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RESUMO

EFEITOS DE COMPLEXOS DE RUTENIO CONTENDO 1,10-FENANTROLINA
(FOR0211A E FOR0911A) NA REATIVIDADE DE AORTA DE RATO: UM ESTUDO
EX VIVO E IN SILICO. Danilo Galvédo Rocha. Orientador: Prof. Dr. Manoel Odorico de
Moraes Filho. Tese de Doutorado. Programa de Pés-Graduagao em Farmacologia.
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade
Federal do Ceara, 2025.

O 6xido nitrico (NO) € um radical livre gasoso com alto poder vasodilatador, que age
estimulando a enzima Guanilato Ciclase soluvel (GCs), e participa de diversos
processos fisiopatoldgicos. Entretanto, os doadores de NO atuais possuem uma série
de efeitos indesejados, como toxicidade e rapido desenvolvimento de tolerancia. Os
complexos de ruténio que agem na via do NO vém como resultado de uma busca de
substancias que possam agir na via do NO possuindo menos efeitos indesejados.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito farmacologico de novos complexos
de ruténio (FOR0211A e FOR0911A) em anéis de aorta isolados de ratos. Para tanto,
foram utilizados anéis de aorta isolados de ratos wistar machos e montados em banho
de 6rgaos para medida da tensao isométrica. Foi avaliado o efeito dos complexos de
ruténio FOR0211A e FOR0911A (10° a 3x10° M) em anéis de aorta com e sem
endotélio pré-contraidos com Fenilefrina (PHE) 1 uM ou KCI 60 mM. Além disso, para
se estudar o mecanismo de acdo dos complexos foi verificada a influéncia de
sequestradores de NO (hidroxocobalamina e I-cisteina) e de inibidores de diversas
vias de relaxamento vascular (L-NAME, ODQ, wortmanina, TEA, 4-AP, glibenclamida,
BaClz, atropina, MDL 12,330A, propranolol e indometacina). Apds isso, foi realizado
um estudo da rede de interacdo das proteinas que participaram do efeito de cada
farmaco, bem como foram realizados experimentos de docking molecular, utilizando o
AutoDock 4.2.6, com os alvos GCs (PDB: 7D9R e 7D9U), PI3K (PDB: 1E7U), NOS
(PDB: 6CIE), receptor de bradicinina (PDB: 7F20), receptor de adenosina (PDB:
5UEA), Kv (PDB: 7SIT) e Kir (PDB: 7ZDZ). Os dois complexos de ruténio apresentaram
efeito vasorrelaxante em anéis de aorta pré-contraidos com PHE (FOR0211A: Emax =
117,10 = 4,44; FOR0911A: Emax = 115,80 £1,17), entretanto apresentaram efeito
menos nas preparagdes pré-contraidas com KCl (FOR0211A: Emax = 15,66 + 3,52;
FORO0911A: Emax = 89,47 £ 6,13). O FOR0211A apresentou uma reducgao significativa
de efeito na presenga de Hidroxocobalamina (Emax = 24,12 + 2,90), L-Cisteia (Emax =
26,32 + 3,25), L-NAME (Emax = 33,37 = 8,76), ODQ (Emax = 12,98 £ 2,03), Wortmanina
(Emax = 52,41 £ 11,56), TEA (Emax = 11,32 £ 4,81), 4-AP (Emax = 15,29 * 4,92),
glibenclamida (Emax = 76,50 + 2,60) e BaCl2 (Emax = 40,43 = 5,55). O FOR0911A
apresentou uma reducgao significativa de efeito na presenga de Hidroxocobalamina
(Emax = 72,95 £ 6,74) e ODQ (Emax = 9,78 £ 3,77). A analise da rede de interagdes de
proteinas mostrou que em relacdo ao FOR0211A, percebe-se uma forte relagao das
proteinas com a sintese endoégena de NO, enquanto o FOR0911A, percebe-se uma
predominéancia da participacdo mais direta da GCs. O Docking mostrou uma afinidade
boa em todos os alvos, porém pode-se destacar as interagdes RBr+FOR0211A (-9,16
kcal/mol + 0,94) e GCsativtFOR0911A (8,72 kcal/mol = 0,02) devido a energia de
ligacdo mais negativa e as interacdos GCsesttFOR0211A e GCsest+tFOR0911A devido



as interagdes mais fortes (ligagdes de hidrogénio). Assim, pode-se concluir que os
compostos FOR0211A e FOR0911A apresentam efeito vasorrelaxante em anéis de
aorta, sendo o efeito do FORO0211A provavelmente através da Vvia
NOSe/NO/GCs/GMPc e canais de potassio, enquanto o FOR0911A provavelmente
age via doagao de NO e estimulo da GCs.

Palavras-chave: Compostos organometalicos; Guanilato Ciclase soluvel; Oxido
nitrico; Vasodilatadores.



ABSTRACT

Effects of ruthenium complexes containing 1,10-phenanthroline (FOR0211A and
FOR0911A) on rat aortic reactivity: an ex vivo and in silico study. Danilo Galvao
Rocha. Supervisor: Prof. Ph.D. Manoel Odorico de Moraes Filho. Doctoral Thesis.
Postgraduate Program in Pharmacology. Department of Physiology and
Pharmacology. Faculty of Medicine, Federal University of Ceara, 2025.

Nitric oxide (NO) is a gaseous free radical with high vasodilatory power, which acts by
stimulating the enzyme soluble Guanylate Cyclase (sGC), and participates in several
pathophysiological processes. However, current NO donors have a series of
undesirable effects, such as toxicity and rapid development of tolerance. The
ruthenium complexes that act on NO pathway emerge due to a search for substances
that can act on the NO pathway with fewer unwanted effects. Thus, the aim of this work
was to evaluate the pharmacological effect of new ruthenium complexes (FOR0211A
and FOR0911A) on aortic rings isolated from rats. For this purpose, aortic rings isolated
from male Wistar rats were used and mounted in an organ bath to measure isometric
tension. The effect of the ruthenium complexes FOR0211A and FOR0911A (10-° to
3x10° M) was evaluated on aortic rings with and without endothelium pre-contracted
with Phenylephrine (PHE) 1 uM or KCI 60 mM. Furthermore, to study the mechanism
of action of the complexes, the influence of NO scavengers (hydroxocobalamin and I-
cysteine) and inhibitors of various vascular relaxation pathways (L-NAME, ODQ,
wortmannin, TEA, 4-AP, glibenclamide, BaClz, atropine, MDL 12,330A, propranolol and
indomethacin). In addition, molecular docking was carried out with the targets GCs
(PDB: 7D9R), Kv (PDB: 7SIT) and Kir (PDB: 7ZDZ). After that, a study of the interaction
network of proteins involved in the effect of each drug was conducted. Molecular
docking experiments were also carried out using AutoDock 4.2.6 with the following
targets: GCs (PDB: 7D9R and 7D9U), PI3K (PDB: 1E7U), NOS (PDB: 6CIE),
bradykinin receptor (PDB: 7F20), adenosine receptor (PDB: SUEA), Kv (PDB: 7SIT),
and Kir (PDB: 7ZDZ). The two ruthenium complexes showed a vasorelaxant effect on
aortic rings pre-contracted with PHE (FOR0211A: Emax = 117.10 £ 4.44; FOR0911A:
Emax = 115.80 +£1.17), however, they had less effect on pre-contracted with KCI
(FOR0211A: Emax = 15.66 * 3.52; FOR0911A: Emax = 89.47 £ 6.13). FOR0211A showed
a significant reduction in effect in the presence of Hydroxocobalamin (Emax = 24.12 +
2.90), L-Cysteine (Emax = 26.32 + 3.25), L-NAME (Emax = 33.37 = 8 .76), ODQ (Emax =
12.98 £ 2.03), Wortmannin (Emax = 52.41 + 11.56), TEA (Emax = 11.32 + 4.81), 4-AP
(Emax = 15 .29 £ 4.92), glibenclamide (Emax = 76.50 £ 2.60) and BaCl2 (Emax = 40.43
5.55). FOR0911A presented a significant reduction in effect in the presence of
Hydroxocobalamin (Emax = 72.95 + 6.74) and ODQ (Emax = 9.78 * 3.77). The analysis
of the protein interaction network showed that in relation to FOR0211A, there is a
strong relationship of the proteins with the endogenous synthesis of NO, while with
FORO0911A, there is a predominance of more direct participation of GCs. Docking
showed good affinity for all targets, however, the interactions RBr+FOR0211A (-9.16
kcal/mol £ 0.94) and GCsativ+tFOR0911A (-8.72 kcal/mol £ 0.02) can be highlighted
due to more negative binding energy and the interactions GCsest+FOR0211A and
GCsest+FOR0911A due to stronger interactions (hydrogen bonds). Thus, it can be



concluded that the compounds FOR0211A and FOR0911A have a vasorelaxant effect
on aortic rings, with the effect of FORO0211A probably through the
eNOS/NO/sGC/cGMP pathway and potassium channels, while FOR0911A probably
acts via NO donation and GCs stimulation.

Keywords: Organometallic compounds; Soluble guanylate cyclase; Nitric oxide;
Vasodilators.
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1 INTRODUGAO

1.1 Doengas cardiovasculares

Segundo a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), as doengas
cardiovasculares sdo um grupo de desordens do coragcdo e dos vasos sanguineos,
que incluem doenga coronariana, doencas cerebrovasculares, doencas arteriais
periféricas, doencas no coracdo devido a febre reumatica, doencas cardiacas
congénitas, trombose venosa e embolia pulmonar (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021). Os principais fatores de risco para as doencas
cardiovasculares s&o dieta ndo saudavel, caracterizada pela alta ingestdo de sal,
gorduras e agucares, sedentarismo, tabagismo, alcoolismo, genética, idade e sexo
(BARROSO et al., 2021; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

As doencgas cardiovasculares sdo a principal causa de morte no mundo,
estima-se que em 2019 morreram 17,9 milhdes de pessoas de doencas
cardiovasculares no mundo, representando 32% de todas as mortes (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021). No Brasil, observa-se um numero crescente de
mortes por doencgas cardiovasculares, principalmente nos grupos com faixa de idade
entre 55 e 74 e no grupo com mais de 75 anos (Grafico 1). Em 2017, 27,3% das mortes
no Brasil foram por doencas cardiovasculares, além disso, essas doencas
representam 22,6% das mortes prematuras no Brasil, que sdo as mortes que ocorrem
entre 30 e 69 anos de idade (BARROSO et al., 2021).



29

Grafico 1 - Numero de mortes por doengas cardiovasculares no Brasil de 2000 a 2020,
dividido por faixa etaria.

Numero de mortes por doengas cardiovasculares

¥ d

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
0 W14 M514 W1524 M2534 W 3554 W 5574 W75+

Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023

Além do impacto social, as doengas cardiovasculares também tém um
impacto econdmico muito grande, estima-se que em 2010 o custo mundial causado
por tais doencas foi aproximadamente US$863 bilhdes (BENJAMIN et al., 2017).

A pressao arterial sistémica (PAS) € igual o produto do fluxo sanguineo
(débito cardiaco) pela resisténcia vascular periférica, ou seja, a PAS é diretamente
proporcional a esses dois fatores (SILVERTHORN, 2017). Segundo a Sociedade
Brasileira de Cardiologia, a hipertenséo arterial € uma condigéo clinica multifatorial
caracterizada por niveis pressoricos sistolico e/ou diastolico maior ou igual a 140 e 90
mmHg, respectivamente, e que, por ser uma condigdo geralmente assintomatica,
costuma evoluir com alteragcbes em orgaos-alvo, como coragdo, vasos € rins
(BARROSO et al., 2021). Além disso, esta associada a aproximadamente 45% das
mortes por doencas cardiovasculares e 51% das mortes por doengas
cerebrovasculares no Brasil (BARROSO et al., 2021).

A elevagdo crbonica da pressao arterial pode levar a diversas
consequéncias, sendo algumas precoces, como o acidente vascular encefalico,
doenca cardiaca coronaria e insuficiéncia cardiaca, e outras tardias, como
cardiomiopatia hipertensiva, cardiopatia valvar, doenca arterial periférica, disfuncao

erétil e outras (BARROSO et al., 2021). A hipertensao arterial e suas consequéncias
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possuem um tragco comum, a disfungdo endotelial, que gera uma baixa
biodisponibilidade de o6xido nitrico com consequente desequilibrio entre fatores
vasoconstritores e vasodilatadores (BARROSO et al., 2021, KANNEL; LARSON,
1993).

A baixa biodisponibilidade do 6xido nitrico € um importante fator de risco
para diversas doencgas cardiovasculares e, além disso, € conhecido que diversos
tratamentos farmacologicos ou ndo farmacoldgicos (habitos de vida, como exercicios
fisicos e dieta) para doengas cardiovasculares aumentam os niveis de 6xido nitrico
(FORSTERMANN; MUNZEL, 2006; LUNDBERG; GLADWIN; WEITZBERG, 2015).
Assim, o 6xido nitrico vem se tornando um importante alvo farmacolégico para o
tratamento de doengas cardiovasculares, porém com um desafio a ser atingido:
encontrar drogas que possam aumentar a biodisponibilidade de NO, sem causar um
disturbio devido ao aumento exacerbado (LUNDBERG; GLADWIN; WEITZBERG,
2015).

1.2 Musculo liso

O tecido muscular € um tecido contratil cujas fungdes principais sao gerar
forca e movimento. O corpo humano possui trés tipos de musculo: o tecido muscular
estriado esquelético, que fica unido aos ossos com o objetivo de controlar os
movimentos do corpo; o tecido muscular estriado cardiaco, presente apenas no
coragao; e o musculo liso, um tecido muscular de controle involuntario presente
principalmente nos tubos internos, como estdmago, bexiga e vasos sanguineos.
Embora a maior parte da musculatura humana seja esquelética, os musculos cardiaco
e liso sdo mais importantes para a homeostase (SILVERTHORN, 2017).

O musculo liso pode ser dividido em dois grandes grupos, o musculo liso
unitario e o musculo liso multiunitario. O unitario € composto por massas de centenas
a milhares de fibras musculares que possuem jungdes comunicantes e se contraem
como uma unidade (Figura 1A). O multiunitario € composto por fibras musculares
separadas e discretas, que nao se conectam eletricamente, portanto cada célula
precisa ser estimulada de modo independente (Figura 1B). Além disso, tendo em vista
que no musculo liso unitario todas as fibras se contraem ao mesmo tempo, o que
controla a forca de contragdo nao é a quantidade de fibras que se contraem, e se a

quantidade de Ca?* que entra na célula. Alguns exemplos de musculo liso unitario,
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também chamado de visceral, sdo os musculos do trato gastrointestinal e dos vasos
sanguineos, enquanto exemplos de musculo liso multiunitario sdo os musculos
piloeretores e da iris do olho (GUYTON; HALL, 2017; SILVERTHORN, 2017).

Figura 1 - Imagem ilustrativa do musculo liso unitario (A) e do musculo liso multiunitario

(B).
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Fonte: SILVERTHORN, 2017

1.2.1 Masculo liso vascular

Os constituintes basicos da parede dos vasos sanguineos sdo: células
endoteliais, células musculares lisas e uma matriz extracelular composta de elastina,
colageno e glicosaminoglicanos (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). Tais constituintes
sao divididos em trés camadas: tunica intima, uma camada interna constituida
principalmente por células endoteliais; tunica média, uma camada intermediaria
constituida por tecido elastico e muscular liso e € responsavel por regular o didmetro
interno do vaso; e tunica adventicia, constituida por tecido conjuntivo, nervos e
pequenos vasos sanguineos (vasa vasorum, os “vasos dos vasos”) (Figura 2)
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; TUCKER; ARORA; MAHAJAN, 2022).
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Figura 2 - Representacao grafica da parede arterial.
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Fonte: Adaptado de KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005
A figura mostra a representagdo grafica da parte da artéria, contendo a tunica intima, média e
adventicia, onde destaca-se o endotélio vascular na tunica intima, bem como as laminas elasticas

interna e externa.

