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RESUMO

Avaliacdo In Vitro e In Silico do efeito vasorrelaxante de um novo complexo de ruténio
(FOR611A) em anéis de aorta isolados de ratos Wistar normotensos. Helyson Lucas
Bezerra Braz. Dissertacdo de mestrado. Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncias
Morfoldgicas, Universidade Federal do Ceard, 2022.

Doencas cardiovasculares sdo a principal causa de mortalidade no mundo, além disso a
disfuncédo endotelial € um problema que esté intrinsicamente relacionado para a formacao destas
doencgas. A disfungédo endotelial ocorre quando os efeitos vasoconstritores se sobrepdem aos
efeitos vasodilatadores. Sabendo disso, a via que envolve o 6xido nitrico, guanilato ciclase
solivel e monofosfato ciclico de guanosina (NO-sGC-GMPc) esta bem evidenciada na
vasodilatacdo e diversos estudos mostraram que compostos contendo ruténio apresentaram
grandes efeitos de interagdo nessa via de sinalizacdo. Assim, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito vasodilatador da molécula contendo ruténio (FOR611A) aorta isoladas de rato
Wistar, no intuito de esclarecer seu mecanismo de acdo. Como resultados atribuidos a
metodologia deste trabalho, foi verificado o efeito vasodilatador do FOR611A em artéria aorta,
com endotélio integro, pre-contraida com KCI (60 mmol/L) ou fenilefrina (PHE) (1 pmol/L),
em comparacdo ao controle positivo (nitroprussiato de sédio - SNP) e controle negativo
(dimetilsulféxido - DMSO). Na avaliacdo do mecanismo de acdo do FOR611A, foi verificada
a influéncia do endotélio, bem como a interferéncia da incubagdo com inibidores (L-NAME,
hidroxocobalamina, L-cisteina, ODQ), tetraetilamonio, glibenclamida, 4-AP e cloreto de bario)
nas vias do NO e de canais de K+ do relaxamento muscular. Além disso, foi construido a rede
de processos bioldgicos das vias que atuam na vasodilatacdo e realizado o teste de docking
molecular do FOR611A com os principais alvos destas vias. Nos ensaios de reatividade, foi
possivel verificar a vasodilatacdo do FOR611A que mostrou os resultados do CE50 de 1,07
pg/mL (1C95%: 0,82 — 1,40) e 0 EMAX foi 118,20% =+ 3,43 com dilatagdo superior que DMSO
e similar estatisticamente ao SNP. Foi possivel verificar que a auséncia do endotélio néo

apresentou influéncia estatistica, sendo evidenciado como molécula ndo dependente do



endotélio. Nas preparacdes com diferentes inibidores, apenas o L-NAME e ODQ apresentaram
uma reducdo significativa no EMAX, resultando 86,49 + 8,07% e 66,37 + 9,41%,
respectivamente. Nas redes de interacdes foi possivel identificar que a guanilato ciclase
subunidade A3 (GUCY1A3) € a regido com maior numero de participacdo nos processos de
vasodilatacdo. Além disso, o docking confirmou a interacdo da estrutura de FOR611A com a
GUCY1A3 e também com o eNOS. Portanto, os resultados encontrados sugerem que o
FORG611A causa um efeito vasodilatador independente de endotélio, participando da ativacéo

da via NO/sGC.

Palavras-chave: Compostos de ruténio, Aorta, Vasodilatacéo, Bioinformatica.



ABSTRACT

In Vitro and In Silico evaluation of the vasorelaxant effect of a new ruthenium complex
(FORG611A) in isolated aorta rings of normotense wistar rats. Helyson Lucas Bezerra Braz.
Masters dissertation. Postgraduate Program in Morphological Sciences, Federal University of
Ceara, 2022.

Cardiovascular diseases are the diseases that kill the most in the world and endothelial
dysfunction is a problem that is intrinsically related to the formation of these diseases.
Endothelial dysfunction occurs when vasoconstrictor effects overlap with vasodilator effects.
Knowing this, the pathway involving nitric oxide, soluble guanylate cyclase and cyclic GMP
(NO-sGC-cGMP) is well evidenced in vasodilation and several studies have shown that
ruthenium-containing compounds have great interaction effects in this biological pathway.
Thus, the objective of this work was to evaluate the vasodilatory effect of the ruthenium-
containing molecule (FOR611A) in isolated aortic fragments from Wistar rats, in order to
clarify its mechanism of action. As results attributed to the methodology of this work, the
vasodilator effect of FOR611A was verified in the aorta artery, with intact endothelium, pre-
contracted with KCI (60 mmol/L) or phenylephrine (PHE) (1 umol/L), compared to the control
positive (sodium nitroprusside - SNP) and negative control (dimethylsulfoxide - DMSO). In the
evaluation of the mechanism of action of FOR611A, the influence of the endothelium was
verified, as well as the interference of incubation with inhibitors (L-NAME, hydroxocobalamin,
L-cysteine, ODQ, tetraethylammonium, glibenclamide, 4-AP and barium chloride) on NO and
K+ channel pathways of muscle relaxation. In addition, the network of biological processes of
the pathways that act on vasodilation was built and the molecular docking test of FOR611A
was performed with the main targets of these pathways. In the reactivity tests, it was possible
to verify the vasodilation of FOR611A, which showed the results of the EC50 of 1.07 pg/mL
(95%CI: 0.82 - 1.40) and the EMAX was 118.20% + 3.43 with dilation superior to DMSO and

statistically similar to SNP. It was possible to verify that the absence of the endothelium had no
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influence on the results. In preparations with different inhibitors, only L-NAME and ODQ
showed a significant reduction in EMAX, resulting in 86.49 = 8.07% and 66.37 £ 9.41%,
respectively. In the networks of interactions, it was possible to identify that the guanylate
cyclase subunit A3 (GUCY1A3) is the region with the highest number of participations in the
processes of vasodilation. In addition, docking confirmed the interaction of the FOR611A
structure with GUCY1A3 and also with eNOS. Therefore, the results found suggest that
FORG611A causes an endothelium-independent vasodilator effect, participating in the activation

of the eNOS/GUCY1A3 pathway.

Keywords: Ruthenium compounds, Aorta, Vasodilation, Bioinformatic.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doengas cardiovasculares

A doenca cardiovascular (DCV) é a causa mais comum de 6bitos em todo o mundo,
sendo responsavel por 32% de todas as mortes no mundo (OMS, 2019). Em 2019, estimou-se
que 17,9 milhdes de pessoas morreram por causa cardiovascular e, dessas mortes, 85% foram
atribuidas a doenca isquémica do coracdo ou acidente vascular cerebral (OMS, 2019). Além
disso, as DCVs representam um enorme fardo financeiro e sdo responsaveis por uma proporgao
substancial dos gastos com salde e perda de produtividade em todo o mundo (EVANS; SANO;
WALSH, 2020). As DCVs tornam-se muito mais prevalentes com a idade e, assim, com 0
envelhecimento da populacdo mundial, espera-se que a incidéncia de doencas cronicas aumente
(SNIDERMAN; FURBERG, 2018). Embora o efeito do envelhecimento em muitas doencas
reflita em grande medida no desenvolvimento da doenca, a exposi¢do a longo prazo a fatores
de risco, como hipertensdo, diabetes mellitus, hiperlipidemia, tabagismo, sedentarismo e
consumo excessivo de alcool, estdo implicados no desenvolvimento das DCVs no publico em
geral (LIM et al., 2012).

A principal condicdo subjacente a DCV é a aterosclerose. Atualmente, a
aterosclerose ndo € considerada uma doenca de armazenamento de lipidios, mas pode ser
melhor denominada como inflamacéo de baixo grau da parede vascular. Caracteriza-se pela
deposicao de lipidios e subsequente acumulo de células T e macr6fagos como resultado da
resposta a les@o endotelial (NITSA et al., 2018). Dependendo da area de ruptura no endotélio,
podem se manifestar como infarto agudo do miocardio ou acidente vascular cerebral ou
isquemia aguda de qualquer 6rgédo proximo (NITSA et al., 2018).

Ja entre as doengas que envolvem o sistema cardiovascular, a patologia mais

comum ¢ a Hipertensdo Arterial Sisttmica (HAS). Uma doenca caracterizada pela presenca de
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niveis tensionais elevados associados a alteracbes metabdlicas, hormonais e a fendmenos
troficos (hipertrofia cardiaca e vascular) (NOGUEIRA, 2021).

A pressao arterial no organismo é determinada por um conjunto de interacdes que
envolvem tanto fatores genéticos e bioquimicos como fatores ambientais. No tocante a
influéncia genética da HAS, acredita-se que seria resultado de anormalidades nos sistemas
enddgenos, como transporte de eletrolitos, regulacdo hormonal, disfuncBes hereditarias no
sistema cardiovascular, entre outros. J& em relacdo aos fatores ambientais, tem-se a ma

alimentacéo, sedentarismo, alcoolismo ou outros (NOGUEIRA, 2021).

1.2 Endotélio e Disfunc¢éo endotelial

O endotélio vascular ¢ uma monocamada continua de células endoteliais que forma
0 revestimento celular interno das artérias, veias e capilares. Mecanicamente, constitui uma
barreira entre os tecidos e o sangue com a capacidade funcional de um 6rgdo endécrino. O
endotélio esta diretamente envolvido em varios processos fisiopatolégicos por meio de sua
interacdo dindmica com componentes do sangue e outras células circulantes. Sob condicdes
fisioldgicas, as funcBes complexas desse grande 6rgdo enddcrino sdo criticas para manter o
equilibrio hemostéatico. FuncGes bem descritas do endotélio incluem restauracao da integridade
vascular apés lesdo vascular e inibicdo de trombose e excessiva formacao de coagulos através
de multiplas vias anticoagulantes, incluindo a via da proteina C/proteina S (RAJENDRAN et
al., 2013). As células endoteliais interagem com as plaquetas e leucécitos, o que leva ao seu
recrutamento, adesdo e interacdo em superficies trombogénicas em locais de lesdo vascular
impulsionado por inflamagdo ou infeccdo, ou em locais de lesdo propensas tais como a
bifurcacdo da cardtida (RAJENDRAN et al., 2013; MICHIELS, 2003).

Além disso, o endotélio desempenha um papel importante na regulacéo do ténus e
do crescimento vascular, sintetizando e liberando uma variedade de substancias vasoativas,

tanto vasodilatadoras, como oOxido nitrico (NO), prostaglandinas, quanto fatores de



21

hiperpolarizacdo dependente do endotélio (EDH), como bem como de contragédo derivados do
endotélio, como endotelina e angiotensina Il (MICHIELS, 2003; GODO; SHIMOKAWA,
2017). A biossintese de NO pelas células endoteliais é a fase mais importante para a manutengéo
da homeostase vascular (GAVRIILAKI et al., 2020).

Do ponto de vista histologico, a disfuncao endotelial é decorrente de uma serie de
lesGes causadas pelo estresse de cisalhamento em todas as camadas do musculo liso vascular
(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). A disfuncéo endotelial também é
descrita como a reducdo da biodisponibilidade de fatores vasorrelaxantes.

As camadas do mdsculo liso vascular passam a apresentar alteracfes
ultraestruturais celulares além da perda progressiva de elasticidade (atraves 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 6rgdos e
resultando na ocorréncia de eventos cardiovasculares e alta incidéncia de mortalidade
(SILVEIRA, 2019).

A disfuncdo endotelial estd relacionada com a maioria das doencas
cardiovasculares. Pode ser também denominada como um preditor precoce de eventos
cardiovasculares subsequentes ou mortalidade (DAIBER et al., 2017). Pacientes com doenca
arterial oclusiva periférica, doenca arterial coronariana ou insuficiéncia cardiaca demonstram
funcédo endotelial prejudicada (DAIBER et al., 2017). Entretanto, apesar de outros mecanismos
estarem relacionados, um distdrbio da via do NO — guanilato ciclase soltvel (sGC) parece ser
a causa principal da disfuncéo endotelial (SILVEIRA, 2019). Assim, a maioria das doengas
cardiovasculares é acompanhada de disfuncdo endotelial causada pela reducdo da

biodisponibilidade do NO, alem da disfuncdo do tdnus simpatico somados a prépria injaria
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vascular (MURAD, 2016). Isto leva ao acumulo de fatores vasoconstritores, ateromatosos,
précoagulantes e pro-mitogénicos, como: ET-1, Ang I, fator de von Willebrand (VWF),
moléculas de adesdo celular (CAMSs), prostanoides, citocinas e ROS (como 0s anions

superdxidos) (PUDDU et al., 2000).

1.3 Vasos Sanguineos e Musculo Liso Vascular

Vasos sanguineos sao estruturas tubulares por onde o sangue circula, presentes em
todo o organismo. Esses vasos formam um grande sistema de tubos que garantem que o sangue
bombeado pelo coracdo siga em direcdo ao corpo e posteriormente retorne ao coragdo. De
acordo com Ferreira (2017) costuma-se agrupar 0S Vasos sanguineos em vasos da
macrocirculacdo e vasos da microcirculacao.

Na macrocirculagdo, grandes e pequenas artérias, 0 sangue se move rapidamente
através da aorta e de seus ramos arteriais. Esses ramos se estreitam e ficam mais finos a medida
que se aproximam da periferia e também se modificam histologicamente. A aorta é uma
estrutura predominantemente elastica, mas as artérias periféricas tornam-se mais musculares
(BERNE E LEVY, 2019).

As grandes artérias elésticas tém uma cor amarelada decorrente do acimulo de
elastina na tanica média. A artéria aorta e seus ramos contém vérias ldminas elasticas com
importante fungéo de tornar o fluxo de sangue mais uniforme contribuindo para estabilizar o
fluxo sanguineo. Entre as Iaminas el&sticas da tunica média situam-se celulas musculares lisas,
fibras de colageno, proteoglicanas e glicoproteinas (BARBOSA, 2016; ZORN, 2004). As
grandes artérias sdo conhecidas como artérias tnicas porque elas apresentam uma contragdo
tbnica e sustentada apOs a estimulagdo com qualquer mediador contratii (ROCHA E
BENDHACK, 2008).

A microcirculacdo é a por¢do do organismo em que 0 sangue circula através dos

menores vasos do corpo, com leito vascular em que os vasos tém didmetro interno muito
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reduzido. A chamada unidade microcirculatoria inclui arteriolas, arteriolas terminais,
metarteriolas, capilares, precedidos ou ndo do esfincter précapilar e, vénulas pds-capilares
(BARBOSA, 2016).

As arteriolas variam em didmetro entre aproximadamente 5 a 10 pm, tem uma
camada muscular lisa espessa, uma camada adventicia fina e um revestimento endotelial. As
arteriolas ddo origem diretamente aos capilares ou em alguns tecidos as metarteriolas (10 a 20
um de didmetro) que entdo dao origem aos capilares. As metarteriolas podem ultrapassar o leito
capilar e servir como canais diretos para as vénulas ou condutos diretos para o leito capilar. As
arteriolas que déo origem diretamente aos capilares regulam o fluxo sanguineo através desses
capilares pela sua constricdo ou dilatacdo. Os capilares formam uma rede de tubos conectados
com um comprimento medio de 0,5 a 10 mm (BERNE E LEVY, 2009).

