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RESUMO

O endotélio vascular desempenha um papel crucial na regulacéo do tonus vascular, equilibrando
a producéo de substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras. A disfuncdo endotelial, associada
a condigbes como hipertensdo arterial sistémica, pode comprometer essa regulacdo. Diante
disso, o desenvolvimento de novos doadores de 6xido nitrico (NO), como os complexos de
ruténio, ganha relevancia para tratar disfuncGes vasculares. Neste estudo, investigamos 0s
efeitos do nitrocomplexo de ruténio (FOR0777G) na morfofisiologia vascular de aortas isoladas
de ratos Wistar. O objetivo principal foi elucidar os mecanismos de ac¢do envolvido no efeito
vasodilatador do FOR0777G. Para atingir esse objetivo, examinamos a resposta vascular em
diferentes condicGes experimentais, considerando a presenca ou auséncia de endotélio e a
influéncia de inibidores especificos. Utilizou-se anéis de aorta de ratos Wistar, com endotélio
integro ou desnudo, pré-contraidos com fenilefrina (PHE) ou cloreto de potassio (KCI). Foi
elaborado curvas de concentragdo-efeito mediante a aplicacdo de FOR0777G. Foi utilizado uma
série de inibidores/bloqueadores (L-NAME, ODQ, tetraetilamonio, cloreto de bario,
hidroxocobalamina, 4-aminopiridina, glibenclamida, L-cisteina, wortmannina) para investigar
0s possiveis mecanismos de a¢do. Os anéis de aorta foram fixados em formol tamponado a 10%
por 24 a 48 horas. O material foi processado normalmente para exame histoldgico, as laminas
foram coradas com hematoxilina e eosina (HE). A andalise comparativa entre dois grupos foi
realizada por meio do teste t para dados ndo pareados, enquanto para a comparagao de trés
grupos ou mais, empregou-se a analise de variancia com o teste de comparacfes multiplas de
Tukey. Nos ensaios de reatividade, foi possivel verificar a vasodilatacdo, ndo dependente do
endotélio, do FOR0777G que mostrou os resultados da CEso de 0,11 pg/mL (ICgs%: 0,08 —0,16)
e 0 Emax foi 112,94 + 1,93% com dilatacdo superior que DMSO 15,461 pg/mL(ICgs%: 1,84 —
19,07) e 0 Emax 12,26 £ 5,62%. Nas preparacbes com diferentes inibidores, apenas a
hidroxocobalamina e ODQ apresentaram uma reducao significativa no Emax, resultando 94,96
+12,11% e 66,37 £ 9,41%. Na analise histolégica ndo foi evidenciada lesdo no tecido dos anéis
adrticos, apenas uma discreta desorganizacdo das fibras musculares da camada média,
necessitando avaliacdo posterior mais aprofundada. Nesse contexto, o FOR0777G pode ser
classificado como um potencial agente doador de NO e estimulador/ativador da via guanilato
ciclase soltvel dependente de NO, independente de endotélio.

Palavras-chave: Ruténio, oxido nitrico, aorta.



ABSTRACT

The vascular endothelium plays a crucial role in regulating vascular tone, balancing the
production of vasodilatory and vasoconstrictor substances. Endothelial dysfunction, associated
with conditions such as systemic arterial hypertension, can compromise this regulation.
Therefore, the development of new nitric oxide (NO) donors, such as ruthenium complexes,
gains relevance to treat vascular dysfunctions. In this study, we investigated the effects of
ruthenium nitrocomplex (FOR0777G) on the vascular morphophysiology of aortas isolated
from Wistar rats. The main objective was to elucidate the mechanisms of action involved in the
vasodilatory effect of FOR0777G. To achieve this objective, we examined the vascular
response under different experimental conditions, considering the presence or absence of
endothelium and the influence of specific inhibitors. Aortic rings from Wistar rats were used,
with intact or denuded endothelium, pre-contracted with phenylephrine (PHE) or potassium
chloride (KCI). Concentration-effect curves were prepared using FORO777G. A series of
inhibitors/blockers ~ (L-NAME, ODQ, tetraethylammonium,  barium  chloride,
hydroxocobalamin, 4-aminopyridine, glibenclamide, L-cysteine, wortmannin) were used to
investigate possible mechanisms of action. The aortic rings were fixed in 10% buffered formalin
for 24 to 48 hours. The material was processed normally for histological examination, the slides
were stained with hematoxylin and eosin (HE). Comparative analysis between two groups was
performed using the t test for unpaired data, while for the comparison of three or more groups,
analysis of variance with Tukey's multiple comparison test was used. In reactivity tests, it was
possible to verify the vasodilation of FOR0777G, which showed EC50 results of 0.11 pg/mL
(95% CI: 0.08 — 0.16) and Emax was 112.94 + 1.93% with higher dilation than DMSO 15.461
pg/mL (95% CI: 1.84 — 19.07) and Emax 12.26 + 5.62%. It was observed that the vasodilatory
action of FOR0777G is not dependent on the endothelium. In preparations with different
inhibitors, only hydroxocobalamin and ODQ showed a significant reduction in Emax, resulting
in 94.96 £ 12.11% and 66.37 + 9.41%. Histological analysis did not reveal any lesions in the
tissue of the aortic rings, only a slight disorganization of the muscle fibers in the middle layer,
and further study is needed. In this context, FOR0777G can be classified as a potential NO-
donating agent and stimulator/activator of the NO-dependent soluble guanylate cyclase
pathway and endothelium-independent vasorelaxant effect.

Keywords: Ruthenium, nitric oxide, aorta.
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1 INTRODUCAO

1.1 Endotélio e fisiopatologia da disfuncdo endotelial

O endotélio vascular € constituido por uma unica camada de células achatadas,
classificado como epitélio pavimentoso simples. Essas células que formam o endotélio sdo
ativadas por meio de estimulos quimicos, estresse mecanico, autocdides, citosinas, alteracdes
de presséo e pH e regulam uma variedade de reagfes como homeostase, angiogénese, reacao
inflamatoria, permeabilidade e tonus vascular (Paz, 2019).

O endotélio vascular esta presente na superficie luminal de todos o0s vasos sanguineo,
situado entre o sistema circulatorio e o musculo liso vascular (Silveira, 2019). O endotélio, em
circunstancias normais, contribui para o processo de homeostasia, regularizando o transporte
de substancias por meio da parede vascular, é encarregado do processo de vasodilatacdo e pelo
controle da coagulacdo sanguinea, além de modular o transporte de células do sistema
imunoldgico sobre a parede vascular (Paz, 2019).

Além disso o endotelio exerce influéncia sobre o ténus da musculatura lisa vascular,
através da fabricacdo de mediadores que tem a capacidade de provocar vasodilatagdo ou
vasoconstricdo. As principais substancias derivadas do endotélio que apresentam efeito
vasorelaxante sdo oOxido nitrico (NO), prostaciclina e fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF). Ja os fatores contrateis melhores sdo prostaglandina H2 (PGH>), endotelina-
1 (ET-1), tromboxano A2, a angiotensina Il (Ang Il) e os anions superdxidos ou espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Carvalho et al., 2001).

Em condicbes fisiologicas o endotélio € responsavel por modular o processo de
coagulacdo sanguinea, através de diferentes mecanismos que incluem a via da proteina
Clproteina S, via importante para prevencdo de formacdo de coagulos e doencas isquémicas
(Rajendran et al., 2013).

Sob circunstancias fisiologicas ha um equilibrio essencial entre a produgéo e liberagdo
de substancias que possam ocasionar vasodilatacdo ou vasoconstri¢cdo. No entanto, existe varias
doencgas, como hipertensao arterial (HA), que podem prejudicar as células endoteliais e como
consequéncia interferir na capacidade dessas células sintetizar e liberar substancias
vasodilatadoras, provocando assim uma reducdo do efeito vasodilatador do endotélio. Essa
reducdo visivel do relaxamento vascular relacionado aos fatores endoteliais € definida como

disfuncéo endotelial (Carvalho et al., 2001).
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Em artérias saudaveis a acetilcolina (ACh) promove a vasodilatacdo dependente do
endotélio, no entanto, na presenca de disfuncdo endotelial essa resposta se encontra reduzida
ou abolida (Bahia et al., 2006). A disfuncédo endotelial é determinada através de alteracfes nas
funcBes do endotélio em relacédo a vasodilatacdo reduzida, podendo ser identificado um estado
pro-inflamatorio e propriedades pré-tromboticas. Acontece no momento em que as agdes
vasoconstritoras se sobrepdem aos efeitos vasodilatadores, geralmente em consequéncia de uma
reducdo da biodisponibilidade de oxido nitrico (NO), com reducdo de sua atividade
vasoprotetora e elevacdo do nimero de endotelinas e do estresse oxidativo (Rajendran et al.,
2013; Rodrigues, 2023). Esta relacionado a maior parte das DCV, como HA, enfermidade
coronariana, insuficiéncia cardiaca cronica, Diabetes Mellitus (DM), patologia cardiovascular
periférica, injuria renal cronica e infeccGes virais graves (Rajendran et al., 2013)

A falta de equilibrio entre a sintese de NO pela producdo de 6xido nitrico-sintase
endotelial (eNOS) ou a transformacdo de NO no radical livre peroxinitrito (NOO") leva ao
desenvolvimento de disfungdo endotelial. Nesse contexto, o vasorelaxamento é mediado por
diversos peptideos, como a bradicinina e angiotensina 1-7, € afetada, provocando o
desenvolvimento de resisténcia vascular periférica (Barroso et al., 2021).

Sob a perspectiva histolégica, a disfuncdo endotelial resulta de multiplas lesGes
ocasionadas pela tensdo de cisalhamento, que afeta primeiramente o endotélio, camada em
contato direto com o fluxo sanguineo. Posteriormente, essas lesdes podem se estender as
camadas do musculo liso vascular, contribuindo para a disfuncéo endotelial (Jiang et al., 2015;
Silveira, 2019).

As camadas do musculo liso dos vasos sanguineos passam a demonstrar modificacdes
na estrutura celular em nivel ultraestrutural, acompanhada da reducdo progressiva de
elasticidade, devido a substituicdo da elastina por colageno, resultando na rigidez da parede
vascular. 1sso desencadeia um processo de remodelamento capilar e venular, com a
multiplicacdo anormal de células endoteliais, afetando a funcionalidade mecénica do sistema
vascular e comprometendo a hemodinamica cardiaca e sisttmica. Como consequéncia, a
perfusdo de 6rgdos é afetada, o que culmina na ocorréncia de eventos cardiovasculares e uma
elevada incidéncia de mortalidade (Braz, 2022).

Observa-se que a disfungéo endotelial pode desempenhar um papel no aumento do ténus
miogénico das arterias de resisténcia, por meio da ativagéo sistema renina-angiotensina (SRA),
da sintese de endotelina-1, catecolaminas e fatores do crescimento, isso resulta em
vasoconstricao, remodelacdo vascular e, consequentemente, no aumento da resisténcia ao fluxo

sanguineo, culminando no aumento da pressdo arterial periférica. O desencadeamento de
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processos inflamatorios na parede vascular pode estar relacionado a disfungéo endotelial e pode
favorecer ainda mais para o processo de remodelamento das artérias de resisténcia e das artérias
condutoras, 0 gque esta relacionado a um maior risco de aterosclerose e o desenvolvimento de
DCV (Gallo; Volpe; Savoia, 2022).

A disfuncdo endotelial influencia diretamente a producdo de mediadores, como o NO,
desencadeando um desequilibrio na homeostasia do corpo, tornando o ambiente propicio ao
desenvolvimento de DCV (Barroso et al., 2021).

Apesar da idade elevada estar associada ao surgimento de diversas patologias, alguns
fatores de ricos podem contribuir para o desenvolvimento de DCV, como: sedentarismo,
sobrepeso/obesidade (indice de massa corporal elevado), estresse, hipertensdo arterial,
hiperlipidemia, tabagismo, diabetes mellitus, alcoolismo e fatores genéticos (Massarol et al.,
2018; Lim et al., 2012).

Dentre as enfermidades que afetam o sistema cardiovascular, a doenga mais frequente é
a Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS), que esté relacionada a diversos fatores genéticos,
ambientais e sociais, sendo determinada pelo aumento insistente da pressao arterial (PA). Trata-
se de uma condicdo que geralmente é assintomatica, a HA frequentemente progride com
modificacOes estruturais e/ ou fisioldgicas em 6rgdos-alvo, como rins, cérebro, coracao e vasos
(Barroso et al., 2021).

A HA é constantemente relacionada com outros fatores de risco cardiovasculares, como
obesidade, tabagismo, hipercolesterolemia e diabetes mellitus (DM) tipo 2, e essa relacao
especialmente como DM, eleva de forma significativa o risco de complicagdo microvasculares
e macrovasculares bem como a incidéncia das DCV (Mikael et al., 2017). O NO esta
diretamente relacionado ao processo de disfuncdes endotelial e DVC, nesse contexto, € vital

compreender a fisiologia do processo de contracao e relaxamento do musculo liso

1.2 Fisiologia do processo de contracéo e relaxamento do musculo liso

O musculo liso pode ser categorizado em dois principais tipos, o musculo liso
multiunitario e o muasculo liso unitario. O multiunitario (figura 1A) é constituido por fibras
musculares separadas e discretas, onde cada fibra age de forma autbnoma em relacao as outras,
sendo que cada fibra contrai de forma independente das demais, e o controle ocorre
principalmente através de sinais nervosos. O unitario (figura 1B), por sua vez, é formado por
agrupamentos de centenas e milhares de fibras musculares lisas que contraem de forma

simultanea como uma Unica unidade. A regulacdo desse processo de contracdo ocorre
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predominantemente por meio de estimulos ndo nervosos. Exemplos de musculo liso
multiunitario incluem musculos piloeretores e 0 musculo da iris do olho, enquanto musculos
lisos unitarios s@o encontrados no trato gastrointestinal, Utero e em muitos vasos sanguineos
(Hall, 2017).

Figura 1 - Representacdo visual do musculo liso multiunitario (A) e do musculo liso unitario

(B).

— Adventicia

musculares
mediais

Pequena artéria

Fonte: Hall, 2017

Os masculos lisos vasculares desempenham um papel fundamental na regulacdo da
funcdo fisioldgica normal do sistema circulatorio. ModificacBes nessa musculatura estéo
relacionadas a varias enfermidades, como HA, infarto do miocéardio e patologias isquémicas
cerebrais. Portanto, a analise dos mecanismos subjacentes ao seu funcionamento é crucial para
a compreensdo e o tratamento de doencas relacionados a esse sistema (Paiva; Farias, 2005). O
mecanismo de contracdo e relaxamento do musculo liso € de grande importancia para o controle
da fisiologia do corpo humano.

O masculo liso ¢ composto por filamentos de actina e miosina que apresentam
caracteristicas quimicas semelhantes as encontradas nos filamentos de actina e miosina do
musculo esquelético. Na contragdo do musculo liso, o estimulo inicial € a elevacdo dos niveis
intracelulares de ions calcio (Ca?*), que pode ser ocasionado através da estimulacio nervosa da
fibra muscular lisa, estreitamento da fibra, estimulos hormonais e alteracbes quimicas no
ambiente da fibra (Hall, 2017).