A célula muscular lisa vascular é classificada como fusiforme com nucleo
central cercado por uma variedade de aparelho de golgi e reticulo endoplasmatico,
que, na célula muscular, se especializou em armazenar Ca?* e € chamado de reticulo
sarcoplasmatico. Além disso, as células musculares possuem invaginagdes, de forma
a fornecer uma area de superficie aumentada para jungdes mecanicas e elétricas
(SILVERTHORN, 2017; WILSON, 2011). Amembrana celular, denominada sarcolema,
possui ainda invaginagbes denominadas cavéolas, que armazenam Ca?*
(SILVERTHORN, 2017).

O musculo das artérias, principalmente das artérias de resisténcia,
apresenta um estado de excitagdo basal denominado tdbnus miogénico, esse tonus &
responsavel pela capacidade dos vasos de resisténcia responderem tanto a estimulos
vasoconstritores, como a estimulos vasodilatadores, mesmo estando em seu estado
basal, com o objetivo de manter a homeostase cardiovascular (JACKSON, 2021;
VALARMATHI, 2020).

O potencial de agdo do musculo liso vascular depende principalmente dos
ions Ca?* e K*, o primeiro entra na célula muscular lisa na fase de despolarizagéo,
enquanto o segundo sai do meio intracelular para o meio extracelular na fase de

repolarizagdo (SILVERTHORN, 2017). Essa movimentagao de Ca?* e K* é controlada
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por sinais quimicos, tais como neurotransmissores (ex: Noradrenalina), horménios
(ex: Adrenalina, Vasopressina) e outras substancias quimicas (ex: Oxido nitrico,
bradicinina, histamina) (SILVERTHORN, 2017).

1.2.2 Mecanismos de contracao

A fibra muscular lisa, assim como os outros tipos musculares, € composta
por filamentos de miosina e actina, que sao longas moléculas proteicas responsaveis
pela contragdo muscular. No musculo liso, esses filamentos de miosina e actina estao
organizadas de modo frouxo em feixes longos que se estendem ao redor da célula de
forma que, quando se contraem, tal organizagcéo faz com que a célula fique em forma
globular (Figura 3) (SILVERTHORN, 2017; WILSON, 2011).

Figura 3 - Morfologia do musculo liso em estado relaxado e contraido.
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Fonte: Adaptado de SILVERTHORN, 2017
A figura traz uma representagdo grafica de uma célula muscular lisa antes e apds a contragao,

mostrando a organizagéo dos feixes de actina e miosina, bem como os corpos densos.

O tbnus vascular pode ser aumentado por 3 mecanismos principais: (1)
aumento da ativacao da miosina, que pode ser dependente ou independente de Ca?*;
(1) reducéo da inibicdo da actina; (lll) remodelamento do citoesqueleto (BROZOVICH
et al.,, 2016).

O mecanismo mais comum ¢ a ativagdo de miosina dependente de Ca?*,
que se inicia com o aumento intracelular de ions Ca?* devido a uma estimulagao
nervosa, hormonal, estiramento da fibra muscular lisa, ou alteragdes quimicas no
ambiente da fibra (GUYTON; HALL, 2017).

O aumento de Ca?* na célula muscular lisa pode ocorrer por influxo ou por
liberagdo dos estoques intracelulares. O influxo ocorre por canais ibnicos presentes

na membrana plasmatica, ocorrendo principalmente através dos canais de Ca?*
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operados por voltagem (VOCC) do tipo L, com contribui¢gdo de outros canais, como os
canais de Ca?* operados por voltagem do tipo T e canais de Ca?* operados por ligantes
(ROCC). A liberagdo dos estoques de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico ocorre por
meio de dois tipos de canais ibnicos, os receptores de Rianodina (RyR) e os
receptores de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3R) (AMBERG; NAVEDO, 2013;
RAINBOW; MACMILLAN; MCCARRON, 2009).

O Ca?* intracelular se liga de forma reversivel a uma proteina chamada
Calmodulina (CAM), formando um complexo calcio-calmodulina (Ca-CAM), que é
responsavel pela regulacédo de diversos processos celulares, dentre eles a contragao
muscular, por meio da ativagao da enzima quinase de cadeia leve de miosina (MLCK,
do ingés Myosin Light Chain Kinase), cuja funcéo é fosforilar a cadeia reguladora leve
presente nas cabecas da miosina, que tem atividade de ATPase. A fosforilagdo das
cadeias reguladoras aumenta a atividade de ATPase, aumentando os ciclos de pontes
cruzadas entre a miosina e actina, causando uma contragdo muscular (Figura 4)
(BROZOVICH et al., 2016; GUYTON; HALL, 2017; SILVERTHORN, 2017; WALSH,
2011).



Figura 4 - Resumo esquematico da contragdo muscular dependente de Ca?*.
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A figura mostra a contragdo muscular em 5 passos principais. (1) 0 aumento da concentragéo citosodlica
de Ca?*, que ocorre devido a entrada na célula via VOCC e ROCC, bem como devido a sua saida do
reticulo sarcoplasmatico via RyR e IP3R; (2) ocorre a interagdo entre Ca2* e a Calmodulina, formando
o complexo Ca?*-CAM; (3) o complexo Ca2*-CAM ativa a enzima quinase de cadeia leve de miosina

(MLCK); (4) a MLCK fosforila as cadeias leves da miosina; (5) possibilitando a formagéo das pontes
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cruzadas entre miosina e actina, gerando a contragcdo muscular.

O mecanismo demonstrado na Figura 4 pode ser desencadeado por
diversos receptores acoplados a proteina G, tais como agonistas dos receptores alfa
(acoplamento farmacomecanico), ou por despolarizagdo da membrana celular
desencadeada por atividade ibnica ou, experimentalmente, pelo aumento da

concentragéo extracelular de KCI (acoplamento eletromecéanico) (BROZOVICH et al.,

2016).
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Como dito anteriormente, a miosina pode ainda ser ativada de forma
independe de Ca?*. ARhoA é uma enzima cuja forma inativa é ligada ao Difosfato de
guanosina (GDP) e a forma ativa € ligada ao Trisfosfato de guanosina (GTP). A RhoA-
GTP age ativando a enzima Rho quinase, que é responsavel por fosforilar a fosfatase
da cadeia leve de miosina (MLC-fosfatase), inativando-a. A MLC-fosfatase é
responsavel por desfosforilar a cadeia leve de miosina causando uma inativagao da
mesma, portanto a Rho quinase promove um aumento do estado fosforilado da
miosina, promovendo a contragdo muscular (AMANO et al., 1996; BROZOVICH et al.,
2016; HILGERS; WEBB, 2005).

A proteina quinase C (PKC), também esta envolvida no processo de
contragdo independente de Ca?* de alguns agonistas, como o 12,13-dibutirato de
forbol e o diacilglicerol (DAG, segundo mensageiro de receptores acoplados a
proteina Gq). A ativagdo da PKC causa a fosforilagdo de diversas proteinas, dentre
elas uma fosforilagdo direta da cadeia leve de miosina, bem como uma ativacéo da
via Ras/MAPK/ERK, culminando em uma reducdo da inibicdo da actina, via
fosforilagdo da proteina caldesmon (BROZOVICH et al., 2016; RINGVOLD; KHALIL,
2017).

Por ultimo, o citoesqueleto é uma estrutura complexa que, por muito tempo,
era dito como tendo funcao primariamente estrutural, entretanto tem se observado que
a reorganizacao de filamentos de actina, filamentos intermediarios e microtubulos
podem ter um mecanismo importante na contracdo (BROZOVICH et al., 2016; TOUYZ
et al., 2018). O aumento da polimerizagao dos filamentos de actina do citoesqueleto
parecem ter um papel importante na manutencédo do ténus vascular e plasticidade,

especialmente na hipertensdo (TOUYZ et al., 2018).

1.2.3 Mecanismos de relaxamento

Assim como o0 mecanismo de contracdo muscular mais comum &
dependente do aumento de Ca?* citoplasmatico, o0 mecanismo mais comum de
relaxamento muscular culmina, a partir de diversas vias diferentes, em uma redugao
do Ca?* citosdlico (1) com consequente desligamento do complexo Ca-CAM (2), a
enzima fosfatase de miosina desfosforila a cadeia leve de miosina (3) inibindo as
ligagcbes cruzadas da miosina com a actina, promovendo um relaxamento (4) (Figura
5) (SILVERTHORN, 2017).
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Figura 5 - Esquema do processo de relaxamento do musculo liso.
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A figura traz de forma resumida o processo de relaxamento muscular em 4 passos. (1) o Ca?* sai do
citoplasma por transporte ativo para dentro do reticulo sarcoplasmatico, ou por transporte ativo e por
bomba trocadora de ions para o meio extracelular; (2) com a redugdo do Ca?* citoplasmatico, ocorre o
desligamento do complexo Ca?*-CAM,; (3) a enzima fosfatase da miosina desfosforila as cadeias leves
de miosina; (4) as pontes cruzadas entre miosina e actina sado desfeitas, ocorrendo o relaxamento

muscular.

As vias que podem levar a essa redugcdo da concentragdo de Ca?*
citoplasmatico sao diversas, dentre as quais pode-se citar como mais comuns o
endotélio vascular e os fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio (FHDE), o

oxido nitrico (NO) e a prostaciclina.
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O endotélio vascular é constituido de uma camada de células presente na
camada intima dos vasos e esta diretamente ligado ao tdbnus vascular e a homeostase
(CAHILL; REDMOND, 2016; KRUGER-GENGE et al., 2019), liberando diversas
substancias vasodilatadoras, como o fator hiperpolarizante derivado do endotélio,
oxido nitrico e prostaciclina, bem como substancias vasoconstritoras, como
angiotensina |l, endotelina-1 e tromboxano, além de diversas outras fun¢gdes como
crescimento e remodelamento vascular, adesido celular, resposta inflamatoéria e
manutengao da fluidez sanguinea (SENA; PEREIRA; SEICA, 2013; XIAO et al., 2014).
A liberacdo dessas substancias é controlada principalmente pelo estresse de
cisalhamento e por agonistas de receptores como acetilcolina e bradicinina
(KRUGER-GENGE et al., 2019; RITTER et al., 2020).

O o6xido nitrico, que sera discutido mais detalhadamente no tépico 1.2, é
um potente vasodilatador, que age estimulando a enzima Guanilato Ciclase soluvel
(GCs) nas células musculares lisas dos vasos, induzindo a formacéo de monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc), com consequente ativacédo da proteionocinase G (PKG)
e redugdo da concentragdo de Ca?* citoplasmatico na célula muscular lisa (KATZUNG;
VANDERAH, 2022).

O FHDE tem uma constituicdo quimica incerta, entretanto sugere-se que
ele € composto por diversas substancias como o peroxido de hidrogénio, monoxido
de carbono, sulfeto de hidrogénio, peptideo natriurético C (CNP) e acido
epoxieicosatetraenoico (EDWARDS; FELETOU; WESTON, 2010; KRUGER-GENGE
et al., 2019; RITTER et al., 2020). Como o nome sugere, o FHDE age por meio de
uma hiperpolarizagdo das células musculares lisas dos vasos ao abrir canais de
potassio causando, consequentemente, um vasorrelaxamento (CHENG et al., 2019).

No musculo liso vascular existem 4 tipos principais de canais de K*, sao
eles: (1) Canais de K* sensiveis ao Ca?* (Kca), (2) sensiveis ao ATP (Katp), (3)
retificadores de influxo (Kir) e (4) dependentes de voltagem (Kv) (CHENG et al., 2019).
Os canais de potassio sdo de extrema importancia para a manuteng¢ao do potencial
de membrana, e a abertura de tais canais promove uma saida de K* da célula,
provocando uma hiperpolarizacdo da célula muscular lisa, com consequente
relaxamento (CHENG et al., 2019; MILLER, 2000; STOTT,; JEPPS; GREENWOOD,
2014).

Os prostanodides sao produtos da biotransformacgao do acido araquidénico

pela via da ciclo-oxigenase, eles podem ser as prostaglandinas, o tromboxano (TXA2)
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ou a prostaciclina (PGI2), sendo esse ultimo um potente vasodilatador e inibidor da
agregacao plaquetaria produzido nas células endoteliais (KATZUNG; VANDERAH,
2022). A PGl2 ¢ liberada constitutivamente pelas células endoteliais e parece ter um
envolvimento importante na regulagéo do ténus vascular basal (KRUGER-GENGE et
al., 2019). A ativacado dos receptores de prostaciclina nas células musculares lisas
provoca ativagao da enzima adenilato ciclase, levando a um aumento do monofosfato
ciclico de adenosina (AMPc). O aumento dos niveis de AMPc causa uma estimulagao
da proteinocinase A (PKA), que tem atividade similar a proteinocinase G (PKG),
causando uma saida do calcio intracelular, inibindo a maquinaria contratil (Figura 6)
(BATLOUNI, 2001; KATZUNG; VANDERAH, 2022).

Figura 6 - Esquema dos mecanismos de vasorrelaxamento induzido pelo 6xido nitrico,
fator hiperpolarizante derivado do endotélio (FHDE) e pela prostaciclina.
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Fonte: ROCHA, 2018

1.3 Via do 6xido nitrico

Em 1980, uma substancia denominada fator relaxante derivado do
endotélio (FRDE) foi proposto como sendo um vasodilatador responsavel pelo efeito
da acetilcolina, uma vez que a retirada do endotélio de artérias isoladas de coelho
inibia o efeito da acetilcolina (FURCHGOTT, ZAWADZKI, 1980). Posteriormente, o
FRDE foi identificado como sendo o 6xido nitrico (IGNARRO et al., 1987; PALMER,;
FERRIGE; MONCADA, 1987).
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O 6xido nitrico (NO) é um radical livre gasoso altamente reativo e que
compartilha varias propriedades com o O2, como a alta afinidade pelo grupamento
heme e outros grupos ferro-enxofre (RITTER et al., 2020). Ele é produzido
endogenamente através da enzima oxido nitrico sintase (NOS, do inglés Nitric Oxide
Synthase), que utiliza L-arginina como substrato, bem como oxigénio molecular (O2)
e NADPH como co-substratos. Existem 3 isoformas da NOS, a NOS neuronal (NOS |
ou NOSn), que esta presente em alguns neurdnios do sistema nervoso central e
periférico; a NOS induzivel (NOS Il ou NOSi), que n&o € expressa normalmente em
células, porém tem sua expressado induzida, normalmente em macréfagos, por
lipopolissacarideos bacterianos, citocinas, entre outros, estando, portanto, ligada a
resposta imune e inflamagédo; e a NOS endotelial (NOS Il ou NOSe), que esta
presente nas células endoteliais e tem diversas funcgdes, dentre elas controle do ténus
vascular, inibicao da agregacao plaquetaria, estimulacéo da angiogénese, entre outras
(CYR et al., 2020; RITTER et al., 2020).

A NOS € uma enzima dimérica e com dois dominios, um com funcao
oxigenase, que contém o grupamento heme, e um com fungéo redutase. A atividade
das isoformas constitutivas da NOS ¢é controlada pelo Ca?*, por meio da ligagdo da
por¢cao redutase com o complexo Ca-CAM (Figura 7). Assim, os vasodilatadores
dependentes de endotélio, como a acetilcolina e a bradicinina, resultam em um
aumento da concentragdo de Ca?* citoplasmatico no endotélio (RITTER et al., 2020;
TEJERO; SHIVA; GLADWIN, 2019).



41

Figura 7 - Estrutura da oxido nitrico sintase.
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(A) mostra os dominios de cada monémero da NOS, onde pode-se ver que a calmodulina (CAM) se
liga na ligagdo entre o dominio redutase e oxigenase. O dominio oxigenasse é formado pelo
grupamento Heme e o cofator tetrahidrobiopterina (BH4), essencial para o acoplamento da enzima,
enquanto o dominio redutase é formado pelo NADPH/FAD, que serve de fonte de elétron, e
mononucleodtido de flavina (FMN), que transporta o elétron para o dominio oxigenase. (B) mostra a
ligagcdo da calmodulina, bem como a reagédo de formagédo do 6xido nitrico, com a transferéncia de

elétron para o grupamento heme. (C) mostra o modelo tridimensional da NOS.

