensaio in vitro € essencial, por isso, se fez
necessdrio a utilizagcdo de técnicas como HET-CAM e citotoxicidade, uma vez que o resultado
dessas técnicas norteiam 0s proXimos passos para ensaios in vivo que se somam aos testes

citados anteriormente para comprovacado da auséncia de toxicidade dos complexos de ruténio.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito téxico de cinco complexos de ruténio (FORO11A, FOR811A,
FORO11B, FOR811B e FOR711A).

3.2 Objetivos especificos

e Utilizacdo da técnica de HET-CAM para anélise preliminar do efeito toxico;
e Observar o potencial irritante (coagulagdo, hemorragia e lise de vasos) dos complexos
de ruténio;

e Analisar a viabilidade em células de linhagem LL.C-MK2
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4. METODOLOGIA

4.1 Local de realizacao do estudo

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia Pré-Clinica e
no Laboratério de Toxinologia, ambos integrantes do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento
de Medicamentos da Universidade Federal do Ceara (NPDM-UFC).
4.2 Aspectos éticos

A legislagdo brasileira ndo possui nenhuma mencgao a aspectos éticos em embrides
de galinha, entretanto a maioria dos paises ndao considera o embrido de galinha um animal
vivo até o 17° dia de desenvolvimento embrionario (Ribatti, 2016). Nos Estados Unidos, o
National Institute of Health (NIH) estabeleceu que o embrido de galinha nao tem sensacdes de
dor até o 14° dia de desenvolvimento embriondrio e, por isso, podem ser utilizados em
experimentos sem qualquer restricdo ética ou necessidade de aprovacdo prévia (National

Institute of Health, 1991).

4.3 Materiais utilizados

4.3.1 Complexos de ruténio estudados

Foram utilizados 5 complexos de ruténio (II), identificados por FOROI11A,
FORS8I11A, FORO11B, FOR811B e FOR711A, sintetizados no Laboratério de Bioinorgénica
do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara
(UFC), cedidos pelo Prof. Dr. Luiz Gonzaga de Franga Lopes, professor titular da UFC com

experiéncia em complexos metalicos liberadores de NO e ativadores de GCs.

4.4 Teste de Hen’s Eggs Test Chorioallantoic Membrane (HET-CAM)

O ensaio de HET-CAM tem como objetivo avaliar o potencial de irritante de um
produto na membrana coério-alantoide de ovo de galinha embrionado no seu décimo dia de
incubacdo (DA NOBREGA et al.,2009). Neste ensaio os ovos fecundados foram adquiridos
na Companhia de Alimentos do Nordeste CIALNE S.A., localizada na avenida Presidente
Costa e Silva, n° 2067 na cidade de Fortaleza no estado do Ceara, inscrita no CNPJ:
07.220.874/0001-01.

Os ovos fecundados colocados em chocadeira (Modelo IP35D, Premium Ecoldgica®) com
temperatura controlada a 37 °C e com humidade. No nono dia, os ovos foram retirados da

chocadeira e transferidos para uma incubadora de CO; (Modelo MCO-17AC, Sanyo
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Scientific®) dentro de copos plasticos de 50 mL em posi¢do de abertura (parte mais romba
para cima) para o dia seguinte.

Com a ajuda de uma tesoura de castroviejo foi feito uma pequena abertura na
parte mais romba da casca e a partir desta, foi possivel aumentar o tamanho da abertura, até
que toda a camara de ar fosse totalmente exposta e permitisse a remo¢do da membrana
coquilifera e a exposicdo da membrana corioalantdide. Apds a exposi¢do da mesma, foi entdo
aplicado 200 pL das solugdes contendo os metalocomplexos FORO11A, FORSI1A,
FORO11B, FOR811B ¢ FOR711A na concentragdo de 100 uM e foi observado durante 5
minutos qualquer acdo com potencial irritante (hemorragia, coagulacdo ou lise de vasos).
Durante o tempo de observagdo, cada um desses eventos, caso ocorresse, era anotado o tempo
em que apareceu e com esses dados foi aplicado na férmula de irritation score descrita

abaixo:

301 — secH 301 — secL 301 — secC
(Fo )+ 75 )+ (5 )
Onde:
H: Hemorragia
L: Lise dos vasos
C: Coagulagao
sec: tempo de inicio de cada evento
5: Constante de hemorragia que deve multiplicar o tempo em segundos em que a mesma
ocorreu
7: Constante de lise vascular que deve multiplicar o tempo em segundos em que a mesma
ocorreu
9: Constante de coagulacdo que deve multiplicar o tempo em segundos em que a mesma
ocorreu

Com base no numero obtido nessa equagdo pode-se classificar o quao irritante o farmaco €:

Tabela 2 — Faixa de classificacdo do irritation score

Intervalo Classificacao

0,0-0,9 Nao irritante (N.I.)
1,0-49 Irritante leve (I.L.)
5,0-8,9 Irritante moderado (I.M.)
9,0-21 Irritante severo (1.S.)

Fonte: Adaptado de Luepke, 1985.
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4.5 Citotoxicidade
4.5.1 Cultivo e Manutencdo das células LLC-MK?2

As células LLC-MK2 sdo uma linhagem celular imortalizada de epitélio renal
obtidas de rim de macaco (Macaca mulata), provenientes do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ), cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, pH 7,4),
suplementado com soro bovino fetal (SBF), penicilina (200UI/mL) e estreptomicina (130
mg/L).

As células foram cultivadas em garrafas plasticas estéreis de 75 cm? em estufa
CO», que manteve a cultura a 37 £ 0,3 °C e 5% de CO». Seu crescimento foi acompanhando
diariamente para verificar a densidade celular da monocamada utilizando um microscépio
invertido, apds atingir a confluéncia, o meio foi entdo removido, as células foram lavadas com
5 mL de PBS estéril e deslocadas com 1 mL de tripsina/EDTA (0,25%) por 5 a 10 minutos a
37 °C. Aliquotas das células deslocadas foram transferidas para novas garrafas apenas com
meio DMEM.

Para a estocagem das células, as culturas confluentes foram lavadas, tripsinizadas
e centrifugadas (4000 RPM por 5 minutos). Posteriormente, o meio foi removido e o pellet foi
ressuspendido em meio DMEM suplementado com 10% de DMSO estéril. As células foram

congeladas em frascos de criopreservacdo em nitrogénio liquido.

4.5.2 Avaliagdo do efeito dos metalocomplexos sobre células LLC-MK?2

O teste de viabilidade celular apds o tratamento com os metalocomplexos foi
realizado pelo método do sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium
(MTT). Neste ensaio o MTT, € internalizado em células por endocitose, uma vez que ele é
clivado por succinato desidrogenase do reticulo endoplasmédtico e da mitocondria produz um
sal de cor arroxeada, chamado de formazan (referéncia). Os cristais de formazan sao
exocitados, podendo ser solubilizados ao adicionar DMSO ou dodecilsulfato de sédio (SDS).
Células ndo vidveis perdem a capacidade de internalizar e metabolizar o MTT, com isso, a
producdo de formazan € diretamente proporcional a quantidade de células vidveis, sendo
medida pela leitura da absorbancia a 570 nm.

As culturas confluentes foram mantidas em meio DMEM sem SBF por 24 horas
para que todas sincronizassem na fase Go do ciclo celular. Posteriormente foram lavadas e
tripsinizadas, como anteriormente descrito e posteriormente transferidos para tubos conicos e
centrifugados a 4000 RPM por 5 minutos. O pellet foi enfim ressuspendido em meio DMEM

e uma aliquota foi diluida de forma seriada em azul de trypan (4% p/v em PBS) nas
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proporg¢des de 1:10 e 1:100. A amostra mais diluida, ou seja 1:100, foi transferida para camara
de Neubauer (Figura 2), e a densidade celular foi determinada por contagem. As células

presentes nos campos laterais foram as Unicas contadas, conforme mostrado na figura abaixo.

Figura 2 — Representacdo esquematica da drea de contagem da camara de Neubauer.

Fonte: Adaptado de MENEZES, 2017.

Nota: As regides marcadas de azul foram as regides utilizadas para a contagem de células LLC-MK2.

A densidade celular foi determinada utilizando a férmula abaixo:

Contagem

Densidade celular (cél/mlL) = x 10* x fd;

onde fd= o fator de diluicdo utilizado na contagem.