A transmissdo do sinal que teve origem na membrana plasmatica para 0s receptores

envolvidos na maquinaria contratil do musculo liso, conhecido como o acoplamento excitacéo-
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contragdo, ocorre por meio de dois principais mecanismos: 0 eletromecanico e o
farmacomecéanico (Paiva; Farias, 2005).

O aumento da concentragéo de Ca?* na célula muscular lisa pode ser desencadeado pelo
influxo ou pela liberagdo de reservas intracelulares de Ca?*. O influxo ocorre mediante canais
ibnicos que estdo localizados na membrana plasmatica, principalmente por meio de canais de
Ca2* dependentes de voltagem (VOCC) do tipo L, embora outros canais, como 0s canais de
Ca?" dependentes de voltagem do tipo T e canais de Ca®* dependentes de ligantes (ROCC),
também contribuam para esse processo. O reticulo sarcoplasméatico € o compartimento que
armazena o calcio intracelular, e a liberacdo dessas reservas se efetua por intermédio de dois
tipos de canais idnicos, os receptores de rianodina (RyR) e os receptores de 1,4,5-trifosfato de
inositol (IP3R) (Rocha, 2018).

Quando os canais de calcio dependentes de voltagem (VDCCs) sao ativados, ocorre a
entrada de calcio (Ca?*) nas células musculares lisas vasculares (CMLV), resultando na
contragdo, um processo denominado acoplamento eletromecanico. Os principais canais desse
tipo sdo os de longa duracédo, conhecidos como canais do tipo L. Para intensificar o influxo de
calcio (Ca?"), esses canais podem ser ativados diretamente pela despolarizacio da membrana,
que ocorre devido a elevadas concentraces extracelulares de potassio (K*), ou de forma
indireta, por meio de alguns agonistas (Silveira, 2019).

O Ca?* intracelular decorrente do influxo ou da liberacio dos estoques intracelulares
liga-se de maneira irreversivel a proteina denominada Calmodulina (CAM), formando o
complexo CAM-Célcio, que desempenha um papel na regulacdo de uma sério de processos
celulares, podendo destacar a contracdo muscular, através da ativacdo da enzima quinase de
cadeia leve miosina, que tem a responsabilidade de fosforilar a cadeia reguladora leve
localizada nas cabecas da miosina. Esse processo de fosforilacao induz as interacdes repetitivas
entre as cabecas da miosina e os filamentos de actina, resultando na contracdo das células

musculares lisas (Figura 2) (Rocha, 2018).
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Figura 2 - Representacdo do mecanismo de contragdo do musculo liso.
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Principais mecanismos envolvidos: canal de Ca?* dependente de ligantes (ROCC), canal de Ca?* operado por
voltagem (VOCC), receptor do 1,4,5-Trifosfato de Inositol (IP3R), receptor de Rianodina (RyR), quinase de cadeia
leve da miosina (MLCK), grupo fosfato (P). Calmodulina (CAM) e ATP (adenosina trifosfato).

O acoplamento farmacomecanico ndo depende da despolarizacédo celular, mas implica
na interacdo de agonistas com seus receptores acoplados a proteinas G localizadas na
membrana. As proteinas G sdo complexos heterotrimeros formados por trés subunidades: alfa,
beta e gama (Paiva; Farias, 2005).

O aumento de Ca?" que pode ser mediado pelo acoplamento farmacomecanico ou misto,
dependendo ou n&o da despolarizagdo da membrana, ocorre quando um agonista se liga a um
receptor geralmente associado a proteina G (GPCRs). Esse receptor ativa a cascata do inositol
por meio das proteinas Gg/11, levando a producdo de 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) e
diacilglicerol (DAG). O IP3 desencadeia a liberacdo de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico (RS)
ao ativar os receptores de IP3 (IP3R), enquanto o DAG ativa a proteina quinase C (PKC). A

PKC, por sua vez, aumenta Ca?* ativando os canais de célcio de forma direta dependentes de
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voltagem (VOCCs) ou, de forma indireta, inibindo os canais de potassio K* presentes na
membrana plasmatica (Silva, 2018).

S&o varios os receptores que podem ser acoplados a GPCR, como por exemplo 0s
receptores muscarinos Ms, que podem ser encontrados nas fibras musculares lisas da traqueia,
e sdo ativados por meio da acetilcolina, decorrente da estimulagdo de agonistas causam a
despolarizacdo da membrana, resultando na ativacdo do difosfato de guanosina (GDP). O GDP
¢ convertido em trifosfato de guanosina (GTP), desencadeando a liberacao da subunidade a-
GTP para ativar a Fosfolipase C (PLC). A PLC, por sua vez, catalisa a clivagem do
Fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) em Diacilglicerol (DAG) e Inositol trifosfato (IP3) (Borges,
2018). O processo principal envolvido aqui esta associado a ativagdo da fosfolipase C (PLC)
por meio dos receptores acoplados a GPCR, resultando na producdo de dois segundos
mensageiros essenciais: 0 IP3 e o DAG. O IP3, subsequentemente, difunde-se para o citosol,
onde abre canais no reticulo sarcoplasmatico, desencadeando a liberagdo de ions de Ca?*
previamente armazenados, resultando na ativacao de proteinas contrateis e inicia o processo de
contracdo (Akata, 2007; Silveira, 2019). O processo de contracdo do musculo liso também pode
ocorrer atraves da acéo da Fenilefrina (FEN) um agonista al-adrenérgico (Cunha, 2013).

Para reversdo do processo de contracdo é necessario remover ions de Ca?* dos liquidos
intracelulares. Essa remocao é realizada através de uma bomba de célcio que remove os ions de
Ca?* para 0 meio extracelular, ou ao reticulo sarcoplasmatico, se estiver presente. Em seguida,
ocorre a liberagdo de jons de Ca?* da calmodulina (CaM), e a miosina fosfatase desfosforila a
cadeia leve de miosina, resultando na separacéo da cabeca de miosina do filamento de actina e
no relaxamento do musculo liso, conforme ilustra a figura 3 (Hall, 2017).
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Figura 3 — Representacdo do processo de relaxamento do musculo lido
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Principais mecanismos envolvidos: canal de Ca®*, canal de sodio (Na*), Calmodulina (CAM), grupo fosfato (P).

O musculo liso vascular possui quatro subtipos de canais de K*, considerados os mais
importantes para este sistema. Esses subtipos incluem canais de K* sensiveis a voltagem (Kv),
canais de K* de influxo retificador (inward rectifier, Kir), canais de K* sensiveis ao ATP (Katp)
e canais de K* sensiveis ao Ca?* (Kca) (Terluk, 2000).

Os canais de K™ desempenham um papel crucial no controle do potencial de membrana
das células excitaveis. Ativacdo de canais de K™ na membrana celular, provoca a saida de K*
da célula, ocasionando uma redugdo do potencial de membrana e & hiperpolarizagdo. Isso
resulta no fechamento dos canais de Ca®* dependentes de voltagem na membrana celular e,
consequentemente no vasorelaxamento do musculo liso. O bloqueio de canais de K™ por meio
de antagonistas ou vasoconstritores, provoca uma reducdo no efluxo de K* e abertura de canais

de Ca?* resultando em despolarizagio e vasoconstrigdo, conforme a figura 4 (Furian, 2009).
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Figura 4 — Esquema do processo de contracdo e relaxamento no musculo liso vascular

envolvendo os canais de K™.
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Nos pequenos vasos sanguineos do coracao e do cérebro, quando a concentracdo de K*
atinge valores entre 5 e 15 mM os canais Kir funcionam como sensores que detectam as altas
concentracfes de K* e desencadeiam o processo de hiperpolarizacdo e vasodilatagdo. A
ativacdo desses canais ocorre em resposta a varios estimulos, incluindo EDHF, pela bradicinina
e pelo peptideo natriurético atrial tipo C (Furian, 2009). Os KIR, mencionados anteriormente,
podem ser inibidos por certos compostos, como o tetraetilamonio (TEA) e o bario (Ba?")
(Terluk, 2000). Em experimentos cientificos, essas substancias podem ser utilizadas como
ferramentas para a investigacdo da funcionalidade dos canais de potassio (K™), que sejam ndo
seletivas ou seletivas, como é o caso da glibenclamida, um agente bloqueador seletivo dos
canais Katp ou 4- aminopiridina (4-AP) bloqueador seletivo para canais de K* sensivel a
voltagem (Kv) (Nascimento, 2011; Lins, 2022).

O processo de contracdo e relaxamento do musculo liso vascular desempenha um papel
essencial na modulacéo do didmetro dos vasos sanguineos, exercendo um impacto significativo
na homeostase vascular e na preservacao da integridade do endotélio. Os canais de K*, NO e o

endotélio estdo envolvidos no controle da homeostasia do corpo humano.

1.3 Oxido nitrico

O NO é uma das moléculas biossintetizadas mais simples e menores que existem. O NO

é um radical livre, sendo um géas inorganico e incolor, possui sete elétrons de nitrogénio e oito
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de oxigénio, caracterizado pela presenca de um elétron desemparelhado (Dusse; Vieira;
Carvalho, 2003).

O NO é um radical livre gasoso produzido de forma enddgena por meio da acédo da
enzima oxido nitrico sintase (NOS) (Rocha, 2018). Sua producéo se inicia com a oxidacdo da
L-arginina para forma L-citrulina, envolvendo uma reacdo quimica que requer a presenca de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH) e calcio (Ca?"). Esse processo resulta na
formacéo de um intermediario denominado NG-hidroxi-L-arginina, que posteriormente reage
com NADPH e oxigénio (0?), culminando na producio de L-citrulina e NO (Vidal, 2020).

A descoberta de inibidores competitivos do éxido nitrico sintase (NOS), analogos da L-
arginina tais como NG-monometilarginina (L-NMMA) e nitroargininametiléster (L-NAME) ou
NG-nitro-Larginina metil éster, abriu caminho para a exploracao do papel do 6xido nitrico (NO)
em processos bioldgicos (Bahia et al., 2006; Branddo; Pinge, 2007). Para investigar as formas
de NO envolvidas no processo de vasorelaxamento, é possivel utilizar bloqueadores como
hidroxocobalamina (HDX), que apresenta em sua estrutura quimica uma cobalamina oxidada
(Cb(l111)), a qual desempenha o papel de sequestrar o NO radicalar (NO®) liberado pela célula
endotelial, resultando na formacao do complexo Cb(I11)-NO, ja A L-Cisteina atua de maneira
mais especifica como capturadora do ion nitroxil (NO") (Cunha, 2013; Holanda, 2019).

Do ponto de vista de sua estrutura e funcdo, a familia da NOS consiste em trés
isoenzimas distintas: as isoformas endotelial (eNOS ou NOS-III) estd presente nas células
endoteliais, a neuronal (nNOS ou NOS-I) é encontrado em tecidos neuronais, as duas sdo
constitutivas e dependentes de Ca?*-calmodulina (CaM), e uma isoforma induzivel (iNOS ou
NOS-II) que pode ser sintetizada em resposta a inducdo por citocinas pré-inflamatdrias ou
endotoxinas (Barreto; Correia; Muscara, 2005; Penha, 2018).

A sintese do 6xido nitrico (NO) a partir do endotélio ocorre quando a acetilcolina (ACh)
se liga aos receptores muscarinicos M3, que estdo acoplados a proteina Gg. Esse processo
resulta na producdo de segundos mensageiros, DAG e IP3. Este ultimo tem a capacidade de
ativar os receptores de IP3 na membrana do reticulo endoplasmatico, desencadeando a liberacédo
de Ca2" para o citosol. Esse ion calcio estimula a atividade da enzima 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS), promovendo a sintese de NO (Braz, 2022). Para investigar o papel da
enzima fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) no efeito vasodilatador é utilizado o bloqueador
wortmannin (Vasconcelos, 2018).

Devido a sua natureza ndo carregada, tamanho e alta lipofilicidade, o éxido nitrico (NO)
tem a capacidade de difundir-se com facilidade através da membrana celular e entre

compartimentos celulares. Quando se difunde das celulas endoteliais para 0 musculo liso
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vascular (MLV), ele se liga ao grupo heme da enzima guanilil-ciclase soltvel (GCs), a qual
converte a guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclico (GMPc), que atua
como segundo mensageiro. O GMPc desempenha um papel fundamental varias funcdes
regulatdrias, como vasorelaxamento, inibicao da agregacao plaquetaria e sinalizacao neuronal.
O principal alvo do GMPc consiste na familia de proteina-quinases dependentes do GMPc
(Terluk, 2000; Paz, 2019; Fahning, 2021).

O GMPc desencadeia a ativagdo da proteina quinase G (PKG), a qual € responsavel pela
fosforilacdo de varias proteinas. Na rede vascular, 0 aumento da concentracdo de GMPc e a
atividade da PKG, dependente de NO, desencadeia a fosforilacdo de proteinas especificas,
resultando na diminuicdo dos niveis de célcio no citosol e, consequentemente, a reducdo da
contracdo da musculatura lisa, que ocasiona um aumento do fluxo sanguineo e diminuicdo da
pressdo arterial (Vidal, 2020; Couto, 2020).

A bioatividade do NO desperta grande interesse na comunidade cientifica. Essa
interacdo apresenta potenciais aplicagdes no desenvolvimento de complexos metélicos que

atuem como doadores de NO e estimulem/ativem a via sGC.

1.4 Nitrosilo complexos metélicos e nitrocompostos

Inicialmente, a molécula de NO pode se unir ao metal (M) através do atomo de
nitrogénio ou atomo de oxigénio, dando origem, respectivamente, as formas de nitrosil ou
isonitrosil. A forma nitrosil é a mais prevalente, enquanto a forma isonitrosil tende a ocorrer
com metais mais eletropositivos, como o Li* e o Na* (Bertolini, 2004; Marchesi, 2008).

O nitroprussiato de sddio (NPS), Na2[Fe(CN)s(NO)].2H20, trata-se de um vasodilatador
que age de forma rapida e é eficaz tanto em artérias quanto em veias. Este composto promove
0 vasorelaxamento através da doacdo de NO, que resulta na ativacdo da enzima guanilato
ciclase. E um exemplo de complexo metalico que contém um ligante ativo, o ligante nitrosil, é
utilizado principalmente em situaces clinicas de emergéncia como hipertensdo. No entanto a
utilizacdo deste composto pode apresentar restrigdes em determinadas circunstancias devido a
ocorréncia de reacBes secundarias, tais como hipotensdo excessiva, metemoglobinemia e
toxicidade por cianeto. Esse cenario tem motivado a busca por novos compostos com potencial
vasodilatador (Silva, 2008; Golfeto, 2008; Hottinger et al., 2014; Gongalves, 2018; Paz, 2019).
A GCS pode ser inibida através do ODQ (1H(1,2,4)oxidiazolo(4,3-a)quinoxalin-1-ona, e essa
inibicdo demonstrou ser irreversivel devido a oxidagdo do grupo heme dessa enzima (Terluk,
2000).
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Complexos nitrosilos contendo metais de transicdo podem desempenhar um papel
relevante como agentes doadores de 6xido nitrico, especialmente na liberagao redutimétrica de
NO em alvos bioldgicos (Bertolini, 2004).