Os efeitos vasculares do NO s&o gerados principalmente pela ativagao do
receptor Guanilato Ciclase Soluvel (GCs) (MONTFORT, WALES; WEICHSEL, 2017;
TEJERO; SHIVA; GLADWIN, 2019). A GCs é uma proteina citosdlica constituida de
duas subunidades, a e 3, cada uma constituida de quatro monémeros, H-NOX, PAS,
Helix e o0 monémero catalitico GTP-Ciclase, responsavel por transformar GTP em
GMPc (Figura 8) (TEJERO; SHIVA; GLADWIN, 2019).
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Figura 8 - Estrutura da enzima guanilato ciclase soluvel (GCs).
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A figura traz a estrutura tridimensional da enzima GCs, além de uma representacdo das subunidades
da proteina com seus quatro monémeros: (1) H-NOX, onde na subunidade B apresenta o grupamento
Heme, que constitui o sitio de ligagdo do dxido nitrico; (2) PAS; (3) Helix; (4) GTP ciclase, que constitui
o sitio catalitico onde ocorre a transformacéo do trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato ciclico

de guanosina (GMPc).

Importante observar que, apesar de ter porcdo H-NOX nas duas
subunidades, apenas a BH-NOX possui um grupamento heme, sendo esse o local de
ligagdo do NO (KAROW et al., 2005; TEJERO; SHIVA; GLADWIN, 2019). A ligacao
com o NO, causa uma série de alteracdes na conformacao, que ainda nao sao muito
bem conhecidas, que libera uma interagao inibitéria entre o grupamento heme e a
porcdo GTP ciclase, iniciando a produgao de GMPc (MONTFORT;, WALES;
WEICHSEL, 2017; TEJERO; SHIVA; GLADWIN, 2019).

A GCs vem sendo amplamente estudada como um alvo terapéutico para

diversas doencas cardiovasculares. A primeira droga dessa classe foi o YC-1, um
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composto que inibe a agregagdo plaquetaria por estimulagdo direta da GCs
independente de NO, porém dependente do grupamento heme (FOLLMANN et al.,
2013; KO et al., 1994; MONTFORT; WALES; WEICHSEL, 2017). O YC-1 apesar de
possuir um efeito isolado na GCs, ele possui um efeito sinérgico juntamente com o
NO, aumentando em centenas de vezes a atividade da GCs, entretanto observou-se
que a oxidagao do grupamento heme inibe o efeito do YC-1 (FOLLMANN et al., 2013;
MONTFORT; WALES; WEICHSEL, 2017).

Em uma tentativa de melhorar e deixar o efeito do YC-1 mais especifico, a
empresa Bayer produziu o BAY 41-2272, que promove um estimulo com poténcia
melhorada e maior especificidade, entretanto com baixa biodisponibilidade oral e
baixa estabilidade metabdlica (FOLLMANN et al., 2013). O Riociguat surgiu a partir
de mais pesquisas visando o melhoramento estrutural das moléculas YC-1 e BAY 41-
2272, sendo um estimulador da GCs, ou seja, possui um efeito heme dependente,
além de potencializar o efeito do NO (MITTENDORF et al.,, 2009; MONTFORT;
WALES; WEICHSEL, 2017).

Com o decorrer das pesquisas nessa area, alteracdes estruturais levaram
ao cinaciguat, um composto que ativa a GCs de forma NO e Heme independente, ou
seja, esse composto consegue ativar mesmo a GCs com o grupamento heme oxidado,
uma caracteristica comum as doengas cardiovasculares, uma vez que O estresse
oxidativo esta muito presente nas mesmas (FOLLMANN et al., 2013; STASCH et al.,
2002). A Figura 9 mostra a estrutura quimica dos compostos citados anteriormente
(YC-1, BAY 41-2272, Riociguat e Cinaciguat).

Figura 9 - Estrutura dos principais estimuladores (YC-1, BAY 41-2272 e Riociguat) e
ativador (Cinaciguat) da GCs.
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Assim, surgiu o conceito de estimulador e ativador da GCs, sendo os
estimuladores compostos com efeito heme-dependente e com efeito sinérgico ao NO,
enquanto os ativadores possuem um efeito heme-independente, podendo se ligar a
GCs oxidada (Figura 10) (FOLLMANN et al., 2013). Dois estimuladores da GCs ja
foram aprovados para uso em humanos, o riociguat possui seu uso aprovado para
tratamento da hipertensdo pulmonar e o vericiguat possui seu uso aprovado para
insuficiéncia cardiaca com fragdo de ejegdo reduzida (LOMBARDI et al.,, 2021;
MARKHAM; DUGGAN, 2021; MITTENDORF et al., 2009; MONTFORT, WALES;
WEICHSEL, 2017).

Figura 10 - Mecanismo de ac&o de estimuladores e ativadores da GCs.
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Fonte: Adaptado de FOLLMANN et al., 2013

O esquema mostra a reagéo do 6xido nitrico com o anio superoxido (Oz2), formado em decorréncia de
um aumento do estresse oxidativo, resultando em peroxinitrito, que pode promover dano tecidual.
Abaixo da reacgao sao representadas duas formas da GCs: a da esquerda representa a GCs nativa,
que possui grupamento heme funcional e é alvo tanto do 6xido nitrico como dos estimuladores da GCs;
a da direita representa a GCs apoés perder o grupamento heme devido ao estresse oxidativo (“GCs

heme-free”), que é alvo dos ativadores da GCs e ndo responde ao 6xido nitrico.
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O GMPc ativa a proteinocinase G (PKG), que catalisa a fosforilagdo de
diversas proteinas diminuindo o influxo de calcio via canais de calcio operados por
voltagem (VOCC), reduzindo a liberag&o de calcio do reticulo sarcoplasmatico pelos
receptores de IP3 (IP3R) e promovendo a reentrada de calcio no reticulo
sarcoplasmatico através da SERCA (do inglés sarco/endoplasmic reticulum Calcium
ATPase). A diminuigéo do calcio citoplasmatico causa uma inativagao da Calmodulina,
inativando, consequentemente, a quinase de cadeia leve de miosina, responsavel pela
contragao do musculo liso, bem como aumenta a atividade da fosfatase de cadeia leve
de miosina, responsavel pela desfosforilacdo das cadeias reguladoras leves da
miosina, resultando em vasodilatacdo (RITTER et al., 2020; ZHAO; VANHOUTTE;
LEUNG, 2015). AFigura 11 traz um resumo esquematico de toda a via do 6xido nitrico

no vaso sanguineo, desde a producao até o efeito vasorrelaxante.

Figura 11 - Resumo esquematico da via eNOS/NO/GCs/GMPc.
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A figura traz uma representagdo esquematica de uma célula endotelial (cima) e uma célula muscular
lisa (baixo), onde na célula endotelial ocorre a ativagdo da enzima NOS por via dependente de Ca?*, a
partir do complexo Ca2*-CAM, ou por via independente de Ca2* através da via da Akt. O 6xido nitrico
produzido na célula endotelial se difunde para a célula muscular lisa, onde ele ativa a enzima GCs

induzindo a produg¢do de GMPc com consequente relaxamento muscular.

Assim, tendo em vista que o 6xido nitrico € essencial para o controle do
tébnus vascular, e o desbalanc¢o nos niveis desse radical livre estdo relacionados com
o aparecimento de doencas cardiovasculares (FORSTERMANN, 2010; LUNDBERG;
GLADWIN; WEITZBERG, 2015).

1.4 Efeitos cardiovasculares de complexos de ruténio

A quimica organometalica pode ser classificada como o ramo da quimica
que estuda compostos contendo pelo menos uma ligagdo covalente metal-carbono,
tais substancias podem ser chamadas de complexos organometalicos (GASSER;
METZLER-NOLTE, 2012). Esses compostos ja possuem diversas aplicagoes,
principalmente no ramo da catalise, entretanto o seu estudo no ramo da medicina vem
crescendo vertiginosamente.

Os complexos organometalicos trouxeram uma grande contribuigdo para o
tratamento do cancer nos anos 1980 com a introdugéo da cisplatina, um complexo
organometalico contendo o metal de transi¢ao platina. A partir dai, outros compostos
de platina surgiram, como a carboplatina e a oxaliplatina, entretanto caracteristicas
indesejadas como neurotoxicidade, dano renal e a resisténcia vém fomentando uma
busca de compostos ligados a outros metais com propriedades medicinais (GASSER,;
METZLER-NOLTE, 2012; ZHANG; SADLER, 2017).

O ruténio vem se mostrando uma excelente alternativa no campo da
quimica organometalica com aplicagbes em diversas areas, tais como biologia,
medicina, catélise, nanociéncia etc. (DRAGUTAN; DRAGUTAN; DEMONCEAU,
2015). O Ruténio tem diversas propriedades que o tornam uma boa alternativa ao uso
medicinal, como: possuem uma geometria octaédrica com até seis sitios de
coordenacao, estabilidade sob diferentes estados de oxidacédo (Il e IlIl), baixa
toxicidade e possibilidade de aplicagcéo fotodindmica (CLARKE, 2002; DRAGUTAN;
DRAGUTAN; DEMONCEAU, 2015).
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No campo da farmacologia cardiovascular, uma propriedade essencial que
tornam os complexos de ruténio uma aposta € a possibilidade de ser um doador de
oxido nitrico (NO) e, mais recentemente, vém se estudando diversos complexos de
ruténio que agem na via do NO sem necessariamente doa-lo (CLARKE, 2002; DE
OLIVEIRA NETO et al.,, 2022; DRAGUTAN; DRAGUTAN; DEMONCEAU, 2015;
GOUVEIA JR et al., 2023).

1.4.1 TERPY

Um dos complexos de ruténio mais estudados em relagdo aos efeitos
cardiovasculares foi o Ru(terpy)(bdq)NO* (TERPY) (Figura 12), que possui um efeito
vasorrelaxante em anéis de aorta que é potencializado pela presenca de luz visivel,
quando comparados aos experimentos no escuro (DE LIMA et al., 2006). Foi visto que,
apesar do TERPY ser um doador de 6xido nitrico, ele difere do nitroprussiato de sddio
em alguns aspectos: (i) o TERPY libera duas espécies de oxido nitrico, 0o NO+ e NO-,
enquanto o SNP libera apenas a forma radicalar (NO-); (ii) a inibicdo da SERCA
(sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase) reduz o relaxamento induzido pelo SNP,
entretanto ndo reduz o do TERPY (BONAVENTURA et al.,, 2007). Observou-se
também que a retirada do endotélio dos anéis de aorta melhorou o efeito vasodilatador
do TERPY, isso provavelmente aconteceu devido a oxidagao, induzida pelo NO, de
um cofator da NOS, o BH4, e consequente acumulo de ions superdxido no endotélio,
que podem ativar a COX gerando tromboxando A2 (BONAVENTURA et al., 2009).
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Figura 12 - Estrutura plana do composto Ru(terpy)(bdg)NO* (TERPY).

Fonte: BONAVENTURA et al., 2009

Apesar do efeito doador de 6xido nitrico, o TERPY nao foi capaz de relaxar
anéis de artéria basilar com endotélio integro e pré-contraidos com endotelina-1,
serotonina ou fenilefrina (PAULO et al., 2012). Ao se verificar o efeito do TERPY e do
SNP em anéis de aorta de animais espontaneamente hipertensos (SHR) marcados
com DAF-2 DA, um marcador fluorescente para 6xido nitrico, observou-se que o SNP
causou um aumento maior na concentragao citosolica de oxido nitrico em anéis
isolados de animais SHR, quando comparados aos de ratos wistar normotensos,
entretanto o TERPY causou um aumento da concentragdo igual nos dois tipos de
animais (MUNHOZ et al., 2012). O efeito do TERPY também foi verificado em anéis
de aorta de ratos com hipertensao renovascular pelo modelo 2 Rins-1Clipe (2R1C). O
TERPY apresentou um efeito vasorrelaxante nesses anéis de aorta, entretanto o
mecanismo apresentou algumas diferengas em relagdo aos anéis de aorta de ratos
controle (2R): (i) apesar da concentragédo de GMPc ter sido a mesma, o farmaco teve
uma poténcia menor em anéis de aorta de ratos 2R1C; (ii) a inibicdo de canais de
potassio com tetraetilamdnio reduziu a poténcia do TERPY em aorta de animais 2R,
entretanto ndo causou alteragao de animais 2R1C, indicando uma possivel diferenca
na resposta dos canais de K* dos animais 2R1C ao farmaco (BONAVENTURA et al.,
2011). Além disso, foi visto que a vitamina C melhora o efeito do TERPY em anéis de
aorta de ratos 2R1C, provavelmente devido a uma reducédo do radical superéxido
(RODRIGUES et al., 2008).
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O efeito do TERPY foi avaliado também in vivo em animais com hipertensao
renovascular (2R1C) e em animais espontaneamente hipertensos (SHR). O TERPY
teve um efeito hipotensor de longa duragdo em animais com hipertenséo renovascular
significativamente maior que em animais normotensos, diferente do SNP, que
promoveu uma hipotensao mais intensa, porém de menor duragéo tanto em animais
normotensos como em animais hipertensos (RODRIGUES et al., 2012).

Ao se verificar o efeito do TERPY e do SNP em animais espontaneamente
hipertensos (SHR), observou-se mais diferengas entre os efeitos dos dois: (i) o efeito
hipotensor do SNP foi maior e ocorreu em alguns segundos apdés a administragao
intravenosa, enquanto o efeito do TERPY foi observado alguns minutos apds a
administracao; (ii) o efeito do SNP apresentou uma taquicardia reflexa, o que néo foi
observado no TERPY (MUNHOZ et al., 2012). Além disso, foi observado um efeito
maior em ratos SHR machos, quando comparados as fémeas, diferenga essa que nao
ocorreu em relacao ao SNP. Esse efeito dimoérfico do TERPY pode estar associado a
uma diferenga na atividade da superéxido dismutase (POTJE et al., 2014a). Potje e
colaboradores avaliaram ainda os mecanismos envolvidos na diferenca de efeito do
TERPY entre os animais normotensos € SHR, onde observou que a 6xido nitrico
sintase endotelial (NOSe) modula o efeito hipotensor do TERPY, uma vez que a
administracdo de L-NAME, um inibidor da NOSe, aumentou o efeito hipotensor do
TERPY em ratos normotensos (POTJE et al., 2014b). Além disso, foi observado que
o TERPY reduz a expressao de NOSe e aumenta a produgao de espécies reativas de
oxigénio (EROs), isso provavelmente ocorre devido a oxidacdo do BH4, um importante
cofator da NOSe, em BH: induzido pelo NO, o que nao acontece em animais SHR,
uma vez que eles ja possuem disfungéo endotelial natural com redugéo da expressao
de NOSe (POTJE et al., 2014b).

1.4.2 Complexos de ruténio com efeito dependente de luz

Grande parte dos estudos envolvendo complexos de ruténio, avaliaram a
liberacdo de NO de forma dependente da luz, como o [Ru(PaPy3)(NO)](BF4)2 que
libera NO quando exposto a Iluz UV de baixa intensidade, enquanto
[Mn(PaPy3)(NO)]CIO4, um complexo organometdlico de manganés avaliado no
mesmo estudo, libera NO quando iluminado por luz visivel, ambos sdo capazes de

ativar sGC, aumentando o cGMP em células lisas musculares isoladas de aorta de
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rato de forma dependente da luz (MADHANI et al., 2006). Além disso, os autores
mediram a atividade da GCs purificada induzida pelos complexos na presencga e na
auséncia de luz, e verificaram que a presenga de luz aumentou significativamente a
atividade enzimatica (MADHANI et al., 2006). Eles também provocam ativagéo de
sGC dependente de luz em anéis de aorta isolados de rato, induzindo a um
vasorrelaxamento de forma dose e luz dependente, além disso a presenca de ODQ
inibiu o efeito vasorrelaxante do farmaco (MADHANI et al., 2006).