Um dos principais componentes do sistema vascular € o masculo liso vascular, que
geram contracdes econdmicas em adenosina trifosfato (ATP) e sdo capazes de resistir a pressdo
arterial (BERNE E LEVY, 2019). A proteina miosina € uma ATPase que se movimenta ao
longo da actina e em presenca de ATP, sdo responsaveis pela contracdo muscular (BARBOSA,
2016).

O mausculo liso pode ser dividido em dois grandes grupos, o musculo liso
multiunitario e o musculo liso unitario, sendo o primeiro composto por fibras musculares
separadas e discretas, em que cada fibra opera independente das outras, e 0 controle é exercido
principalmente por sinais nervosos, enquanto o segundo é composto por massas de centenas a
milhares de fibras musculares lisas que se contraem ao mesmo tempo, como uma sé unidade;
além disso, a maior parte do controle do musculo liso unitario é exercida por sinais nao
nervosos. Alguns exemplos de masculo liso multiunitario sdo os musculos piloeretores e o
musculo da iris do olho, enquanto exemplos de musculo liso unitario sdo os masculos
encontrados no trato gastrointestinal, Utero e diversos vasos sanguineos (GUYTON; HALL,

2017, ROCHA, 2018).
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As células musculares lisas vasculares (CMLVs) sdo células fusiformes compostas
por fibras contrateis pequenas, usualmente com didmetro médio de 5 um e comprimento de 200
pum. A CMLYV é capaz de se contrair em resposta a estimulacdo externa, desempenhando papel
critico na regulacdo das funcbes do sistema cardiovascular, como a manutencdo da pressao
arterial e a distribuicdo do fluxo sanguineo no organismo. O potencial de acdo da CMLYV é um
evento lento e impreciso quando comparado ao de células do musculo estriado esquelético e
cardiaco (RANG et al., 2016).

As artérias de resisténcia sdo 0s vasos que mais contribuem para a resisténcia
vascular periférica (RVP), um dos fatores preditores da pressao arterial, juntamente com o
débito cardiaco. Assim, a pressdo arterial esta diretamente ligada ao tbnus do mdsculo liso
vascular presente na camada média das artérias, uma vez que a RVP é determinada pelo

didametro do limem das artérias (MULVANY e AALKJAER, 1990; ROCHA, 2018).

1.4 Mecanismos de contracédo e relaxamento do musculo liso

Do ponto de vista fisioldgico, o endotélio vascular € uma monocamada de células
que recobre internamente os vasos, que desempenha uma importante funcdo na resisténcia
vascular (Triggle et al., 2012). Estudos evidenciam a importancia da conservacgéo da fungéo e
integridade do endotélio para uma tensdo arterial normal. O endotélio libera moléculas
vasoativas que irdo atuar na musculatura lisa vascular, modulando as respostas vasocontrateis
ou vasorrelaxantes. Dessa forma, um quadro de desequilibrio dessas substancias pode ser
proveniente de uma disfuncdo endotelial, devido as alteracdes na funcionalidade do endotelio
vascular, o que resulta na reducéo da vasodilatacdo (JESUS, 2019; Triggle et al., 2012).

No mecanismo de contracdo do musculo liso vascular o calcio citosolico tem um
papel central no controle da contracdo (NEERING E MORGAN, 1980). O célcio extracelular
é o responsavel por manter contracfes sustentadas e na auséncia do célcio extracelular, as

contragbes por agonistas ndo conseguem se manter por muito tempo, isso acontece em
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decorréncia da quantidade de céalcio existente nos estoques internos, ou seja, a medida que as
reservas de calcio véo se esvaindo, ha o progressivo relaxamento (BOZLER, 1969; DETH E
VAN BREEMEN, 1977). O sinal para a contracdo muscular com ativacdo do complexo
acoplamento excitacdo—contracdo se faz por dois mecanismos principais: eletromecanico ou

farmacomecanico (Figura 1).

Figura 1 - Representacdo esquematica do processo de contracdo do musculo liso.
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Fonte: O autor, 2021.

A contracdo muscular lisa se inicia basicamente com 0 aumento intracelular de ions
Ca?*, que pode ser causado por estimulagio nervosa, hormonal, estiramento da fibra muscular
lisa, ou alteragbes quimicas no ambiente da fibra (HALL, 2017). O aumento de Ca?* na célula
muscular lisa pode ocorrer por influxo ou por liberagdo dos estoques intracelulares. O influxo
ocorre por canais idnicos presentes na membrana plasmatica, ocorrendo principalmente através
dos canais de Ca?* dependentes de voltagem (VOCC) do tipo L, com contribuicdo de outros

canais, como os canais de Ca?* dependentes de voltagem do tipo T e canais de Ca?* dependentes
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de ligantes (ROCC). O reticulo sarcoplasmatico é o local onde fica armazenado o Ca?*
intracelular, a liberacdo desses estogques ocorre por meio de dois tipos de canais idnicos, 0s
receptores de Rianodina (RyR) e os receptores de 1,4,5-trifosfato de Inositol (IP3R)
(AMBERG; NAVEDO, 2013; RAINBOW; MACMILLAN; MCCARRON, 2009; ROCHA,
2018).

O Ca?" intracelular resultante do influxo ou da liberagdo dos estoques intracelulares
se liga de forma reversivel a uma proteina chamada Calmodulina (CAM), formando um
complexo CAM-Calcio que é responsavel pela regulacdo de diversos processos celulares, entre
eles a contracdo muscular, por meio da ativacao da enzima quinase de cadeia leve de miosina,
cuja funcdo é fosforilar a cadeia reguladora leve, presente nas cabecas da miosina. A
fosforilacdo da cadeia reguladora inicia as liga¢fes ciclicas da cabeca da miosina com 0s
filamentos de actina, promovendo contracdo das células musculares lisas (Figura 1) (HALL,
2017; WALSH, 2011). Nesse sentido, no musculo liso, a atividade contratil é determinada
primariamente pelo estado de fosforilacao da cadeia leve de miosina (CLM) (NIIRO E IKEBE,
2001). Mas além da ativacdo da quinase de CLM dependente de célcio, o estado fosforilado da
CLM é ainda regulado por fosfatases de CLM, que removem o fosfato de alta energia da CLM
para promover relaxamento da musculatura lisa (WEBB, 2003).

O estado fosforilado da miosina inibe a atividade enzimética da fosfatase de CLM,
dessa forma, permitindo que a CLM permanecer fosforilada, promovendo a contracdo (WEBB,
2003). Quando a fosfatase de CLM esta inativa, ocorre a manutencdo do acoplamento entre 0s
filamentos de miosina e actina (KIZUB et al., 2010).

No processo de relaxamento da fibra muscular lisa ocorre com mdultiplas etapas,
que envolvem a diminuigdo do Ca?* citosdlico com, consequentemente, um desligamento do
complexo CAM-Célcio, a enzima fosfatase de miosina desfosforila a cadeia leve de miosina,
inibindo as ligagcbes da miosina com a actina, promovendo um relaxamento (Figura 2)

(SILVERTHORN, 2010).
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Figura 2 - Representacao esquematica do mecanismo de relaxamento do musculo liso.

—»

Fonte: Adaptado de SILVERTHORN, 2010.

O endotélio é uma camada de células presente na camada intima dos vasos e esta
diretamente ligado ao tonus vascular, liberando diversas substancias vasodilatadoras, como
fator hiperpolarizante derivado do endotélio, 6xido nitrico e prostaciclina, bem como
substancias vasoconstritoras, como angiotensina Il, endotelina-1 e espécies reativas de
oxigénio, além de diversas outras funcbes, como crescimento e remodelamento vascular, adesao
celular, resposta inflamatéria e manutencao da fluidez sanguinea (SENA; PEREIRA; SEICA,
2013; XIAO et al., 2014).

No mdasculo liso vascular existem 4 tipos principais de canais de K*, séo eles:
Canais de K* sensiveis ao Ca?*, sensiveis ao ATP, retificadores de influxo e os dependentes de
voltagem (STOTT; JEPPS; GREENWOOD, 2014). Os canais de potassio sdo de extrema
importancia para a manutencdo do potencial de membrana, e a abertura de tais canais promove

uma saida de K* da célula, provocando uma hiperpolarizacdo da célula muscular lisa, com
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consequente relaxamento (MILLER, 2000; SOBEY, 2001; STOTT; JEPPS; GREENWOOD,
2014).

O fator hiperpolarizante derivado do endotélio (FHDE) € um fator cuja identidade
molecular permanece controversa, tendo autores que sugerem que o FHDE é um grupo de
substancias, incluindo peroxido de hidrogénio, mondxido de carbono, sulfeto e hidrogénio,
entre outras. O FHDE age, principalmente, abrindo canais de K* na célula muscular lisa dos
vasos, causando uma hiperpolarizacdo, com consequente vasorrelaxamento (EDWARDS;
FELETOU; WESTON, 2010; GILES et al., 2012).

Os prostanoides sdo produtos da biotransformacao do &cido araquidénico pela via
da ciclo-oxigenase, eles podem ser as prostaglandinas, o tromboxano (TXAZ2) ou a prostaciclina
(PGI2), sendo esse ultimo um potente vasodilatador e inibidor da agregacdo plaquetaria
produzido nas células endoteliais (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014). A ativacdo dos
receptores de prostaciclina nas células musculares lisas provoca ativacdo da enzima adenilato
ciclase, levando a um aumento do monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). O aumento dos
niveis de AMPc causa uma estimulacdo da proteina quinase A (PKA), que tem atividade similar
a PKG, causando uma saida do célcio intracelular, inibindo a maquinaria contrétil
(BATLOUNI, 2001; KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

Assim, o relaxamento do musculo liso é resultado desta diminuicao da concentracao
de Ca?* intracelular e do aumento da atividade da miosina fosfatase de cadeia leve (MLCP),
responsavel pela desfosforilacdo da cadeia leve de miosina 20 (MLC20) e a consequente perda
da interacdo entre a actina e a miosina com atenuacao do ciclo de pontes cruzadas (PFITZER,
2001; SOMLYO; SOMLYO, 2003). Diferentes agentes farmacoldgicos podem inibir, direta ou
indiretamente, a entrada celular de Ca?* por meio de hiperpolarizagdo através dos VDCCs; ou

aumentar a concentragdo intracelular de nucleotideos ciclicos (AKATA, 2007a, 2007b).

1.5 Oxido Nitrico
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A importancia do NO esta em diversos 6rgéos, além de ser considerado protetor do
organismo contra doencas infecciosas, atua como um fator relaxante derivado do endotélio
(GAWRYS et al., 2020). O processo para a geracdo enzimatica de NO depende de qual
isoforma de NOS esta sendo estimulada. Dessa forma, as isoformas constitutivas sdo a NOS |
ou nNOS, que é a forma neuronal, e a NOS 11l ou eNOS, que, primariamente, foi descoberta no
endotélio. Enquanto isso, a NOS Il ou iNOS ¢ a forma induzivel, na qual a producdo do NO
ocorre quando ha estimulo infeccioso/inflamatério, conforme relatado anteriormente (JESUS,
2019).

O gés NO ¢ um radical livre, com uma meia vida de menos de 1 segundo. Durante
essa meia vida, o NO pode doar ou receber elétrons, participando de sinalizacdes intra- e
extracelular de diversos processos fisiologicos, por exemplo, na angiogénese, agregacdo
plaquetaria, inflamacdo, neurotransmissdo e, principalmente, na regulacdo da funcéo
cardiovascular (Ignarro et al., 1987; Chiesa et al., 2018)

A sintese de NO derivado do endotélio ocorre apds a ligagdo da ACh aos receptores
muscarinicos M3 acoplados a proteina Gq, o que resultard na formacdo dos segundos
mensageiros diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). Esse ultimo € capaz de ativar
receptores de IP3 na membrana do reticulo endoplasmatico, estimulando a liberagdo de calcio
(Ca?") ao citosol, o qual estimula a atividade da eNOS (VANHOUTTE et al., 1989; Pollock et
al., 1991). Em geral, as NOS utilizam o aminoacido L-arginina e oxigénio molecular para a
sintese do NO, gerando L- citrulina como subproduto (Palmer et al., 1988; Leone et al., 1991).
Dentre outras a¢fes, 0 NO ira ativar a enzima guanilato ciclase soltuvel (sGC), um heterodimero
presente na musculatura lisa vascular e que possui em sua estrutura duas subunidades: aa e a
B, bem como um grupo heme adicional. A enzima, quando ativada pelo NO, apos a ligacado
desse ao ferro II (Fe2+) do grupo heme localizado na subunidade B1, passa a ter a funcdo de
catalisar a formacdo do segundo mensageiro monofosfato de guanosina ciclico (GMPc).

Portanto, com aumento dos niveis de GMPc, ocorrem a ativacdo e 0 aumento da atividade da
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proteina quinase (PKG)- dependente de GMPc e, consequentemente, a fosforilacdo da
fosfoproteina estimulada por vasodilatador (do inglés, vasodilator stimulated phosphoprotein,
VASP). Essa cascata de transdugdo tem como resultado a diminuico da concentracio de Ca®*
intracelular devido & diminuicdo do influxo de Ca?*, a captacdo de Ca?* pelo reticulo
sarcoplasmatico, ou aumento da extrusdo de Ca?" através da membrana celular. Assim, no
ocorrendo a formagdo do complexo Ca**-CAM (calmodulina), sendo insuficiente para a
ativacdo da cadeia leve de miosina fosforilada. Dessa forma, a baixa atividade da ATPase torna
a contracao inibida, causando o relaxamento vascular (DERBYSHIRE, MARLETTA, 2012;
SUTHERLAND, WALSH, 2012).

A importancia da via NO-sGC-GMPc na vasodilatacdo e regulacdo da pressao
sanguinea estd bem evidenciada. Estudos mostram que a atividade da sGC pode ser regulada
por diversos fatores, dentre eles as moléculas oxidantes (Zhao et al., 2000; Chester et al., 2011;
Zhou et al., 2016). J& é conhecido que as espeécies reativas, por exemplo, o radical livre O,
podem agir diretamente na diminuicdo da biodisponibilidade do NO devido a formacao de
peroxinitrito e, assim, prejudicar a producdo de GMPc e os efeitos vasodilatadores (Herrera et
al., 2011). Outra maneira de a enzima sGC se tornar insensivel ao NO € por meio dos residuos
de cisteina que estdo relacionados a perda da atividade da enzima sGC, através da oxidacdo de
tiois nas regides Cys-78 e Cys-122 na subunidade B1 da enzima sGC. Consequentemente, ndo
hé a ativacdo completa da sGC ao NO, devido a alteracdo conformacional da enzima (JESUS,

2019; MARON et al., 2009; FERNHOFF et al., 2012).