A densidade celular foi ajustada para a concentracio de 10° células/mL, e
transferidas para placas estéreis de 96 pocos com fundo chato (200uL/poco). As placas foram
incubadas overnight em estufa de CO2 e, posteriormente, 0os pocos foram tratados com os
metalocomplexos em diferentes concentracdes (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,56 uM). Foi
utilizado como controle negativo células ndo tratadas, e células tratadas com DMSO 0,5% e
foram utilizadas para avaliar o efeito citotoxico do diluente. Para branco, foi utilizado pogos

contendo somente meio de cultura.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Potencial irritante pelo método HET-CAM

Foi utilizado como controles a solu¢do de NaOH 0,1M (controle positivo) e uma
solugdo de NaCl (controle negativo). A 3 abaixo mostra o resultado de cada um dos

complexos apds o tempo de 5 minutos.

Tabela 3 — Resultados obtidos no teste de irritacdo na membrana cério-alantoide

in vitro
Amostra
Concentragdo Volume Is Classificacao
FORO11A 100 uM 200 uL 0 N.L
FORO11B 100 uM 200 uL 0 N.L
FORS11A 100 uM 200 uL 0 N.L
FORS811B 100 uM 200 uL 0 N.L
FOR711A 100 uM 200 uL 0 N.L
Solucdo de NaCl 0,9% 200 uL 0 N.L
NaOH 0,1M 200 uL 13,5 LS.

Fonte: Elaborado pela autora.

O teste de Draize foi um dos primeiros ensaios para andlise do potencial irritante
de farmacos e cosméticos (AUGUSTO et al.,2012), o teste se baseia na aplicag@o tdpica da
substancia e observacao do seu efeito em coelhos albinos (DRAIZE et al.,1944). Porém com a
busca global em substituir os testes in vivo por testes in vitro, diminuindo o sofrimento de
animais e atendendo ao principio dos 3R’s, propostos por William Russel e Rex Burch em The
Principles of Humane Experimental Technique, onde busca-se substituir, reduzir e refinar o
uso de animais em experimentacio (ALDERDEN et al.,2006), o HET-CAM se mostra uma
boa alternativa, pois apresenta seus resultados de forma eficaz, rapida além de ndo causar
sofrimento aos animais. Vale lembrar que como citado anteriormente neste trabalho, a
legislacdo brasileira ndo possui nenhuma menc¢do a respeito dos aspectos éticos utilizando
embrides de galinhas. Entretanto, baseando-se em paises cujo aspectos éticos sao
mundialmente reconhecidos e envolvam os embrides em seus experimentos, afirmam que até
o 17° dia de desenvolvimento embrionario o embrido niao € um animal vivo (RIBATTI, 2016).

Nos resultados obtidos no ensaio de HET-CAM, foi observado uma reprodugao
dos resultados em cada grupo experimental (n=5). Os resultados mostram que a solucido de

NaCl 0,9% nao produziu resposta visual significativa, ao contrario da solu¢do de NaOH 0,1
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M. controle positivo com NaOH 0,1M. Em relacdo aos complexos de ruténio FOROI1A,
FORSI11A, FOR711A, FORO11B e FOR811B nido apresentaram resposta visual significativa
para potencial irritante, ou seja, ndo apresentando hemorragia, lise de vasos ou coagulacio
(Figura 3, Figura 4, Figura 5, Figura 6 e Figura 7). Vale ressaltar a presenga de acgdo
vasodilatadora nos vasos da membrana codrio-alantoide, reacdo ja esperada, uma vez que
estudos anteriores demonstraram que os complexos de ruténio utilizados neste estudo
apresentam acdo vasodilatadora (SILVEIRA, 2019). Destacando-se o complexo FOR711A,
pois este obteve uma acdo vasodilatadora visualmente maior, comprovada pela evidéncia
maior dos vasos apds a aplicacdo e término do tempo de observacao de 5 minutos (Figura 8).