O composto trans-[RuCl([15]aneN4)NO]J?* é um complexo de ruténio
composto por um anel macrociclico e um grupo nitrosil, que possui um efeito
vasorrelaxante, em anéis de aorta de ratos Wistar, mediado por liberagdo de NO- e
NO- com consequente aumento de GMPc e abertura de canais de potassio
(BONAVENTURA et al., 2004, 2006). Além disso, foi visto que a luz ultravioleta
aumenta a liberagdo de NO deste complexo (BONAVENTURA et al., 2004, 2006;
FEREZIN et al., 2005). Além disso, foi visto que o composto trans-
[RuCI([15]aneNs)NO]J?* possui um efeito hipotensor em ratos com hipertensdo
renovascular severa, entretanto nao possui em ratos normotensos ou com hipertensao
renovascular moderada, que pode acontecer devido aos niveis aumentados de EROs,
podendo aumentar a liberacdo de NO pelo complexo (DE GAITANI et al., 2009).

Assim, observa-se uma tendéncia em varios desses compostos de serem
ativados ou potencializados pela luz, podendo ter uma aplicabilidade em terapias

fotodinamicas.

1.4.3 Complexos de ruténio contendo ligante 2,2’-biperidina

Diversos compostos surgiram com um ligante 2,2’-bipiridina (bpy) (Figura
13), como possiveis vasodilatadores que agem na via do 6xido nitrico. O mais antigo
encontrado foi o cis-[Ru(Cl)(bpy)2(NO)](PFs) (RUNOCL), que possui um efeito
dependente de luz. Além disso, ele apresentou um efeito vasorrelaxante independente
de endotélio provavelmente devido a liberacdo de NO, bem como uma abertura de
canais de Kca por um mecanismo dependente de GMPc (LUNARDI et al., 2007). Uma
vantagem do complexo de ruténio em relagdo ao SNP, é que a reacao de liberagao de
NO do SNP libera um produto secundario muito toxico, o cianeto (CN-), enquanto o
produto final da reagdo do RUNOCL parece formar um complexo aquoso nao téxico
(LUNARDI et al., 2006).



Figura 13 - Estrutura plana de diversos complexos de ruténio contendo ligante 2,2'-
bipiridina.
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Fonte: GOUVEIA JUNIOR, 2017

O composto cis-[Ru(bpy)2(py)(NO2)](PFs) (RuBPY) também foi
amplamente estudado em trabalhos (ARAUJO et al., 2019; PAULO et al., 2017;
PEREIRA et al., 2013, 2011, 2017, 2022). O RuBPY apresentou um efeito doador de
oxido nitrico apenas na presenca de tecido, que foi inibido pela presenca de ODQ, um
inibidor da Guanilato Ciclase soluvel (GCs), assim sugeriu-se que a conversao do
nitrito da molécula para o 6xido nitrico parece ser catalisado pela GCs (PEREIRA et
al., 2011). Foi visto também que o RuBPY promove uma hiperpolarizagdo, mediante
abertura de canais de K* de forma dependente de NO e de GMPc, bem como reduz a
concentragdo de Ca?' intracelular, reduzindo o influxo e aumentando a
armazenamento no reticulo sarcoplasmatico (PEREIRA et al., 2013, 2022). Além de
promover o vasorrelaxamento em aorta de animais normotensos, o RuBPY promove
vasorrelaxamento de artéria mesentérica e corondria de animais normotensos e
hipertensos (ARAUJO et al., 2019; PEREIRA et al., 2017). Foi visto também que o
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RuBPY demora mais para induzir tolerancia, quando comparado a nitroglicerina, além
de néo induzir intolerancia cruzada a acetilcolina (PAULO et al., 2017), o que se torna
uma grande vantagem, principalmente quando se pensa em possiveis usos
terapéuticos mais cronicos, como anti-hipertensivo.

O cis-[Ru(NO)(NOz2)(bpy)2](PFs)2 € um complexo com uma caracteristica
quimica peculiar, ele possui duas fontes de Oxido nitrico, um NO e um NO:2
(RODRIGUES et al., 2015). Observou-se um efeito vasorrelaxante em anéis de aorta
de animais saudaveis mediante liberagcado de NO radicalar e dependente de GCs, além
de uma participacado da abertura de canais de potassio e redugao da concentragéo de
Ca?* citoplasmatico (RODRIGUES et al., 2015). Também foi observado um efeito
hipotensor com taquicardia reflexa em animais normotensos acordados (RODRIGUES
et al., 2015). Além disso, o composto também apresentou um efeito vasorrelaxante
em animais com hipertensao renovascular (2R1C), na mesma poténcia que em
animais normotensos, bem como, em baixas concentragdes, melhorou a fungao
endotelial de anéis de aorta isoladas dos animais hipertensos (VATANABE et al.,
2017).

Os compostos cis-[RuCl(bpy)2(2MIM)]PFs-H20, cis-
[Ru(NO2)(bpy)2(2MIM)]PFs-H20, cis-[Ru(NO)(bpy)2(2MIM)](PFs)s, cis-
[RuCl(bpy)2(ETU)]PFs-H20, cis-[Ru(NO)(bpy)2(ETU)](PFe)s tiveram sua sintese e
efeito vasodilatador avaliado em anéis de aorta de ratos Wistar (GOUVEIA JUNIOR et
al., 2023). Desses, apenas o0 cis-[Ru(NO2)(bpy)2(2MIM)]PFs-H20 teve o seu
mecanismo avaliado por técnica de Docking Molecular, onde observou-se uma forte
energia de ligacdo ao dominio 1 H-NOX da GCs (DE OLIVEIRANETO et al., 2022).

O complexo cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO2)] (DCBPY) contém um ligante
deridado da bipiridina, o 4-4’-dicarboxi-2,2’-bipiridina (RODRIGUES et al., 2011). O
DCBPY é um doador de NO e induziu um vasorrelaxamento em anéis de aorta de
animais saudaveis de forma dependente de GCs, bem como foi capaz de inativar
superoxido e melhorar a fungao endotelial de anéis de aorta isolados de animais com
hipertensao renovascular (2R1C) (OISHI et al., 2015; RODRIGUES et al., 2011).

Os compostos  cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)JPFs  (Rut-bpy) e  cis-
[Ru(bpy)2ImN(NO)]** (FOR0811) foram avaliados em relagdo ao seu efeito anti-
hipertensivo em animais com hipertenséo crénica induzida por L-NAME (CAMPELO
et al.,, 2011; COSTA et al., 2020). O composto Rut-bpy ndo teve um efeito anti-

hipertensivo, entretanto o composto FOR0811 teve um efeito anti-hipertensivo tanto
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administrado de forma aguda in bolus, como quando administrador de forma crénica
(CAMPELO et al., 2011; COSTA et al., 2020).

1.4.4 Perspectivas futuras dos complexos de ruténio

Os complexos de ruténio podem ter diversas aplicagdes farmacoldgicas na
area cardiovascular, seja como doador de CO, de NO ou de H2S. Em relagdo aos
complexos que agem na via do NO, eles demonstram diversas vantagens em relagao
aos doadores de NO utilizados atualmente na clinica, como reducao da toxicidade
devido a ndo formagao de CN-, uma menor tolerancia gerada pelo uso repetido, além
disso, alguns compostos apresentaram uma menor, ou nenhuma, taquicardia reflexa,
bem como apresentaram um efeito hipotensor mais especifico para animais
hipertensos. A capacidade de alguns compostos liberarem NO apenas na presenca
de luz também traz diversas possiveis aplicagcbes no campo da terapia fotodinamica,
que podem ser promissoras para esses complexos.

Alguns complexos de ruténio estdo em ensaios clinicos para tratamento de
cancer, como o NAMI-A citado anteriormente (SONKAR; SARKAR;
MUKHOPADHYAY, 2022), entretanto nao foram encontrados complexos de ruténio em
ensaios clinicos para o tratamento de doencas cardiovasculares, portanto ainda é

necessario um avango nesse sentido.
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2 JUSTIFICATIVA

As doencgas cardiovasculares sdo um dos grandes problemas de saude
publica do mundo, tanto do ponto de vista social, quanto do ponto de vista econémico.
Maus habitos alimentares, bem como o envelhecimento da populagao, vém agravando
essa situagao, contribuindo para estas serem, atualmente, a principal causa de morte
no mundo.

O oxido nitrico esta envolvido em diversas vias de sinalizagao fisiologicas
e patoldgicas, incluindo vasodilatacéo, controle de pressao arterial e mecanismos
cardioprotetores. Além disso, uma diminuigdo em sua biodisponibilidade esta
associada a um aumento no risco de doencas cardiovasculares, bem como o
tratamento das doencas cardiovasculares esta associado a um aumento da
biodisponibilidade do 6xido nitrico. Entretanto, os doadores de é6xido nitrico atuais
possuem uma série de efeitos adversos e toxicos, além de apresentarem uma rapida
tolerancia, dificultando o seu uso crénico.

Os complexos de ruténio (II) que agem na via do NO, além de terem um
efeito no estresse oxidativo, podem ter um papel terapéutico importante na
fisiopatologia de doengas cardiovasculares, geralmente apresentando uma menor
toxicidade e menos tolerancia.

Considerando a busca por compostos que tenham um bom efeito
farmacoldgico na via do NO com menos efeitos indesejados, e que as moléculas
avaliadas no presente estudo sao frutos de uma tentativa de melhoramento estrutural
para que as moléculas sejam mais especificas, o presente estudo se faz, entao, de
fundamental importéancia, servindo de base para estudos futuros na area, seja em
estudos visando novos melhoramentos estruturais, como no prosseguimento dos

estudos in vivo das moléculas aqui descritas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito farmacoldgico vascular de novos complexos de ruténio

(FOR0211A e FOR0911A) em anéis de aorta isolados de rato

3.1 Objetivo especificos

Estudar o efeito vascular dos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A
em anéis de aorta;

Avaliar a recuperacao tecidual dos anéis de aorta apos vasorrelaxamento
induzido pelos complexos FOR0211A e FOR0911A;

Verificar a participagao do endotélio no efeito vasorrelaxante dos complexos de
ruténio FOR0211A e FOR0911A;

Investigar a influéncia de sequestradores de oOxido nitrico no efeito
vasorrelaxante dos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A;

Estudar o envolvimento das vias do oOxido nitrico, PI3K/Akt e Adenilato
ciclase/AMPc no efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio FOR0211A e
FORO911A;

Investigar a participacdo dos canais de potassio no efeito vasorrelaxante dos
complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A;

Avaliar a influéncia dos receptores e muscarinicos no efeito vasorrelaxante
dos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A,;

Verificar o envolvimento dos prostanoides no efeito vasorrelaxante dos
complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A,;

Analisar a rede de interacdo das proteinas que participam do efeito
vasorrelaxante dos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A.

Realizar um estudo das possiveis interacbes intermoleculares entre os
complexos de ruténio e os alvos GCs, PI3K, NOS, receptores de adenosina e
de bradicinina, e canais de potassio, por meio de docking molecular.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus, var. albinus, Rodentia,
Mammalia) da linhagem Wistar mantidos sob padrdo SPF (Specific Pathogen Free),
com idade variando entre 50 e 60 dias, pesando entre 270 e 320 gramas, provenientes
do biotério do Nucleo e Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM).
Durante todo o periodo do estudo os ratos ficaram alojados no biotério do Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Ceara e
foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, a uma temperatura de 25°C, em
gaiolas microisoladoras (3 ratos por gaiola), com enriquecimento ambiental e com

racao e agua fornecidas ad libitum.

4.2 Local de Realizagao do Estudo

O estudo foi realizado no Biotério do NPDM e no Laboratério de
Farmacologia Pré-clinica (LFPC) integrante do NPDM — Faculdade de Medicina —
Universidade Federal do Ceara (UFC), em Fortaleza - Ceara, os quais possuem
infraestrutura necessaria para manutencdo dos animais e realizacdo dos

experimentos.

4.3 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa intitulado “AVALIACAO DOS EFEITOS DE NOVOS
COMPLEXOS DE RUTENIO NA REATIVIDADE VASCULAR, NOS PARAMETROS
CARDIOVASCULARES E NA LESAO MIOCARDICA INDUZIDA POR ISQUEMIA
REPERFUSAQ’ foi submetido & Comiss&do de Etica no Uso de Animais da UFC e
aprovado sob protocolo n°® 6029010219 (ANEXO A). Neste estudo, foram seguidas as
normas de boas praticas indicadas para a realizagcdo de pesquisas que envolvem o
uso de animais experimentais de acordo com o Conselho Nacional de Controle de
Experimentagcdo Animal (CONCEA) e Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA).
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4.4 Farmacos e reagentes

4.4.1 Complexos de ruténio

Os complexos de ruténio cis-[RuCl(phen)2(2MIM)](PFes) (FOR0211A) e cis-
[Ru(NO)(phen)(2MIM)](PFs)s (FOR0911A) (Figura 14) foram sintetizados conforme
descrito anteriormente (GOUVEIA JUNIOR, 2023) no Laboratério de Bioinorganica do
Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara
e gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Luiz Gonzaga de Franga Lopes. Os compostos

foram dissolvidos em DMSO 1%.

Figura 14 - Estrutura quimica plana dos complexos cis-[RuCl(phen)z2(2MIM)](PFe)
(FOR0211A) (A) e cis-[Ru(NO)(phen)2(2MIM)](PFs)s (FOR0911A) (B).

A B

(PFe)s

Fonte: GOUVEIA JUNIOR, 2023

Foi realizado um depdsito de pedido de patente, junto ao Instituto Nacional
da Propriedade Intelectual (INPI), intitulado “SINTESE E USO TERAPEUTICO DE
COMPLEXOS DE RUTENIO CONTENDO DERIVADOS IMIDAZOLICOS EM
DOENCAS CARDIOVASCULARES?”, cujas reinvindicagdes inclui-se a rota de sintese
e 0 uso terapéutico como vasodilatador dos compostos FOR0211A e FOR0911A
(Processo N° BR 10 2022 024679 3).

4.4.2 Solugao de Krebs-Henseleit
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A solucéo de Krebs-Henseleit (SKH) (Tabela 1) foi utilizada para manter o
tecido viavel durante todo o experimento. Todos os regentes utilizados no estudo

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

Tabela 1 - Composigao quimica da Solugao de Krebs-Henseleit

Substancia Concentragao (mM)

NaCl 118
KCI 4,7
CaCl2 2,5
KH2PO4 1,2
MgSOa4 1,2
NaHCO3 25
Glicose 11

Fonte: Elaborado pelo autor

4.4.3 Farmacos

Todos os farmacos utilizados no estudo foram obtidos da empresa Sigma-

Aldrich Co. (St. Louis, EUA) (Quadro 1).

Quadro 1 - Farmacos utilizados no estudo, juntamente com sua concentragéo e

descrigao.
Farmaco Concentragao Descrigcao
1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3- 10 UM Inibidor da enzima Guanilato
M
aJquinoxalin-1-one (ODQ) Ciclase-soluvel
S Bloqueador dos canais de K*
4-aminopiridina 1 mM
dependentes de voltagem
Agonista dos receptores
Acetilcolina 1 uM

muscarinicos



Atropina 1uM
BAY 41-2272 10°-3x10° M
Cloreto de Bario 30 uM
Cloreto de potassio 60 mM
Fenilefrina 0,10u1puM
Glibenclamida 10 uM
Hidroxocobalamina 100 uM
Indometacina 10 uM
L-Cisteina 3 mM
MDL 12,330A 3 uM

Nitroprussiato de sédio 10°9-3x10° M

Nw-Nitro-L-Arginine

methyl ester hydrochloride 100 uM
(L-NAME)
Propranolol 1 UM
Tetraetilamoénio 10 mM
Wortmanina 0,5 uM
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Antagonista dos receptores
muscarinicos
Estimulador da enzima Guanilato
Ciclase-soluvel
Bloqueador dos canais de K*

retificadores de influxo

Solugao despolarizante

Agonista dos receptores a1

Bloqueador dos canais de K*
dependentes de ATP
Sequestrador de 6xido nitrico
radicalar (NO)

Inibidor da enzima ciclooxigenase
Sequestrador de ions nitroxil (NO")
Inibidor da enzima adenilato ciclase

Doador de 6xido nitrico

Inibidor da enzima Oxido Nitrico

Sintase

Antagonista 3-Adrenérgico
Bloqueador nao seletivo dos canais
de K*

Inibidor da enzima fosfatidilinositol-
3-quinase (PI3K)

Fonte: Elaborado pelo autor

4.5 Avaliagcao do efeito farmacolégico dos complexos de ruténio em anéis de

aorta isolados de ratos Wistar
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Com o objetivo de se avaliar os efeitos farmacolégicos dos complexos em
anéis de aorta isolados de ratos, utilizou-se a metodologia de banho de dérgaos
isolados, no qual a tensdo isométrica dos anéis de aorta foi mensurada por um
transdutor de forga (modelo MLT0201, ADIntruments, Australia), o sinal foi amplificado
pelo Quad Bridge Amp (modelo ML224, ADInstruments, Australia) e transmitido para
um conversor analdgico digital Power Lab (modelo ML866, ADInstruments, Australia)
e finalmente registrado por um computador para captagcédo temporal da tensédo pelo
software de aquisicao e processamento de dados LabChart 8.0.1 (ADInstruments,
Australia) (Figura 15).