1.6 Metalofarmacos

Metalofarmaco é um farmaco que contém metal na sua composi¢do. O campo dos
metalofarmacos na quimica inorganica medicinal cresceu constantemente nos ultimos 50 anos,
com o grande avanco da area novas terapias e drogas estdo sendo Uteis para o tratamento de

diversas doencas cardiovasculares (MJOS; ORVIG, 2014).
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Os metalofarmacos para o tratamento de doencas cardiovasculares tém como foco
a regulacdo do oOxido nitrico (NO) e do dioxigénio (O2) nos vasos sanguineos (SILVEIRA,
2019). A vasodilatacdo, o alargamento dos vasos sanguineos, aumenta o fluxo sanguineo no
corpo. O Oxido nitrico pode ser usado terapeuticamente para ajustar a vasodilatacdo. O
nitroprussiato de sodio, Naz[Fe(CN)sNO]-2H2O (SNP, Nitropress), diminui rapidamente a
pressdo arterial e a resisténcia periférica total (TINKER et al., 1979; MJOS; ORVIG, 2014).
Uma desvantagem de SNP ¢ o fato de, em paralelo com o NO, cianeto toxico (CN-) também é
libertado para o sistema sanguineo. Novos complexos de coordenacdo de NO de ruténio
(PEREIRA et al., 2011) e complexos de ferro fotoativos (WECKSLER et al., 2007) podem
eventualmente superar este efeito colateral indesejado, e complexos de doadores de NO de
ruténio também tém sido explorados para o tratamento de doencas parasitarias (DA SILVA et
al., 2017). Em algumas condic¢es médicas, como a sindrome do choque toxico (SST), a pressdo
arterial esta extremamente baixa e precisa ser aumentada rapidamente para estabilizar o
paciente. Aqui, complexos metalicos que absorvem o excesso de NO de maneira rapida podem
ser uteis (CAMERON et al., 2013).

O oxigénio é essencial para a nossa sobrevivéncia, mas falhas no processamento do
O2 podem levar a formag&o do anion superdxido (O2-¢) ou hiperoxila (HO2¢) em regides acidas.
Tanto 0 O2-+ quanto o HO2* sdo altamente prejudiciais aos lipidios da membrana, aos tecidos e
ao DNA. Para evitar qualquer uma das reacdes em cadeia prejudiciais, as superdxido-
dismutases (SODs) controlam e limitam cuidadosamente os niveis de Oz-¢ nas células,
desproporcionando-o cataliticamente em oxigénio molecular e perdxido de hidrogénio, sendo
o0 Ultimo ainda mais desproporcional a &gua e ao oxigénio molecular pela glutationa peroxidase
ou catalase (MJOS; ORVIG, 2014). Trés tipos dessas metaloenzimas de primeira linha de
defesa foram caracterizados: duas isoformas de CuSOD/ZnSOD estdo localizadas
intracelularmente no citoplasma e nacleo (SOD1) ou extracelularmente (ECSOD, SOD3),

enguanto MnSOD (SOD2) atua no mitocondrias e parece ser o SOD mais critico para 0s
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mamiferos (CLOVHARY et al., 2010). No entanto, em casos de doenca ou trauma, a producdo
de especies de superoxidos prejudiciais pode aumentar acima da capacidade dos SODs
alocaveis para impor a dismutacéo.

Nesses casos de estresse oxidativo extremo, os metalofarmacos que mimetizam a
SOD podem auxiliar na defesa autoimune do corpo no desarmamento de espécies de
superdxidos. Macrociclos de porfirinas, ftalocianinas, porfirzinas, bem como poliaminas
ciclicas e coordenadas a ferro (1), cobre (1) e manganés (I1) tém sido amplamente estudados
como imitadores de SOD (MJOS; ORVIG, 2014). Em comparacdo com cobre (1) e ferro (1),
0s macrociclos de manganés (1) parecem menos frageis porque efeitos colaterais toxicos, como
formacédo de radical ou quimica de Fenton a partir de ions de ferro ou cobre "livres™, ndo foram
observados para 0 manganés, e a toxicidade geral dos macrociclos de manganés (I1) é menor
em comparagdo com as formas aquaticas livres de manganés (BATNIC-HABERLE et al.,

2010).

1.7 Complexos de ruténio

Os ions metalicos desempenham papéis importantes nos processos bioldgicos, e o
campo do conhecimento relacionado com a aplicacdo da quimica inorganica a terapia ou
diagnostico de doencas é a quimica inorganica medicinal (MJOS; ORVIG, 2014). Os
compostos de ruténio contendo 6xido de nitrogénio como um de seus ligantes, geralmente
existem como espécies hexacoordenadas. Estudos sobre tais complexos de ruténio envolvem
principalmente a reatividade dos ligantes de 6xido de nitrogénio coordenados, que incluem
propriedades redox, reatividade fotoquimica e aspectos cinéticos (de LIMA et al., 2014).

Dessa forma, complexos baseados em ruténio tém aplicacfes médicas potenciais,
sobretudo para o tratamento de doencas cardiovasculares (CLARKE, 2002). Além disso,
desenvolvimento de RUNO representa uma estratégia para reduzir possiveis efeitos secundarios

e citotoxicidade de agentes exdgenos dadores de NO. A menor toxicidade desses compostos
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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), antineoplasica
(LEVINA; MITRA; LAY, 2009), imunossupressora (NEWCOMB et al., 2003) e antitumoral
(Lin et al., 2018). 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 condicdes
fisioldgicas, atribuida a liberacdo de NO, incluindo a ativacdo de sGC e de canais para K*, que
por sua vez levam a diminuicdo da concentracio de Ca?* no citosol e relaxamento da aorta
(LUNARDI et al., 2007; LUNARDI; da SILVA; BENDHACK et al., 2009; PEREIRA et al.,
2011). Além desses, outros trabalhos vém avaliando a interacéo da via sSGC-cGMP como efeito
da vasodilatacdo por metalocomposto contendo grupos imidazdlicos e doadores de NO-

(LUNARDI et al., 2007; SILVEIRA et al., 2019).

1.8 Biologia computacional

1.8.1 Redes bioldgicas de interacao

A definicdo de Biologia Sistémica (também conhecida como Biologia de Sistemas)
envolve o estudo de redes génicas, proteicas, metabdlicas e assim por diante, de modo a
compreender os principios de funcionamento de sistemas bioldgicos complexos. Esses estudos
podem focar tanto em pequenos subcircuitos de uma rede de sinalizagdo ou em redes em larga
escala, formadas por proteomas inteiros, gerando uma quantidade massiva de dados que s6 pode
ser analisada, em um tempo plausivel, atraves de ferramentas biocomputacionais. A Biologia

de Sistemas comega com um fenémeno bioldgico complexo, visando um arcabougo explicativo
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simples e 16gico, evidenciando 0 mecanismo por tras da ocorréncia dos eventos que compdem
o fendmeno estudado, de modo a gerar um conjunto de dados capaz de descrever processos
bioldgicos e identificar interacbes entre seus componentes (MILANI, 2014). Um exemplo de

rede de interacdo proteina-proteina € exibido na figura 3.

Figura 3 - Representacdo grafica de um Interactoma pela plataforma Cytoscape.
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Fonte: O autor, 2021.

Como tal, as redes de proteinas sédo ideais para servir como andaimes ou filtros para
integracdo de dados adicional, para visualizacdo e para descoberta molecular. Eles sdo
essenciais para as ciéncias da vida modernas: redes de proteinas sdo usadas para aumentar o
poder de descoberta de conjuntos de dados complexos por 'suavizagdo de rede' (CUN;
FROHLINCH, 2013; HOFREE et al., 2013), ajudam a definir a eficiéncia de medicamentos
por 'medidas de proximidade entre drogas e doencas' baseadas em rede (GUNEY et al., 2016),

ajudam a interpretar os resultados das telas de associacdo do genoma (HILLENMEYER et al.,
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2016; LEE et al., 2011) e permitem a descoberta de novos atores moleculares por meio do
conceito de ‘culpa por associacdo' (FURLONG, 2013; TIAN et al., 2008).

Para cada associacdo proteina-proteina armazenada em uma rede bioldgica de
sistemas, uma pontuacédo é fornecida. Essas pontuacdes (ou seja, 0s 'pesos de borda' em cada
rede) representam pontuacfes de confianca e sdo escaladas entre zero e um. Eles indicam a
probabilidade estimada de que uma determinada interacdo seja biologicamente significativa,
especifica e reproduzivel, dadas as evidéncias de apoio (SZKLARCZYK et al., 2017).

A ferramenta Cytoscape (SHANNON et al., 2011) permite a visualizacdo de redes
bioldgicas e a integracdo de dados a essas redes. Cada rede pode ser constituida por itens como
genes, proteinas, células, pacientes etc. Cada item é representado por um no e as interacdes
entre elas sdo representadas por arestas. Dados externos podem ser integrados a cada no e aresta
através de atributos, que mapeiam informacgdes como niveis de expressdo génica ou funcdes
proteicas. Os valores de atributos podem ser usados para controlar aspectos visuais dos nos e
arestas (ex.: formato, cor, tamanho etc.), a0 mesmo tempo em que permitem buscas complexas,
0 estabelecimento de filtros e outras analises (MILANI, 2014).

O recurso STRING (SZKLARCZYK et al., 2019), acrénimo de Search Tool for the
Retrieval of Interacting Genes/Proteins, € um banco de dados que generaliza o acesso a
informacdo sobre interacdes entre proteinas, integrando interacdes conhecidas e preditas
oriundas de diversos bancos de dados de Biologia Molecular. Ao receber uma proteina ou um
conjunto delas como input, o STRING busca pelas relacbes documentadas presentes em seu
banco de dados. O resultado oferecido € um mapa contendo ‘n6s’ representando a(s) proteina(s)
de interesse e algumas proteinas com as quais existem relagdes estabelecidas, estas ultimas
representadas por tracos unindo os nos. Cada trago possui uma cor especifica, indicando a
natureza da interacdo, que pode ser uma ou mais dentre as seguintes: fusbes génicas;
coocorréncia entre genomas; co-expressao; conjunto de dados experimentais/bioquimicos;

associagcdo em bancos de dados curados; presenca em resumos do PubMed (MILANI, 2014).
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1.8.2 ADMET

Durante os processos de descoberta e desenvolvimento de drogas que consomem
tempo e recursos, um grande nimero de estruturas moleculares é avaliado de acordo com
pardmetros muito diversos, a fim de orientar a sele¢do de quais produtos quimicos sintetizar,
testar e promover, com o objetivo final de identificar aqueles com a melhor chance de se tornar
um medicamento eficaz para os pacientes (DAHLIN et al., 2015). As moléculas devem
apresentar alta atividade bioldgica juntamente com baixa toxicidade. Igualmente importante é
0 acesso e a concentracdo no alvo terapéutico do organismo. A maneira tradicional de
considerar a farmacocinética (ou seja, o destino de um composto terapéutico no organismo) é
decompor os varios efeitos que afetam o acesso ao alvo em parametros individuais (DAINA et
al., 2017).

A identificacdo de caracteristicas de absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecéo
e toxicidade (ADMET) desempenha um papel vital em todas as fases de descoberta e
desenvolvimento de farmacos (GUAN et al., 2019). Modelos in silico relacionados a ADMET
sdo comumente usados para fornecer uma triagem rapida e preliminar das propriedades
cinéticas de alguma molécula antes que 0os compostos sejam investigados in vitro. A maioria
das falhas em ensaios clinicos sdo devidos a problemas de ADMET e ndo de eficicia (DONG
etal., 2018). A toxicidade continua sendo um grande obstaculo, com uma taxa de perda de 40%
entre os novos compostos identificados (SCHYMAN et al., 2017).

Atualmente, existem varias ferramentas computacionais gratuitas e comerciais para
prever propriedades ADMET (EKINS; MESTRES; TESTA, 2007). Essas ferramentas séo
capazes de prever propriedades fisico-quimicas, permeabilidade gastrointestinal,
permeabilidade da barreira hematoencefélica, ligacdo a proteinas plasmaticas, afinidade por

proteinas transportadoras, depuracdo metabdlica, potencial para inibir ou induzir enzimas



37

metabolizadoras de drogas (especialmente CYPS) e geracdo de metabdlitos reativos (RAUNIO,
2011).

A ferramenta da web SwissADME é um sistema altamente eficaz na predicao
ADME de diversas moléculas que tem acesso gratuito a um conjunto de modelos preditivos
rapidos, porém robustos, para propriedades fisico-quimicas, farmacocinética, semelhanca com
drogas e compatibilidade com a quimica medicinal, entre os quais métodos proficientes
internos, como o BOILED-Egg, iLOGP e Radar de Biodisponibilidade (DAINA et al., 2017).

Nos Gltimos anos e décadas, muitos métodos bioldgicos foram desenvolvidos para
testar a toxicidade potencial de compostos quimicos, incluindo ensaios bioquimicos, ensaios
celulares e sistemas de 6rgdos modelos. Destes modelos, o eMolTox foi um servidor web
desenvolvido que esta disponivel publicamente para predicdo de diferentes tipos de endpoints
toxicos a partir de dados experimentais in vitro/in vivo relacionados a toxicologia e analise de
subestrutura toxica (CHANGGE et al., 2018). Outro modelo de destaque esta o ProTox-11, um
servico web que incorpora similaridade molecular, farmacoforos, propensdes de fragmentos e
modelos de aprendizado de maquina para a previsdo de varios endpoints de toxicidade; tais
como toxicidade aguda, hepatotoxicidade, citotoxicidade, carcinogenicidade, mutagenicidade,
imunotoxicidade, vias de resultados adversos (Tox21) e alvos de toxicidade (BANERJEE et

al., 2018).

1.8.3 Docking molecular

Os métodos de docking molecular, a partir de algoritmos de busca, nos fornecem o
“encaixe” ou interacao entre o receptor € o ligante, que sdo avaliadas a partir de uma fungao
escore, que ira ordenar e ranquear todas as conformac@es obtidas, da melhor a pior interacao
(SERRANO et al., 2020). Considerado um modelo in silico, ele permite a identificacdo de
novos compostos de interesse terapéutico, simulando e prevendo interacdes entre ligante e alvo

(Figura 4). Este processo é geralmente realizado primeiro prevendo a orientagcdo molecular de
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um ligante dentro de um receptor, e entdo estimando sua complementaridade atraves do uso de
uma funcdo de pontuacdo por de diversos calculos algoritmos (PINZI; RASTELLI, 2019).
Esses algoritmos de acoplamento molecular executam previsGes quantitativas de energia de
ligacdo, fornecendo classificacdes de compostos acoplados com base na afinidade de ligagédo
dos complexos ligante-receptor (FERREIRA et al., 2015).

As etapas do docking molecular, consistem na preparacdo da estrutura 3D da
proteina-alvo, na preparacdo dos ligantes, na estimativa da energia de ligacdo do complexo
proteina-ligante e na analise dos resultados (TRIPATH; KRISHNA, 2017). O esquema geral

das etapas desta metodologia esta ilustrado na Figura 4.