Em concentracfes elevadas, o 6xido nitrico pode tornar-se prejudicial a satde, uma vez
que pode reagir com 0 oxigénio ou superoxido presentes no meio e ocasionar a formacdo de
espécies reativas de 6xido de nitrogénio (ERONS). Estas espécies apresentam uma natureza
radicalar e sdo altamente nocivas, uma vez que causam danos aos lipideos, proteinas e ao DNA
(Marchesi, 2008).

Complexos de nitrosilo de metais de transicdo tém sido empregados na &rea médica
como agentes que liberam 6xido nitrico desde o século X1X. O nitrosilo complexos de ruténio
tém a capacidade de liberar NO de maneira seletiva e controlada, devido a sua estabilidade
termodinamica e alto grau de seletividade. A doacdo de NO por esses compostos pode se dar
por meio de redugdo quimica, eletroquimica ou estimulagdo fotoquimica. Para utilizar esses
complexos como metalofarmacos, é fundamental possuir entendimento sobre o comportamento
qguimico e o mecanismo de acdo em sistemas bioldgicos (Cezar, 2015; Penha, 2018).

A nitroglicerina (NTG) é amplamente empregada como um agente para melhorar o
fluxo de oxigénio na microcirculacdo. Embora tenha sido descoberta em 1847 por Ascanio
Sobrero, sua producdo em larga escala para fins explosivos s6 se iniciou em 1867, gracas a
Alfred Nobel. Somente em 1879, a nitroglicerina passou a ser reconhecida e utilizada como um
vasodilatador, revelacdo esta creditada a Murrel (Felice, 2021).

A NTG € uma droga da familia dos nitratos, destaca-se por sua capacidade de liberar
Oxido nitrico. Utilizados ha décadas no tratamento da angina, os nitratos exercem efeito
vasodilatador, promovendo o relaxamento da musculatura lisa, mediada pelo 6xido nitrico
(Lippo, 2004).

A principal restricdo clinica associada ao uso de nitratos organicos é o desenvolvimento
de tolerancia pelo organismo apds seu uso prolongado. Essa tolerancia se manifesta pela
reducdo dos efeitos hemodinamicos e anti-isquémicos dos nitratos, ou pela necessidade de
doses mais altas para manter os mesmos efeitos terapéuticos. Evidéncias indicam que, embora
0 uso de nitratos organicos para induzir vasodilatagdo a curto prazo seja amplamente adotado e
eficaz, doses clinicamente significativas podem prejudicar a liberacdo de NO endotelial
(Midori, 2016).

Diante da série de efeitos adversos associados ao NPS e NTG, tem se intensificado a
investigacdo por novas substancias que possuam eficacia compardvel, porém com menor

incidéncia de efeitos colaterais. Dentro desse cenario, 0s nitrocomplexos de ruténio emergem
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como objeto de estudo, sendo considerados promissores doadores de éxido nitrico (NO). Este
enfoque visa ndo apenas a eficicia terapéutica, mas também a minimizacdo dos impactos
adversos associados ao tratamento com agentes doadores de NO (Vatanabe et al., 2017;
Manigat, 2023).

1.5 Panorama geral de Metalocompostos: da descoberta a aplicagao.

Os metais sdo elementos fundamentais para prevencdo ou tratamento de diversas
patologias, existem relatos de mais de 5000 anos atrads sobre o uso medicinal de metais
(Nikolaou; Silva, 2018). Os compostos metalicos, foram utilizados na antiguidade com base no
conhecimento popular, entretanto por volta do ano de 1890, que os complexos metalicos
comecaram a ser utilizados com embasamento cientifico, quando Robert Koch (1843-1910)
evidenciou através de experimentos in vitro que o complexo K[Au(CN).] era nocivo para 0
bacilo de Koch, dando inicio a utilizacdo moderna de complexos de ouro na medicina, apds um
periodo de tempo, foi constatado que diversos complexos desse metal eram benéficos no
tratamento da artrite reumatoide (Baran, 2011).

No comeco do século XX, as pesquisas pioneiras de Paul Ehrlich, proporcionaram o
surgimento do que é conhecido hoje como quimioterapia. Com o objetivo de produzir uma
“bala magica”, que seriam compostos quimicos, que apresentariam afinidade por determinados
alvos biologicos, atuando de modo direto no agente causador, assim foi idealizado o conceito
principal da quimioterapia moderna (Cabral, 2016). Na década de 1960 Rosenberg e
colaboradores identificaram o composto diamino-dicloro-platina como um possivel agente
antimicrobiano. Posteriormente, foi identificado que a cisplatina era uma substancia
guimioterapica, bastante eficiente para o tratamento de cancer, possuindo afinidade por tumores
solidos primarios da bexiga, ovarios, testiculos, cabeca e pescoco (Andrade, 2018).

Nos dias atuais, é notdrio o crescente avango no desenvolvimento de novas drogas
inorgénicas, ilustrado pelo elevado numeros de publicacbes na area, patentes, encontros
académicos, bem como novos complexos aprovados ou em fases avancas de pesquisa.
Compostos Inorgénicos aprovados para uso clinicos ou em fase avangada de pesquisa:
Cisplatina (cancer), Carboplatin (céncer), Tirisenox (cancer), Myocrisin (artrite), Fosrenol
(hiperfosfatemia em doencas renais), camcolit (maniaco depressdo), Nitroprussiato de sodio
(hipotensivo vasodilatador), Bis-(maltolato) oxovanadio (1V) (diabetes) (Cabral, 2016).

Os metais de transicdo, dentre eles o ruténio, também vém sendo utilizados com maior

frequéncia por conta de suas particularidades interessantes como: diversas possibilidades de
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geometria, Vvarias estruturas e disponiveis estados de oxidagdo em meio fisiologico (Silva,
2018).

O ruténio vem ganhando destaque em diversos aspectos e esta sendo investigado quanto
a sua atividade terapéutica frente ao potencial antimicrobiano, atividade antiviral, antimalarico
e, especialmente, ao seu efeito antitumoral (Teixeira, 2020).

Em vista disso, h& um grande apelo em prol do uso de metais na composicdo de
medicamentos por conta do vasto potencial dos cations metalicos, que tem a capacidade de
interagir com biomoléculas, proteinas, enzimas e o proprio DNA, desta forma podem intervir
em processos metabdlicos, fisiologicos e patoldgicos de diferentes maneiras (Nikolaou; Silva,
2018).

A cisplatina ¢ um composto inorganico utilizado para tratar neoplasias, embora sua
ampla aplicabilidade, esta associado a diversos efeitos colaterais como a neurotoxicidade,
toxicidade gastrointestinal, nduseas e vomitos. Os efeitos adversos da cisplatina resultaram no
desenvolvimento de novos complexos de platina com toxicidade reduzida, como a carboplatina
e oxaliplatina. Cabe destacar que os compostos de platina sdo utilizados mundialmente até os
dias atuais, em torno de 50 a 70% dos casos de cancer, associados a outros farmacos (Fulco,
2022; Santos, 2013).

Devido aos efeitos toxicos e adversos dos complexos de platina (cisplatina, oxaliplatin,
carboplatina e nedaplatina) como mielossuprecdo, nefrotoxicidade, neurotoxicidade,
ototoxicidade, nduseas e vomito, varias propostas de novos complexos inorganicos com menor
toxicidade surgiram ao longo dos anos (Lima et al., 2020).

Os compostos de ruténio surgiram como uma alternativa promissora aos compostos de
platina (SANTOS, 2013). O composto de ruténio esta disponivel em diferentes estados de
oxidacdo como (Ru (1), Ru (I11) e Ru (IV)) conforme seu arranjo e sua esfera de coordenacéo;
a maior parte desses estados de oxidacao é alcancavel sob circunstancias fisiologicas. Neste
contexto, 0 Ru®* e o Ru®", exibem seis sitios de coordenacéo, sdo os fons mais frequentemente
utilizados (Silveira, 2019).

A toxicidade reduzida do ruténio pode ser atribuida a similaridade das propriedades
fisico quimica do ruténio com o ferro. Fisiologicamente o corpo humano se defende das altas
concentracdes do ion ferro elevando a fabricacdo de proteinas captadoras do ferro, como a
albumina e a transferrina. Em hipotese, considera-se que o mecanismo de defesa contra a
toxicidade do ruténio seja 0 mesmo (Nascimento, 2021; Cabral, 2016). Varias pesquisas tém

demonstrado que os complexos de ruténio apresentam niveis de toxicidade consideravelmente
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menor em relacdo aos principais metalocompostos utilizados para tratamento de cancer nos dias

atuais, como, por exemplos os complexos de platina (Martins, 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Embora haja um grande nimero de estudos atualmente para o desenvolvimento de
farmacos com potencial doador de NO e que apresentem menores efeitos toxicos, existe apenas
um pequeno numero de sustancias aprovadas atualmente, que estdo disponiveis no mercado
para uso clinico (Paulo et al., 2014). Os grupos mais utilizados como doadores de NO em
emergéncias hipertensivas e outras doencas vasculares sao os nitrosilo representado pelo SNP,
diazeniodiolatos (NONOatos) e os S-nitrosotiois (RSNOs) (Miller; Megson, 2007).

Entretanto, os farmacos previamente mencionados demonstram uma seletividade
reduzida em relacdo ao alvo terapéutico, acarretando consideraveis desvantagens, tais como a
dependéncia do biometabolismo, o desencadeamento de taquicardia reflexa, o desenvolvimento
de tolerancia em casos de uso prolongado, a liberacdo de substancias toxicas e interacdes NO
com outras biomoléculas (Hottinger et al., 2014). No contexto do SNP, destaca-se a necessidade
de uma vigilancia préxima por parte da equipe meédica devido aos seus efeitos toxicos,
associados ao acumulo de tiocianato, um metabolito toxico capaz de induzir lesdes renais e
manifestar efeitos hipotensores significativos (Olabe, 2008).

Niveis elevados de NO podem reagir com anions superoxidos, culminando na geracao
de espécies reativas de oxigénio, como o peroxinitrito (ONOOQO"), o qual esta correlacionado a
lesbes endoteliais (Volk et al., 1995; Dusse; Vieira; Carvalho, 2003).

As doencas cardiovasculares (DCV) destacam-se como as principais causas de morte
global, responséaveis por 32% de todos os Obitos no mundo, conforme estatisticas da
Organizacao Mundial da Saude (OMS) referentes ao ano de 2019 (OMS, 2019). Nesse periodo,
estima-se que 17,9 milhdes de individuos perderam a vida devido a DCV. No ambito nacional,
a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) relata que aproximadamente 14 milhdes de
brasileiros apresentam alguma forma de enfermidade cardiaca, resultando em cerca de 400 mil
Obitos anuais atribuidos a essas condices, representando 30% de todos os 6bitos registrados
no pais. Novas projecfes apontam uma elevacdo do indice de mortalidade em até 250% até
2040. As estimativas revelam a magnitude do impacto dessas enfermidades na salude publica
nacional (SBC, 2021).

Frente a essas considerages, a sintese de novos complexos de ruténio que atuam como
doadores de NO revela-se essencial, especialmente devido aos elevados indices de mortalidade
associados as doencas DVC. Alem da necessidade de serem criados complexos que apresentem
menor efeito toxico, melhor especificidade de alvo, capacidade de liberar NO de forma

controlada.
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Dessa maneira, com o intuito de proporcionar uma nova possibilidade terapéutica no
contexto das patologias cardiovasculares, o presente estudo buscou averiguar o mecanismo de

reatividade vascular em anéis de artéria aorta isolada de ratos do complexo FOR0777G.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

e Investigar os efeitos do nitrocomplexo de ruténio (FOR0777G) na morfofisiologia
vascular de aortas isoladas de ratos Wistar, visando elucidar os mecanismos de acfes

envolvidos.

3.2 ESPECIFICOS

¢ Verificar o potencial vasodilatador do complexo de ruténio FOR0777G em preparacgdes
isoladas da aorta de ratos;

e Explorar o papel do endotélio no efeito vasorrelaxante do complexo de ruténio em
preparacdes isoladas da aorta de ratos;

e Auvaliar o envolvimento das vias relacionadas a NO/GCs, IP3K/Akt e canais de K no
mecanismo de acao da vasodilatacdo induzida pelo FOR0777G;

e Investigar as alteracfes histologicas ocasionadas pelo metalofarmaco FOR0777G em
preparacdes isoladas da aorta de ratos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sintese do Complexo de Ruténio

O complexo de ruténio cis-[Ru(NO2)(bpy)2(4-phpy)]PFs, representado pela sigla
(FOROQ777G), foi sintetizado no laboratério de Bioinorgénica (LABIO) do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard, seguindo a técnica descrita
por Manigat (2023). Foram dissolvidos 50,00 mg (0,2 mmol) do complexo cis-[RuCl(bpy)2(4-
phpy)]PFs e 20,73 mg (0,3 mmol) de NaNO: em 25 mL de solugo hidroetanolica a 50% em
um baldo de fundo redondo. O sistema foi aquecido em banho de glicerina, mantido sob refluxo
e agitacdo por 6 horas. Apos esse periodo, a solucéo foi rotaevaporada até secar e, em seguida,
foram adicionados 5 mL de etanol, uma solucdo saturada de NH4PFs ¢ éter etilico. Foi
observado um precipitado de coloracéo alaranjada. O precipitado foi coletado por filtracdo em
funil de placa porosa, lavado com éter etilico e armazenado sob pressdo reduzida. O rendimento
obtido foi de 94% (Manigat, 2023).

Figura 05 — Estrutura plana do composto de ruténio utilizado cis-[Ru(NO?)(bpy)2(4-phpy)]PFs
e seu respectivo codigo.
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Fonte: Manigat, 2023
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4.2 Solucédo Krebs-Henseleit

Com a finalidade de manter a viabilidade do tecido ao longo de todo o experimento a
solucdo de Krebs-Henseleit foi utilizada para os propdésitos desta pesquisa (Bailey; Ong, 1978).
Utilizou-se a solugéo de Krebs-Henseleit modificada (NaCl: 118,0; KCI: 4,7; KH2PO4: 1,2;
MgSO4.7H20: 1,2; NaHCO3: 25,0; CaCl2: 2,5 e Glicose: 11,1) com concentragdes
expressadas mmol/L e pH 7,4 (Khanna et al., 2011). Todos os reagentes empregados na

pesquisa foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA).

4.3 Substancias utilizadas

Agua destilada (97%) e dimetilsulfoxido (DMSO) (3%) foram utilizados para
solubilizar o complexo FOR0777G para formacdo de uma solucdo mae para uso em todos 0s
ensaios.

Outras substancias empregadas nesta pesquisa 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), tetraetilaménio, glibenclamida, 4-
aminopiridina e cloreto de béario utilizados, todos com grau de pureza analitica, foram
adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA). Tabela 1 descreve as a¢fes das substancias

descritas.