Figura 15 - Equipamentos utilizados no experimento de reatividade vascular em aorta

isolada.

Fonte: CUNHA, 2012
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A: Sensor de tensdo; B: Termostato para controle de temperatura; C: Amplificador de sinais (Quad
Bridge Amp); D: Conversor de sinal (Power Lab); E: Computador; F: Banho de 6rgdos compacto com 4

canais.

4.5.1 Procedimento experimental

Os ratos foram anestesiados com Cetamina (80 mg/kg, via IP) e Xilazina
(10 mg/kg, via IP) e eutanasiados por exsanguinacdo mediante incisdo dos vasos
cervicais. Apos eutanasiados, os animais foram colocados em decubito dorsal e foi
realizada uma incisdo de forma a expor todos os érgéos do térax. Uma vez expostos,
a porgao toracica da aorta foi dissecada, seccionada e retirada em toda sua extenséo,
do arco adrtico até o diafragma.

A aorta toracica retirada foi mantida em placa de Petri, imersa em SKH a
temperatura ambiente, para retirada do tecido conectivo. Apds a dissecg¢ao, a artéria
foi seccionada em 4 anéis de 5 mm de comprimento, descartando-se os anéis
provenientes das extremidades do vaso. Cada anel foi colocado em dois clipes
triangulares de fio de ago (0,3 mm de didmetro), um deles sendo conectado por um
fio de algodao n&o-elastico a um gancho metalico.

Os anéis foram levados ao banho de 6rgaos e posicionados com um dos
clipes fixados a uma haste metalica e o outro conectado ao sensor de tensao pelo
gancho metalico preso ao fio de algodao. Os fragmentos foram mantidos em cubas
de capacidade de 10 mL preenchidas com SKH, aeradas com mistura carbogénica
(95% de Oz e 5% de CO2) e mantidas a 37 °C (Figura 16).
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Figura 16 - Representagao esquematica do sistema para 6rgao isolado utilizado para
estudo de contratilidade em anéis de aorta de rato.
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Fonte: SILVEIRA, 2019

4.5.2 Testes de viabilidade tecidual dos anéis de aorta

Apos a montagem, os fragmentos de aorta passaram por um periodo de
estabilizacdo de 60 minutos, mantendo a tensdo basal de 10 mN, com trocas da
solucdo de Krebs-Henseleit das cubas a cada 15 minutos (SILVEIRA, 2019).

Apos o periodo de estabilizagao, foram realizados os testes com o objetivo
de verificar a viabilidade do tecido muscular liso e do endotélio dos anéis de aorta.
Inicialmente realizou-se uma contragdo com Cloreto de potassio (KCI) 60 mM, sendo
necessario uma contracdo de pelo menos 70% do valor basal para o anel ser
considerado viavel (CUNHA et al., 2013; SILVEIRA, 2019).

Apés o platd de contragéo, os anéis foram lavados com solugao de Krebs
e foi realizado o teste de viabilidade endotelial, que consiste na contragcao do tecido

com Fenilefrina (PHE) 0,1 uM, seguida do relaxamento com Acetilcolina 1 yM. Foram
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consideradas preparagbes com endotélio integro aquelas que, apos a adicédo de
acetilcolina, observou-se um relaxamento de 80% ou mais, enquanto para os
protocolos em que era necessaria a retirada do endotélio, considerou-se como
endotélio desnudo os fragmentos que obtiveram um relaxamento menor que 10%
(LEE et al., 2021; SILVEIRA, 2019).

Apos os testes de viabilidade tecidual, as preparagbes eram novamente
lavadas com solucéo de Krebs e eram iniciados os protocolos experimentais descritos

a seguir (Figura 17).

Figura 17 - Representacao esquematica dos testes de viabilidade tecidual.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.5.3 Efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A
em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos com PHE 1 uM ou KCI
60 mM

Com o objetivo de se verificar o efeito vasorrelaxante dos complexos de
ruténio, os anéis de aorta com endotélio integro foram pré-contraidos com KCI 60 mM
ou com PHE 1 yM. Apés atingir o platd de contragao (aproximadamente 15 minutos)
foi realizada a curva de concentragéo-resposta (10-° a 3x10-°> mol/L) com os complexos
de ruténio (FOR0211A ou FOR0911A) (n=8). Além disso, foram realizados também
controles positivos com nitroprussiato de sédio (SNP) (n=6), um doador de o6xido
nitrico, e com BAY 41-2272 (n=6), um estimulador da enzima GCs, bem como foi
realizado um controle negativo com DMSO (n=6) em concentragdes equivalentes as
utilizadas com os complexos de ruténio. Para tanto, as substancias foram adicionadas
as cubas em concentragdes acumulativas, em que cada concentracdo era mantida
por aproximadamente 8 minutos, tempo necessario para estabilizagao, para entao se

adicionar a concentracao subsequente (Figura 18).
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Figura 18 - Representagao esquematica do protocolo para determinagéo do efeito
vasorrelaxante dos complexos de ruténio (FOR0211A e FOR0911A) em anéis de aorta

pré-contraidos com KCI ou PHE.

¢
g
N
&
K

N
SE

Substancia teste (mol/L) ou concentragédo equivalente de veiculo

@
5 SO $ S o, 8 $ $
¥ & A ® ~ > ~ e N & ~
I Yy Y Y Y Y Y Y Y

Fonte: Elaborado pelo autor

4.5.4 Avaliagcao da recuperagcdao da vasoatividade apos vasorrelaxamento
induzido pelos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A

Esse protocolo teve como objetivo avaliar a recuperagao da vasoatividade
apods o vasorrelaxamento induzido pelos complexos de ruténio. Para tanto, apds a
curva de concentragao-resposta, os anéis foram lavados e foram realizadas novas
contragdes com PHE 1 yM ou KCI 60 mM. Cada segmento de aorta foi acompanhado
por 1 hora, onde foram realizadas lavagens a cada 15 minutos e tentativas de
contragao a cada 30 minutos (Tempos 0, 30 e 60 min). A contragéo induzida em cada
tempo foi dada como percentual da contragao induzida inicialmente por PHE 1 uM ou
KCI 60 mM.

4.5.5 Influéncia do endotélio no efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio
FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta pré-contraidos com PHE 1 uM ou KCI
60 mM

Com o objetivo de se avaliar a influéncia do endotélio no efeito
vasorrelaxante dos complexos de ruténio, foram utilizados anéis de aorta com
endotélio desnudo pré-contraidos com PHE 1 uM ou KCI 60 mM. Para isso, antes da
montagem o endotélio foi removido fisicamente por meio da raspagem da luz do vaso
no clipe de montagem, e a remogao foi confirmada no teste de viabilidade. Apds atingir
o platd de contragdo (aproximadamente 15 minutos) foi realizada a curva de
concentragéo-resposta (102 a 3x10-5 mol/L) com os complexos de ruténio (FOR0211A
ou FOR0911A) (n=6). Para tanto, as substancias foram adicionadas as cubas em
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concentragcbes acumulativas, em que cada concentragdo era mantida por
aproximadamente 8 minutos, tempo necessario para estabilizacdo, para entdo se

adicionar a dose subsequente (Figura 19).

Figura 19 - Representagao esquematica do protocolo para determinagédo do efeito
vasorrelaxante dos complexos de ruténio (FOR0211A e FOR0911A) em anéis de aorta

com endotélio desnudo pré-contraidos com KCI ou PHE.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.5.6 Influéncia de sequestradores de 6xido nitrico no efeito vasorrelaxante dos
complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta com endotélio

integro pré-contraidos com PHE 1 uM

Com o objetivo de se avaliar a influéncia de sequestradores do 6xido nitrico
(NO) no efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio, foram utilizados anéis de
aorta com endotélio integro pré-incubados por 30 minutos com Hidroxocobalamina
(sequestrador de 6xido nitrico radicalar - NOe; 100 uM; n=6) (BONAVENTURA et al.,
2007) ou com L-Cisteina (sequestrador de ions nitroxil - NO; 3 mM; n=6) (ELLIS; LI;
RAND, 2000), para entdo serem pré-contraidos com PHE 1 pM. Apds atingir o platd
de contracao (aproximadamente 15 minutos) foi realizada a curva de concentracao-
resposta (10° a 3x10® mol/L) com os complexos de ruténio (FOR0211A ou
FOR0911A). Para tanto, as substédncias foram adicionadas as cubas em
concentracbes acumulativas, em que cada concentracdo era mantida por
aproximadamente 8 minutos, tempo necessario para estabilizacdo, para entdo se

adicionar a dose subsequente (Figura 20).
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Figura 20 - Representacao esquematica do protocolo para avaliagdo da influéncia de
sequestradores de 6xido nitrico no efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio
(FOR0211A e FOR0911A) em anéis de aorta pré-contraidos com PHE.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.5.7 Influéncia da via do 6xido nitrico no efeito vasorrelaxante dos complexos
de ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta com endotélio integro preé-
contraidos com PHE 1 uM

Com o objetivo de se avaliar a influéncia da via do 6xido nitrico (NO) no
efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio, foram utilizados anéis de aorta com
endotélio integro pré-incubados por 30 minutos com Nw-Nitro-L-Arginine methyl ester
hydrochloride (L-NAME; inibidor da Oxido Nitrico Sintase endotelial; 100 yM; n=6)
(CUNHA et al., 2013; REES et al, 1990) ou com 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-
ajquinoxalin-1-one (ODQ; inibidor da Guanilato Ciclase soluvel; 10 puM; n=6)
(GARTHWAITE et al., 1995; SILVEIRA, 2019),para entdo serem pré-contraidos com
PHE 1 uM. Apds atingir o platé de contragdo (aproximadamente 15 minutos) foi
realizada a curva de concentragéo-resposta (10 a 3x10-° mol/L) com os complexos
de ruténio (FOR0211A ou FOR0911A). Para tanto, as substancias foram adicionadas
as cubas em concentragdes acumulativas, em que cada concentracdo era mantida
por aproximadamente 8 minutos, tempo necessario para estabilizacao, para entao se

adicionar a dose subsequente (Figura 21).
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Figura 21 - Representacédo esquematica do protocolo para avaliagdo da influéncia da
via do 6xido nitrico no efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio (FOR0211A e

FORO0911A) em anéis de aorta pré-contraidos com PHE.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.5.8 Influéncia da via PI3K/Akt no efeito vasorrelaxante dos complexos de
ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta com endotélio integro preé-
contraidos com PHE 1 uM

Com o objetivo de se avaliar a influéncia da via PI3K/Akt no efeito
vasorrelaxante dos complexos de ruténio, foram utilizados anéis de aorta com
endotélio integro pré-incubados por 30 minutos com Wortmanina (Inibidor da
Fosfatidilinosiltol-3-quinase; 0,5 uM; n=6) (CUNHA et al., 2013; DAVIES et al., 2000),
para entdo serem pré-contraidos com PHE 1 uM. Apos atingir o platd de contragao
(aproximadamente 15 minutos) foi realizada a curva de concentragéo-resposta (10° a
3x10"° mol/L) com os complexos de ruténio (FOR0211A ou FOR0911A). Para tanto,
as substancias foram adicionadas as cubas em concentragdes acumulativas, em que
cada concentracdo era mantida por aproximadamente 8 minutos, tempo necessario

para estabilizagéo, para entdo se adicionar a dose subsequente (Figura 22).

Figura 22 - Representacao esquematica do protocolo para avaliagdo da influéncia da
via PI3K/Akt no efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio (FOR0211A e

FORO0911A) em anéis de aorta pré-contraidos com PHE.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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4.5.9 Influéncia da via dos canais de potassio no efeito vasorrelaxante dos
complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta com endotélio

integro pré-contraidos com PHE 1 uM

Com o objetivo de se avaliar a influéncia dos canais de potassio no efeito
vasorrelaxante dos complexos de ruténio, foram utilizados anéis de aorta com
endotélio integro pré-incubados por 30 minutos com Tetraetilaménio (TEA; Bloqueador
nao seletivo dos canais de K*; 10 mM; n=6), 4-Aminopiridina (4-AP; Bloqueador dos
canais de K* dependentes de voltagem; 1 mM; n=6), Glibenclamida (Bloqueador dos
canais de K* dependentes de ATP; 10 uM; n=6) ou Cloreto de bario (BaClz; Bloqueador
dos canais de K" retificadores de influxo; 30 uM; n=6) (CUNHA et al., 2013; DEMIREL
et al., 2022; SILVEIRA, 2019), para entdo serem pré-contraidos com PHE 1 uM. Apos
atingir o platdé de contracao (aproximadamente 15 minutos) foi realizada a curva de
concentragéo-resposta (10 a 3x10-° mol/L) com os complexos de ruténio (FOR0211A
ou FORO0911A). Para tanto, as substancias foram adicionadas as cubas em
concentracbes acumulativas, em que cada concentracdo era mantida por
aproximadamente 8 minutos, tempo necessario para estabilizagdo, para entao se

adicionar a dose subsequente (Figura 23).

Figura 23 - Representagdo esquematica do protocolo para avaliagao da influéncia dos
canais de K" no efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio (FOR0211A e

FORO0911A) em anéis de aorta pré-contraidos com PHE.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.5.10Influéncia dos receptores muscarinicos no efeito vasorrelaxante dos
complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta com endotélio

integro pré-contraidos com PHE 1 uyM
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Com o objetivo de se avaliar a influéncia dos receptores muscarinicos no
efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio, foram utilizados anéis de aorta com
endotélio integro pré-incubados por 30 minutos com Atropina (Antagonista dos
receptores muscarinicos; 1 uM; n=6) (CUNHA, 2012; SILVEIRA, 2019), para entado
serem preé-contraidos com PHE 1 uM. Apdés atingir o platd de contragao
(aproximadamente 15 minutos) foi realizada a curva de concentragéo-resposta (10° a
3x10° mol/L) com os complexos de ruténio (FOR0211A ou FOR0911A). Para tanto,
as substancias foram adicionadas as cubas em concentragdes acumulativas, em que
cada concentragcdo era mantida por aproximadamente 8 minutos, tempo necessario

para estabilizacédo, para entdo se adicionar a dose subsequente (Figura 24).

Figura 24 - Representacao esquematica do protocolo para avaliagao da influéncia dos
receptores muscarinicos no efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio
(FOR0211A e FOR0911A) em anéis de aorta pré-contraidos com PHE.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.5.11 Influéncia da via adenilato ciclase/AMPc no efeito vasorrelaxante dos
complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta com endotélio

integro pré-contraidos com PHE 1 uM

Com o objetivo de se avaliar a influéncia da via Adenilato Ciclase/AMPc no
efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio, foram utilizados anéis de aorta com
endotélio integro pré-incubados por 30 minutos com MDL 12,330A (Inibidor da enzima
Adenilato ciclase; 3 uM; n=6) (SILVEIRA, 2019), para entao serem pré-contraidos com
PHE 1 puM. Apds atingir o platd de contragdo (aproximadamente 15 minutos) foi
realizada a curva de concentragéo-resposta (10 a 3x10-° mol/L) com os complexos
de ruténio (FOR0211A ou FOR0911A). Para tanto, as substancias foram adicionadas

as cubas em concentragdes acumulativas, em que cada concentracdo era mantida
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por aproximadamente 8 minutos, tempo necessario para estabilizagao, para entao se

adicionar a dose subsequente (Figura 25).