Figura 4 - Fluxograma dos processos envolvidos no docking molecular.
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As simulagdes de docking requerem dois métodos bésicos: um método de busca
para explorar o espaco conformacional disponivel para o sistema e um campo de forca para
avaliar a energia de cada conformacdo (HUEY et al., 2007). Diversas ferramentas online
permitem a realizacdo dessas simulagdes de acoplamento, como o pacote Autodock (tools, Vina

e 4.2), Discovery Studio e GLIDE. Atualmente, existem diversas metodologias e pacotes
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disponiveis para estudos de docking que fornecem predi¢fes, com bom desempenho e rapidez,
além de baixo custo computacional (SILVA, 2019).

O espaco conformacional do docking disponivel para o sistema é definido pelo
mapa de Grid, que se constitui de um conjunto tridimensional de pontos regularmente
espacados, centrados no local do sitio ativo da enzima, onde cada ponto dentro do mapa de grid
armazena a energia potencial de um atomo de sonda ou grupo funcional naquela posicédo
particular (MORRIS et al., 1996). O autogrid, programa utilizado pelo autodock para definir
0s mapas de grid é bastante Gtil, definindo a regido da proteina a ser analisada quando ocorrer
a interacdo do ligante e a macromolécula (MORRIS et al.,1996).

O campo de forca é avaliado atraves de pontuacfes das interacdes calculadas em
funcdo da energia livre de ligacdo, composta por termos de energia termodinamicamente
significativos, ou seja, termo de energia intermolecular e termo de energia de torcdo. O termo
de energia de ligacdo intermolecular inclui as contribuices da interacdo de van der Waals,
ligacGes de hidrogénio, potencial eletrostatico e energia de dessolvatacao na interacao proteina-
ligante (HUEY et al., 2007). O termo energia de torcdo incorpora a energia livre liberada
devido as ligacOes rotacionais presentes no ligante (SRIRAMULLU; WU; LEE, 2020).

O pacote AutoDock, um dos softwares mais utilizados no ramo, dispde de um
algoritmo genético Lamarckiano, que utiliza de um modelo fisico aproximado para avaliar as
possiveis conformacdes do complexo proteina-ligante. Este utiliza o método de grid no qual
uma regido determinada previamente é construida, onde em cada ponto, sdo pré-calculadas e
armazenadas as interacOes repulsivas e atrativas, que serdo utilizadas no célculo final da energia
de interacdo entre o ligante e o receptor. A conformagdo com melhor interacdo, ou seja, que
apresenta o menor valor de escore de energia de ligacdo, € 0 modo de interagdo preferencial

deste ligante no receptor alvo estudado (SILVA et al., 2019).

1.9 Justificativa
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Os complexos de ruténio desempenham uma importancia significativa nos
processos bioldgicos, assim como, correlagdo com a aplicacdo da quimica inorganica a
tratamento de doencas cardiovasculares. Em virtude dos efeitos farmacoldgicos destes
compostos sobre o sistema cardiovascular e suas acdes estimulantes de guanilato ciclase, vias
eNOS e via PKG, essa classe de moléculas organometalicas se tornou um instigante foco de
pesquisas para este estudo. Quando se compara os complexos de ruténio com outras substancias
que tem efeito vasorrelaxantes, percebe-se que estes tém inimeras vantagens, tais como; ser
uma molécula de estrutura quimica de facil compreensao, de baixa toxicidade, de acessibilidade
para sintese inorganica, além de apresentar possibilidades relativamente faceis de modificacao
molecular estrutural para aquisi¢do de novos compostos, como foi o caso da estrutura foco deste
estudo, a FOR611A.

Com base no exposto apresentado, torna-se bastante relevante o estudo da molécula
FOR611A como potencial promissora substancia de acéo vasorrelaxante. Traz-se a hipdtese de
que adicdo quimica estrutural dos compostos organicos imidazolicos e 0 NO2 no atomo central
do ruténio possa melhorar estabilidade molecular, e 0 aumento da afinidade molecular pelas
proteinas das vias bioldgicas responsaveis pela contracdo vascular, melhorando dessa forma
seu potencial farmacolégico.

A avaliacdo dos processos moleculares envolvidos nas vias de relaxamento vascular
por biologia computacional, especificamente a utilizacdo das técnicas de ADMET, docking
molecular e biologia de sistemas, resultara dados promissores de entendimento molecular
desses efeitos bioldgicos. Portanto, estudar as relagcBes estrutura-atividade dessa molécula
aliada ao padréo estrutural faz-se muito relevante, sobretudo pelo fato de serem candidatas
potenciais mecanismos organometalicos nunca observados por essas vias.

Assim, almeja-se que esse composto possa ser util para um potencial
desenvolvimento de medicamento para o tratamento de doengas cardiovasculares,

configurando-se como uma classe nova de medicamentos distinta das que o Brasil dispde
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atualmente para essas doencas. Possivelmente também, medicamentos Uteis para outros agravos
a saude, tais como; disfuncdo erétil, arteriosclerose, infarto do miocéardio, trombose, dentre

outros.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos vasculares do composto de FOR611A em preparacdes de aorta

isolada de ratos normotensos, assim como seu potencial de vasodilatag&o.

2.2 Objetivos especificos

Investigar a participacdo do endotélio no efeito vasorrelaxante do FOR611A.

e Investigar o possivel mecanismo de acdo do FOR611A mediante a bloqueadores
farmacoldgicos de vias conhecidas.

e Compreender o funcionamento protebmico e molecular das redes de interacdes
bioldgicas da vasodilatacdo por biologia de sistemas.

e Caracterizar o perfil farmacocinetico da estrutura de FOR611A por avaliagdo ADMET.

e Identificar os alvos de interacdo do FORG611A através da avaliagdo de docking

molecular.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais de estudo

Para o presente trabalho, foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) da linhagem
Wistar, machos, com idade variando entre 14 e 17 semanas, pesando entre 200 e 250 gramas,
provenientes do biotério do Ndcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da
Universidade Federal do Ceara (NPDM-UFC). Os animais ficaram alojados no biotério do
NPDM-UFC durante todo o periodo do estudo e foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12
horas, com temperatura média de 25°C, em gaiolas coletivas (3/4 ratos por gaiola de

polipropileno) com racao e agua fornecidas ad libitum.

3.2 Local de realizacdo do estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Toxinologia e no Laboratério de
Farmacologia Pré-clinica (LFPC) integrantes do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos (NPDM) — Faculdade de Medicina — Universidade Federal do Ceara (UFC), em
Fortaleza - Ceara, o qual possuem infraestrutura necessaria para realizacdo de todos 0s

experimentos.

3.3 Aspectos éticos

A proposta do projeto intitulado como "AVALIACAO IN SILICO E EX VIVO DO
EFEITO VASORRELAXANTE DE UM NOVO COMPLEXO DE RUTENIO (FOR611A)
EM ANEIS DE AORTA ISOLADOS DE RATOS WISTAR SADIOS" foi submetido a
Comisséo de Etica no Uso de Animais do NPDM (CEUA-NPDM) e aprovado sob protocolo n°

04090221-0 (ANEXO A). Neste estudo, foram seguidas as normas de boas préaticas indicadas
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para a realizacdo de pesquisas que envolvem o uso de animais experimentais de acordo com o

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.4 Solucgdes e farmacos
3.4.1 Obtencéo do FOR611A

Nessa pesquisa foi utilizado o metalocomposto cis-[Ru(phen)2(2-MIM)(NO2)]*
denominado FORG611A (Figura 5) que foi sintetizado e gentilmente cedido pelo grupo de
pesquisa Bioinorganica do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC, sob

Coordenacdo do Prof. Dr. Luiz Gonzaga de Franca Lopes.

Figura 5 - Estrutura da molécula de FOR611A.
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Fonte: O autor, 2021.

Com o objetivo de tornar tecido viavel durante todo o experimento, a solucéo de
Krebs-Henseleit foi utilizada para fins deste trabalho (BAILEY; ONG, 1978). Foi utilizado a

solucéo de Krebs-Henseleit modificada (NaCl: 118,0; KCI: 4,7; KH2POa4: 1,2; MgS04.7H20:
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1,2; NaHCOs: 25,0; CaCl2: 2,5 e Glicose: 11,1) com concentragdes expressadas mmol/L e pH
7,4 (KHANNA et al., 2011). Todos os regentes utilizados no estudo foram obtidos da empresa

Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA).

3.4.3 Farmacos e outras substancias

Agua destilada (99%) e dimetilsulfoxido (DMSO) (1%) foram utilizados para
solubilizar o composto do FOR611A para formacgédo de uma solu¢gdo mée para uso em todos 0s
ensaios.

Outros farmacos utilizados neste estudo foram fenilefrina, acetilcolina, cloreto de
potassio, Nw-Nitro-L-arginina metil-éster (L-NAME), hidroxocobalamina, L-cisteina, 1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona  (ODQ), tetraetilamdnio, glibenclamida, 4-
aminopiridina e cloreto de béario utilizados, todos com grau de pureza analitica, foram
adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA). As principais funcfes destas substancias

sdo exibidas na tabela 1.

Tabela 1 - fArmacos utilizados no trabalho e funcdes.

Farmacos Funcéo/Descricao
4-Aminopiridina Bloqueador seletivo de canais KV.
Acetilcolina Agonista colinérgico.

Bloqueio seletivo dos canais de potassio retificadores de
Cloreto de bario

entrada
Cloreto de potassio Vasoconstrigdo por despolarizacdo de membrana
Fenilefrina Agonista al-adrenérgico.
Glibenclamida Bloqueador seletivo de canais KA,

Hidroxocobalamina Sequestrador de NO radicalar (NO®)
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L-Cisteina Sequestrador seletivo de ions nitroxil (NO")
L-NAME Inibidor ndo-seletivo da enzima NOS
ODQ Inibidor da enzima sGC
Tetraetilamonio Bloqueador nédo-seletivo dos canais para K +

Fonte: O autor, 2021.

3.5 Modelo experimental

Os animais foram anestesiados (via intraperitoneal) com Cetamina (90 mg/kg) e
Xilazina (10 mg/kg) e, posteriormente, eutanasiados por exsanguinagdo mediante incisdo dos
vasos cervicais. Os tecidos dérmicos e musculares toracicos foram seccionados com tesoura
cirdrgica a partir da porcao distal esternal até o segundo espaco intercostal. O arco costal
(gradil) foi incidido em toda a sua extenséo pelos lados esquerdo e direito na face ventral do
torax, do nivel proximo ao diafragma até o segundo espaco intercostal, assim sendo rebatido na
direcdo superior do animal (cranio). Uma vez expostos 0s 6rgdos toracicos, a veia cava caudal
e o0 esofago foram ocluidos com pincas hemostaticas curvas de Halsted em suas extensfes
proximais e discretamente distais ao diafragma, sendo seccionados medialmente e rebatidos em
direcdo cranial. Assim, artéria aorta foi exposta, a qual foi seccionada e removida com tesoura
em toda a sua extensdo até a crossa adrtica. O fragmento da aorta toracica removido foi mantido
em placa de Petri com base de espuma vinilica acetinada preto (para melhor manuseio e
visualizagdo), ap0s imersa na solucdo de Krebs-Henseleit a temperatura ambiente, retirou-se o
tecido conectivo exterior com tesoura Noyes. Ap0Os a remocao, a artéria foi divida em 4 anéis
de + 5 mm de comprimento, descartando os fragmentos menores de cada extremidade. Os anéis
foram colocados em duas pecas triangulares de fio de ago (0,3 mm de didmetro) conectadas por
um fio de algoddo néo-elastico a um gancho metalico. Para as etapas de experimento de anéis
sem endotélio, o0 mesmo foi removido com uma friccdo com as pec¢as metalicas triangulares e

base da placa de Petri, exemplo de rolagem (15-20 vezes).
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Os ganchos metalicos com os anéis de aorta foram levados ao sistema de banho de
Orgdos e posicionados com uma das extremidades fixada a uma haste metalica e a outra
conectada a um sensor de pressdo por um gancho metalico preso ao fio de algoddo que segura
as aortas, em cubas organicas de capacidade de 10 mL preenchidas com Krebs-Henseleit,
aeradas com gas carbogéneo 95% de oxigénio (O2) e 5% de didxido de carbono (CO2) e

mantidas no sistema a 37 °C. O sistema é mostrado na figura 6.

Figura 6: Esqguema do sistema da cuba para 6rgdo isolado utilizado para os testes de

contratilidade de anéis de aorta.

".'- Transdutor de tensdo

.y
IR\

Saida de excedente

Haste de sustentacdo

—

——— Anel de Aorta isolada

°
o -]
oO
o o

Valvula de saida inferior
Carbogénio

Fonte: Autor, 2021.

A tensdo dos aparelhos eletroeletrénicos dos experimentos foi medida por um
transdutor de tenséo (Force Transducer, MLT0201, ADInstruments, Espanha), cujo sinal foi
amplificado (Quad Bridge Amp, ML224, ADInstruments, Australia) e transmitido a um

conversor analdgicodigital (Power Lab®, ML8661P, 4130, ADInstruments, Australia). Os
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dados do conversor foram movidos para 0 computador para registro temporal da tensdo pelo

software LabChart® 8.0.1 em sistema Windows 7, (ADInstruments, Australia).

3.6 Estabilizacéo e teste de viabilidade

Apos o ajuste dos fragmentos de aorta no sistema de banho de 6rgéaos foi necessaria
uma estabilizagc&o de 60 min com reposicao da solucéo de Krebs-Henseleit das cubas a cada 15
min. Neste periodo a tensdo basal foi monitorada e ajustada para 10mN (KHANNA et al.,
2011). Apds o periodo de estabilizagdo, cada anel de aorta foi testado quanto a sua viabilidade
(YILDIZ et al., 2015). Para avaliar a viabilidade do tecido no inicio dos experimentos, as
preparacOes isoladas foram expostas a solugdo com 200 pL de KCI até que fossem obtidas a
resposta de aproximadamente 75% de contrabilidade, avaliagdes da contratilidade méxima
responsavel pelo aumento hipertdnico da concentracdo de K* (CHEN et al., 2009). Em seguida,
cada anel foi lavado cinco vezes com solucdo de Krebs-Henseleit (KH) cinco vezes. Apds 5
min, foi realizado a avaliacdo da viabilidade endotelial, no qual ocorreu contracdo com
fenilefrina (PHE, 0,1 umol/L), seguida da avaliacdo do relaxamento pela acetilcolina (ACh, 1
pmol/L) nas cubas (BONAVENTURA et al., 2011). Foram consideradas preparagdes com
endotélio integro vidveis aquelas que, com a adicdo da acetilcolina, apresentaram relaxamento
maior ou igual a 80% do valor de contracdo (ROCHA, 2018). Apds os testes de viabilidade
tecidual (figura 7), os segmentos foram lavados cinco vezes novamente e entdo, iniciado todos

0s protocolos experimentais.