Tabela 1 — Substéncias utilizadas no protocolo experimental e suas func¢des

Substancias Mecanismo de Acéo
Acetilcolina Agonista colinérgico.
Fenilefrina Agonista al-adrenérgico

Cloreto de potassio | Contragdo (60 mmol/L)

Hidroxocobalamina | Sequestrador de NO radicalar (NO*® ).

L-NAME Inibidor ndo-seletivo da enzima NOS.

L-Cisteina Sequestrador seletivo de ions nitroxil (NO™).

OoDQ Inibidor da enzima sGC.

Wortmannina Inibidor da enzima fosfatidilinositol 3-quinase
(IP3K).

4-Aminopiridina Bloqueador seletivo de canais Ky.
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Cloreto de bério Bloqueio seletivo dos canais de potéssio retificadores
de entrada

Glibenclamida Bloqueador seletivo de canais KA,

Tetraetilamonio Blogueador ndo-seletivo dos canais para K ™.

Fonte: Adaptado de Silveira, 2019
4.4 Animais de experimentacao

Para desenvolvimento dos experimentos cientificos foram utilizados ratos Wistar
adultos, machos, com peso entre 250 e 300g foram obtidos através do Biotério Setorial do
Ndcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de medicamentos da Universidade Federal do Ceard
(NPDM-UFC).

Os ratos foram acomodados em sala aclimatada a temperatura de 23° C, em prateleiras
adequadas e com passagem de ar. Os animais permaneceram sob ciclo claro e escuro de 12/12h

com &gua e racdo a disposicdo, em ambiente de microisolamento no biotério citado.

4.5 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido previamente a Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara, e encontra-se atualmente aprovado sob o
protocolo: 46051222-0. Os cuidados com os animais de experimentacdo foram regidos de
acordo com o Guia para Cuidado e Utilizacdo de Animais de Laboratério, publicado pelo
Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos da América (NIH, publicagdes 85-23, revisado
em 1996) e com regulamentac&o brasileira recentemente aprovada.

4.6 Protocolo experimental
4.6.1 Procedimento Cirurgico para Retirada da artéria aorta toracica

Os animais inicialmente foram anestesiados com Xilazina (10 mg/Kg i.p.) e Cetamina
(80 mg/Kg i.p.), em seguida os animais foram eutanasiados por exsanguinagdo atraves de
incisdo dos vasos cervicais, em seguida, 0s animais foram posicionados em decubito dorsal,
posteriormente, procedeu-se a toracotomia. Neste protocolo, as cartilagens costocondrais foram

seccionados com tesoura cirdrgica de cada lado e o esterno foi reclinado para cima. Apos a
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exposicao da cavidade toracica, a veia cava caudal e o esdfago foram ocluidos com pingas
hemostaticas curvas de Halsted em suas por¢des mais proximas e ligeiramente distais ao
diafragma, sendo entdo cortados medialmente e retraidos em direcdo cranial. Dessa forma, foi
possivel expor a artéria aorta, a qual foi cortada e dissecada com tesoura de Vannas ao longo
de toda a sua extensdo até a regido da crossa aortica. Apos o procedimento de dissecagao o
fragmento da aorta tordcica removido foi preservado em uma placa de Petri, submerso em
solucdo de Krebs-Henseleit modificada a temperatura ambiente, com o objetivo de facilitar a
remocao do tecido conectivo da parte externa com tesoura Noyes. Em seguida a artéria aorta
foi cortada em quatro anéis de aproximadamente 3 mm de comprimento, desprezando 0s anéis
da extremidade do vaso.

Os anéis da aorta foram divididos em dois grupos: anéis com endotélio e anéis sem
endotélio. Para o protocolo dos anéis sem endotélio, 0 mesmo é removido através de friccao
entre as pecas metélicas triangulares e a base da placa de Petri, realizando um movimento de

rolagem de aproximadamente 20 vezes (Bonaventura et al., 2011).

4.6.2 Procedimento para acoplamento dos anéis da artéria aorta toracica

Cada anel foi acoplado em pecas triangulares de fio de aco (0,3 mm de didmetro),
conectadas por um fio de algoddo ndo elastico a um gancho metalico. Em seguida, foram
posicionados com uma das extremidades fixada a uma haste metalica e a oura conectada a um
sensor de pressao, através de um gancho metalico preso ao fio de algoddo que suporta os anéis
da aorta, no equipamento banho de érgéo.

Em seguida os anéis foram levados até o equipamento de banho de 6rgdo e foram
posicionados, com uma das extremidades fixada a uma haste metalica e a oura conectada a um
sensor de pressdo através de um gancho metélico preso ao fio de algoddo que suporta os anéis
da aorta. Esses anéis foram colocados em cubas organicas com capacidade de 10 mL, as quais
foram preenchidas com solucdo de Krebs-Henseleit modificada, as cubas sdo aeradas com uma
mistura carbogénica contendo 95% de oxigénio e 5% de didxido de carbono, sendo mantido no

sistema a uma temperatura de 37 °C, conforme ilustra a figura 06.
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Figura 06 — Imagem ilustrativa do esquema do sistema de banho de 6rgdos utilizado para

pesquisa da contratilidade de anéis de aorta toracica de ratos.
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Fonte: Silveira, 2019

Foi utilizado um transdutor de tensdo (Force Transducer, MLT0201, ADInstruments,
Espanha), para medir a tensdo isométrica dos experimentos, sendo que o sinal foi potencializado
(Quad Bridge Amp, ML224, ADInstruments, Austrdlia) e enviado a um conversor
analogicodigital (Power Lab®, ML8661P, 4130, ADInstruments, Austrdlia). Em seguida o
sinal foi transmitido para o computador para registro em tempo real da tensdo por meio do
software de aquisicdo e processamento de sinais (LabChart® 8.0.1 for Windows,

ADlInstruments, Australia).
4.6.3 Protocolo de estabilizacéo e teste de viabilidade
Ap0s a adequacao dos fragmentos de aorta no sistema de banho de 6rgdos, foi realizada

uma estabilizagdo por 60 minutos. Durante esse tempo, a solugdo de Krebs-Henseleit nas cubas

foi renovada a cada 15 minutos. A tenséo basal foi constantemente monitorada e ajustada para
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10 mN (Khanna et al., 2011). Apds a conclusdo da estabilizacdo, iniciou-se a andlise da
viabilidade de cada segmento de aorta (Yildiz et al., 2015).

Para determinar a viabilidade do tecido no inicio dos experimentos foi realizado,
avaliacdo da contratilidade maxima, sendo esta induzida pelo aumento hipertdnico da
concentracdo de cloreto de potéssio (KCI) para 60 mmol/L. Para garantir a viabilidade do tecido
e seguir adiante com o experimento é essencial observar uma contra¢do de, no minimo, 70%
em comparacao com o seu valor basal (Chen et al., 2009). Posteriormente, cada fragmento de
anel da aorta, foi lavado com solucdo de Krebs-Henseleit (KB) quatro vezes. Passados 5
minutos, iniciou-se a avaliagdo da viabilidade endotelial. Esta avaliagdo consistiu inicialmente
na inducdo de contracdo com fenilefrina (PHE, 1 pmol/L), sequida da verificacdo do
relaxamento ap6s a adicdo de acetilcolina (ACh, 10 pumol/L) nas cubas, conforme ilustra a

figura 07 (Bonaventura et al., 2011).

Figura 07 — Imagem ilustrativa do protocolo experimental para avaliagcdo de viabilidade dos

anéis aorticos.

Ach
4LavagensKH 10 pmoll 4 Lavagens KH
v 4 ' 4 /
Estahilizacao
10nM-60min | KCL PHE
1 Lavagem 60 mmol/L 0.1 pmolL
a cada 15 min L

Fonte: O autor, 2024.

4.6.4 Avaliacéo do Potencial Vasodilatador do complexo FOR0777G

Os anéis de artéria aorta, foram previamente contraidos com PHE (1 umol/L) ou KCL
(60 mmol/L), no platd da contracdo, foi obtida curva de concentracdo-efeito (CCE), nas

concentragdes de 1,0 x 108 a 3,16 x 10~ mol/L para o complexo FOR0777G (figura 08).
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Figura 08 - Esquema ilustrativo do protocolo para avaliagdo inicial do potencial vasorelaxante
do complexo FORO0777G, e do controle negativo DMSO.

Plato da contracio — 30 min

PHE /
1 pmol/L (]
on FOROTTIG
KCL DMSO 3% (igua 97%)
60 mmol/L =
\

Fonte: O autor, 2024.

O potencial vasodilatador do complexo FOR0777G foi avaliado para os anéis de aorta
com endotélio e sem endotélio. No caso dos anéis com endotélio, os tecidos foram diretamente
submetidos ao procedimento de avaliacdo do potencial vasodilatador do composto de ruténio.
No caso dos anéis sem endotélio, a retirada satisfatéria do endotélio foi determinada,
previamente, através do teste de viabilidade. De acordo com Chen et al (2009), remogéo
satisfatoria do endotélio é verificada através da deteccdo de um relaxamento menor que 10%
apos adicdo de ACh no teste de viabilidade. Para determinar a integridade do endotélio,
empregou-se a seguinte formula:

Relaxamento (%) =£ontragao mé’xi_ma PHE — Relaxamento maximo ACh , 109
Contracdo maxima PHE —Tensdo Basal PHE

Confirmada a remocdo do endotélio, o procedimento experimental padrdo foi
executado, induzindo contragéo sustentada por PHE (1 pmol/L) ou KCI (60 mmol/L). Seguida
da adicdo de concentrages cumulativas do composto FOR0777G (108 a 10®° mol /L) (figura
09).

Para avaliar o potencial vasodilatador do complexo FOR0777G, os anéis de artéria
aorta, com e sem endotélio, foram previamente contraidos com PHE (1 pumol/L) ou KCL (60
mmol/L). No platd da contragdo, o complexo FOR0777G foi adicionado nas concentragdes de
1,0 x 10® a 3,16 x 10> mol/L, para obter uma curva de concentracio-efeito (CCE). Os dados

foram registrados para analise.
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4.6.5 Investigacdo do Possivel Mecanismo de A¢do do FOR0777G

Neste estudo, para elucidar o mecanismo de acéo pelo qual complexo FORQ0777G gera
vasodilatacdo, a via NO/GCs, a via IP3K/Akt e os canais de canais de K foram avaliados nos
anéis de aorta expostos ao complexo de ruténio. Para acessar a via NO/GCs, utilizou-se L-
NAME (100 pmol/L), hidroxocobalamina (100 pmol/L), L-Cisteina (100 pumol/L), ODQ (10
pumol/L). Para explorar a via IP3K/Akt, aplicou-se wortmannina (0,5 umol/L). Para entender o
papel dos canais de K", empregou-se tetraetilaménio (10 mmol/L), Cloreto de bario (30
pmol/L), 4-aminopiridina (1 mmol/L), glibenclamida (10 pmol/L), (Feelisch, 1994;
Bonaventura et al., 2006; Rameshrad et al., 2016; Liu et al., 2016; Li et al., 2021; Silveira, 2019;
Braz, 2022). Ap6s o periodo de 30 minutos foi induzindo contracdo sustentada por PHE (1
umol/L), seguida da adicdo de concentragdes cumulativas do composto FOR0777G (1,0 x 108
a 3,16 x 10°° mol/L) (figura 9).

Figura 9 - Esquema do procedimento para caracterizacdo do mecanismo de acdo vasodilatadora
do FORO777G.

Platd da contracio — 30 min

1

Blogueadores FOROTTIC

PHE
/ 1 pmol/L
| b
| |

30 min

Fonte: O autor, 2024.

4.6.6 Investigacao histolégica

Os anéis de aortas foram fixados em formol tamponado a 10% por 24 a 48 horas. Em
seguida, os tecidos foram submetidos a desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em parafina em
processador automatico de tecido (Lupe® modelo PT09). Os blocos de parafina com os tecidos
incluidos foram cortados com 5um de espessura no micrétomo de impacto (Poycut S, Leica,
Alemanha) equipado com navalha de tungsténio de 16 cm, tipo D (Leica, Alemanha). Para

avaliar a estrutura, a coloragdo de hematoxilina-eosina (HE) foi realizada, usando protocolos
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padronizados. As imagens foram analisadas e obtidas no microscopio Nikon Eclipse Nis.
Software Nis 4.0.

O estudo histolégico foi conduzido no Nucleo de Estudos em Microscopia e
Processamento de Imagem (NEMPI), que colabora com o Programa de Pds-graduacdo em

Ciéncias Morfofuncionais.
4.6.7 Analise estatistica

Na metodologia utilizada, 'n' mindsculo representa 0 nimero de fragmentos de aorta
utilizados, enquanto 'N' maidsculo representa 0 nimero total de animais. Em cada grupo
experimental, foram utilizados 'n=6' fragmentos de aorta e 'N=2' animais.

A elaboracdo dos graficos e as andlises estatisticas foram realizadas por meio do
software GraphPad Prism® 8.0.1 (GraphPad Software, EUA). Nos ensaios de relaxamento da
musculatura lisa vascular, o efeito relaxante (R) das substéncias foi calculado, para cada
concentracdo, em funcdo da méaxima contracdo proporcionada pelo agonista, sendo

normalizado e expresso em termos percentuais, conforme a seguinte expressao:

R=Ta-Tsy 100,
Ta

onde Tae Ts representam, respectivamente, as tensdes resultantes da acdo do agonista e de uma
substancia especifica.

Em seguida, procedeu-se a transformacdo logaritmica (base 10) das concentraces,
expressas em molar ou pg/mL. Os gréaficos foram entdo elaborados com base nos valores
médios da magnitude do efeito vasodilatador ou vasoconstritor, calculados para cada
concentracdo da substancia apds a transformacdo logaritmica. Esses dados foram entdo
utilizados na elaboracédo das curvas concentracdo-efeito, por meio de analise de regressdo nao
linear. Para isso, utilizou-se como referéncia o modelo que utiliza uma fungédo sigmoide:

b—a
1+ lo(IOgCESO—X) *S

y=a+

a variavel y representa a medida da resposta, que se refere ao efeito relaxante. A variavel x é
associada ao logaritmo decimal da concentracdo, enquanto a representa a resposta minima e b
corresponde a resposta maxima. A constante s € designada como o fator de angulacgéo (slope
factor) e influencia a inclinacéo da curva. A CEso € definida como a concentragdo da substancia

gue gera 50% da resposta maxima ou semimaxima, representando o ponto médio entre a
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resposta minima e méxima. O Emax pode ser descrito como a resposta maxima induzida por
uma substancia especifica.

Para verificar a dose-dependéncia de uma curva dose-resposta, empregou-se a analise
de variancia (One Way ANOVA) para medidas repetidas em diferentes momentos ao longo da
mesma curva.