Figura 25 - Representagédo esquematica do protocolo para avaliagdo da influéncia da
via adenilato ciclase/AMPc no efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio
(FOR0211A e FOR0911A) em anéis de aorta pré-contraidos com PHE.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.5.12Influéncia dos receptores B no efeito vasorrelaxante dos complexos de
ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta com endotélio integro preé-
contraidos com PHE 1 uM

Com o objetivo de se avaliar a influéncia dos receptores B no efeito
vasorrelaxante dos complexos de ruténio, foram utilizados anéis de aorta com
endotélio integro pré-incubados por 30 minutos com Propranolol (Antagonista dos
receptores 3; 1 uM; n=6) (DEMIREL et al., 2022; SILVEIRA, 2019), para entdo serem
pré-contraidos com PHE 1 uM. Apds atingir o platé de contragao (aproximadamente
15 minutos) foi realizada a curva de concentragao-resposta (10° a 3x10-° mol/L) com
os complexos de ruténio (FOR0211A ou FOR0911A). Para tanto, as substancias foram
adicionadas as cubas em concentragdes acumulativas, em que cada concentragao
era mantida por aproximadamente 8 minutos, tempo necessario para estabilizagao,

para entdo se adicionar a dose subsequente (Figura 26).
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Figura 26 - Representagao esquematica do protocolo para avaliagao da influéncia dos
receptores B no efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio (FOR0211A e

FORO0911A) em anéis de aorta pré-contraidos com PHE.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.5.13Influéncia dos prostanoides no efeito vasorrelaxante dos complexos de
ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta com endotélio integro preé-
contraidos com PHE 1 uM

Com o objetivo de se avaliar a influéncia dos prostanoides no efeito
vasorrelaxante dos complexos de ruténio, foram utilizados anéis de aorta com
endotélio integro pré-incubados por 30 minutos com Indometacina (Inibidor da enzima
ciclooxigenase; 10 uM; n=6) (CUNHA, 2012; SILVEIRA, 2019), para entdo serem pré-
contraidos com PHE 1 pyM. Apds atingir o platdé de contragcao (aproximadamente 15
minutos) foi realizada a curva de concentragéo-resposta (102 a 3x10-° mol/L) com os
complexos de ruténio (FOR0211A ou FOR0911A). Para tanto, as substancias foram
adicionadas as cubas em concentragdes acumulativas, em que cada concentracio
era mantida por aproximadamente 8 minutos, tempo necessario para estabilizagao,

para entdo se adicionar a dose subsequente (Figura 27).

Figura 27 - Representagao esquematica do protocolo para avaliagao da influéncia dos
prostanoides no efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio (FOR0211A e
FOR0911A) em anéis de aorta pré-contraidos com PHE.
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4.6 Estudo in silico
4.6.1 Rede de interagcdo de proteinas

Inicialmente as proteinas escolhidas com base nos resultados em aorta
foram pesquisadas no banco de dados UniProt (https://www.uniprot.org/) (BATEMAN
et al., 2021), em seguidas foram adicionadas no banco de dados String (https://string-
db.org/) (SZKLARCZYK et al., 2023) utilizando um escore de confianga minimo de 0,4,
onde foram verificadas as interagdes e o enriquecimento funcional. A rede criada foi
visualizada e analisada no software Cytoscape 3.10.0 (SHANNON et al., 2003). O
tamanho de cada n¢ foi calculado de forma diretamente proporcional ao percentual de
reducdo do Emax induzido pelo inibidor daquela proteina/via nos experimentos em

aorta.

4.6.2 Docking molecular

O design dos ligantes FOR0211A e FOR0911A foi realizado no software
Avogadro 1.2 (HANWELL et al.,, 2012) e pré-optimizado com campo de forga
MMFF94s (HALGREN, 1996). Para optimizagcdo geométrica final foi utilizado o método
Teoria Funcional da Densidade (DFT) com funcional de correlagao B3LYP (BECKE,
1993) e base 6-311 ++ G (2d, p) presentes no pacote GAMESS (BARCA et al., 2020).

Os alvos para a realizagao do docking foram escolhidos a partir do estudo
das principais vias que parecem influenciar o efeito dos complexos no estudo ex vivo.
As estruturas dos alvos da guanilato ciclase soluvel em seu estado de ativagao
(GCsativ; PDB: 7D9U), guanilato ciclase soluvel em seu estado de estimulagéo (GCsest;
PDB: 7D9R), fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K; PDB: 1E7U), éxido nitrico sintase
(NOS; PDB: 6CIE), receptor de bradicinina (RBr; PDB: 7F20), receptor de adenosina
(RAd; PDB: 5UEN), canal de potassio dependente de voltagem (Kv; PDB: 5SIT) e
canal de potassio retificador de influxo (Kir; PDB: 7ZDZ) foram obtidas no Protein Data
Bank (https://www.rcsb.org/) obtidas por técnica de difracdo de raios-X com valores
entre 1,20 e 3,00 A.

As simulacdes de docagem molecular foram realizadas utilizando AutoDock
tools (ADT) v4.2 para preparagao dos ligantes e alvos e AutoDock 4.2.6 para execugao
dos calculos (MORRIS et al., 2009). Para determinagéao do Grid, foram utilizadas as
coordenadas do ligante nativo da GCs, e foi utilizado o CASTp (BINKOWSKI;
NAGHIBZADEH; LIANG, 2003) para analise topografica e determinacao de possiveis
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bolsdes nos canais de potassio, uma vez que nao foram achadas estruturas com
ligantes cocristalizados.

A afinidade de ligagao e as interagdes entre residuos foram usados para
determinar melhores interacbes moleculares. Os resultados foram visualizados
usando ADT, PLIP (ADASME et al., 2021) e PyMOL 3.1.0 (https://pymol.org/).

4.7 Analise estatistica

Nos ensaios de relaxamento da musculatura lisa vascular, o efeito relaxante
(R) das substancias foi calculado, para cada concentragdo, em fungdo da maxima
contragao proporcionada pelo agonista, sendo normalizado e expresso em termos
percentuais, conforme a seguinte expressao:

Tx — T
R=-"2_5x100
Ta

onde TAe TS sao, respectivamente, as tensdes decorrentes da agao do agonista e de
uma dada substancia.

Em seguida, realizou-se a transformacdo logaritmica (base 10) das
concentracbes em molar. Os graficos foram entdo elaborados a partir dos valores
médios da magnitude do efeito vasodilatador calculados para cada concentragao da
substancia (apos transformacéo logaritmica). Tais dados foram usados para construir
as curvas concentracdo-efeito mediante o uso de analise de regressao nao linear.

Para tanto, tomou-se como base o modelo que utiliza uma fungao sigmoide do tipo:

_ b—a
y=a+ 1 + 1000gCE50-%)’

onde y corresponde a medida da resposta (efeito relaxante), x ao logaritmo decimal
da concentracao, a a resposta minima e b a resposta maxima. A CEso é definida como
a concentracao da substancia que produz 50% da resposta maxima ou a resposta
semimaxima, ou seja, € o valor da concentragdo que corresponde ao ponto médio
entre a resposta minima e a maxima. O Emax pode ser definido como a maxima
resposta proporcionada por uma determinada substancia. O pCEso € definido como
logaritmo negativo da CEso, e foi utilizado para comparar a poténcia dos compostos.
Em alguns casos, devido a uma tendéncia ao infinito ao realizar o calculo da CEso,
nao foi possivel calcular algum parametro relacionado, nesse caso o parametro em

questao foi indicado com a sigla NC (nao calculado).
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Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média (EPM)
com a representacdo do numero de observagdes experimentais (n). A CEso foi
expressa como média e o intervalo de confianga de 95% (ICgs5). Comparagdes entre
dois grupos foram realizadas através do teste t de para dados ndo emparelhados,
enquanto para comparagdes entre trés grupos ou mais utilizou-se a analise de
variancia (1way-ANOVA) associada ao pos-teste de comparagdes multiplas de Tukey.

Os resultados do docking foram analisados com base na energia de ligagao
das 10 melhores poses, que foram expressos como média + desvio padrao e foram
comparados por analise de variancia (1way-ANOVA) associada ao poés-teste de
comparagdes multiplas de Tukey.

Em todas as analises, estabeleceu-se o nivel de significancia em 0,05 (5%),
ou seja, consideraram-se estatisticamente significantes valores de P menores que
0,05. O software GraphPad Prism® versao 8.01 para Windows® (GraphPad Software,
San Diego, California, USA) foi utilizado para a realizagcdo dos procedimentos

estatisticos e elaboragéo dos graficos.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A em

anéis de aorta isolados de rato.

5.1.1 Efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A

em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos com Fenilefrina 1 uM.

Os complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A apresentaram um efeito
vasorrelaxante em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos com fenilefrina
de forma concentragao-dependente conforme demonstrado pelo tragcado tipico do

experimento (Figura 28).

Figura 28 - Tragado tipico da tensao isométrica de anéis de aorta com endotélio
integro pré-contraidos com PHE 1 uM e tratados com o FOR0211A ou FOR0911A.
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Fonte: Dados da pesquisa

As setas com as numeragdes de 1 a 10 demonstram os pontos da curva de concentragao resposta,
onde: 1=10°M; 2 =3x10°M; 3=108M; 4 =3x108M; 5=10"M; 6 = 3x107"M; 7 = 10°M; 8 = 3x10°°
M; 9 =10°M; 10 = 3x10-° M.

O Grafico 2 demonstra o efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio
FORO0211A (Emax = 117,10% % 4,44; CEso = 1,100 uM [0,531 — 2,273]) e FOR0911A
(Emax=115,80% + 1,17; CEs0= 0,348 uM [0,275 - 0,440]), dos controles positivos SNP
(Emax = 116,60% * 0,84; CEso = 0,009 uM [0,007 - 0,011]) e BAY 41-2272 (Emax =
116,10% £ 1,38; CEs0 = 0,265 pM [0,218 - 0,324]), bem como do veiculo utilizado na
dissolucao dos complexos (DMSO 1%) (Emax = 20,02% £ 1,75; CEso = 0,210 uM [0,087
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- 0,526]) em preparagbes de aorta com endotélio integro pré-contraidos com

Fenilefrina 1 uM.

Grafico 2 - Efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio (FOR0211A e FOR0911A),
controles positivos (SNP e BAY 41-2272) e controle negativo (DMSQO) em anéis de

aorta com endotélio integro pré-contraidos com Fenilefrina 1 uM.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrdo da média dos grupos DSMSO (n=6), SNP (n=6), BAY 41-
2272 (n=6), FOR0211A (n=8) e FOR0911A (n=8). Comparacdes entre grupos realizadas por 1way-
ANOVA associada ao pos-teste de Tukey. * denota diferenga estatisticamente significativa do pCEso do
grupo SNP em relagdo aos grupos BAY 41-2272 e FOR0911A (P<0,05); # denota diferenga
estatisticamente significativa do pCEso do grupo SNP em relagao ao grupo FOR0211A (P<0,05); +
denota diferenca estatisticamente significativa do pCEso dos grupos BAY 41-2272 e FOR0911A em
relacdo ao grupo FOR0211A (P<0,05); § denota diferenca estatisticamente significativa do Emax do
grupo DMSO em relacao aos demais grupos (P<0,05).

Pode-se observar que o DMSO apresentou um Emax significativamente
menor que as demais substancias (P<0,05). As demais substancias apresentaram um
efeito vasorrelaxante significativo dependente da concentragdo, entretanto o SNP
apresentou um pCEso significativamente maior que os demais grupos, demonstrando
maior poténcia (P<0,05). Além disso, observou-se um pCEso significativamente maior
nos grupos BAY 41-2272 e FOR0911A, em relagédo ao grupo FOR0211A (P<0,05). Nao
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houve diferenca significativa entre 0 Emax dos grupos FOR0211A, FOR0911A, SNP e
BAY 41-2272.

A Tabela 2 resume os dados de Emax, CEs0 e pCEso encontrados nas curvas
de concentragao-resposta dos grupos DMSO, SNP, BAY 41-2272, FOR0211A e

FORO0911A em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos com fenilefrina.

Tabela 2 - Efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio (FOR0211A e FOR0911A),
controles positivos (SNP e BAY 41-2272) e controle negativo (DMSQO) em anéis de

aorta com endotélio integro pré-contraidos com Fenilefrina 1 uM.

Pré-contragdao com Fenilefrina 1 uyM

Grupo Emax (%) CEso (uM) pCEso
(Média * EPM) (Média [ICos]) (Média + EPM)
DMSO 20,02 £ 1,75 0,210 [0,087 - 0,526] 6,68 0,14
SNP 116,60 £+ 0,84¢ 0,009 [0,007 - 0,011] 8,06 + 0,07
BAY 41-2272 116,10+ 1,38°  0,265[0,218-0,324] 6,58 + 0,042 b
FOR0211A 117,10 £4,44° 1,100 [0,531 - 2,273] 5,96 + 0,122
FOR0911A 115,80 + 1,17 0,348 [0,275 - 0,440] 6,46 + 0,052

Fonte: Dados da pesquisa
Dados expressos como média £ erro padrdo da média (Emax € pCEso) ou média [ICes] (CEso0) dos grupos
DSMSO (n=6), SNP (n=6), BAY 41-2272 (n=6), FOR0211A (n=8) e FOR0911A (n=8). Comparagbes
entre grupos realizadas por 1way-ANOVA associada ao poés-teste de Tukey. 2 denota diferenga
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo SNP (P<0,05); ® denota diferenca estatisticamente
significativa em relagdo ao grupo FOR0211A (P<0,05); ¢ denota diferenga estatisticamente significativa

em relagao ao grupo DMSO (P<0,05).

5.1.2 Efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A

em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos com KCI 60 mM.

Em relagéo as preparagdes com endotélio integro pré-contraidas com KCl,
observou-se que 0 DMSO (Emax = 10,52% + 3,30; CEso = 0,074 uM [0,007 - 0,766]) e
o FOR0211A (Emax = 15,66% % 3,52; CEso = 0,080 pM [0,019 - 0,358]) nao
apresentaram efeito vasorrelaxante significativo. O SNP (Emax = 95,20% + 3,48; CEso
= 0,068 pM [0,054 - 0,084]) apresentou um efeito vasorrelaxante com pCEso
significativamente maior que os grupos BAY 41-2272 (Emax = 110,60% * 4,28; CEso0 =
2,562 pM [1,626 - 4,006]) e FOR0911A (Emax = 89,47% * 6,13; CEso = 3,323 uM [2,204
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- 5,025]) (P<0,05). Além disso, nao se observou diferenga no pCEso entre os grupos
BAY 41-2272 e FOR0911A. O Grafico 3 demonstra o efeito das substancias avaliadas

em anéis de aorta pré-contraidos com KCI.

Grafico 3 - Efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio (FOR0211A e FOR0911A),
controles positivos (SNP e BAY 41-2272) e controle negativo (DMSQO) em anéis de

aorta com endotélio integro pré-contraidos com KCIl 60 mM.
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Fonte: Dados da pesquisa
Dados expressos como média + erro padrdo da média dos grupos DSMSO (n=6), SNP (n=6), BAY 41-
2272 (n=6), FOR0211A (n=8) e FOR0911A (n=8). Comparagbes entre grupos realizadas por 1way-
ANOVA associada ao pos-teste de Tukey. * denota diferenga estatisticamente significativa do pCEso do
grupo SNP em relagdo aos grupos BAY 41-2272 e FOR0911A (P<0,05); § denota diferenga
estatisticamente significativa do Emax dos grupos FOR0211A e DMSO em relagdo aos demais grupos
(P<0,05).