Figura 7 - Processo esquematico do teste de viabilidade tecidual.

5 Lavagens KH ACH 1 pmo| 5 Lavagens KH
I 4

PHE 0,1 pmol/L

KCl 60 mmeol/L
\

Fonte: O autor, 2021.
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3.7 Avaliacéo do Potencial Vasorrelaxante de FOR611A em anéis com endotélio

A avaliacdo do efeito vasorrelaxante do complexo de ruténio FOR611A em anéis
de artéria aorta foi obtido pela exposicdo em endotélio integro no sistema banho de 6rgdos. Os
grupos foram divididos em contraidos com PHE (1 umol/L) e contraidos com KCI (60 mmol/L).
Em cada grupo foi utilizado como controle negativo DMSO (n = 6), como controle positivo
SNP (0,001 a 30 pmol/L) (n = 6) e FOR611A (0,001 a 30 pumol/L) (n = 6) para avaliagdo. A

figura 8 mostra o processo esquematico deste ensaio.

Figura 8 - Processo esquematico do protocolo para a acéo vasodilatadora inicial do complexo

de ruténio FOR611A e controles (SNP e DMSO).

5 Lavagens KH ACH1pmol/L  5Lavagens KH
T o
-
FOR0611A

PHE 1 pmol/L SNP
Ou KCl 60 mmol/L | DMSO

PHE 0,1 pmol/L

KCl 60 mmol/fL \ \ \

Fonte: Adaptado de SILVEIRA, 2019.

3.8 Avaliacdo do Potencial Vasorrelaxante de FOR611A em anéis sem endotélio

A avaliagdo do potencial vasorrelaxante do composto de FOR611A em anéis de
aorta desprovidos de endotélio foi baseado em 2 grupos, um contraido com PHE (1 pmol/L) e
0 outro contraido com KCI (60 mmol/L). Em cada grupo foi utilizado como controle negativo
DMSO (n = 6), como controle positivo SNP (0,001 a 30 umol/L) (n = 6) e FOR611A (0,001 a

30 pumol/L) (n = 6) para avaliacdo. A adi¢do dos compostos na cuba foi baseada na figura 8.

3.9 Caracterizacdo do Possivel Mecanismo de A¢do do FOR611A
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Nesta fase de experimentos, foi realizada as preparagcdes dos anéis de aorta para
canais de potassio e bloqueadores da via do NO™ (n = 6 de aorta, para cada bloqueador). Apds
0 teste estabilidade e viabilidade, os anéis foram preparados durante 30 min usando diferentes
antagonistas/bloqueadores farmacoldgicos: L-NAME (100 pmol/L), ODQ (10 pmol/L),
tetraetilamonio (blogueador ndo-seletivo dos canais para K*; 10 mmol/L), Cloreto de bario (10
pumol/L), Hidroxocobalamina (100 pmol/L), 4-aminopiridina (1 mmol/L), glibenclamida (10
pumol/L), L-Cisteina (100 umol/L) (RAMESHRAD et al., 2016; BONAVENTURA et al.,
2006; PINO; FEELISCH, 1994). Apo6s os 30 minutos, foi realizado a pré-contragdo com

fenilefrina 1 umol/L. A execuc¢éo do protocolo € exibida na figura 9.

Figura 9 - Processo esquematico do protocolo para caracterizacdo do mecanismo de acéo

vasodilatadora do FOR611A.

5 Lavagens KH ACH 1 pmol/L 5 Lavagens KH
W »
F

PHE 1 pmol/L FOROG11A
Ou KCI 60 mmol/L

PHE 0,1 pmol/L

KCl 60 mmol/L Bloqueaderes (30 min)
N N o

Fonte: Adaptado de SILVEIRA, 2019.

3.10 ADMET

As estruturas 2D do composto quimico de FOR611A foram otimizadas e
selecionadas para o metabolismo da droga e caracteristicas farmacocinéticas usando o ADME,
disponivel no servico SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php). Estes incluem
avalicdo das propriedades fisico-quimicas, semelhanga com drogas, quimica medicinal,
solubilidade aquosa (em agua a 25 ° C), absorcdo intestinal humana, capacidade de transporte
através da barreira hematoencefélica (BBB), afinidade de ligacdo as proteinas plasmaticas
(PPB), ligagdo com citocromo P450 familia 2, subfamilia D membro 6 (CYP2D6) e a regra de

Lipinski’s (ZHOU et al., 2016). A predigéo de toxicidade foi avaliada por meio das ferramentas
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de previsdo PROTOX-II (BANERJEE et al. 2019) e eMolTox (JI et al., 2018), usando os
codigos SMILES para identificacdo do composto. A toxicidade oral aguda foi determinada por
meio da classe de toxicidade. Mutagenicidade, carcinogenicidade, hepatotoxicidade,

nefrotoxicidade também foram previstas.

3.11 Interactomas dos processos biolégicos envolvidos no vasorrelaxamento

Para realizacdo desta analise foi pesquisado todos 0s genes, proteinas e outros
processos bioldgicos que estdo envolvidos nas vias relaxamento do musculo liso vascular,
vasodilatacéo, regulagéo da contracdo muscular, regulacdo da presséo arterial e didmetro do
vaso sanguineo com o objetivo de encontrar os principais alvos super relacionados com estes
processos, fornecidos pelo NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) em artigos, dissertagdes e

teses totalizando 420 processos encontrados. No portal STRING 10.5 (http://string-db.org/) foi

realizado a construcdo de um interactoma IPP (interacdo proteina-proteina) de todos os
processos biolégicos encontrados, a partir de seus sequenciamentos obtidos pelo UNIPROT
(https://www.uniprot.org/), localizando os nds que mostraram maiores niveis de interacoes.
Uma priorizacdo de rede foi gerada para os principais n6s de cada processo no software
Cytoscape 3.8.2 (SHANNON et al., 2011). Todas as redes de interagdes foram validadas com

web Server GENEMANIA (WARDE-FARLEY et al., 2010).

3.12 Docking molecular

3.12.1 Recuperacdao das estruturas alvos

As duas estruturas de guanilato ciclase (3UVJ) e eNOS (3NOS) foram obtidas no
Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/) com estruturas definida pela técnica de

difracdo de raios-X, com resolucéo de 2,68 e 2,74 A, respectivamente.


http://string-db.org/
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A estrutura de eNOS foi usado a cadeia A para as simulacdes, devido a estrutura
apresentar outras cadeias iguais no mesmo arquivo. Enquanto a estrutura de guanilato ciclase

soltivel foi utilizada a cadeia 3, GUCY1A3.

3.12.2 Obtencéo e preparacéo da estrutura de FOR611A, DMSO e SNP

O design do ligante FOR611A foi realizado no software Avogadro 1.2 (HANWEEL
et al., 2012) e pré-optimizado com campo de forca MMFF94s (HALGREN, 1999). Para
optimizacdo geométrica final foi utilizado o método Teoria Funcional da Densidade (DFT) com
funcional de correlagcdo B3LYP (BECKE, 1993) e base 6-311++G (2d, p) presentes no pacote
GAMESS (BARCA et al., 2020).

As estruturas de DMSO e SNP foram recuperadas no banco de dados Chemspider
(http://www.chemspider.com/) com os cddigos de CHID: 659 e CHID: 21169788,

respectivamente.

3.12.3 Deteccao de bolsos e cavidades nas macromoléculas

Antes do docking foi realizado um estudo de deteccdo de bolsos e cavidades para
localizacdo de possiveis sitios de ligacdo com o Web Server D3Pockets (ZHAOQIANG et al.,
2019). Para a eNOS, o bolso foi baseado nos resultados do D3Pockets e no ligante nativo da
macromolécula exibido no PDB. Com GUCY 1A3 as posi¢des provaveis para o encaixe foram
avaliadas apenas pelo Web Server D3Pockets, pelo fato de ser uma macromolécula sem ligantes

nativos.

3.12.4 Docking Molecular

A preparacdo do docking molecular foi realizada utilizando AutoDock tools (ADT)

(MORRIS et al., 2009) para adicionar hidrogénios polares e cargas parciais as proteinas e para
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definir as ligagcOes rotacionais dos ligantes. O tamanho da gridbox (X, Y, Z) foi utilizada para
ambas proteinas com valores de (70, 70, 70) e sobrepostas nas regides dos bolsos e cavidades
detectadas. O posicionamento tridimensional da gridbox (X, Y, Z em A) para eNOS foram
(53.815, 62.506, 26.712) e para GUCY1A3 (24.677, 1.512, 10.867). O algoritmo genético foi
configurado para um nimero de 100 execuc¢des no AutoDock 4.2.6 (MORRIS et al., 2009). O
método foi repetido 3 vezes por diferentes tipos de comando para verificar a possibilidade de
erros. Os critérios de afinidade de ligacéo e interagdes entre residuos (Interacbes H-Bond e
Hidrofdbicas) foram usados para determinar as melhores interagdes moleculares que seguiram
para analises de dindmica molecular. Os resultados do estudo de docking molecular foram
visualizados usando ADT, PLIP (SALENTIN et al., 2015) e Pymol 2.2 (SCHROEDINGER,

2021).

3.13 Andlise estatistica

Nos ensaios de relaxamento da musculatura lisa vascular, o efeito relaxante (R) das
substancias foi calculado, para cada concentracdo, em funcdo da maxima contracdo
proporcionada pelo agonista, sendo normalizado e expresso em termos percentuais, conforme
aequacao 1.

Ta-Ts

R =-2—2x 100 1)

A

Na equagédo 1, o Tae Tssdo, respectivamente, as tensdes decorrentes da agéo do
agonista e de uma dada substancia.

Em seguida, realizou-se a transformacdo logaritmica (base 10) das concentracdes,
molar ou pg/mL. Os gréficos foram entdo elaborados a partir dos valores médios da magnitude
do efeito vasodilatador, ou vasoconstritor, calculados para cada concentracdo da substancia

(apos transformacdo logaritmica). Tais dados foram usados para construir as curvas
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concentracdo-efeito mediante o uso de andlise de regressdo nédo linear. Para tanto, tomou-se

como base o modelo que utiliza uma funcéo sigmoide conforme a equacéo 2.

b-a
y =a + 1+10(10gCE50—X) (2)

Na equacao 2, y corresponde a medida da resposta (efeito relaxante), x ao logaritmo
decimal da concentracao, a a resposta minima e b a resposta maxima. A CEso é definida como
a concentracdo da substancia que produz 50% da resposta maxima ou a resposta semimaxima,
ou seja, é o valor da concentracdo que corresponde ao ponto médio entre a resposta minima e a
maxima. O Emax pode ser definido como a méaxima resposta proporcionada por uma determinada
substancia.

Os resultados das reatividades foram expressos como média * erro padrdo da média
(EPM) com a representacao do nimero de observacdes experimentais (n). A CEsg foi expressa
como média e o intervalo de confianca de 95% (1C95%). Os resultados do docking molecular
foram expressos em média + desvio padrdo. Comparacdes entre dois grupos foram realizadas
através do teste t de para dados ndo emparelhados, enquanto para comparacdes entre trés grupos
ou mais utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) associada ao pos-teste de comparacoes
maultiplas de Tukey. Em todas as analises, estabeleceu-se o nivel de significancia em 0,05 (5%),
ou seja, consideraram-se estatisticamente significantes valores de P menores que 0,05.

O software GraphPad Prism® versdo 8.01 para Windows® (GraphPad Software, San
Diego, California, USA) foi utilizado para a realizacdo dos procedimentos estatisticos e

elaboracgéo dos gréficos.
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade vascular

4.1.1 Efeito vasodilatador do FOR611A em aortas isoladas contraidas com KCI

O FORG611A causou uma vasodilatacdo em aneis de aorta com endotélio integro de
ratos em cubas preparadas com KCI 60 mmol/L. Para avaliar os resultados de
vasorrelaxamento, foram realizadas curvas concentracdo-resposta relativas ao relaxamento
induzido por diferentes concentracdes (0,001 a 30 umol/L) do controle positivo (SNP), controle
negativo (DMSO) e o complexo de ruténio (FOR611A).

Foi realizada regressdo ndo-linear para determinar os valores de CEso
(concentracdo do FOR611A capaz de produzir 50% do efeito), o intervalo de confianca de 95%
(IC95%) e o efeito maximo (Emax). A CEso do FOR611A pré-contraidas com KCI foi 4,01
pg/mL (1C95%: 2,55 — 6,35), enquanto 0 Emax foi 87,01 % + 4,99. Também foi realizada uma
curva de concentracdo-resposta com o SNP, que foi observado efeito vasodilatador do mesmo
com CEsp de 0,06 pg/mL (1C95%: 0,05-0,08) e Emax apresentou valor de 97,48 % + 1,41. Na
figura 10, € mostrado a curva de concentracao-resposta onde pode-se notar a significancia maior
da curva do FOR611A comparada ao DMSO, em relacdo aos dados de CEso (p = 0,0007) e

Emax (p <0,0001).

Figura 10 - Avaliacdo da eficacia de vasorrelaxamento do complexo do FOR611A em anéis de
aorta com endotélio integro contraidos com KCI (60 mmol/L) em comparagdo ao controle

positivo (SNP) e controle negativo (DMSO).
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Fonte: O autor, 2021

4.1.2 Efeito vasodilatador do FOR611A em aortas isoladas contraidas com PHE

No ensaio com anéis de aorta contraidos com PHE (1 umol/L), o FOR611A também
causou vasodilatacdo em anéis de aorta com endotélio integro.

Na regressdo nao-linear para determinar os valores, o valor de CEso do FOR611A
pré-contraidas com PHE foi 1,07 pg/mL (1C95%: 0,82 — 1,40), enquanto o0 Emax foi 118,20%
+ 3,43. Uma curva de concentracdo-resposta com o SNP também foi obtida, onde foi observado
efeito vasodilatador do mesmo com CEso de 0,009 pg/mL (1C95%: 0,007-0,013), 0 Emax
apresentou valor de 120,48% + 2,00. Em relacdo ao DMSO, a curva de concentragdo resposta
do FORG611A apresentou uma diferenca estatisticamente significante nos dados Emax (p <
0,0001) e CEso (p < 0,0001). Em relacdo ao SNP, o CEso apresentou diferenca significante
comparado ao FOR611A (p < 0,0001). Na figura 11, é mostrado a curva de concentragdo-

resposta da curva do FOR611A comparada ao DMSO e o0 SNP.
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Figura 11 - Avaliacdo da eficicia de vasorrelaxamento do complexo do FOR611A em anéis de
aorta com endotélio integro contraidos com PHE (1 pumol/L) em comparacdo ao controle

positivo (SNP) e controle negativo (DMSO).
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* diferenga estatistica em comparacdo a CEsp do FOR611A.
€ diferenga estatistica em rela¢do ao Emax do FOR611A.
Fonte: O autor, 2021

Os dados de concentracao de relaxamento dos anéis aorta contraidas com PHE foi
superior aos anéis contraidas com KCI. Por tanto, os experimentos seguintes foram realizados
com PHE por apresentar uma maior viabilidade de contracdo e diminuicdo de erros na

experimentacao.