A maior parte dos resultados foi expressa através da média + erro padrdo da média
(EPM), acompanhada pela indicagdo do nimero de observacgdes experimentais (n). A CE50 foi
apresentada como a média, juntamente com o intervalo de confianca de 95% (1C95%). A anélise
comparativa entre dois grupos foi realizada por meio do teste t para dados ndo pareados,
enquanto para a comparacao de trés grupos ou mais, empregou-se a analise de variancia
(ANOVA) com o teste de comparacdes multiplas de Tukey. Para todas as analises, adotou-se o
nivel de significancia de 0,05 (5%), o que implica que valores de P abaixo de 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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5.0 RESULTADOS

5.1 Acdo vascular

5.1.1 Potencial vasorelaxante do FOR0777G em aortas isoladas contraidas com KCI

O complexo FORQ777G apresentou atividade vasorelaxante em preparacdes de artéria
aorta de rato com endoteélio integro em cubas contendo KCI (60 mmol/L). Para verificar acdo
vasodilatadora, foram elaboradas curvas concentragdo-resposta relativas ao relaxamento
induzido por diferentes concentragdes (10 a 10° umol /L) do FOR0777G e do controle
negativo DMSO.

Né&o houve diferenca da CEsg entre o grupo do FOR0777G (3,077 [1Cos%: 2,139 - 4,431]
umol/L) e controle negativo DMSO (2,118 [ICgs0: 0,068 — 2,251] umol/L) (p>0,05). No entanto
0 valor do Emax do FOR0777G (97,46 + 3,55%), apresentou um valor maior em comparagao

ao grupo controle negativo DMSO (97,46 + 3,55%) (p<0,05), conforme ilustrado na figura 10.

Figura 10 — Avalicéo do efeito vasodilatador do complexo FOR0777G em anéis adrticos com
endotélio integro contraido com KCI (60 mmol/L) em comparacéao ao controle DMSO.
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# (p<0,05) diferenca em relacdo ao Emax do FOR0777G. e+ (endotélio integro). Dados expressos como média +
E.P.M. (n =6, N = 2) com andlise por teste t de Student para amostras independentes. Fonte: O autor, 2024
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5.1.2 Comparagdo do potencial vasodilador do complexo FOR0777G em anéis de aorta
isolada, com endotélio integro (e+) e ndo integro (e-) pré-contraidas contraido com KCI
(60 mmol/L).

Nos testes realizados com anéis aorticos contraidos com KCI (60 mmol/L), o
FORO0777G apresentou atividade vasorelaxante com endotélio integro e ndo integro. O grupo
com endoteélio integro teve a CEso (3,077 [1Cos%: 2,139 - 4,431] umol/L) maior em comparagao
com o grupo sem endotélio (0,751 [ICgse%: 0,461 - 1,234] pumol/L) (p<0,05). N&o houve
diferenga do Emax entre o grupo com endotélio integro (97,46 + 3,55%) e nédo integro (91,16 +
3,49%) (p>0,05) (figura 11).

Figura 11: Avaliacdo comparativa do potencial de vasorelaxamento induzido pelo complexo
FORO0777G em relagdo a porcentagem de vasorelaxamento, em anéis de aorta com endotélio
integro (e+) e endotélio ndo integro (e-), em anéis de artéria aorta pré-contraidas com KCI (60

mmol/L).
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% Relaxamento KCI 60 mmol/L)
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# (p<0,05) diferenga em relagdo ao Emax do FOR0777G. Dados expressos como média + E.P.M.
(n =6, N =2) com analise por teste t de Student para amostras independentes Fonte: O autor, 2024

5.1.3 Potencial vasorelaxante do FOR0777G em anéis de aorta isolado contraidas com
PHE

Nos testes realizados com anéis adrticos contraidos com PHE (1 pumol/L), o FOR0777G

tambeém apresentou agdo vasorelaxante com endotélio integro e ndo integro. O grupo com
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endotélio integro teve a CEsp (0,119 [ICgs%: 0,088 - 0,161] umol/L) e Emax (112,94 + 1,93)
maior em comparacao ao grupo controle negativo DMSQO CEsp (15,461 [ICos: 1,845 —19,076]
umol/L) e Emax (12,26 £ 5,62) (p<0,05 e p<0,05), conforme ilustrado na figura 12.

Figura 12 — Avaliacdo do potencial de vasorelaxamento induzido pelo complexo FOR0777G
em comparacdo com o controle negativo DMSO em anéis de aorta com endotélio integro (e+),

pré-contraidos com fenilefrina (1 pumol/L).

- e+
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% Relaxamento (PHE 1 pmol/L)
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# (p<0,05) diferenca em relacdo ao Emax do FORO777G. * (p<0,05) diferenca em comparacdo a CEso do
FORO0777G. Dados expressos como média = E.P.M. (n =6, N = 2) com andlise por teste t de Student para amostras
independentes Fonte: O autor, 2024

5.1.4 Comparacdo do potencial vasodilador do complexo FOR0777G em anéis de aorta
isolada, com endotélio integro (e+) e ndo integro (e-) contraido com PHE (1 pmol/L).

NOs testes realizados com anéis aorticos contraidos com PHE (1 umol/L), 0 FOR0777G
apresentou atividade vasorelaxante com endotélio integro e ndo integro. O grupo com endotélio
integro teve a CEso (0,119 [1Cos%: 0,088- 0,161] umol/L) maior em comparagdo com 0 grupo
sem endotélio CEsp (0,354 [ICes%: 0,236 - 0,530] umol/L) (p<0,05). Ndo houve diferenga do
Emax entre o grupo com endotélio integro (112,94 + 1,93%) e ndo integro (118,75 + 3,75%)
(p>0,05) (figura 13).
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Figura 13 — Avaliagdo comparativa do potencial de vasorelaxamento induzido pelo complexo
FORO777G em relacdo a porcentagem de vasorelaxamento, em anéis de aorta com endotélio

integro (e+) e endotélio ndo integro (e-).
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* (p<0,05) diferenca em comparacdo & CEsp do FOR0777G. Dados expressos como média + E.P.M. (n=6, N =2)
com anélise por teste t de Student para amostras independentes Fonte: O autor, 2024

5.1.5 Comparacdo do potencial vasodilador do complexo FOR0777G em anéis de aorta
isolada, com endotélio integro (e+) pré-contraidas com KCI (60 mmol/L) ou PHE (1
pmol/L).

Ao comparar-se as preparacfes de aorta com endotélio integro (e+), observou-se que a
CEso do FORQ777G foi significativamente menor (p<0,05) em preparacdes pré-contraidas com
PHE (1 umol/L) (0,119 [ICes%: 0,088 - 0,161] umol/L) em compara¢ao com aquelas pré-
contraidas com KCI (60 mmol/L) (3,077 [I1Cgs%: 2,139 - 4,431] umol/L). Além disso, foi notado
que o Emax nas preparacdes de PHE (112,94 £ 1,93%) foi significativamente maior (p<0,05)
em comparagdo com 0 Emax nas preparagdes de KCI (figura 14).
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Figura 14 - Avaliacdo comparativa do potencial de vasorelaxamento induzido pelo complexo
FORO777G em relacdo a porcentagem de vasorelaxamento, em anéis de aorta com endotélio
integro (e+) pré-contraidas com KCI (60 mmol/L) ou PHE (1 pmol/L).
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# (p<0,05) diferenca em relacdo ao Emax do FORO777G. * (p<0,05) diferenca em comparacdo a CEsy do
FORO0777G. e+ (endotélio integro). Dados expressos como média £ E.P.M. (n = 6, N = 2) com analise por teste t
de Student para amostras independentes Fonte: O autor, 2024

5.1.6 Comparacdo do potencial vasodilador do complexo FOR0777G em anéis de aorta
isolada, com endotélio ndo integro (e-) pré-contraidas com KCI (60 mmol/L) ou PHE (1

pmol/L).

Ao comparar as preparacdes de aorta com endotélio ndo integro (e-), observou-se que a
CE50 do FORO0777G foi significativamente menor (p < 0,05) nas preparacdes pré-contraidas
com PHE (1 pmol/L) (0,354 [ICoes5%: 0,236 - 0,530] umol/L) em comparagdo com aquelas pré-
contraidas com KCI (60 mmol/L) (0,751 [ICes5%: 0,461 - 1,234] umol/L). O grupo pré-contraido
com PHE (1 pumol/L) apresentou um Emax maior (118,75 + 3,75%) em compara¢do com o
grupo pré-contraido com KCI (60 mmol/L) que teve um Emax de (91,16 + 3,49%) (p < 0,05)
(figura 15).
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Figura 15 - Avaliacdo comparativa do potencial de vasorelaxamento induzido pelo complexo
FORO777G em relacdo a porcentagem de vasorelaxamento, em anéis de aorta com endotélio

ndo integro (e-), pré-contraidos com KCI (60 mmol/L) ou PHE (1 pmol/L).
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# (p<0,05) diferenca em relacdo ao Emax do FORO777G. * (p<0,05) diferenca em comparacdo a CEsy do
FORO0777G. e- (ndo integro). Dados expressos como média + E.P.M. (n = 6, N = 2) com anlise por teste t de
Student para amostras independentes Fonte: O autor, 2024

5.2 Investigacdo do mecanismo de acdo do complexo de ruténio FORO0777G em

preparacdes de artéria aorta de rato com endotélio integro
5.2.1 Contribuicao do 6xido nitrico no efeito vasorelaxante do complexo FOR0777G

O inibidor da sintese do NO, 0 No-Nitro-L-arginina metil-éster (L-NAME, 100 pmol/L),
foi utilizado em diferentes preparacdes de anéis de aorta de rato (n = 6, N = 2) com endotélio
integro, pré-contraidas com PHE (1 umol/L).

A CEsp das preparagdes de FOR0777G que continham L-NAME (1,124 [I1Cos%: 0,723 -
1,743] umol/L) foi significativamente maior (p < 0,05) quando comparado com o grupo tratado
apenas com 0 FOR0777G (0,119 [ICgs5%:0,088 - 0,161] umol/L) (tabela 2 e figura 16). Nao
houve diferenca do Emax entre o grupo tratado com L-NAME (FOR0777G + L-NAME)
(118,46 * 4,84%) e o grupo FORQO777G (apenas o complexo de ruténio) (112,94 + 1,93%)
(p>0,05) (tabela 2, figura 16).
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Tabela 02 — Dados de CEsp com 1C95%, pCE50 e EMAX referente agdo vasorelaxante
docomplexo FOR0777G, em relagdo ao grau de vasorelaxamento, em preparagdes de aorta pré-
contraidas com fenilefrina (1 umol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com L-NAME (100
umol/L).

Emax(%0) CEso (um) pCEso
FORO0777G (Média £ EPM) (Média [1Cos]) (MédiatEPM)
PHE e+ 112,94 + 1,93 0,119 * [0,088 - 0,161] 6,92 + 0,06
L-NAME 118,46 + 4,84 1,124 * [0,723 - 1,743] 5,94 £ 0,92

*(p < 0,05) Indicacdo de diferenca em relacdo & CEso do grupo que recebeu apenas FOR0777G em comparagao
com o grupo que recebeu L-NAME (L-NAME + FOR0777G). Os dados séo apresentados na forma de CEso [1Coss]
oumédia+ E.P.M. (n=6,N=2). A CE50 ¢ expressa em umol/L, enquanto o EMAX ¢é apresentado em percentual.
ICos04 refere-se ao intervalo de confianca de 95%, pCEso é o logaritmo negativo da CEsg, e E.P.M. representa o
erro padrdo da média. A andlise foi realizada por meio do teste t de Student para amostras independentes. Fonte:
O autor, 2024.

Figura 16 — Comparacdo do potencial de vasorelaxamento do complexo FORQ0777G, em anéis
de aorta integros pré-contraidos com fenilefrina (1 pmol/L) e pré-incubadas, por 30 min, com
No-Nitro-L-arginina metil-éster (L-NAME, 10 pmol/L), em relagdo a porcentagem de

vasorelaxamento do controle (apenas FOR0777G).
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* (p<0,05) diferenga em comparacéo a CEso do FOR0777G. Dados expressos como média+ E.P.M. (n=6, N =
2) com analise por teste t de Student para amostras independentes Fonte: O autor, 2024
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5.2.2 Acédo da Fosfatidilinositol 3-Quinase no Efeito Vasorelaxante do Complexo de
Ruténio FOR0777G

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

A CEsp das preparacdes de FORQ0777G que continham wortmannina (1,747 [1,293 -
2,362 umol/L) foi significativamente maior (p < 0,05) quando comparado com as preparacgdes
do grupo FORO0777G (apenas o complexo de ruténio) (0,119 [ICgse%: 0,088 - 0,161] umol/L).
N&o houve diferenca do Emax entre o grupo tratado com wortmannina (FOR0777G + WORT)
(109,01 * 3,33%) e o grupo FORQ777G (apenas o complexo de ruténio) (112,94 + 1,93%)
(p>0,05) (tabela 3 e figura 17).

Tabela 03 - Valores de CEsp [ICas%] ou média + E.P.M, pCEso e Emax relacionado a atividade
vasorelaxante do complexo de ruténio FOR0777G, referente ao grau de relaxamento, em
preparacOes de anéis aorticos pré-contraidas com fenilefrina (1 pmol/L) e pré-incubadas, por

30 min, com wortmannina (0,5 pmol/L).

Emax (%) CEso (um) pCEso
FORO0777G (Média + EPM) (Média [1Ces]) (Média + EPM)
PHE e+ 112,94 + 1,93 ‘ 0,119 * [0,088 - 0,161] 6,92 + 0,06
WORTMANINNA 109,01 + 3,33 ‘ 1,747 * [1,293 - 2,362] 5,75 + 0,06

*(p < 0,05) Indicacédo de diferenca em relagdo a CEso do grupo que recebeu apenas FOR0777G em comparagao
com o grupo que recebeu WORT (WORT + FOR0777G). Os dados sdo apresentados na forma de CEso [1Cgs%] ou
média+ E.P.M. (n =6, N = 2). A CEs é expressa em pmol/L, enquanto o Emax € apresentado em percentual. 1Cgsy
refere-se ao intervalo de confianca de 95%, pCEs é 0 logaritmo negativo da CEsg, € E.P.M. representa o erro
padrdo da média. A andlise foi realizada por meio do teste t de Student para amostras independentes. Fonte: O
autor, 2024.
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Figura 17 — Comparacdo do efeito vasorelaxante em preparagfes do complexo de ruténio
FORO0777G, em anéis de aorta integros pré-contraidos com fenilefrina (1 umol/L) e pré-
incubadas, por 30 min, com wortmannina (0,5 pmol/L) em relagdo a porcentagem de

vasorelaxamento do controle (apenas FOR0777G).
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* (p<0,05) diferenca em comparacéo a CEsy do FOR0777G. Dados expressos como média + E.P.M. (n=6, N = 2)
com analise por teste t de Student para amostras independentes Fonte: O autor, 2024

5.2.3 Atuacdo de um Sequestrador de NO Radicalar no Efeito Vasorelaxante do Complexo
de Ruténio FOR0777G em anéis de aorta de rato

Em diferentes preparacdes de aorta de rato (n = 6, N = 2) pré-contraidas com PHE (1
umol/L), com endotélio integro, foi utilizado a hidroxocobalamina (HCOB; 100 pmol/L) como
sequestrador de NO radicalar.