A Tabela 3 resume os dados de Emax, CEso e pCEso encontrados nas curvas
de concentragado-resposta dos grupos DMSO, SNP, BAY41-2272, FORO0211A e
FORO0911A em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos com KCI.
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Tabela 3 - Efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio (FOR0211A e FOR0911A),
controles positivos (SNP e BAY 41-2272) e controle negativo (DMSQO) em anéis de

aorta com endotélio integro pré-contraidos com KCI 60 mM.

Pré-contragdao com KCI 60 mM

Grupo Emax (%) CEso (UM) pPCEso
(Média £ EPM) (Média [ICos]) (Média £ EPM)
DMSO 10,52 £ 3,30 0,074 [0,007 - 0,766] 7,13+ 0,44
SNP 95,20 + 3,48 ¢ 0,068 [0,054 - 0,084] 7,17 £ 0,05
BAY 41-2272 110,60 + 4,280 ¢ 2,562 [1,626 - 4,006] 5,59 + 0,082
FOR0211A 15,66 £ 3,52 0,080 [0,019 - 0,358] 7,10 £ 0,25
FOR0911A 89,47 + 6,13 ¢ 3,323 [2,204 - 5,025] 5,48 + 0,082

Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrao da média (Emax € pCEso) ou média [ICes] (CEso) dos grupos
DSMSO (n=6), SNP (n=6), BAY 41-2272 (n=6), FOR0211A (n=8) e FOR0911A (n=8). Comparagdes
entre grupos realizadas por 1way-ANOVA associada ao poés-teste de Tukey. 2 denota diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo SNP (P<0,05); ® denota diferenga estatisticamente
significativa em relagéo ao grupo FOR0211A (P<0,05); ¢ denota diferenga estatisticamente significativa

em relagao ao grupo DMSO (P<0,05).

5.1.3 Efeito vasorrelaxante em anéis de aorta pré-contraidos com Fenilefrina foi
significativamente mais eficaz que o efeito em pré-contraidos cloreto de

potassio

Ao comparar-se o efeito dos complexos de ruténio em preparacdes de aorta
pré-contraidas com fenilefrina versus as pré-contraidas com KCI, observou-se uma
reducao significativa do Emax de ambos os complexos nas preparagdes pré-contraidas
com KCI (P<0,05). No Grafico 4A pode-se observar o efeito do FOR0211A, que foi
abolido nas preparacdes com KCI. O Grafico 4B mostra que o FOR0911A teve efeito
um efeito vasorrelaxante, entretanto o Emax nas preparacgdes pré-contraidas com KClI
foi significativamente menor que nas preparacbes pré-contraidas com fenilefrina
(P<0,05).
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Grafico 4 - Comparagéao entre os efeitos vasodilatadores dos complexos de ruténio
FORO0211A (A) ou FOR0911A (B) em anéis de aorta pré-contraidos com Fenilefrina 1

MM versus em anéis pré-contraidos com KCI 60 mM.
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Fonte: Dados da pesquisa
Dados expressos como média + erro padrao da média dos grupos FOR0211A (n=8) e FOR0911A (n=8).
Comparacgdes entre grupos realizadas pelo teste t. § denota diferenca estatisticamente significativa Emax

dos grupos pré-contraidos com PHE em relagdo aos grupos pré-contraidos com KCI (P<0,05).

5.1.4 Teste de contratilidade com Fenilefrina 1 uM e KCI 60 mM apds

vasorrelaxamento induzido pelos complexos de ruténio

O Gréafico 5 demonstra a contracao induzida por fenilefrina nos tempos 0
(To), 30 (T30) € 60 (Teo) minutos apds o vasorrelaxamento induzido pelas substancias
estudadas. Pode-se observar que, em todos os tempos avaliados, os grupos
FORO0211A (To = 3,88% £ 1,03; T30 = 5,70% % 1,51; Teo = 2,37% + 0,91), FOR0911A
(To =2,09% % 0,71; Tao = 4,28% = 1,47; Teo = 4,82% + 2,44) e BAY 41-2272 (To =
1,49% + 0,70; T30 = 1,64% + 0,61; Teo = 2,13% = 0,74) tiveram uma contragdo quase
nula, sendo significativamente menor que a contragdo observada nos grupos DMSO
(To = 86,32% + 15,61; Tao = 72,73% + 21,67; Teo = 74,19% % 22,60) e SNP (To =
103,49% £ 10,33; T30 = 66,87% = 3,65; Teo = 49,54% * 6,78) (P<0,05). Além disso, o
grupo SNP apresentou uma redugéo da contragdo com o tempo, sendo a contragéo

em Teo significativamente menor que em To (P<0,05).
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Grafico 5 - Contracao induzida por Fenilefrina 1 uM apds vasorrelaxamento induzido
pelos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A, controles positivos (SNP e BAY
41-2272) e controle negativo (DMSO).
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrédo da média dos grupos DSMSO (n=6), SNP (n=6), BAY 41-
2272 (n=6), FOR0211A (n=6) e FOR0911A (n=6). Comparagbes entre grupos realizadas por 2way-
ANOVA associada ao pos-teste de Tukey. * denota diferenga significativamente estatistica entre os
grupos indicados dentro de um mesmo tempo (P<0,05); @ denota diferencga significativamente estatistica

em relacdo ao To do mesmo grupo (P<0,05).

A Tabela 4 resume os dados da contracao induzida por fenilefrina apds o

vasorrelaxamento induzido pelas substancias testadas.

Tabela 4 - Contracao induzida por Fenilefrina 1 uM apds vasorrelaxamento induzido
pelos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A, controles positivos (SNP e BAY
41-2272) e controle negativo (DMSO).

Contragao induzida por Fenilefrina 1 yM

To T30 Teo
Grupo
(Média * EPM) (Média * EPM) (Média * EPM)
DMSO 86,32 + 15,61 72,73 + 21,67 74,19 + 22,60
SNP 103,49 £ 10,33 66,87 + 3,65 49,54 + 6,782
BAY 41-2272 1,49 +0,70"# 1,64 +0,61"# 2,13+0,74"#

FOR0211A 3,88+1,03"# 570+ 1,51"# 2,37 £0,91"#
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FOR0911A 2,09+0,71"# 4,28 +1,47"# 4,82 +244"#

Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrdo da média dos grupos DSMSO (n=6), SNP (n=6), BAY 41-
2272 (n=6), FOR0211A (n=6) e FOR0911A (n=6). Comparagfes entre grupos realizadas por 2way-
ANOVA associada ao pos-teste de Tukey. * denota diferenga significativamente estatistica em relagéo
ao grupo DMSO (P<0,05). # denota diferenca significativamente estatistica em relagdo ao grupo SNP

(P<0,05); 2 denota diferenca significativamente estatistica em relagéo ao To do mesmo grupo (P<0,05).

Em relagédo a contracdo induzida por KClI 60mM (Grafico 6), observou-se
uma contragao reduzida nos grupos FOR0911A (To = 36,00% + 2,11; T30 = 47,89% %
2,08; Teo = 57,61% £ 1,81) e BAY 41-2272 (To = 21,00% * 1,71; T30 = 22,28% + 2,71,
Teo = 29,00% £ 2,77), em relagédo aos grupos FOR0211A (To = 98,47% + 1,91; T30 =
100,94% + 3,11;Teo = 103,72% £ 2,47), DMSO (To = 103,97% * 3,65; Tzo = 111,21% +
3,71;Teo = 112,85% + 4,41) e SNP (To = 84,54% + 3,89; Tso = 94,00% + 10,64;Te0 =
107,68% = 5,55) (P<0,05) nos 3 tempos, entretanto observou-se um aumento gradual
da contratilidade, assim, a contragdo em Tso do grupo FOR0911A foi significativamente
maior que a contragao nos demais tempos (P<0,05). Além disso, o grupo FOR0211A

nao apresentou diferenca na contratilidade em relagdo aos grupos DMSO e SNP.

Grafico 6 - Contracao induzida por KCl 60 mM apds vasorrelaxamento induzido pelos
complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A, controles positivos (SNP e BAY 41-
2272) e controle negativo (DMSO).
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Dados expressos como média + erro padrdo da média dos grupos DSMSO (n=6), SNP (n=6), BAY 41-
2272 (n=6), FOR0211A (n=6) e FOR0911A (n=6). Comparagbes entre grupos realizadas por 2way-
ANOVA associada ao pos-teste de Tukey. * denota diferenga significativamente estatistica entre os
grupos indicados dentro de um mesmo tempo (P<0,05); @ denota diferencga significativamente estatistica
em relagdo ao To do mesmo grupo (P<0,05); ® denota diferenga significativamente estatistica em

relagéo ao T30 do mesmo grupo (P<0,05).

A Tabela 5 resume os dados referentes a contragao induzida por cloreto de

potassio apds o vasorrelaxamento induzido pelos compostos estudados.

Tabela 5 - Contracao induzida por KCI 60 mM apds vasorrelaxamento induzido pelos
complexos de ruténio FOR0211A e FORO0911A, controles positivos (SNP e BAY 41-
2272) e controle negativo (DMSO).

Contracao induzida por KCI 60 mM

To T3o Teo
Grupo
(Média * EPM) (Média * EPM) (Média * EPM)
DMSO 103,97 + 3,65 111,21 £ 3,712 112,85 + 4,412
SNP 84,54 + 3,89° 94,00 + 10,64 107,68 £ 5,552
BAY 41-2272 21,00 £1,71°# 2228 +2,71°# 29,00 £ 2,77 " #
FOR0211A 98,47 + 1,91°% 100,94 + 3,11% 103,72 + 2,47°%
FOR0911A 36,00 £ 2,11°#+ 47,89 + 2,082 #38.+ 57,61 + 1,81ab"#8+

Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padréo da média dos grupos DSMSO (n=6), SNP (n=6), BAY 41-
2272 (n=6), FOR0211A (n=6) e FOR0911A (n=6). Comparagbes entre grupos realizadas por 2way-
ANOVA associada ao pos-teste de Tukey. * denota diferenga significativamente estatistica em relagéao
ao grupo DMSO (P<0,05). # denota diferenca significativamente estatistica em relagdo ao grupo SNP
(P<0,05); * denota diferenga significativamente estatistica em relagéo ao grupo FOR0211A (P<0,05);
denota diferenca significativamente estatistica em relagdo ao grupo BAY 41-2272 (P<0,05); @ denota
diferenca significativamente estatistica em relagéo ao To do mesmo grupo (P<0,05); ® denota diferenca

significativamente estatistica em relagédo ao T3 do mesmo grupo (P<0,05).

5.1.5 Influéncia do endotélio no efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio
FORO0211A e FOR0911A em anéis de aorta pré-contraidos com Fenilefrina 1 uM
ou KCI 60 mM
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Com o objetivo de se verificar a influéncia do endotélio no efeito
vasorrelaxante dos complexos de ruténio, foram realizados experimentos em anéis de
aorta com endotélio desnudo pré-contraidos com PHE ou KCI.

O complexo FORO0211A apresentou um efeito vasorrelaxante
concentracdo-dependente em anéis de aorta com endotélio desnudo pré-contraidos
com fenilefrina 1 uM, entretanto observou-se uma reducgao significativa do pCEso € no
Emax no grupo com endotélio desnudo (E-) (Emax = 93,70 % + 7,40; CEso = 9,827 uM
[5,917 - 16,914]) quando comparado ao grupo com endotélio integro (E+) (Emax =
117,10% + 4,44; CEso = 1,100 uM [0,531 - 2,273]) (P<0,05) (Grafico 7).

Grafico 7 - Efeito vasorrelaxante do complexo de ruténio FOR0211A em anéis de aorta
com endotélio integro (E+) e desnudo (E-) pré-contraidos com PHE 1 pM.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos com endotélio integro (E+) (n=8) e
desnudo (E-) (n=6). Comparagbes entre grupos realizadas pelo teste t. * denota diferenca
estatisticamente significativa do pCEsodo grupo E+ em relacdo ao grupo E- (P<0,05). § denota diferenca

estatisticamente significativa Emax dos grupos

Em relacido ao efeito do complexo FOR0911A, observou-se um pequeno
aumento do pCEso no grupo com endotélio desnudo (E-) (Emax=113,20% + 1,49; CEso
= 0,192 uM [0,148 - 0,248]) em relagdo ao grupo com endotélio integro (E+) (Emax =
115,80% + 1,17; CEso = 0,348 [0,275 - 0,440]) (P<0,05) (Grafico 8).
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Grafico 8 - Efeito vasorrelaxante do complexo de ruténio FOR0911A em anéis de aorta
com endotélio integro (E+) e desnudo (E-) pré-contraidos com PHE 1 uM.
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Fonte: Dados da pesquisa
Dados expressos como média + erro padrao da média nos grupos com endotélio integro (E+) (n=8) e

desnudo (E-) (n=6). Comparagbes entre grupos realizadas pelo teste t. * denota diferenca

estatisticamente significativa do pCEso do grupo E+ em relagdo ao grupo E- (P<0,05).

A Tabela 6 resume os dados de Emax, CEso € pCEso0 do efeito dos complexos
de ruténio FOR0211A e FOR0911A em preparagdes de aorta com endotélio integro e

desnudo pré-contraidas com fenilefrina 1 uM.

Tabela 6 - Efeito vasorrelaxante do dos complexos de ruténio em anéis de aorta com
endotélio integro (E+) e desnudo (E-) pré-contraidos com PHE 1 uM.

Pré-contragcdo com PHE 1 uM

Emax (%) CEso (l.lM) pCEso
Grupo o o o
(Média £ EPM) (Média [ICas]) (Média £ EPM)
FOR0211A E+ 117,10 £ 4,44 1,100 [0,531 - 2,273] 5,96 £ 0,12
FORO0211A E- 93,70 £ 7,40° 9,827 [5,917 - 16,914] 5,01 £0,102
FOR0911A E+ 115,80 + 1,17 0,348 [0,275 - 0,440] 6,46 + 0,05
FOR0911A E- 113,20 £ 1,49 0,192 [0,148 - 0,248] 6,72 + 0,06°

Fonte: Dados da pesquisa
Dados expressos como média + erro padrao da média (Emax € pCEso) ou média [ICes] (CEso) nos grupos
FOR0211A E+ (n=8), FOR0211A E- (n=6), FOR0911A E+ (n=8) e FOR0911A E- (n=8). @ denota

diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo FOR0211A E+ (P<0,05); ® denota diferenga
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estatisticamente significativa em relagdo ao grupo FOR0911A E+ (P<0,05); ¢ denota diferenca

estatisticamente significativa em relacdo ao grupo FOR0211A E+ (P<0,05).

Em relagdo as preparagdes de aorta pré-contraidas com KCI 60mM, o
FORO0211A n&do promoveu um vasorrelaxamento significativo em anéis de aorta com
endotélio desnudo (E-) (Emax = 14,39% + 1,75), assim como nas prepara¢gdes com
endotélio integro (E+) (Emax = 15,66% * 3,52) (Grafico 9).

Grafico 9 - Efeito vasorrelaxante do complexo de ruténio FOR0211A em anéis de aorta
com endotélio integro (E+) e desnudo (E-) pré-contraidos com KCI 60 mM.
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Fonte: Dados da pesquisa
Dados expressos como média + erro padrdo da meédia nos grupos com endotélio integro (E+) (n=6) e

desnudo (E-) (n=6). Comparacdes entre grupos realizadas pelo teste t.

Em relacdo ao FOR0911A, observou-se uma pequena reducao da CEso nas
preparagdes de aorta com endotélio desnudo (E-) (Emax =99,84% + 3,15; ECs0 = 1,911
MM [1,354 - 2,698]) pré-contraidas com KCI 60 mM, em relagdo as com endotélio
integro (E+) (Emax = 89,47% + 6,13; CEso0 = 3,323 uM [2,204 - 5,025]) (P<0,05) (Grafico
10).
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Grafico 10 - Efeito vasorrelaxante do complexo de ruténio FOR0911A em anéis de
aorta com endotélio integro (E+) e desnudo (E-) pré-contraidos com KCI 60 mM.
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Fonte: Dados da pesquisa
Dados expressos como média + erro padrao da média nos grupos com endotélio integro (E+) (n=6) e
desnudo (E-) (n=6). Comparagdes entre grupos realizadas pelo teste t. * denota diferenga

estatisticamente significativa do logCEso do grupo E+ em relagéo ao grupo E- (P<0,05).