4.1.3 Teste de viabilidade do FOR611A em anéis de aorta com endotélio integro e ndo-
integro contraidos com fenilefrina

Na atuacdo do FOR611A perante a anéis de aorta com ou sem endotélio integro,

ndo houve diferenga significativa. O CEsp do FOR611A no vasorrelaxamento de aorta com
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endotélio integro foi de 1,078 pg/mL (1C95%: 0,82 — 1,40), enquanto o Emax foi 118,20% +
3,43. Com a acdo do FORG611A o ensaio de anéis de aorta sem endotélio foi possivel notar um
vasorrelaxamento com CEso de 0,9257 pg/mL (1C95%: 0,74 — 1,15), enquanto 0 Emax foi
117,50% = 3,43. Os dados das curvas de concentracdo-resposta do FOR611A com e sem

endotélio sdo mostrados na figura 12.

Figura 12 - Comparacédo do potencial de relaxamento do complexo de ruténio FOR611A, em
relacdo a porcentagem de relaxamento, em anéis de aorta com endotélio integro (e+) e endotélio

ndo-integro (e-).
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Fonte: O autor, 2021

4.2 Caracterizacao do mecanismo de acdo dos complexos de ruténio FOR611A em
preparacdes de artéria aorta de rato

4.2.1 Participacéo dos bloqueadores na via do NO



59

Em diferentes preparacdes de aorta de rato (n = 6) pre-contraidas com PHE (1
pumol/L) e que possuiam endotélio integro, foi utilizado os seguintes blogueadores: L-NAME (
100 pmol/L), ODQ (10 pumol/L), Hidroxocobalamina (100 pumol/L) e L-Cisteina (100 umol/L)

(Figura 13).

Figura 13 - Comparacédo do potencial de relaxamento do complexo de ruténio FOR611A, em
relacdo a porcentagem de relaxamento, em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos
com fenilefrina (1 pmol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com Nw-Nitro-L-arginina metil-éster
(L-NAME, 10 umol/L); 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ, 10 umol/L); L-

cisteina (L-CIS, 100 pumol/L) ou hidroxocobalamina (HCOB, 100 pumol/L).
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Fonte: O autor, 2021

Na avaliacéo de CEso e do Emax das preparages de FOR611A que continham L-

NAME (0,422 [0,138-1,309] ug/mL e 86,49 + 8,07%), apenas 0 Emax foi significativamente
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menor (p = 0,044) em relacdo ao controle (FOR611A). Em comparacdo com as preparagdes
que continham ODQ), os dados de CEso e Emax (11,16 [4,11-35,68] pg/mL e 66,37 * 9,41%)
foram estatisticamente menores ao FOR611A, CEso (p = 0,0005) e Emax (p = 0,0004). Ja com
as preparacdes com HCOB os valores de CE50 (4,58 [2,24-9,31] ug/mL) mostraram diferenca
estatistica inferior ao FOR611A (p = 0,043). Em relacdo aos ensaios com L-CYS, ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa quando comparados com a CEso e Emax do

grupo FORG611A.

4.2.2 Participagdo dos bloqueadores na via dos canais de K+

Nas diferentes preparacdes de aorta de rato (n = 6) pré-contraidas com PHE (1
pmol/L) e que possuiam endotélio integro, foi utilizado os seguintes blogueadores:
tetraetilamonio (100 pmol/L), glibenclamida (10 pmol/L), 4-aminopiridina (100 pmol/L),

Cloreto de bario (10 pmol/L) (Figura 14).

Figura 14 - Comparacédo do potencial de relaxamento do complexo de ruténio FOR611A, em
relagdo a porcentagem de relaxamento, em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos
com fenilefrina (1 pumol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com tetraetilaménio (TEA; 100
pmol/L), glibenclamida (GLIB; 10 pumol/L), 4-aminopiridina (4-AP; 100 umol/L), Cloreto de

béario (BaCl2; 10 umol/L).
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Fonte: O autor, 2021

Na avaliacdo de CEso, apenas duas preparagcdes de FOR611A que continham TEA
(6,94 [4,40-11,23] pg/mL) e BaCl> (4,22 [3,11 — 5,73] pg/mL) apresentaram diferenca
estatisticamente significante (p < 0,0001; p = 0,005, respectivamente) em relacdo ao controle
(FOR611A). Em comparagdo Emax de todas preparagbes, ndo foi observada diferenca

estatisticamente significativa quando comparados ao grupo FOR611A.

4.3 Estudos in silico

4.3.1 ADMET

A avaliagdo ADMET é um dos principais topicos de caracterizacdo do perfil

farmacocinético, nesta etapa pode se notar valores referente a estrutura completa do FOR611A
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e seus grupos de ligacdo ao atomo de ruténio. Os resultados das analises in silico de ADMET
séo exibidos nas tabelas 2, 3, 4.

Na tabela 2 € exibido as informacGes das propriedades fisico-quimicas da estrutura
FOR611A e seus grupos componentes. A caracterizacdo basica das estruturas foi possivel
devido as analises da formula estrutural que informou todos os atomos das estruturas. No peso
molecular, é possivel observar o valor em g/mol dos grupos 1, 10-fenantrolina (180,21), 2-
methyl-1H-imidazole (82,10), NO, (46,01) e a estrutura da FOR611A totalizando o peso
molecular em 589,59 g/mol. Os nimeros de doadores e receptores de hidrogénio foram 1 e 2
respectivamente, nesta etapa a somatdria dos grupos componentes das estruturas nao
correspondem ao valor total da FOR611A, pelo fato da 1, 10-fenantrolina realizar duas ligacGes
ao centro metalico do Ru. As avaliacbes de refratividade molar e area de superficie polar
topoldgica (ASPT) mostraram resultados de compatibilidade em relacdo a polarizabilidade e o

tamanho de superficie polar das estruturas.

Tabela 2 - Predicao de propriedades fisico-quimicas das estruturas de FOR611A e seus grupos

quimicos estruturais associados.

Propriedades 1, 10- 2-methyl-1H-
_ _ FOR611A _ o NO2
Fisico-quimicas fenantrolina  imidazole
Formula C28H22N702Ru  C12H8N2 C4H6N2 NO2
180,21 g/ 46,01
Peso molecular 589,59 g/mol 82,10 g/mol
mol g/mol
Num. Aceitadores
2 2 1 1
de H
Num. Doadores
2 0 1 1
deH
Refratividade
146,80 57,04 23,55 10,12
molar
ASPT 86,26 A2 25,78 Az 28,68 A2 57,99 A2

Fonte: O autor, 2021
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Avaliando as propriedades farmacocinéticas das estruturas (tabela 3) é possivel
verificar um alta absorcao gastrointestinal de todas. observa-se interacao positiva da FOR611A
e 1, 10-fenantrolina com o substrato da P-glicoproteina (P-gp), um transportador de efluxo que
media o transporte ativo de drogas do compartimento intracelular para o extracelular. Além
disso, FOR611A apresentou atividade inibitoria de CYP1A2, uma enzima envolvida no
metabolismo de algumas drogas na regido de absorcdo celular. J& em relacdo as proteinas
CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4 ndo houve nenhum efeito inibitorio, sendo
candidatas na explicacdo do metabolismo de FOR611A no organismo. Nos resultados do teste
da regra de Lipinski’s para todas estruturas, todos os compostos apresentaram positividade

sendo categorizadas como droga ativa por via oral.

Tabela 3 - Predicdo de propriedades farmacocinéticas das estruturas de FOR611A e seus

grupos quimicos associados.

Propriedades 1, 10- 2-methyl-1H-
o FOR611A _ o NO:2
farmacocinéticas fenantrolina imidazole
Absorcao
+ + + +

gastrointestinal

Permeabilidade da
barreira - + + +

hematoencefalica

Substrato da
+ + - -
glicoproteina P
Inibidor de CYP1A2 + + - .

Inibidor de CYP2C19 - - - _

Inibidor de CYP2C9 - - - .

Inibidor de CYP2D6 - - - -

Inibidor de CYP3A4 - + - -
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Regra de Lipinski’s + + + +

Fonte: O autor, 2021

Nos testes de toxicidade (tabela 4) das estruturas € exibido a DL50 prevista de 430
mg/Kg para FOR611A, 260 mg/Kg para 1, 10-fenantrolina, 1400 mg/Kg para 2-methyl-1H-
imidazole e 158 mg/Kg para NO>. A classe de toxicidade prevista pelo software PROTOX-2
foi de categoria 3-4 (toxicidade meédia-fraca) para todas as estruturas. Também foi possivel
observar que os grupos componentes da molécula de FOR611A apresentaram porcentagens
entre 4 - 40% de probabilidade de efeito carcinogénico e mutagénico. No entanto, com a
estrutura de FOR611A o grau de porcentagem diminui para mutagenicidade (2%) e de
carcinogenicidade também para 2%. Em relacdo a predicdo do método, a confiabilidade da

analise dos grupos foi de 100% e para FOR611A foi de 12%.

Tabela 4 - Resultados de predi¢do de Toxicidade das estruturas de FOR611A e seus grupos

guimicos de composicao.

Modelo de
] 1, 10- 2-methyl-1H-
predicdo de FORG611A ) o NOz2
o fenantrolina imidazole
Toxicidade
DL50 430 mg/kg 260 mg/kg 1400 mg/kg 158 mg/kg
Classe de
o 4 3 4 3
Toxicidade
Hepatoxicidade - - - -
Carcinogenicidade +; 2%* - +; 14%* +; 4%*
Imunotoxicidade - - - -
Mutagenicidade +; 2%* +; 11%* - +; 40%*

Citotoxicidade - - - -
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Precisdo de predicéo 12% 100% 100% 100%

* Porcentagem de probabilidade.

Fonte: O autor, 2021

4.3.2 Rede de interaces biologicas

A rede geral IPP 1 dos processos bioldgicos expressos no STRING e visualizados
no Cytoscape exibe a combinagdo dos processos de relaxamento do musculo liso vascular,
vasodilatacéo, regulagdo da contracdo muscular, regulacdo da presséo arterial e didmetro do
vaso sanguineo que foram previamente pesquisados nos bancos de dados UNIPROT, KEGG e
PUBMED. O dado resultante é exibido na figura 15.

A rede IPP 1 exibiu 89 nos e 325 arestas com um grau médio de acerto de 0.8764
exibida em dois conjuntos semiligados por probabilidade. O primeiro conjunto (grupo maior)
exibe 55 nds dos processos bioldgicos que ocorrem nos tecidos vasculares e especificamente
no endotélio com uma maioridade em relacdo ao conjunto (grupo menor) de processos
bioldgicos do sangue. Uma rede menor foi priorizada com os principais processos (score >
0.900) para melhor explanacédo e diferenciacdo da rede IPP. Suas func¢des bioldgicas foram
categorizadas em cores na borda dos nos (figura 16) e os principais n6s foram selecionados pelo

seu grau de importancia para a avaliagdo do docking molecular.

Figura 15 - Rede IPP 1 dos multiplos processos bioldgicos de relaxamento do musculo liso
vascular, vasodilatacdo, regulacdo da contracdo muscular, regulacdo da pressdo arterial e

didametro do vaso sanguineo exibidas pelo software Cytoscape e String.
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Fonte: O autor, 2021

A rede de IPP2 foi gerada pelo recurso de avaliacdo e priorizagdo da plataforma
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v6.8 (JIAO et al.,
2012) com os principais n6s emergidos da IPP1. Na figura 16A é possivel verificar um conjunto
de n6s com diversas classificacdes de seus processos bioldgicos destacando-se as multiplas
interacOes dos nos de PRKG1, RGS2, ADORA1L, GUCY1A3.

Na figura 16B é observado como a guanilato ciclase tem sua presenca na regido das
artérias, aorta, sangue e musculo liso em estudos transcriptdmicos e proteémicos exibidos no
mapa de calor. Foi revelado uma alta presenca (alto-médio) da guanilato ciclase na aorta e

tecido do musculo liso.
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Figura 16 - Rede IPP2 (A), resultado da priorizacdo da rede geral IPP1. (B) Avaliacdo de
confirmacéo de dados de transcriptoma (T) e proteébmica (P). (C) Estrutura tridimensional da

guanilato ciclase. (D) Dados estruturais da guanilato ciclase e a subdivisdo A3. (E) Estrutura

‘ADORA1
GNAI2 Qotne

I \so0dilatagio
I Relaxamento do misculo liso vascular
BN Circulagdo do sangue
Diametro do vaso sanguineo
I Regulagdo da pressdo arterial
I Regulagio da c ¢do do miisculo liso

tridimensional da guanilato ciclase regido A3.

A MRVI1 , ?

B aorta artéria sangue musculo liso

Protedmica Transcriptdmica

© ma mmédo m Abaixo do corte | Sem dados disponiveis

D Dados estruturais
Comprimento da proteina original 805 aminoécidos
Caodigo PDB do modelo 3UVIJ cadela A
Regido do Modelo 119-212.411-606
Porcentagem estrutural 30%

Fonte: O autor, 2021

Na figura 16C é mostrado a estrutura tridimensional da guanilato ciclase, as

informacdes estruturais referentes ao comprimento do modelo em ndmero de aminoacidos
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(805); o codigo PDB da estrutura total (3UVJ); e os dados (figura 15D) referentes a regido do
modelo destacada da GUCY1A3 (119-212, 411-606) e a porcentagem de 30%, exibindo a

estrutura de GUCY1A3 na figura 15E.

4.3.3 Docking molecular

A avaliacdo do docking molecular exibe os resultados das 100 réplicas de cada
simulagdo, = 85% das estruturas dos ligantes se mantiveram interagindo em uma regido
majoritaria das macromoléculas (sitio ativo). A figura 17 exibe o resultado de afinidade
(kcal/mol) dos ligantes de FOR611A, SNP e DMSO com as macromoléculas de eNOS e

GUCY1A3.

Figura 17 - Gréfico de afinidade dos ligantes DMSO, SNP e FOR611A nos alvos eNOS e

GUCY1AS.

eNOS
mEm GUCY1A3

7
7.

ANy

-10- st --10

Afinidade de ligagao (kcal/mol)

DMSO SNP FOR611A

* diferenca estatistica da afinidade de eNOS/FOR611A em relagcdo a eNOS/DMSO. P < 0,0001.