E importante ressaltar que a propriedade doadora de NO dos complexos ativa a
GCs se apresenta como uma alternativa para o tratamento de diversas doencas, como
glaucoma, lesdo por isquemia/reperfusio (I/R), infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca
aguda e doencas renais. O glaucoma se apresenta como uma alta pressdo ocular (PO) que
acaba por danificar o nervo 6ptico, fazendo com que o paciente perca gradativamente a visao
(IWASE et al.,2004). Ja foi relatado na literatura que o NO tem efeito sobre estruturas
oculares posteriores (nervo optico e vasos sanguineos) e relevantes para o glaucoma (CAVET
et al.,2014). Tendo isso em vista, a capacidade do complexo de doar NO o torna uma possivel
alternativa de tratamento farmacolégico. O NO exdgeno ativa a GCs e gera efeito relaxante
nos vasos. Estudos pré-clinicos demonstraram que doadores de NO, ou entdo o préprio gés
NO (40ppm) demonstra eficdcia para a diminuicdo da PO prevenindo a perda de células
ganglionares da retina (FRIEBE et al.,2018).

Sempre que citado na literatura a lesdo por I/R, infarto do miocardio e
insuficiéncia cardiaca aguda, o maior problema € causado pelos danos resultantes da
reperfusdo de vasos ocluidos (VOLTERA et al., 2008), ensaios de laboratério mostraram que
varios membros da cascata NO/GMPc influenciam na lesdo de I/R cardiaca (CERRA e
PELLEGRINO, 2007). A GCs, bem como o canal de K* ativados por célcio demonstrou um
papel claro na protecdo contra a I/R (FRIEBE et al.,2018). Ja que a GCs estimulada por NO,
possui efeito cardioprotetor.

As doengas renais aparecem como um problema de saude ligada ao
envelhecimento da populacdo, e em parte, estdo ligadas a doencgas cardiovasculares e a
insuficiéncia cardiaca (SCAPINI et al,2010). Os complexos de ruténio podem atuar
estimulando a cascata de NO/GCs o que pode levar ao aumento do fluxo sanguineo renal e ao

aumento do GMPc, que ajuda a manter a funcao renal (FRIEBE e al.,2018).
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Somado ao fato de ndo possuir potencial de irritacdo os complexos de ruténio se
destacam mais uma vez como opg¢des para o tratamento de diversas doencgas, a0 passo que
estudos anteriores mostraram que a atuacdo dos complexos se faz presente na via
NO/GCs/GMPc. As concentracdes utilizadas nos estudos anteriores que mostrara efeito
vasodilatador foram de 0,01 a 30 umol/L (SILVEIRA, 2019) e 10 a 3x10> M (HOLANDA,
2019). Essas concentragdes foram menores do que as usadas no presente estudo, o que mostra
que, apesar de ser utilizada uma concentragdo maior nao houve evidéncias que mostrassem
presenca de potencial irritante dos complexos.

Abaixo pode-se observar as imagens dos ensaios de HET-CAM realizados com
complexos de ruténio FOROI1A (Figura 3), FORO11B (Figura 4), FOR811A (Figura 5),
FORS11B (Figura6), FOR711A (Figura 7).
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Figura 3 — Efeito do complexo de ruténio FORO11A na membrana coério-alantoide e seu

comparativo com os controles negativo (primeira linha) e positivo (segunda linha).

Controle 30 segundos
negativo

Controle ™ 30 segundos
positivo ;

FOROTMMA : 30 segundos . 300 segundos

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 4 — Efeito vasodilatador do complexo de ruténio FORO11B na membrana corio-

alantoide e seu comparativo com os controles negativo (primeira linha) e positivo (segunda

Controle 30 segundos
negativo

Controle '
positivo

linha).

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 5 — Efeito vasodilatador do complexo de ruténio FOR811A na membrana corio-
alantoide e seu comparativo com os controles negativo (primeira linha) e positivo (segunda

linha).

Controle 30 segundos 300 segundos
negativo

Controle ™ 300 segundos
positivo / {

_FOR811A

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 6 - Efeito vasodilatador do complexo de ruténio FOR811B na membrana corio-

alantoide e seu comparativo com os controles negativo (primeira linha) e positivo (segunda

linha).

Controle
negativo

Controle '
positivo

Fonte: Dados da pesquisa.

30 segundos 300 segundos

30 segundos 300 segundos

30 segundos M " @ 300 segundos
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Figura 7 - Efeito vasodilatador do complexo de ruténio FOR711A na membrana corio-
alantoide e seu comparativo com os controles negativo (primeira linha) e positivo (segunda
linha).