A CEsp das preparagdes de FOR0777G que continham HCOB (complexo de ruténio +
HCOB) (14,436 [I1Cos%:7,119 -34,169] umol/L) foi significativamente maior (p < 0,05) quando
comparado com as preparacdes do grupo FOR0777G (apenas o complexo de ruténio) (0,119
[ICos50%: 0,088 - 0,161] umol/L). O Emax do grupo tratado com HCOB (FOR0777G + HCOB)
(94,96 £ 12,11%) foi menor em comparacdo ao grupo FORQ777G (apenas o complexo de
ruténio) (112,94 + 1,93%) (p < 0,05) (tabela 4 e figura 18).
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Tabela 04 - Valores de CEso [1Ca59%] ou média + E.P.M, pCEso e Emax relacionado a atividade
vasorelaxante do complexo de ruténio FOR0777G, referente ao grau de relaxamento, em
preparacdes de anéis adrticos pré-contraidas com fenilefrina (1 pmol/L) ¢ pré-incubadas, por

30 min, com hidroxocobalamina (100 pmol/L).

Emax (%0) CEso (um) pCEso
FORO777G (Média + EPM) (Média [1Cas]) (Média + EPM)
PHE e+ 112,94 £ 1,93 # 0,119 *[0,088 - 0,161] 6,92 + 0,06
HCOB 94,96 + 12,11 # 14,43 * [7,119 -34,169] 4,84 +£0,14

* (p < 0,05) Indicagdo de diferenca em relagéo a CEsy do grupo que recebeu apenas FOR0777G em comparagao
com o grupo que recebeu HCOB (HCOB + FOR0777G). # (p < 0,05) Indicacao de diferenca em relagdo a o Emax
do grupo que recebeu apenas FOR0777G em comparagdo com o grupo que recebeu HCOB (HCOB + FOR0777G).
Os dados sdo apresentados na forma de CEsp [1Cgs%] ou média £ E.P.M. (n = 6, N = 2). A CEs é expressa em
umol/L, enquanto o Emax é apresentado em percentual. 1Cgsy refere-se ao intervalo de confianga de 95%, pCEsp é
0 logaritmo negativo da CEsp, € E.P.M. representa o erro padrdo da média. A analise foi realizada por meio do
teste t de Student para amostras independentes. Fonte: O autor, 2024.

Figura 18 — Comparacao do efeito vasorelaxante em preparacdes do complexo FOR0777G, em
anéis de aorta integros pré-contraidos com fenilefrina (1 pmol/L) e pré-incubadas, por 30 min,

com hidroxocobalamina (100 pmol/L), em relagdo a porcentagem de vasorelaxamento do

controle (apenas FORO777G).
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* (p<0,05) diferenca em comparacdo a CEsp do FORO0777G. # (p<0,05) diferenca em relacdo ao Emax do

FORO0777G. Dados expressos como média + E.P.M. (n =6, N = 2) com andlise por teste t de Student para amostras
independentes. Fonte: O autor, 2024.
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5.2.4 Atuacdo de um Sequestrador de NO de lons Nitroxil no Efeito Vasorelaxante do
Complexo de Ruténio FOR0777G em anéis de aorta de rato

Em diferentes preparacdes de aorta de rato (n = 6, N = 2) pre-contraidas com PHE (1
umol/L), com endotélio integro, foi utilizado um composto de ions nitroxil (NO"), a L-cisteina
(L-CIS; 3 mmol/L).

A CEso das preparagbes de FOR0777G que continham L-CIS (complexo de ruténio +
L-CIS) (0,306 [ICgs%: 0,226 - 0,413] umol/L) foi significativamente maior (p < 0,05) em
comparagdo com as preparacdes do grupo que recebeu apenas FOR0777G (0,119 [ICgs0%: 0,088
- 0,161] umol/L). N&o houve diferenga no Emax entre o grupo tratado com L-CIS (FOR0777G
+ L-CIS) (117,35 £ 2,53%) e o grupo que recebeu apenas FOR0777G (112,94 + 1,93%) (p >
0,05) (Tabela 5 e Figura 19).

Tabela 5 - Valores de CEso [ICos%] ou média + E.P.M, pCEso € Emax relacionado a atividade
vasorelaxante do complexo de ruténio FORO777G, referente ao grau de relaxamento, em
preparacOes de aneis adrticos pré-contraidas com fenilefrina (1 pmol/L) e pré-incubadas, por
30 min, com L-cisteina (L-CIS; 3 mmol/L).

Emax (%0) CEso (um) pCEso
FOR0777G (Média + EPM) (Média [ICss]) (Média + EPM)
PHE e+ 112,94 + 1,93 0,119 * [0,088 - 0,161] 6,92 + 0,06
L-CIS 117,35+ 2,53 0,306 * [0,226 - 0,413] 6,51 + 0,06

*(p < 0,05) Indicacdo de diferenca em relagdo & CEsg do grupo que recebeu apenas FOR0777G em comparagao
com o grupo que recebeu L-CIS (L-CIS + FOR0777G). Os dados sdo apresentados na forma de CEsg [ICgs%] OU
média + E.P.M. (n =6, N =2). A CEs é expressa em pmol/L, enquanto o Emax é apresentado em percentual. 1Cgso
refere-se ao intervalo de confianca de 95%, pCEso é 0 logaritmo negativo da CEsg, € E.P.M. representa o erro
padrdo da média. A analise foi realizada por meio do teste t de Student para amostras independentes. Fonte: O
autor, 2024.



56

Figura 19 — Comparagdo do efeito vasorelaxante em preparagfes do complexo de ruténio
FORO0777G, em anéis de aorta integros pré-contraidos com fenilefrina (1 umol/L) e pré-
incubadas, por 30 min, com L-CIS; 3 mmol/L em relacdo a porcentagem de vasorelaxamento
do controle (apenas FOR0777G).
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* (p<0,05) diferenca em comparacdo a CE50 do FOR0777G. Dados expressos como média + E.P.M.
(n =6, N =2) com andlise por teste t de Student para amostras independentes Fonte: O autor, 2024.

5.2.5 Envolvimento da Guanilato Ciclase Soluvel no Efeito vasorelaxante do complexo de
Ruténio FOR0777G em preparac0es de artéria aorta de rato com endotélio integro

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

A CEso das preparagdes de FOR0777G que continham ODQ (complexo de ruténio +
ODQ) (12,001 [ICgs%: 3,970 - 48,211] umol/L) foi significativamente maior (p < 0,05) quando
comparado com as prepara¢fes do grupo FOR0777G (apenas o complexo de ruténio) (0,119
[ICos5%: 0,088 - 0,161] umol/L). O Emax do grupo tratado com ODQ (FOR0777G + ODQ)
(94,96 £ 12,11%) foi menor em comparacdo ao grupo FORO777G (apenas o complexo de
ruténio) (21,55 + 3,29) (p < 0,05) (tabela 6 e figura 20).
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Tabela 6 — Valores de CE50 [IC95%] ou média + E.P.M, pCE50 e Emax relacionado a atividade
vasorelaxante do complexo de ruténio FORO777G, referente ao grau de relaxamento, em
preparacdes de anéis adrticos pré-contraidas com fenilefrina (1 pmol/L) ¢ pré-incubadas, por
30 min, com ODQ (10 umol/L).

Emax (%0) CEso (um) pCEso
FORO0777G (Média £ EPM) (Média [1Cos]) (Média £ EPM)
PHE e+ 112,94 £ 1,93 # 0,119 *[0,088 - 0,161] 6,92 + 0,06
OoDQ 21,55+ 3,29 # 12,001 * [3,970 - 48,211] 4,92 +£0,19

* (p < 0,05) Indicacéo de diferenca em relagdo a CEsp do grupo que recebeu apenas FOR0777G em comparacao
com o grupo que recebeu ODQ (ODQ + FOROQ777G). # (p < 0,05) Indicacdo de diferenca em relacdo a 0 Emax do
grupo que recebeu apenas FOR0777G em comparag¢do com o grupo que recebeu ODQ (ODQ + FOR0777G). Os
dados sdo apresentados na forma de CEso [1Cgs%] ou média+ E.P.M. (n =6, N = 2). A CEsp é expressa em umol/L,
enquanto o Emax € apresentado em percentual. 1Cgsy refere-se ao intervalo de confianga de 95%, pCEsy € 0
logaritmo negativo da CEso, e E.P.M. representa o erro padrdo da média. A analise foi realizada por meio do teste
t de Student para amostras independentes. Fonte: O autor, 2024.

Figura 20 — Comparacdo do efeito vasorelaxante em preparacfes do complexo de ruténio
FORO777G, em anéis de aorta integros pré-contraidos com fenilefrina (1 umol/L) e pré-

incubadas, por 30 min, com ODQ, 10 pmol/L em relagdo a porcentagem de vasorelaxamento

do controle (apenas FOR0777G).
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* (p<0,05) diferenga em comparacdo a CE50 do FOR0777G. # (p<0,05) diferenca em relagdo ao Emax do
FORO777G. Dados expressos como média + E.P.M. (n =6, N = 2) com analise por teste t de Student para amostras
independentes Fonte: O autor, 2024
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5.2.6 Investigacao do possivel mecanismo de acdo vasodilatador relacionado ao complexo
FOROQ777G, participacao dos agonistas/bloqueadores farmacoldgicos relacionados a via
do NO

Ao analisar todos os agonistas/bloqueadores de forma simultanea, observou-se que, em
relacdo ao Emax, apenas os grupos tratados com ODQ (inibidor da enzima sGC) (FOR0777G
+0DQ) (21,55 * 3,29%) e com HCOB (sequestrador de NO radicalar - NO*®) (94,96 + 12,11%)
apresentaram valores menores em comparagao com o grupo que recebeu apenas FOR0777G (p
< 0,05). No entanto, ao analisar os resultados da CEso, observou-se que todos os
agonistas/bloqueadores apresentaram valores superiores em comparagao ao grupo que recebeu
apenas FOROQO777G (p < 0,05) (tabela 7, figura 21). Além disso, realizou-se comparacdes
simultaneas entre todos os agonistas/bloqueadores relacionados a via do NO (tabela 07).

Na analise da CEsg entre os préprios agonistas/bloqueadores relacionados a via do NO,
0 agonista/bloqueador L-CIS (complexo de ruténio + L-CIS) (0,306 [ICgse: 0,226 - 0,413]
umol/L) apresentou o menor valor de CEsp em comparagdo com todos 0s outros
agonistas/bloqueadores (HCOB, ODQ, WORT e L-NAME) (p < 0,05). Dentre os bloqueadores
relacionados a via do NO, o L-CIS foi classificado como o blogueador de menor poténcia,
conforme tabela 7. Em relacdo a CEsoda HCOB (14,436 [1C95%: 7,119 - 34,169] umol/L), ndo
foi observada diferenca em comparacdo com 0 ODQ (p > 0,05). No entanto, ao comparar com
as preparacdes que continuam com WORT e L-NAME, a CEso da HCOB foi significativamente
maior (p < 0,05) (Tabela 7).

A L-CIS apresentou um Emax (117,35 £ 2,53%) maior em comparagdo com HCOB e
ODQ (p < 0,05). Por outro lado, em relacdo a WORT e L-NAME, ndo houve diferenca
significativa no Emax da L-CIS (p > 0,05). A HCOB (94,96 + 12,11%) demonstrou um Emax
superior ao ODQ (p < 0,05). No entanto, quando comparada a WORT e L-NAME, a HCOB

apresentou um Emax menor (p < 0,05) (tabela 7)
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Tabela 07 - Comparacdo da poténcia dos agonistas/bloqueadores em relacdo ao nivel de
vasodilatacdo induzido pelo complexo FOR0777G em preparacfes de aorta pré-contraidas com
PHE (1 umol/L), ap6s uma pré-incubacéo de 30 minutos, com L-NAME (100 umol/L), ODQ
(10 pmol/L), L-CIS (100 pmol/L), WORT (0,5 pumol/L) e HCOB (100 pumol/L).

CEso (umol/L) CEso (umol/L) p-valor

L-CIS 0,30 [0,22 - 0,41] HCOB 14,43 [7,11 -34,16] < 0,05%
0oDQ 12,00 [3,97 - 48,21] <0,05%

WORT 1,74 [1,29 - 2,36] <0,05%

L-NAME 1,12[0,72 - 1,74] < 0,05*

HCOB 14,43 [7,11-34,16] ODQ 12,00[3,97 -48,21] > 0,05
WORT 1,74 [1,29 - 2,36] <0,05%

L-NAME 1,12[0,72 - 1,74] <0,05%

ODQ 12,00 [3,97 - 48,21] ‘ WORT 1,74 [1,29 - 2,36] <0,05*

‘ L-NAME 1,12[0,72 - 1,74] <0,05%

WORT 1,74 [1,29 - 2,36] L-NAME 1,12[0,72 - 1,74] > 0,05

T

L-CIS 117,35 + 2,53 HCOB 94,96 + 12,11 < 0,05#
0oDQ 21,55 + 3,29 < 0,05#

WORT 109,01 + 3,33 > 0,05

L-NAME 118,46 + 4,84 > 0,05

HCOB 94,96 + 12,11 0oDQ 21,55 + 3,29 < 0,05#
WORT 109,01 + 3,33 < 0,05#

L-NAME 118,46 + 4,84 < 0,05#

ODQ 21,55 + 3,29 ‘ WORT 109,01 + 3,33 < 0,05#

‘ L-NAME 118,46 + 4,84 < 0,05#

WORT 109,01 + 3,33 L-NAME 118,46 + 4,84 >0,05

* (p<0,05) diferenca estatistica em comparacdo a CEso. # (p<0,05) diferenca estatistica em relacdo ao Emax.
Comparativo de pré-contragdes com PHE (1 umol/L) preparagdes distintas de anéis de aorta: L-NAME (complexo
de ruténio + L-NAME a 100 umol/L), ODQ (complexo de ruténio + ODQ a 10 pumol/L), L-CIS (complexo de
ruténio + L-CIS a 100 umol/L), WORT (complexo de ruténio + WORT a 0,5 pumol/L) e HCOB (complexo de
ruténio + HCOB a 100 umol/L). Dados expressos como média + E.P.M. (n =6, N = 2) com anélise por One-Way
ANOVA seguida de teste de comparagdes multiplas de Tukey. Fonte: O autor, 2024



60

Figura 21 — Avaliacdo comparativa da poténcia do complexo FOR0777G, em relagdo ao grau
de vasorelaxamento, em preparagdes de anéis de aorta pré-contraidas com PHE (1 pmol/L) e
pré-incubadas, por 30 min, com agonistas/bloqueadores farmacoldgicos relacionados a via do
NO: L-NAME (100 pmol/L), ODQ (10 umol/L), L-CIS (100 pmol/L), WORT (0,5 pumol/L) e
HCOB (100 pmol/L).
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* (p<0,05) diferenca estatistica em comparacdo a CEsp do FOR0777G. # (p<0,05) diferenca estatistica em relagéo
ao Emax do FOR0777G. Dados expressos como média = E.P.M. (n =6, N = 2) com andlise por One-Way ANOVA
seguida de teste de compara¢des multiplas de Tukey. Fonte: O autor, 2024

5.2.7 Impacto do Blogueio N&o-Seletivo de Canais de Potassio na atividade vasorelaxante
do complexo de Ruténio FOR0777G

Em diferentes preparacdes de aorta de rato (n = 6, N = 2) pré-contraidas com PHE (1
umol/L), com endotélio integro, foi usado tetraetilamonio (TEA, 10 umol/L).