# diferenca estatistica da afinidade de eNOS/FOR611A em relacdo a GUCY1A3/SNP. P < 0,0001.

+ diferenca estatistica da afinidade de GUCY1A3/FOR611A em relagdo a GUCY1A3/DMSO. P = 0,0025.
Fonte: O autor, 2021
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Os valores médios + desvio padrdo dos resultados do docking para DMSO foram
eNOS (-3,62 + 0,50 kcal/mol), GUACY1A3 (-3,22 + 0,36 kcal/mol); para SNP os dados
resultantes foram eNOS (-5,15 + 0,82 kcal/mol), GUCY1A3 (-6,23 + 1,02 kcal/mol); para a
estrutura de FOR611A obteve-se para eNOS (-9,10 + 0,06 kcal/mol) e  GUCY1A3 (-8,52 *
0,14 kcal/mol). Os acoplamentos das duas macromoléculas de eNOS e GUCY1A3 com
FORG611A apresentaram dados de afinidade com ligacdes fortes - liberando mais energia - em
comparac0es significativamente estatistica com as demais, os valores do FOR611A em relacéo
a DMSO mostraram um resultado com um grande diferencial para eNOS (p < 0,0001) e
GUACY1AS3 (p < 0,0001). No comparativo com SNP, apenas a interacdo com GUCY1A3
mostrou diferenca significativa (p < 0,0028). Assim, levou-se a investigar o modelo de interacéo
do FOR611A e quais tipos de ligacdo as simulacBes geraram. Os graficos com essas

informac@es sdo observados na figura 18.

Figura 18 - Representacao tridimensional da ancoragem molecular e residuos de ligacdo no

docking molecular de FOR611A com GUCY1A3 (roxo) e eNOS (azul).

- ‘_ el Legenda
> 5558w Proteina alvo
M Ligante
Agua
: Centro de carga
Centro do anel aromatico
@ fon metalico
""" Interacdo hidrofébica
~ Ligacdo de hidrogénio
Ligacdo salina
... Complexacdo de metal

Fonte: O autor, 2021
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O docking molecular resultou diversas interacbes com as macromoléculas alvos
deste estudo, o sitio de ligacdo das duas macromoléculas interagindo com a FOR611A ¢
observado no circulo laranja da figura 17, nas figuras indicadas pela seta é observado as
interacdes de hidrogénio e hidrofobicas de modelo mais especifico. As tabelas 5 e 6 exibem
com maiores detalhes os dados de intera¢fes das simulacdes de docking molecular.

Nas interacdes com GUCY1A3, a FOR611A mostrou seis interacdes hidrofdobicas
com distancia variando entre 3,18 — 3,85 A dos residuos PHE430B, ASN431B, ASP477B,
LYS559B e PHES97A; nas ligaces com eNOS observou-se quatro ligagdes nos residuos
TRP178A, VAL185A, PHE353A, GLU361A com distancia variando entre 3,25 — 3,85 A. Esses
resultados exibem com maiores detalhes, todos os residuos participantes dos sitios ativos das

estruturas, assim como suas distancias de interacdes hidrofobicas pela forca de van der Waals.

Tabela 5 - Residuos e distancias de ligacdes das interac6es hidrofdbicas avaliadas no docking

molecular.
GUCY1A3 eNOS
Residuo Distancia (A) Residuo Distancia (A)
PHE430B 3,42 TRP178A 3,25
PHE430B 3,18 VAL185A 3,85
ASN431B 3,29 PHE353A 3,52
ASP477B 3,85 GLU361A 3,36
LYS559B 3,44
PHES597A 3,31

Fonte: O autor, 2021

A tabela 6 exibe os resultados das ligacdes de hidrogénio da FOR611A com as
macromoléculas alvos. A simulagdo com GUCY1A3 gerou cinco ligagdes de hidrogénio com
distancia de ligacdes entre os atomos aceitadores de hidrogénio entre 1,80 — 2,94 A e os atomos

doadores com aceitadores variando de 2,53 — 3,68 A. O angulo doador entre atomos aceitadores,
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doadores e de hidrogénio variou de 103,85 — 161,86. No mesmo resultado da tabela é verificado
que os residuos LYS478B e THR520B atuam como grupo de receptores de hidrogénio da
macromolécula. Notou-se também que todas as interacdes com a GUCY1A3 sdo formadas com
a regido lateral do residuo. Pode-se notar que o NO> da estrutura da FOR611A realiza trés

interacdes mostrando ser a regido com maior afinidade da estrutura ligante.

Tabela 6 - Interacdes de ligacdo de hidrogénio obtidas no docking molecular.

Distancia Distancia Angulo Cadeia

Proteina Residuo —jax (A) DA**(A) Doador lateral
LYS478B 2,88 3,54 123,03 +
THR520B 2,13 2,53 103,85 +
GUCY1A3 THR520B 1,80 2,53 124,83 +
GLU554B 1,81 2,77 161,87 +
GLU554B 2,94 3,68 134,48 +
eNOS TRP356A 1,80 2,72 154,38 -

* distancia entre atomos aceitadores e de hidrogénio.
** distancia entre &tomos doadores e aceitadores.
Fonte: O autor, 2021.

Houve apenas uma interacdo de hidrogénio com a estrutura da eNOS, o residuo
TRP356A exibiu uma distancia HA de 1,80 A, DA de 2,92 A e o angulo formado de 154,38.

Nesta simulacdo, a Unica ligacdo de hidrogénio também foi formada pelo NO-.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo foi 0 precursor em demonstrar o efeito vasodilatador do composto
inorganico FOR611A em anéis de artéria aorta de ratos isoladas. Ademais, foi investigado se o
endotélio, via do oxido nitrico e canais de potassio exerciam influéncia nesses efeitos
inibitérios. Por se tratar de um composto original, ainda ndo foi mostrado efeitos
vasorrelaxantes deste complexo de ruténio em outros estudos, entretanto ja foram realizados
estudos com outros compostos semelhantes a este.

Em relacdo a estrutura quimica da FOR611A tém-se uma razdo biologica da
estrutura ter dois compostos de 1,10-fenantrolina, isso se refere a uma das estratégias
empregadas no planejamento de metalocompostos que envolve a combinacdo entre um ion
metalico e ligantes biologicamente ativos, uma vez que a eficiéncia de um agente terapéutico
pode ser potencializada mediante a coordenacao a um centro metélico (ruténio).

A 1,10-fenantrolina é um heterociclico policondensado, planar e rigido. Faz parte
da importante classe de agentes quelantes pertencente a familia dos ligantes a, o'-diiminas, que
englobam a 2,2'-bipiridina (bpy) e biquinolina (big) (SEGURA, 2014). As fenantrolinas mais
comuns sdo os isémeros 1,7-, 1,10- e 4,7-, frequentemente chamados meta-, orto- e para-
fenantrolinas, respectivamente. Em geral, com a extensdo da planaridade no esqueleto estrutural
da fenantrolina aumenta-se a forca de interacdo dos compostos e de seus respectivos complexos
com o DNA (MIRANDA, 2008).

E bem estabelecido na literatura que uma variedade de quelatos de metais de
transicdo contendo 1,10-fenantrolina ou seus derivados s&o muito ativos frente a muitas
bactérias patogénicas, fungos e protozoarios (SAVIC et al., 2018; LEONARDELLI et al., 2019;
DWYER et al., 1969). Por apresentarem anéis planares ricos em elétrons m, os quelatos
metalicos da 1,10-fenantrolina e derivados tém uma grande tendéncia em interagir com o DNA
por intercalacdo. As ligacGes de hidrogénio, forcas eletrostaticas e hidrofébicas e,

principalmente, interagdes de empilhamento mr entre 0s grupos aromaticos heterociclicos dos
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pares de bases e as estruturas aromaticas do agente intercalador contribuem para a estabilizacéo
do complexo intercalador (SEGURA, 2014).

Na estrutura do FOR611A o composto imidazélico é apresentado em uma das
ligacbes com o Ru. Apesar de serem espécies estruturalmente simples, 0s compostos
imidazolicos constituem outro conjunto de ligantes N-heterociclicos de grande importancia que
também apresentam aplicacdes medicinais (ANDERSON; LONG, 2010). Devido a sua grande
versatilidade, estes derivados sdo utilizados na pratica clinica como farmacos antimicrobianos,
antineoplasicos, antiparasitarios, anti-histaminicos, anti-inflamatorios, antineuropaticos e
antihipertensivos (ZHANG et al., 2014). Além disso, essas classes 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).

A ultima ligacdo do ruténio na estrutura de FOR611A é o grupo NO2, um importante
grupo responsavel por diversas interacdes biolégicos no organismo. A adi¢cdo de NO2 na
estrutura teve como objetivo a estratégia farmacologica de desenvolvimento de substancias que
podem repor e ajustar a taxa de NO. Isto se da de forma similar aos nitrovasodilatadores, através
da liberacdo a taxas especificas em tecidos, a fim de superar a deficiéncia de NO que acontece
guando este tem metabolismo alterado em determinadas condicGes fisiopatologicas
(EVGENOQV et al., 2006; LUNARDI et al., 2009; ROSE; MASCHARAK, 2008). A elucidacéao
dos mecanismos de atividade da eNOS podem contribuir para o entendimento da fisiologia
vasomotora e da patologia das disfungdes endoteliais, levando ao desenvolvimento de novas
terapias, principalmente utilizadas para a hipertenséo e para a arteriosclerose (SANTIAGO et
al., 2000).

O modelo de reatividade vascular de anéis de aorta de rato ja é estudado desde 1950,
nesse periodo diversos trabalhos j& foram realizados para caracterizacdo da acdo bioldgica de

varios compostos e seu mecanismo responsavel (BRIGGS; CHERNICK; CHAIKOFF, 1949;
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TAJERO et al., 2019). Complexos de ruténio ja foram estudados quanto sua viabilidade de
reatividade de anéis de aorta em relacdo ao seu grupo doador NO- (BONAVENTURA et al.,
2004, 2007; LUNARDI et al., 2007, SILVEIRA, 2019).

A faixa de concentracfes utilizada na construcdo da CCE foi baseada em testes
prévios no laboratdrio de execucdo deste trabalho por outros estudos ainda ndo publicados, e
também determinada com base em trabalhos utilizando complexos RUNO (BONAVENTURA
et al., 2007).

Em relacdo ao teste de viabilidade, reatividade com PHE e KCI todos os
experimentos apresentaram resultados expressivos apresentando 80% de contracdo (~17mN —
20 mN) utilizando KCI e PHE em diferentes concentracfes 0,1 umol (teste de contracdo) e 1
pumol (contracdo para o FORO61A e bloqueadores). A ACh foi promissora no teste de
contracdo, na qual causou relaxamento aos anéis de aorta no seu estado inicial (~10mN),
mostrando ser uma importante ferramenta de comparacao para avaliacdo da funcao vascular
dependente ou ndo do endotélio (LUZ et al., 2003).

O SNP é um composto nitrovasodilator que mostra qualidades de um farmaco
potente, rapido e eficiente que libera diretamente o NO nas células musculares lisas vasculares.
E utilizado em emergéncias hipertensivas, insuficiéncia cardiaca e hipotensdo controlada
durante cirurgias (HOTTINGER et al., 2014). No entanto alguns efeitos colaterais podem
ocorrer com uso deste medicamento como hipotensdo grave e intoxicacao por cianeto presente
na estrutura do SNP (GARCIA, 2016). Apesar dos efeitos de CEso terem sido superiores ao
FOR611A em ambos 0s experimentos com diferentes constritores, a Emax foi estatisticamente
semelhante, demonstrando que o composto de ruténio tem potencial para a substituicdo deste
farmaco que mostra efeitos colaterais.

Nos resultados de reatividade vascular encontrados com o0 FOR611A promoveu
uma vasodilatagdo de artéria aorta pré-contraidas com KCI e com PHE, no entanto, a poténcia

do FOR611A foi maior no grupo pré-contraido com PHE, levando em consideragdo dos ensaios
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realizados com endotélio integro. Neste contexto, o vasoconstritor PHE 1 pmol/L foi
selecionado para ser utilizado nos experimentos decorrentes. Além disso, a PHE exerce agéo
redutora, sendo uma importante caracteristica para liberacdo de NO de alguns compostos
doadores de NO que necessitam da reducéo quimica (BONAVENTURA et al., 2004). O mesmo
efeito ndo se aplica ao KCI, pois € um agente contratil que ndo possui acdo redutora por
compostos doadores de NO.

Alguns estudos mostram a eficacia do PHE como vasoconstritor em toda
experimentacdo, isso permite uma maior seguranca para execucdo dos testes com esse
composto, assim diminuindo os erros no processo de contracdo dos anéis de aorta (SILVEIRA,
2019; de SA, 2015).

No teste de endotélio integro e desnudo, os resultados indicaram que o efeito
vasodilatador do FOR611A foi independente de endotélio, visto que ndo houve diferencas
estatisticamente significativas no efeito vasodilatador nos ramos de artéria. Dado esse resultado,
por uma maior facilidade de montagem do sistema em relacdo a preparacdo dos anéis de aorta
com endotélio desnudo, escolheu-se trabalhar com endotélio integro nos experimentos de
mecanismos com bloqueadores.

Estudos de vasodilatacdo com endotélio integro ja foram demonstrados em diversos
experimentos (PINTO et al., 2009; TAO; HU; SHEN, 2013). Tais resultados ndo mostraram
discrepancia entre os dados ou variacGes de médias nos resultados em relagcdo aos experimentos
com endotélio desnudo.

Nos experimentos com blogueadores, a L-NAME, um inibidor ndo seletivo das
isoformas da NOS (BOILLOT et al., 1995) foi utilizado na busca de determinacdo do
mecanismo de agdo farmacoldgica vascular do FOR611A. Nos dados avaliados, foi possivel
verificar a participagcdo do bloqueador L-NAME no desempenho da baixa vasodilatacao,
mostrando uma diferenca significativa em relacdo ao controle, mostrando que a FOR611A atua

pela via da eNOS.
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Na avaliacdo de ODQ, inibidor seletivo de guanilato ciclase (CECHOVA et al.,
2004), foi possivel notar diferencas significativas nos dados estatisticos de CEso e Emax entre
apenas 0 FOR611A. Estudos ja mostraram a importancia dessa enzima no processo de
vasodilatacdo da aorta, e atuando por ela como antagonista a partir de um farmaco, € possivel
obter o efeito dilatador (SILVEIRA, 2019; SAWABE et al., 2019; CHESTER et al., 2009).

O HCOB é um sequestrador de NO radicalar (NOe) (SAMPAIO et al., 2013). Na
avaliacdo da participacdo desse blogueador foi constatado que o CEso apresentou uma diferenca
significativa em relacdo ao FOR611A. Pode-se que este achado reforca a ideia de que uma das
formas de atuacdo do composto FOR611A seja pela via de doacdo do NO, uma vez que o HCOB
é capaz de relaxar as células musculares lisas vasculares por mecanismos que envolvem a
ativacdo de NO-cGMP (PIVIEIRO et al., 2006).

Na avaliacdo da participacdo dos canais de potassio ndo se obteve nenhum valor
de Emax estatisticamente diferente em relacdo ao controle FOR611A. No entanto, os valores de
CEsp para TEA e BaCl apresentaram diferenca significativa. O TEA bloqueia a conducéo de
ions através dos canais de potassio de uma maneira dependente da voltagem de ambos os lados
da membrana (LENAEUS et al., 2005). J4 o BaCl, causa o bloqueio seletivo dos canais de
potassio retificadores de entrada (HUANG, 2005). Mesmo com diferencas estatisticas apenas
na relagdo CEso, propfem-se que FOR611A também possar agir pelos canais de potéssio,
porém, teste com bloqueadores mais especificos necessita ser realizado para constatar tais
suposicdes.