Controle 30 segundos
negativo

300 segundos

Controle TN 300 segundos
positivo 4 v

Fonte: Dados da pesquisa.

5.2 Viabilidade celular

Com a finalidade de mensurar o percentual de células vidveis, realizou-se o teste
de reducdo do MTT que visa investigar a eficiéncia da respiracao celular, e de forma indireta,
viabilidade celular apés tratamento com os complexos de ruténio FOROI11A, FORO11B e

FOR711A (Tabela 4).

Tabela 4 — Percentual de viabilidade das células LLC-MK?2
Viabilidade Celular (%)

Concentracao (uM) FORO11A FORO011B FOR711A
CT 101,80 £ 1,26 101,70 £ 0,58 100,60 + 1,37
100 81,04 £2,67* 84,29 £ 0,87* 72,11 £1,52%
50 90,07 + 2,64* 86,44 + 1,46* 72,99 £2,70*
25 88,91 £2,08* 89,26 £2,61* 76,63 + 1,44%*
12,5 93,94 + 1,88 84,29 £2,42% 94,62 £4,16
6,25 92,33 £ 1,44 92,14 £ 1,02 92,51 +£2,34
3,125 93,54 + 1,91 96,40 + 0,95 94,68 + 1,15
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1,56 101,1 £1,18 102,9 + 0,63 94,25 + 1,33

Os dados foram expressos como percentual de viabilidade + EPM. A Andlise estatistica foi por One-Way
ANOVA. Fonte: elaborada pela autora.

Como demonstrado nos gréificos 1, 2 e 3, foram testadas concentragdes dos
complexos FOR011A, FOR011B e FOR711A afim de determinar o ndo efeito toxicos destas.
As células foram tratadas com os metalocomplexos nas concentragdes de 100; 50; 25;12,5;
6,25; 3,125 e 1,56 uM e o resultado apontou certa toxicidade, mostrando que para o complexo
FORO11B a partir da concentracio de 12,5 uM e a maior concentragao sem efeito téxico foi a
de 6,25 uM, ja os complexos FORO11A e FOR711A apresentaram efeito citotéxico a partir da
concentracdo de 25 uM. Mesmo com a presenga de efeito toxico, a taxa de viabilidade celular
dos 3 complexos se manteve acima de 70%, ndo permitindo identificar a concentracdo
inibitéria minima (ICsp). Anélises de citotoxicidade se mostram necessarios nas fases iniciais
de desenvolvimento dos farmacos, pois evitam danos celulares, asseguram a seletividade bem

como definem as concentracdes para posteriores etapas de avaliagio (ARAUJO er al.,2008).

Grafico 1 — Percentual de viabilidade celular das células LLC-MK?2 tratadas com diferentes
concentracdes de FORO11A

FORO11A
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1
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N
(&)
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Viabilidade Celular (%)
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CT 1,56 3,12 6,25 12,5 25 S0 100

Fonte: Dados experimentais.
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Grafico 2 — Percentual de viabilidade celular das células LLC-MK2 tratadas com diferentes
concentracdes de FORO11B.
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Fonte: Dados experimentais.

Grafico 3 — Percentual de viabilidade celular das células LLC-MK2 tratadas com diferentes
concentragdoes de FOR711A
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Fonte: Dados experimentais.
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6. CONCLUSAO

Pode-se concluir com este trabalho que os complexos de ruténio ndo apresentam
potencial irritante no teste de HET-CAM, uma vez que nenhum dos complexos apresentou
hemorragia, coagulacdo e/ou lise de vasos, tendo um escore de irritacdo de 0 em todos os
complexos e sendo este valor reproduzido pelos grupos com n de 5. O teste de viabilidade
celular mostrou que apesar que os complexos tenham apresentando efeito citotdxico, a taxa de
viabilidade celular permaneceu acima de 70%, mostrando que mesmo com o efeito téxico,
este ndo conseguiu atingir a ICso nas linhagens celulares de LLC-MK?2. Estudos posteriores
precisam ser repetidos com os complexos FOR811A e FOR811B, visto que os dados nao
foram conclusivos.
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