A CEsg das preparacGes de FOR0777G que continham TEA (6,553 [ICos%: 4,467 -
9,744] umol/L) foi significativamente maior (p<0,05) quando comparado com as preparacoes
apenas FORO777G (0,119 [I1Cgs%: 0,088 - 0,161] umol/L) (tabela 8 e imagem 22).
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Tabela 08 - Valores de CE50 [IC95%] ou média = E.P.M, pCEso € Emax relacionado a atividade
vasorelaxante do complexo de ruténio FOR0777G, referente ao grau de relaxamento, em
preparacdes de anéis adrticos pré-contraidas com fenilefrina (1 pmol/L) ¢ pré-incubadas, por
30 min, com TEA, 10 umol/L.

Emax (%) CEso um) PCEso
FORO0777G (Média + EPM) (Média [ICos]) (Média + EPM)
PHE e+ 112,94 + 1,93 0,119 * [0,088 - 0,161] 6,92 + 0,06
TEA 117,40 + 6,45 6,553 * [4,467 - 9,744] 5,18 + 0,07

*(p < 0,05) Indicacéo de diferenca em relagdo a CEso do grupo que recebeu apenas FOR0777G em comparagao
com 0 grupo que recebeu TEA (TEA + FOR0777G). Os dados sdo apresentados na forma de CEsp [1Cgss] OU
média = E.P.M. (n=6, N =2). A CEs é expressa em pmol/L, enquanto o Emax é apresentado em percentual. 1Caso
refere-se ao intervalo de confianga de 95%, pCEs é 0 logaritmo negativo da CEsg, € E.P.M. representa o erro
padrdo da média. A andlise foi realizada por meio do teste t de Student para amostras independentes. Fonte: O
autor, 2024.

Figura 22— Comparacdo do efeito vasorelaxante em preparacdes do complexo de ruténio
FOROQ777G, em anéis de aorta integros pré-contraidos com fenilefrina (1 umol/L) e pré-

incubadas, por 30 min, com TEA, 10 umol/L em relagdo a porcentagem de vasorelaxamento do

controle (apenas FORO777G).
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* (p<0,05) diferenca estatistica em comparacéo a CE50 do FOR0777G. Dados expressos como média + E.P.M.
(n=6, N = 2) com analise por teste t de Student para amostras independentes Fonte: O autor, 2024
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5.2.8 Impacto do Bloqueio Seletivo de Canais para Potassio no Efeito Vasorelaxante do
Complexo de Ruténio FOR0777G

Em diferentes preparacdes de aorta de rato (n = 6, N = 2) pre-contraidas com PHE (1
umol/L), com endotélio integro, foram usados bloqueadores seletivos dos canais para K*, a 4-
aminopiridina (4-AP, bloqueador seletivo de canais Kv; 1 mmol/L), glibenclamida (GLIB,
bloqueador seletivo de canais Kate; 10 umol/L) e Cloreto de bario (BaCly, blogueio seletivo dos
canais de potassio retificadores de entrada; 30 umol/L).

A CEsp das preparacdes de FOR0777G que continham 4-AP (1,705 [ICgse: 1,217 -
2,397] umol/L), GLIB (0,806 [ICgs%: 0,507 - 1,282] umol/L) e BaCl2 (0,119 [ICgs%: 0,088 -
0,161] umol/L) foi significativamente maior em comparagao com as prepara¢des contendo
apenas FOR0777G (0,119 [ICgs%: 0,088 - 0,161] umol/L) (p < 0,05). O 4-AP foi considerado o
bloqueador de maior poténcia em relacdo ao GLIB e BaCl, (tabela 9, figuras 23, 24 e 25).

Tabela 09 - Valores de CEso [ICo5%] ou média £ E.P.M, pCEso e Emax relacionado a atividade
vasorelaxante do complexo de ruténio FORO777G, referente ao grau de relaxamento, em
preparacOes de anéis aorticos pré-contraidas com fenilefrina (1 pmol/L) e pré-incubadas, por
30 min, com 4-AP (1 mmol/L) e GLIB (10 pmol/L).

Emax (%0) CEso (um) PCEso
FOR0777G (Média + EPM) (Média [ICss]) (Média + EPM)
PHE e+ 112,94 £1,93 ‘ 0,119 * [0,088 - 0,161] 6,92 + 0,06
4-AP 110,65 + 3,88 1,705 * [1,217 - 2,397] 5,76 £ 0,07
GLIB 109,72 £ 4,33 ‘ 0,806 * [0,507 - 1,282] 6,09 = 0,09
BaClz 120,60 + 3,72 2,394 * [1,833 - 3,130] 5,62 £ 0,05

*(p < 0,05) Indicacédo de diferenca em relagdo a CEso do grupo que recebeu apenas FOR0777G em comparagao
com o grupo que recebeu 4-AP (4-AP + FORO0777G), GLIB (GLIB + FOR0777G) e BaCl, (BaCl, + FOR0777G).
Os dados sao apresentados na forma de CEsg [ICes0] ou média + E.P.M. (n = 6, N = 2). A CEs é expressa em
umol/L, enquanto o Emax € apresentado em percentual. ICgsy refere-se ao intervalo de confianga de 95%, pCEsq é
o0 logaritmo negativo da CEsg, e E.P.M. representa o erro padrdo da média. A analise foi realizada por meio do
teste t de Student para amostras independentes. Fonte: O autor, 2024.
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Figura 23 — Comparagdo do efeito vasorelaxante em preparagfes do complexo de ruténio
FORO0777G, em anéis de aorta integros pré-contraidos com fenilefrina (1 umol/L) e pré-
incubadas, por 30 min, com 4-AP (1 mmol/L) em relacéo a porcentagem de vasorelaxamento
do controle (apenas FOR0777G).
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* (p<0,05) diferenca em comparacdo a CEso do FOR0777G. Dados expressos como média = E.P.M. (n =6, N =
2) com analise por teste t de Student para amostras independentes Fonte: O autor, 2024

Figura 24 — Comparacdo do efeito vasorelaxante em preparaces do complexo de ruténio
FORO0777G, em anéis de aorta integros pré-contraidos com fenilefrina (1 umol/L) e pré-
incubadas, por 30 min, com GLIB (10 umol/L) em relacdo a porcentagem de vasorelaxamento

do controle (apenas FORO777G).
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* (p<0,05) diferenga em comparagdo a CEsp do FORO0777G. Dados expressos como média + E.P.M. (n=6, N =2)
com analise por teste t de Student para amostras independentes Fonte: O autor, 2024
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Figura 25 — Comparagdo do efeito vasorelaxante em preparagfes do complexo de ruténio
FORO0777G, em anéis de aorta integros pré-contraidos com fenilefrina (1 umol/L) e pré-
incubadas, por 30 min, com Cloreto de bario (30 umol/L) em relagdo a porcentagem de

vasorelaxamento do controle (apenas FOR0777G).
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* (p<0,05) diferenca em comparac¢do a CEso do FOR0777G. Dados expressos como média + E.P.M. (n=6, N =
2) com analise por teste t de Student para amostras independentes Fonte: O autor, 2024

5.2.9 Investigacdo do possivel mecanismo de acdo vasodilatador relacionado ao complexo
FORO0777G, participacao dos agonistas/bloqueadores farmacolégicos relacionados a via

dos canais de K*

Ao realizar uma andlise simultanea de todos os dados obtidos neste estudo, os quais
estdo relacionados a via do K*' identificamos os agonistas/bloqueadores farmacol6gicos que
exerceram uma influéncia significativa no processo de vasodilatagdo associado ao complexo
FORO0777G em preparacdes de aorta pré-contraidas com PHE a uma concentragdo de 1 umol/L.

Em relagdo ao Emax, quando comparado a preparacfes contendo apenas FOR0777G,
nenhum dos agonistas/bloqueadores relacionados a via do K* apresentou aumento ou reducéo
significativa (p > 0,05).

Houve um aumento na CEso de todos os agonistas/bloqueadores relacionados a via do
K™ quando comparados ao FOR0777G (apenas o complexo de ruténio) (Tabelas 8 e 9; Figura
26). Alem disso, foram realizadas comparagfes simultaneas entre todos 0s

agonistas/bloqueadores relacionados a via do K*.
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O 4-AP (complexo de ruténio + 4-AP) (1,705 [1Cas5%: 1,21 - 2,39] umol/L) demonstrou
uma reducdo significativa da CEso em comparacdo ao TEA (p < 0,05) e um aumento
significativo da CEso em comparagdo a GLIB (complexo de ruténio + GLIB) (p < 0,05). Em
relacdo ao BaCl, (2,394 [ICgs%: 1,83 - 3,13] umol/L), ndo foi observada diferenga significativa
na CEso quando comparada ao 4-AP. Houve um aumento na CEso do BaCl, em relacdo a GLIB
(p < 0,05) e uma reducdo quando comparado ao TEA (p <0,05). Além disso, observou-se
uma reducdo na CEsp da GLIB (complexo de ruténio + GLIB) (0,806 [IC gs%: 0,507 - 1,282]
umol/L) em comparacao ao TEA (p < 0,05) (Tabela 10).

Quanto ao Emax, somente o agonista/bloqueador BaCl, apresentou aumento
significativo em relacdo ao TEA (p < 0,05) (tabela 10). Os demais bloqueadores (4-AP, GLIB

e TEA) ndo exerceram atividade significativa no Emax (p > 0,05).

Tabela 10 - Comparacdo da poténcia dos agonistas/bloqueadores em relagdo ao nivel de
vasodilata¢do induzido pelo complexo FOR0777G em preparacdes de aorta pré-contraidas com
PHE (1 pumol/L), ap6s uma pré-incubagdo de 30 minutos, com TEA (10 mmol/L), BaCl2 (30
pumol/L), 4-AP (1 mmol/L), GLIB (10 pumol/L).

CEso (nmol/L) CEso (nmol/L) p-valor

4-AP 1,705 [1,21 - 2,39] BaCl, 2,394 [1,833 - 3,130] > 0,05
GLIB 0,806 [0,507 - 1,282] <0,05*

TEA 6,553 [4,467 - 9,744] <0,05*

BaCl, 2,394 1,83 - 3,13] GLIB 0,806 [0,507 - 1,282] <0,05*
TEA 6,553 [4,467 - 9,744] < 0,05*

GLIB 0,806 [0,50 - 1,28] TEA 6,553 [4,467 - 9,744] <0,05*

Ewmax (%0) - Emax (%0) p-valor

4-AP 110,65 * 3,88 BaCl, 120,60 * 3,72 > 0,05
GLIB 109,72 + 4,33 > 0,05
TEA 117,40 + 6,45 > 0,05
BaCl: 120,60 + 3,72 GLIB 109,72 + 4,33 > 0,05
TEA 117,40 + 6,45 < 0,05#
GLIB 109,72 + 4,33 TEA 117,40 = 6,45 > 0,05

* (p<0,05) diferenga estatistica em comparacdo a CEso. # (p<0,05) diferenca estatistica em relagdo ao Emax.
Comparativo de pré-contragdes com PHE (1 umol/L) preparagdes distintas de anéis de aorta: TEA (complexo de
ruténio + TEA a 10 umol/L), BaCl, (complexo de ruténio + BaCl; a 30 umol/L), 4-AP (complexo de ruténio + 4-
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AP a 1 umol/L), GLIB (complexo de ruténio + GLIB a 10 umol/L) e HCOB (complexo de ruténio + HCOB a 100
pmol/L). Dados expressos como média = E.P.M. (n = 6, N = 2) com analise por One-Way ANOVA seguida de
teste de comparagdes multiplas de Tukey. Fonte: O autor, 2024

Figura 26 — Avaliacdo comparativa da poténcia do complexo FOR0777G, em relacdo ao grau
de vasorelaxamento, em preparagdes de anéis de aorta pré-contraidas com PHE (1 pmol/L) e
pré-incubadas, por 30 min, com agonistas/bloqueadores farmacoldgicos relacionados a via do

K+: TEA (10 mmol/L), BaCl2 (30 pmol/L), 4-AP (1 mmol/L), GLIB (10 pumol/L).

=

E 0 —= FORO0777G

= 254 —*- 4-AP

'-'IJ - -e- BaCl2
50~

% | — GLIB

% 75+ - TEA

e o

(4]

3 100+ .

S -

o 125 ' | ' | ' | ' 1

° -8 -7 -6 -5 -4

log [ ] (mol/L)

* (p<0,05) diferenga estatistica em comparacéo a CE50 do FOR0777G. # (p<0,05) diferenca estatistica em relagdo
ao Emax do FOR0777G. Dados expressos como média = E.P.M. (n =6, N = 2) com andlise por One-Way ANOVA
seguida de teste de comparagdes multiplas de Tukey. Fonte: O autor, 2024

5.3 Analise histologica

Com o propdsito de investigar o impacto do complexo de ruténio FOR0777G na
morfologia vascular dos anéis de aorta de ratos, foram conduzidos estudos histoquimicos
utilizando a coloracdo hematoxilina/eosina (HE). A hematoxilina foi empregada como agente
de contraste para a deteccdo dos nucleos celulares, os quais sdo corados em azul, enquanto a
eosina cora o citoplasma em rosa. A analise histologica evidenciada pela técnica de HE permitiu
uma clara visualizagdo das camadas da tunica intima, media e adventicia.

Na analise dos anéis aorticos de animais submetidos ao tratamento com o complexo de
ruténio FOR0777G, em comparagdo com aqueles tratados com o controle negativo DMSO, a
coloracdo HE revelou preservagéo da tunica intima, média e adventicia. Contudo, observou-se
uma possivel discreta desorganizacao das fibras musculares na tinica média do grupo referente
a exposigdo ao composto FOR0777G. Como um dos constituintes principais da aorta séo as

fibras elasticas na tanica média, recomenda-se uma investigacdo mais aprofundada usando
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coloragbes as Coloracdo de Verhoeff ou Hematoxilina férrica e azul de anilina, as quais
evidenciardo estes componentes (figura 27).

Figura 27 - Técnica de hematoxilina/eosina na aorta isolada de rato controle negativo (DMSO)
e grupo tratado com FORO777G. Os dois painéis (X400) referem-se a sec¢cOes representativas
da tanica intima (1), média (2) e adventicia (3) da aorta de ratos controle negativo (painel A) e
grupo tratado com FORQ777G (painel B).

Fonte: O autor, 2024
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6 DISCUSSAO

O presente protocolo experimental teve como objetivo estudar o complexo de ruténio
cis-[Ru(NO2)(bpy)2(4-phpy)]PFs representado pelo sigla FOR0777G na reatividade vascular
em anéis de artéria aorta isolada de ratos porcao toraxica e seu possivel mecanismo de a¢dao. O
composto FORQ777G pertence a classe de novos complexos de ruténio (II) contendo 2,2’-
bipiridina e como ligante auxiliar 4-fenilpiridina.