Na segunda parte desse trabalho decidiu-se realizar uma ampla maratona de testes
com estudos in silico avaliando o perfil farmacocinético da FOR611A, conhecimento da via do
NO e docking molecular com as estruturas da guanilato ciclase e eNOS, pelos resultados
obtidos pelo teste de blogueadores L-NAME e ODQ.

Cada vez mais na ultima década, entretanto, vimos que métodos computacionais (in

silico) foram desenvolvidos e aplicados ao desenvolvimento e teste de hipdteses de
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farmacologia (EKINS et al., 2007). Esses métodos in silico incluem bancos de dados, relagdes
quantitativas de estrutura-atividade, farmacoforos, modelos de homologia e outras abordagens
de modelagem molecular, aprendizado de maquina, mineragéo de dados, ferramentas de analise
de rede e ferramentas de analise de dados que usam um computador. Os métodos in silico séo
usados principalmente junto com a geracdo de dados in vitro para criar 0 modelo e testa-lo.
Esses modelos tém visto o uso frequente na descoberta e otimizacdo de novas moléculas com
afinidade para um alvo, na clarificacdo das propriedades de absorcdo, distribuicéo,
metabolismo, excrecéo e toxicidade, bem como na caracterizacdo fisico-quimica (EKINS et al.,
2007).

As ferramentas de modelagem molecular e de estudos das relacdes quantitativas
entre a estrutura e atividade (QSAR) ou estrutura e propriedade (QSPR) estdo integradas ao
processo de planejamento de farmacos, sendo de extremo valor na busca por novas moléculas
bioativas com propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas otimizadas. Neste estudo, a
estrutura de ruténio foi avaliada de modo full e de grupos ligados ao atomo de ruténio central.
Esse tipo de avaliacdo foi motivado devido as interacBes dos grupos com o metal possuirem
ligacGes fracas podendo se dissociar na absorcdo gastrointestinal ou etapas de absor¢éo
seguintes. Usando esse critério de separacdo, foi realizado andlises fisico-quimicas,
propriedades farmacocinéticas e toxicidade da estrutura de FOR611A.

Na avaliacdo fisico-quimica e farmacocinética realizadas pelo SWIIS-MODEL, o
software mostrou precisdo em analisar a compatibilidade entre 0s grupos quimicos e a estrutura
de FOR611A. A barreira gastrointestinal foi permeada em todas as estruturas com valores de
alta absor¢cdo. A importancia de a capacidade dos compostos serem absorvidos pelo trato
gastrointestinal esta diretamente relacionada com a possibilidade de o farmaco ser administrado

via oral.
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A industria farmacéutica da preferéncia por farmacos que possam ser administrados
via oral por ser mais seguro e econdmico (LEESON; SPRINGTHORPE, 2007). Na avaliacéo
de Lipinski, todas estruturas apresentaram essa propriedade dentro da regra dos 5.

A previsdo precisa de toxicidade aguda € um grande desafio porque 0s mecanismos
de acdo sdo bastante diversos. Para os requisitos de rotulagem de precaucéo, a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos EUA (US EPA) estabeleceu categorias de toxicidade com base na dose
letal média (DLso) ou na concentracao letal média (CLso). Para toxicidade oral aguda, existem
quatro categorias (categorias I, Il, I1l e V) para indicar o nivel de toxicidade (LI, et al., 2014).

Neste estudo, o modelo de calculo de toxicidade mostrou resultados para
Hepatoxicidade, Carcinogenicidade, Imunotoxicidade, Mutagenicidade e Citotoxicidade na
avaliacdo de todas as estruturas. Notou-se que alguns valores foram exibidos em uma taxa de
toxicidade maior quando somente em forma de grupo, enquanto com ligacdo com ruténio, essa
porcentagem apresentava uma diminuicdo, acredita-se que o ruténio tenha estabelecido esta
diminuic&o devido a sua caracteristica de baixa toxicidade (MARTINEZ et al., 2012). Assim,
reforcando que a estrutura de FOR611A é uma estrutura com baixas porcentagens de toxicidade
no modelo computacional.

Na anélise de alvos bioldgicos foi possivel verificar um conjunto de nés com
diversas classificacBes. Alguns nés da rede mostraram grande importancia correspondendo
todos o0s processos buscados. Como nds principais a PRKGL1, a proteina quinase 1 dependente
de cGMP que medeia a vasodilatacdo em resposta a sintese de cGMP induzida pelo NO
(SCHWAERZER et al., 2019). Outro no, a RGS2 ou regulador da sinalizacao da proteina G 2
facilita o relaxamento vascular e mecanismos reguladores da proteina G (OSEI-OWUSU et al.,
2012). A multipla interagdo com ADORA1 tambem foi evidenciada, ADORAL - receptor de
adenosina Al que medeia uma resposta vasodilatadora, bem como uma resposta vasoconstritora
nos vasos adrticos (JENNER e ROSE-MEYER, 2006) e GUCY1A3, subunidade alfa-3 soltvel

da guanilato ciclase que promove relaxamento das células musculares lisas atuando como
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receptor para oxido nitrico (KESSLER et al., 2017). Em um ponto geral, a guanilato ciclase A3
apresentou um maior numero de interagdes nas duas redes e uma maior importancia com
diversos processos bioldgicos reconhecidos, significando um poderoso alvo para estudos de
descoberta de drogas que mostrou correlacdo no estudo in vitro e in silico.

Na rede foi possivel identificar alguns pontos de predicdes de alguns genes e/ou
proteinas, que ndo eram relatados como participantes da rede de processos bioldgicos. O
sistema String-db conseguiu avaliar com sucesso 0s nos preditos através da técnica de
textmining ou mineracdo de texto. A glutationa peroxidase 1 (GPX1) apresentou uma
importancia relativa na rede priorizada, com ela foi possivel perceber diversas ligacbes com
proteinas e apresentou alguns efeitos biologicos da vasodilatacdo. Além disso, essa proteina na
bibliografia ndo apresenta correlacbes com a vasodilatacdo ou doengas ocasionadas por esse
efeito. No entanto, é descrito que a GPX1 tem a funcdo de proteger a hemoglobina nos
eritrocitos da degradacdo oxidativa. Nas plaquetas, desempenha um papel crucial da glutationa
peroxidase no metabolismo do acido araquidénico (SUTHERLAND et al., 2001).

No mapa de calor, 0o Genotype-Tissue Expression (GTEx, 2013) da guanilato
ciclase com a aorta exibe uma presenca média da estrutura na escala de RNA-seq, abaixo do
corte (dados minimos) no sangue e sem informe de dados de estudos transcriptdmicos para
artéria e masculo liso. Na andlise de RNA-Seq CAGE (Cap Analysis of Gene Expression ou
Andlise de Limite de Expressdo Génica) de tecidos humanos no projeto RIKEN FANTOMS
(ABUGESSAISA et al., 2017), a guanilato ciclase A3 mostrou-se presente abaixo do corte na
artéria e sem outros dados em aorta, sangue e musculo liso. Nos estudos de protedmica, a
avaliacdo de Wang e colaboradores (2019) mostrou uma alta expresséo da guanilato ciclase A3
no masculo liso e sem dados para os outros topicos. Em Doll e colaboradores (2017), a
GUCY 1A3 apresentou um nivel alto de expressdo e sem dados para 0s outras regifes.

Todos esses dados evidenciaram que a GUCY1A3 ou subunidade 3 da guanilato

ciclase soltvel é um alvo central para realizacdo de estudos protedbmicos e/ou simulagdes de
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docking molecular. Apos a obtencdo deste resultado, prosseguiu-se com o docking molecular
entre FOR611A e as estruturas que apresentaram melhor resposta nos ensaios de banhos de
orgao.

A avaliacdo de docking molecular exibiu resultados entre os ligantes FOR611A,
DMSO e SNP com os alvos GUCY1A3 (Emax, CEso e interactoma) e eNOS (Ewmax,
interactoma). A avaliacdo foi também testada com alguns canais de K*, mas ocorreu erros
estruturais no docking cego e nao foi obtido dados.

E sabido que a formacdo de um complexo proteina-ligante depende da grande
afinidade e especificidade de ligacdo do ligante com a proteina. A afinidade e especificidade
sdo resultados de interacBes intermoleculares como, forcas de van der Waals, interacdes
hidrofobicas, m-m, interacdes idnicas, ligagdes de hidrogénio e ligagdes covalentes
(GURYANOV, FIORUCCI, TENNIKOVA, 2016). Neste estudo foi possivel verificar o
potencial de ligacdo da molecular de FOR611A, demostrando valores de afinidade mais
negativos que outros ligantes em ambos o0s alvos, sabendo-se que quanto menor a energia livre
de ligacdo mais favorecida € a interacgéo.

Na interacdo com guanilato ciclase subunidade 3 foram exibidas diversas ligacdes
de hidrogénio, principalmente pelos grupos ciclicos da estrutura e pelo NO2. Apenas uma
ligacdo de hidrogénio favoreceu a eNOS, ocasionada pelo NO2 da estrutura. As ligacdes de
hidrogénio possuem maior forca dentre as interacdes ndo covalentes, portanto, a nivel
intramolecular, sdo responsaveis pela manutencdo da estabilidade de conformacdes bioativas
de macromoléculas (DUNN, 2010).

Diversas interagdes hidrofobicas foram observadas nos acoplamentos da FOR611A
nos alvos eNOS e GUCY1A3. Uma das representacdes das interagfes hidrofobicas séo as
interacOes de van der Waals, as interacdes de van der Waals séo interacdes fracas, porém podem
ser explicadas pela distribui¢do da carga eletronica de um 4&tomo em um dado instante. Dessa

forma, os dois 4&tomos séo atraidos entre si até uma distancia minima, pois, a partir dessa
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distancia havera a sobreposicéo e repulsdo entre os elétrons destes atomos tal como descrito
pelo principio de exclusdo de Pauli (dois elétrons ndo podem ocupar 0 mesmo espago em um
mesmo instante) (FASSIO, 2015).

Séo diversos estudos sobre moléculas de complexos de ruténio que ja foram
realizados através do docking molecular, como: identificacdo de danos ao DNA dos complexos
polipiridil de ruténio (1) (TANG et al., 2017); Complexo de ruténio que agem nas cinases de
proteina PIM1, GSK-3p ¢ CDK2/Ciclina A (LIU et al., 2013); Complexo de ruténio cis-
[Rull(n2-02CC7H702)(dppm)2]PF6-hmxbato induz apoptose mediada por ROS em células
tumorais de pulmao (COSTA et al., 2020).

Mesmo com dificuldades para preparacdo do docking molecular com moléculas
contendo ruténio pelos softwares Autodock 4.2, os resultados aqui mostrados apresentaram
grandes diferencas a niveis moleculares em relacdo ao DMSO e SNP, além de fornecer bons
resultados referentes aos grupos da molécula de ruténio, elucidando o potencial das interacdes
de NO2 nos alvos testados. No entanto, testes de DM foram necessarios para comprovar a
estabilizacdo do docking molecular e sua forca de interacdo, mas por problemas técnicos, ndo

foi possivel apresentar os seguintes resultados até a data de qualificacdo deste trabalho.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo verificou-se que a FOR611A apresentou um efeito
vasodilatador em anéis de aorta pré-contraidos tanto por acoplamento farmacomecanico como
por acoplamento eletromecéanico.

Ademais, foi verificado que este efeito ndo sofreu influéncia do endotélio e que
possivelmente ha participacdo da via do NO, por ativacdo da via NOS-sGC, e dos canais de
potassio no mecanismo de acdo vasodilatadora do FOR611A. Também € atribuido ao
mecanismo algumas influéncias no alvo eNOS.

Avaliacdes computacionais neste estudo, mostraram o perfil farmacocinético e
farmacodindmico da molécula FOR611A com seu potencial de interacdo no sitio ativo da
gunilato ciclase e eNOS confirmadas nas simula¢6es do docking molecular. Os processos
bioldgicos participantes da via do NO-sGC foram exibidos com maiores detalhes, assim como
novos processos bioldgicos de proteinas preditos pelo sistema computacional nos interactomas.

No geral, este estudo mostrou um grande potencial vasodilatador de uma molécula

de composicao organometalica inédita por meio da experimentacdo in vitro e in silico.
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ANEXO A - FOLHA DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE

ANIMAIS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA (CEUA-UFC).

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
NUCLEO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
MEDICAMENTOS - NPDM
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “"AVALIAGAO IN SILICO E EX VIVO DO EFEITO
VASORELAXANTE DE UM NOVO COMPLEXO DE RUTENIO (FOR611A) EM ANEIS DE AORTA
ISOLADOS DE RATOS WISTAR SADIOS", registrada com o protocolo 04090221-0, sob a
responsabilidade de Roberta Jeane Bezerra Jorge e Helyson Lucas Bezerra Braz, que envolve a
produgao, manutencao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794 de 8
de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), foi APROVADA pela Comissao de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da
Universidade Federal do Ceara, na reunido de 20/ 05/2021.

We hereby certify that the project entitled "IN SILICO AND EX VIVO EVALUATION OF THE
VASORELAXANT EFFECT OF A NEW RUTHENIUM COMPLEX (FOR611A) IN AORTIC RINGS
ISOLATED FROM HEALTHY WISTAR RATS", identified by the protocol number 04090221-0, and
conducted by Roberta Jeane Bezerra Jorge and Helyson Lucas Bezerra Braz which involves the
production, maintenance or use of animals belonging to the filo Chordata, sub-vertebrate Vertebrata
(except humans), for the purpose of scientific research - is in accordance with the provisions of the Law
number 11,794, from October 8th, 2008, of Decree number 6,899, from July 15th, 2009, and with the
regulations issued by the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA), was
APPROVED by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA) from the Center for Research and
Development of Medicines (NPDM) of the Federal University of Ceara, in the meeting of 05 /20 / 2021.

Finalidade (_ ) Ensino (X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacédo Inicio: JUNHO/2021
Fim: NOVEMBRO/2021

Espécie Rato heterogénico

Linhagem Wistar

N° de animais autorizados 38

Peso 250 - 300g

Idade 14 a 16 semanas

Sexo Macho

Origem (fornecedor) Biotério do NPDM

Local do experimento Biotério do NPDM

Fortaleza, Ceard, 26 de maio de 2021

Coordenagéo%e de Etita e de Animais

Nucleo de Pesquisas e Desenvolvimento de Medicamentos
Universidade Federal do Ceara

Rua Coronel Nunes de Melo, 1000, Rodolfo Teéfilo - Fortaleza/CE - CEP 60430-275 - Telefone: 55-85-3366-8338
Horario de atendimento: Segunda a Sexta - 09h as 12h e 13h30 as 18h. E-mail: ceua-npdm@ufc.br