As bipiridinas, ou dipiridinas, sdo dimeros da piridina, ndo apresentam boa polaridade
e sdo insoluveis em &gua. Devido a presenca de pares de elétrons ndo-ligantes nos atomos de
nitrogénio nos aneis heteroaromaticos, essas substancias tém se destacado como ligantes
valiosos na formacao de complexos, com diversas aplicacdes (Donnici et al., 2001).

A escolha de utilizar tanto PHE quanto KCI nos experimentos é estrategicamente
fundamentada na necessidade de abordar distintos mecanismos de resposta vascular. A PHE,
além de induzir vasoconstricao, destaca-se por sua capacidade redutora, desempenhando um
papel crucial na liberacdo de NO por certos compostos doadores de NO que requerem reducéo
qguimica (Bonaventura et al., 2004). Esta caracteristica possibilita explorar eventos bioquimicos
especificos relacionados a resposta vascular. Em contrapartida, a solu¢do com alta concentracéo
de KCI (60 mmol/L) atua como um agente contratil que ndo sofre influéncia redutora por
compostos doadores de NO. Seu mecanismo de acdo nao é mediado por receptores, mas sim
pela despolarizacdo da membrana celular das CMLVs, resultando na abertura dos VDCCs
(Silveira, 2019).

Ao comparar a CEso € Emax do FOR0777G em amostras pré-contraidas com KCI (60
mmol/L) e PHE (1 umol/L), observou-se uma maior poténcia do FOR0777G nas preparacdes
pré-contraidas com PHE (1 pumol/L), independentemente da integridade do endotélio. Isso
sugere que a vasodilatacdo induzida pelo FOR0777G ndo é endotélio dependente. O efeito
vasodilatador pode estar associado ao envolvimento do NO e de outros mecanismos. Um padrédo
de resultado semelhante é descrito por Silveira (2019) com os complexos de ruténio cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)J** e cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]*, assim como por Braz (2022) com
o complexo cis-[Ru(phen)2(2-MIM)(NO2)]*. Ao analisar a estrutura quimica desses
complexos, constatamos que todos compartilham o ruténio como metal central e exibem a
presenca do radical nitrito (NO2) ou do nitrosil (NO). Além disso, a presenca do ligante bpy na
estrutura cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]* torna-a ainda mais semelhante a estrutura quimica do
cis-[Ru(NO2)(bpy)2(4-phpy)]PF6 (FORQO777G).
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As duas principais classes de doadores de NO sdo de origem organica ou inorganica. A
nitroglicerina (NTG) é um potente doador de NO de origem organica, sendo amplamente
utilizado em situacBes de urgéncia e emergéncia hospitalares para tratar doencas de origem
DCV. No entanto, seu uso crénico ndo é indicado devido ao risco de desenvolver de tolerancia
ao nitrato, resultando em potencial ineficacia do tratamento (Bessas, 2022). Partindo para a
perspectiva de doadores de NO de origem inorgénica temos o NPS, que também é considerado
um potente doador de NO aliado aos casos de emergéncias e urgéncias hospitalares,
principalmente em casos de HA. No entanto devido risco de toxicidade por cianeto e algumas
ouras reagdes secundarias como hipotensao exagerada e efeito rebote, levaram os pesquisadores
a buscar outras opgdes terapéuticas de origem inorgéanica que doem NO de forma controlada e
com menos efeitos colaterais (Golfeto, 2008; Gongalves, 2018; Hottinger et al., 2014; Paz,
2019; Silva, 2008). Ademais, a maioria dos farmacos disponibilizados pela indudstria
farmacéutica contemporanea tem origem predominantemente organica ou bioldgica. Tendo
como vantagem a possibilidade de serem sintetizados rapidamente devido as propriedades
estruturais que podem ser desenvolvidas em torno de ions metalicos (Pereira et al., 2011).

Nesse contexto, compostos metalicos de ruténio tém sido desenvolvidos e continuam a
ser extensivamente estudados como uma promissora classe de doadores de 6xido nitrico (NO).
Esse interesse persiste devido as propriedades fisico-quimicas desses compostos, incluindo
estabilidade térmica e em pH fisioldgico (pH= 7,4), bem como sua habilidade em interagir com
biomoléculas (Bessas, 2022).

O metal inorgénico ruténio apresenta algumas particularidades interessantes, como
diversas possibilidades de geometria, disponiveis estados de oxidacdo em meio fisioldgico,
caracteristicas quimicas semelhantes ao ferro (Fe), além de apresentar capacidade de se ligar a
diversas moléculas e biomoléculas (Paulo et al., 2014; Silva, 2018). O ruténio devido as suas
carateristicas quimicas, apresenta uma forte afinidade pelo NO, gerando complexos nitrosil-
ruténio (RUNO) estaveis que poder ser utilizados como doadores de NO e seus complexos
podem apresentar solubilidade em agua (Silveira, 2019).

O protocolo experimental de reatividade vascular em anéis de aorta de rato é antigo e
comegou a ser estudado por volta de 1950. E um protocolo de pesquisa pratico, eficiente e
replicavel para identificar se a substancia testada apresenta reatividade vascular ou ndo e seu
possivel mecanismo de acdo (Braz, 2022).

Apos confirmar a acdo vasodilatadora do complexo FOR0777G, avancamos para a
investigacdo do seu mecanismo de agdo farmacoldgica. Para investigar a via NO, optamos

inicialmente pelo uso do inibidor L-NAME, cuja funcdo é inibir as isoformas do 6xido nitrico
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sintase (NOS) (Bahia et al., 2006; Brandao; Pinge, 2007). A andlise dos dados utilizando o
bloqueador L-NAME em amostras pré-contraidas com PHE a 1 pumol/L e testadas com o
complexo FOR0777G revelou um aumento da CEso em comparagdo ao grupo apenas com 0
FORO777G; no entanto, ndo foi observada diferenca significativa em relacdo ao Emax. Assim,
conclui-se que, embora haja um efeito parcial, o principal mecanismo de acdo do FOR0777G
ndo ocorre pela via da enzima NOS. Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de
Braz (2022) com o complexo de ruténio: cis-[Ru(phen)2(2-MIM)(NO2)]".

O vasorelaxamento endotelial é desencadeado pela acdo do NO, que é resultante da
fosforilagéo da eNOS por meio da via PI3K/Akt. A eNOS funcional realiza a oxidagéo de seu
substrato, L-arginina, gerando L-citrulina e NO. Para que essa rea¢do ocorra, é necessario que
a enzima esteja dimerizada, além da presenca do substrato L-arginina e do cofator essencial
tetrahydrobiopterin (BH4) (Franco, 2014). Nesse contexto, para investigar a participacdo da
eNOS no processo de vasorelaxamento mediado pelo FORO777G, decidiu-se usar a
wortmannina, um inibidor da fosfatidilinositol-3 kinase (P13K) (Holanda, 2019) e observou-se
uma reducdo significativa da poténcia do FOR0777G na presenca desse inibidor. Um resultado
equivalente foi identificado na pesquisa conduzida por Silveira (2019) com o composto cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]**.

Com o objetivo de investigar se 0 complexo FOR0777G esta envolvido na doagdo de
NO ou na ativacao direta da via, empregamos dois sequestradores de NO. A hidroxicobalamina
(HCOB), reage com NO para formar nitrosocobalamina, resultando na reducdo do efeito
vasodilatador do NO e de doadores de NO, como o SNP e outros complexos de ruténio, em
preparaces de artérias isoladas. A L-cisteina atua de maneira mais especifica como
sequestradora do ion nitroxil (NO), a forma reduzida do NO (Chiesa; Baidanoff; Golombek,
2018; Holanda, 2019).

Na analise realizada com HCOB em amostras previamente contraidas com fenilefrina
(PHE) a 1 umol/L e subsequentemente testadas com o complexo FOR0777G, verificou-se um
aumento significativo na poténcia, acompanhado por uma reducédo significativa do Emax em
comparagdo com o grupo tratado exclusivamente com FORO0777G. A L-CIS também
demonstrou um aumento na poténcia; entretanto, ndo houve diferenga significativa no Emax em
comparagdo ao grupo tratado apenas com FOR0777G. Vale destacar que o HCOB exibiu uma
poténcia superior em comparacdo com o L-CIS. Nesse contexto, podemos afirmar que o
FORO777G provavelmente realiza a doacdo de NO por meio de um processo de reducdo

eletroquimica. Segundo Oliveira (2009) os complexos nitrosilo tém a capacidade de liberar
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oxido nitrico (NO) por meio de um processo de redugdo eletroquimica, resultando na formacéo
do aquo-complexo.

A participacdo das espécies NO* e NO™ no processo de vasorelaxamento também foi
identificada em outras pesquisas envolvendo complexos de RuNO, como o trans--
[RuCl([15]aneN4)NO]2+ (15-ANE) (BONAVENTURA et al., 2006) e o cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)(NO)]3+ (Silveira, 2019). Doadores de NO, como SNP e NTG, apresentam
comportamento semelhante. No entanto, um resultado discrepante em comparacdo ao
FORO777G foi encontrado no estudo de Bonaventura et al. (2007), onde a vasodilatacdo foi
inibida apenas na presenca de L-CIS.Ao utilizar a L-cisteina, Cerqueira e colaboradores (2008)
constataram resultados opostos com os compostos de RuNO, cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]
(FONO1) e trans-[Ru(NH3)4(caf)(NO)] (LLNO1), que ndo apresentam liberacdo de ions
nitroxila no relaxamento vascular.

Os doadores de NO sdo empregados no tratamento de angina aguda em pacientes com
enfermidades coronarianas, crises hipertensivas e outras situagdes emergenciais que demandam
uma intervencdo rapida com efeito vasorelaxante. O riociguat, um estimulador da GCs, foi
aprovado e disponibilizado para o tratamento da hipertenséo arterial pulmonar e da hipertenséo
pulmonar tromboembolica crénica, (Holanda, 2019).

O grupo tratado com ODQ apresentou um aumento significativo na poténcia e uma
reducdo consideravel do Emax em comparacdo ao grupo tratado exclusivamente com
FOROQ777G. Estudos prévios destacaram a relevancia da enzima guanilato ciclase no
mecanismo de vasorrelaxamento da aorta (Chester et al., 2011; Sawabe et al., 2019; Braz, 2022).
Esses dados indicam de maneira robusta que o0 mecanismo de ac¢éo predominante do FOR0777G
ocorre através da estimulacdo da sGC e da doa¢do de NO.

Em um estudo que investigou dois compostos derivados de ruténio, observou-se uma
eficacia vasodilatadora dessas substancias comparavel a do SNP em aortas de ratos. Entretanto,
a pré-incubacdo com ODQ resultou em uma reducdo significativa do efeito vasorrelaxante
(Silva et al., 2018).

Apesar da via do NO ser o principal mecanismo de acao vasodilatador do FORO777G,
0s canais de K*também estdo envolvidos nesse processo. Os canais de K* desempenham um
papel crucial na regulacéo do potencial de membrana, exercendo uma influéncia direta sobre o
tonus da musculatura lisa dos vasos. Ao serem ativados, esses canais promovem a
hiperpolarizacdo da membrana, resultando no vasorelaxamento do masculo liso vascular devido

a reducéo do influxo de calcio. No musculo vascular, distinguem-se quatro tipos principais de
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canais de potassio: (1) canais K* sensiveis ao Ca®*; (2) canais K* sensiveis ao ATP; (3) canais
K™ retificadores de influxo; (4) canais K* dependentes de voltagem (Holanda, 2019).

Para avaliar a relevancia dos canais de potassio no efeito vasorelaxante do FOR0777G,
foram utilizados quatro inibidores desses canais: TEA, um blogueador nao seletivo dos canais
de potéssio; 4-AP, que atua bloqueando os canais de potassio dependentes de voltagem; GLIB,
um bloqueador dos canais de potassio dependentes de ATP; e o BaCl,, bloqueador seletivo dos
canais de potassio retificadores de entrada (Terluk, 2000; Silveira, 2019).

Com relagdo ao FOR0777G, observou-se aumento da CEso com os bloqueadores, TEA,
4-AP, GLIB e BaCl2. Em relacéo ao Emax ndo houve diferenga do grupo tratado apenas com o
FORO0777G. Resultado semelhante foi encontrado no estudo de Braz (2022) com o complexo
de ruténio cis-[Ru(phen)2(2-MIM)(NO2)]*. Um resultado discrepante em relacdo ao
FOROQ777G foi identificado no estudo de Silveira (2019) com o complexo cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)(NO)J**. No referido estudo, a utilizagdo dos inibidores 4-aminopiridina e glibenclamida
ndo demonstrou valores significativos em relacdo ao Emax € a CEsp.

Na analise histoldgica com a coloracdo HE, tanto no grupo controle (DMSO) como no
grupo FORQ777G, constatou-se a preservacdo da tunica intima, média e adventicia. No entanto,
no grupo FORO777G, identificou-se uma discreta desorganizagdo das fibras musculares da
tinica media.

Um estudo experimental realizado por Nogueira (2021) com os compostos de ruténios
(FOR811A, FOR711A e FORO011A) constatou na analise histoldgica atrofia glomerular e
proliferacdo glomerular, congestéo vascular no rim de camundongos Swiss do sexo feminino,
em todos os animais testados. No protocolo experimental elaborado por Barbosa (2021) com o
complexo de ruténio FOR811A foi identificado na analise histoldgica alteracdes na
morfofisiologia renal, como degeneracédo hidropica e deposicao proteica em ratos Wistar.

Os animais tratados com os compostos FOR811A e FOR011A apresentaram quadro
hemorréagico de moderada a intensa, e 0 complexo FOR711A apresentou hemorragia de leve a
moderada, degeneracdo hidrépica foi constatado em todos os animais testados com oS
complexos FOR811A e FOR011A, enquanto que o composto FOR711A néo apresentou esse
tipo de alteracdo (Nogueira, 2021).

N&o foram encontrados, na literatura, outros estudos que utilizaram complexos de
ruténio e prosseguiram com analise histologica para avaliagdo morfoldgica da tunica intima,

média e adventicia.



73

7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos durante a pesquisa evidenciam que o complexo FOR0777G exibiu
propriedades vasorelaxantes em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina (PHE) e cloreto
de potassio (KCI). Além disso, foi observado que, em amostras previamente contraidas com
PHE, o mecanismo de acdo vasodilatador do complexo FOR0777G ndo é dependente do
endotélio vascular.

Os dados experimentais fornecem fortes indicios de que o complexo FOR0777G doa
NO na forma de nitroxil e também radicalar. Seu mecanismo de acdo primario esta
possivelmente relacionado & via do monofosfato de guanosina ciclico (SGC-cGMP).

Nesse contexto, 0 FOR0777G pode ser classificado como um potencial agente doador
de NO e estimulador/ativador da via sGC dependente de NO.

Nos resultados histoldgicos, ndo foram identificadas lesbes no tecido, apenas uma
discreta desorganizacdo das fibras musculares da tdnica média. No entanto, para identificar a
causa precisa desse achado, coloragdes especiais e metodologias auxiliares, como cultura de

células e estudo de toxicidade in vivo, sdo necessarias.
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