A Tabela 7 resume os dados de Emax, CEso0 € pCEso do efeito dos complexos
de ruténio FOR0211A e FOR0911A em preparagdes de aorta com endotélio integro e

desnudo pré-contraidas com KCI 60 mM.

Tabela 7 - Efeito vasorrelaxante do dos complexos de ruténio em anéis de aorta com
endotélio integro (E+) e desnudo (E-) pré-contraidos com KCI 60 mM.

Pré-contragdao com KCI 60 mM

Emax (%) CEso (l.lM) pCEso
Grupo o o o
(Média * EPM) (Média [ICos]) (Média £ EPM)
FORO0211A E+ 15,66 + 3,52 0,080 [0,019 - 0,358] 7,10 £ 0,25
FOR0211A E- 14,39 £ 1,75 0,460 [0,150 - 1,476] 6,34 £ 0,17
FOR0911A E+ 89,47 £ 6,13 3,323 [2,204 - 5,025] 5,48 £ 0,08
FORO0911A E- 99,84 + 3,15 1,911 [1,354 - 2,698] 5,72 £ 0,072

Fonte: Dados da pesquisa
Dados expressos como média + erro padrdo da média (Emax € pCEso) ou média [ICes] (CEso0) nos grupos
FOR0211A E+ (n=6), FOR0211A E- (n=6), FOR0911A E+ (n=6) e FOR0911A E- (n=6). @ denota

diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo FOR0911A E+ (P<0,05);



88

5.1.6 Influéncia do 6xido nitrico no efeito vasorrelaxante dos complexos de
ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta pré-contraidos com Fenilefrina
1uM

Com o objetivo de se avaliar a importancia de duas espécies de 6xido
nitrico (NO+ e NO") no efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio FOR0211A e
FORO0911A, realizou-se a pré-incubacao dos anéis de aorta com endotélio integro com
Hidroxocobalamina ou L-cisteina.

Ao se comparar o efeito vasorrelaxante do FOR0211A na auséncia
(Controle 211A; Emax = 117,10% % 4,44) e na presenga dos sequestradores de oxido
nitrico L-Cisteina (L-CIS+211A; Emax = 26,32% =+ 3,25) e Hidroxocobalamina
(HCOB+211A; Emax = 24,12% £ 2,90), observou-se uma reducao significativa do Emax
na presencga dos dois inibidores (P<0,05) (Grafico 11). A redu¢do do Emax nos grupos
pré-incubados com L-Cisteina e Hidroxocobalamina tornou o calculo da CEso e pCEso
imprecisos, além disso, nao foi possivel calcular 1Cgs da CEso (tendéncia a infinito),
assim, os dados que nao foram possiveis calcular estdo indicados com NC (n&o

calculado).

Grafico 11 - Influéncia dos sequestradores de o6xido nitrico (L-Cisteina e
Hidroxocobalamina) no efeito vasorrelaxante do FOR0211A em anéis de aorta com

endotélio integro pré-contraidos com PHE 1 uM.
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Dados expressos como média * erro padrdo da média nos grupos Controle 211A (n=8), L-CIS+211A
(n=6) e HCOB+211A (n=6). Comparagdes entre grupos realizadas por 1way-ANOVA associada ao pos-
teste de Tukey. § denota diferencga estatisticamente significativa Emaxdo grupo Controle 211A em relagao
aos grupos L-CIS+211A E HCOB+211A (P<0,05).

Em relagdo ao complexo FOR0911A (Controle 911A; Emax = 115,80% =+
1,17; CEs0 = 0,348 uM [0,275 — 0,440]; pCEs0 = 6,46 £ 0,05), observou-se uma reducéo
de poténcia quando na presenca de L-cisteina (L-CIS+911A; Emax = 110,50% % 0,71;
CEs0 =5,813 uM [4,384 — 7,767]; pCEs0 = 5,24 £ 0,07; P<0,05) sem redugdo no Emax
(P>0,05). A hidroxocobalamina (HCOB+911A; Emax = 72,95% + 6,74; CEso = 142,629
MM [ 44,944 — NCJ; pCEso = 3,85 = 0,41) reduziu tanto o pCEso como 0 Emax do
composto FOR0911A (P<0,05). Além disso, 0 Emax € 0 pCEso do grupo HCOB+911A
ainda foi significativamente menor que o grupo L-CIS+911A (P<0,05) (Grafico 12). Vale
salientar que, devido a reducdo do Emax induzido pela hidroxocobalamina

(HCOB+911A), o célculo da CEso desse grupo também ficou prejudicado.

Grafico 12 - Influéncia dos sequestradores de oxido nitrico (L-Cisteina e
Hidroxocobalamina) no efeito vasorrelaxante do FOR0911A em anéis de aorta com

endotélio integro pré-contraidos com PHE 1 uM.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos Controle 911A (n=8), L-CIS+911A
(n=6) e HCOB+911A (n=6). Comparagdes entre grupos realizadas por 1way-ANOVA associada ao pos-
teste de Tukey. § denota diferenga estatisticamente significativa Emax do grupo Controle 911A e L-

CIS+911A em relagdo ao grupo HCOB+9112 (P<0,05). * denota diferenca estatisticamente significativa
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no pCEso do grupo Controle 911A em relagdo ao grupo L-CIS+911A (P<0,05). # denota diferenca
estatisticamente significativa no pCEso do grupo Controle 911A em relagdo ao grupo HCOB+911A
(P<0,05). + denota diferenga estatisticamente significativa no pCEso do grupo L-CIS+911A em relagao
ao grupo HCOB+911A (P<0,05).

A Tabela 8 mostra os resultados do efeito da pré-incubacdo com os
sequestradores de NO L-Cisteina e Hidroxocobalamina no efeito dos complexos de
ruténio FOR0211A e FOR0911A.

Tabela 8 - Influéncia dos sequestradores de NO (L-Cisteina e Hidroxocobalamina) no
efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis

de aorta com endotélio integro pré-contraidos com PHE 1 uM.

Grupo Emax (%) CEso (UM) pCEso
(Média * EPM) (Média [ICos5]) (Média £ EPM)
Controle 211A 117,10 £ 4,44 1,100 [0,531 - 2,273] 5,96 + 0,12
HCOB+211A 24,12 £ 2,902 79,228 [NC] 4,10 £ 0,32
L-CIS+211A 26,32 + 3,257 NC 1,54 + 111,36
Controle 911A 115,80 + 1,17 0,348 [0,275 - 0,440] 6,46 £ 0,05
HCOB+911A 72,95 + 6,74° 142,629 [44,944 - NC] 3,85+0,41¢¢
L-CIS+911A 110,50 £ 0,71 5,813 [4,384 - 7,767] 5,24 + 0,07°

Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média * erro padrao da média nos grupos Controle 211A (n=8), HCOB+211A
(n=6), L-CIS+211A (n=6), Controle 911A (n=8), HCOB+911A (n=6) e L-CIS+911A (n=6). Comparacbes
entre grupos realizadas por 1way-ANOVA associada ao pés-teste de Tukey. 2 denota diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Controle 211A (P<0,05). ® denota diferenga
estatisticamente significativa em relagdo aos grupos Controle 911A e L-CIS+911A (P<0,05). ¢ denota
diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao grupo Controle 911A (P<0,05). ¢ denota diferenga

estatisticamente significativa em relagdo ao grupo L-CIS+911A (P<0,05). NC = N&o calculado.

5.1.7 Influéncia da via do 6xido nitrico no efeito vasorrelaxante dos complexos
de ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta pré-contraidos com
Fenilefrina 1 uM
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Para avaliar a influéncia da via do éxido nitrico no efeito vasorrelaxante
dos complexos de ruténio, foram utilizados o ODQ, um inibidor da GCs, e o L-NAME,
um inibidor da eNOS.

Em relacao ao efeito do FOR0211A (Controle 211A; Emax = 117,10% £ 4,44),
foi observado que tanto o ODQ (ODQ+211A; Emax = 12,98% + 2,03) quando o L-NAME
(L-NAME+211A; Emax = 33,37% % 8,76) reduziram significativamente o Emax (P<0,05).
N&o houve diferenga estatistica entre 0 Emaxdos grupos ODQ+211A e L-NAME+211A
(Grafico 13).

Grafico 13 - Influéncia de inibidores da via do 6xido nitrico (ODQ e L-NAME) no efeito
vasorrelaxante do FOR0211A em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos
com PHE 1 uM.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média * erro padrdo da média nos grupos Controle 211A (n=8), ODQ+211A
(n=6) e L-NAME+211A (n=6). Comparagdes entre grupos realizadas por 1way-ANOVA associada ao
pos-teste de Tukey. § denota diferenca estatisticamente significativa Emax do grupo Controle 211A em
relagéo aos grupos ODQ+211A E L-NAME+211A (P<0,05).

Em relagdo ao efeito do complexo FOR0911A (Controle 911A; Emax =
115,80% + 1,17; CEso = 0,348 pM [0,275 — 0,440]; pCEso = 6,46 + 0,05), observou-se
uma redugao significativa do Emax no grupo pré-incubado com ODQ (ODQ+911A; Emax
=9,78% * 3,77; CEso = 53,655 uM [6,790 — NCJ; pCEso = 4,27 + 0,67) (P<0,05). O L-
NAME (L-NAME+911A; Emax = 114,10% + 0,84; CEso = 0,850 uM [0,717 — 1,007];
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pCEs0 = 6,07 + 0,04) reduziu significativamente o pCEso em relagdo ao Controle 911A
(P<0,05) sem reduzir o Emax (Grafico 14).

Grafico 14 - Influéncia de inibidores da via do 6xido nitrico (ODQ e L-NAME) no efeito
vasorrelaxante do FOR0911A em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos
com PHE 1 uM.

1259 o~ Controle 911A
—~ ODQ+911A
— L-NAME+911A

100

75

50

% Relaxamento (PHE 1 uM)

-9 -8 -7 -6 -5
log [FOR0911A] (mol/L)

Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média * erro padrao da média nos grupos Controle 911A (n=8), ODQ+911A
(n=6) e L-NAME+911A (n=6). Comparagdes entre grupos realizadas por 1way-ANOVA associada ao
pos-teste de Tukey. § denota diferenga estatisticamente significativa Emax do grupo Controle 911A e L-
NAME+911A em relacdo ao grupo ODQ+911A (P<0,05). * denota uma diferenca estatisticamente
significativa entre pCEso dos grupos Controle 911A e L-NAME+911A.

A Tabela 9 mostra os resultados do efeito vasorrelaxante dos complexos de

ruténio na presenca dos inibidores ODQ e L-NAME.

Tabela 9 - Influéncia dos inibidores da via do NO (ODQ e L-NAME) no efeito
vasorrelaxante dos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta

com endotélio integro pré-contraidos com PHE 1 uM.

Emax (%) CEso (IJM) pCEso
Grupo
(Média * EPM) (Média [IC95]) (Média * EPM)
Controle 211A 117,10 £ 4,44 1,100 [0,531 - 2,273] 5,96 £ 0,12

L-NAME+211A 33,37 + 8,76° 766,666 [NC] 3,12+ 5,13
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OoDQ+211A 12,98 + 2,032 45,949 [13,448 - NC] 4,34 £ 0,36
Controle 911A 115,80 + 1,17 0,348 [0,275 - 0,440] 6,46 £ 0,05
L-NAME+911A 114,10 + 0,84 0,850 [0,717 - 1,007] 6,07 + 0,04°

ODQ+911A 9,78 + 3,77° 53,655 [6,790 - NC] 4,27 £ 0,67

Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos Controle 211A (n=8), L-NAME+211A
(n=6), ODQ+211A (n=6), Controle 911A (n=8), L-NAME+911A (n=6) e ODQ+911A (n=6). Comparacgdes
entre grupos realizadas por 1way-ANOVA associada ao pods-teste de Tukey. 2 denota diferenga
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Controle 211A (P<0,05). ® denota diferenga
estatisticamente significativa em relagdo aos grupos Controle 911A e L-NAME+911A (P<0,05). ¢ denota
diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Controle 911A (P<0,05). NC = Nao

calculado.

5.1.8 Influéncia da via do PI3K/Akt no efeito vasorrelaxante dos complexos de
ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta pré-contraidos com Fenilefrina
1uM

Com o objetivo de se verificar a influéncia da via PI3K/Akt no efeito
vasorrelaxante dos complexos FOR0211A e FOR0911A, utilizou-se a Wortmanina, um
inibidor da enzima fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K).

O FORO0211A foi capaz de induzir um vasorrelaxamento na presencga de
Wortmanina (Wort+211A; Emax = 52,41 £ 11,56; CEso = 7,901 uM [1,563 - 67,054];
pCEs0 = 5,10 £ 0,28), entretanto observou-se uma redu¢do no Emax € no pCEso
(P<0,05), quando comparado ao grupo com FOR0211A na auséncia de inibidores
(Controle 211A; Emax=117,10% % 4,44; CEso = 1,100 yM [0,531 - 2,273]; pCEs0 = 5,96
1 0,12) (Grafico 15).
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Grafico 15 - Influéncia do inibidor da via PI3K/Akt (Wortmanina) no efeito
vasorrelaxante do FOR0211A em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos
com PHE 1 uM.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos Controle 211A (n=8) e Wort+211A
(n=6). Comparagdes entre grupos realizadas pelo teste t. Comparag¢des entre grupos realizadas por
1way-ANOVA associada ao pos-teste de Tukey. § denota diferenca estatisticamente significativa Emax
do grupo Controle 211A em relagdo ao grupo Wort+211A (P<0,05). * denota uma diferenca

estatisticamente significativa entre pCEso dos grupos Controle 211A e Wort+211A.

Em relacdo ao FOR0911A (Controle 911A; Emax= 115,80% + 1,17; CEso0 =
0,348 uM [0,275 — 0,440]; pCEs0 = 6,46 + 0,05), também observou-se uma reducgao
estatisticamente significativa no Emaxe pCEso (P<0,05) quando pré-incubado com a
Wortmanina (Wort+911A; Emax = 110,00% * 1,51; CEs0 = 0,886 uM [0,708 - 1,106];
pCEso = 6,05 + 0,05) (Grafico 16).
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Grafico 16 - Influéncia do inibidor da via PI3K/Akt (Wortmanina) no efeito
vasorrelaxante do FOR0911A em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos
com PHE 1 uM.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos Controle 911A (n=8) e Wort+911A
(n=6). Comparagdes entre grupos realizadas pelo teste t. Comparag¢des entre grupos realizadas por
1way-ANOVA associada ao pos-teste de Tukey. § denota diferenca estatisticamente significativa Emax
do grupo Controle 911A em relagdo ao grupo Wort+911A (P<0,05). * denota uma diferenga
estatisticamente significativa entre pCEso dos grupos Controle 911A e Wort+911A.

A Tabela 10 resume os dados de Emax, CEso e pCEs0 dos grupos Controle
211A, Wort+211A, Controle 911A e Wort+911A.

Tabela 10 — Influéncia do inibidor da via PI3K/Akt (Wortmanina) no efeito
vasorrelaxante dos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta

com endotélio integro pré-contraidos com PHE 1 uM.

Emax (%) CEso (pM) pCEso
Grupo - - -
(Média * EPM) (Média [IC95]) (Média * EPM)
Controle 211A 117,10 £ 4,44 1,100 [0,531 - 2,273] 5,96 £ 0,12
Wort+211A 52,41 + 11,562 7,901 [1,563 - 67,054] 5,10 £ 0,282
Controle 911A 115,80 + 1,17 0,348 [0,275 - 0,440] 6,46 + 0,05
Wort+911A 110,00 + 1,51° 0,886 [0,708 - 1,106] 6,05 + 0,05°

Fonte: Dados da pesquisa
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Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos Controle 211A (n=8), Wort+211A
(n=6), Controle 911A (n=8) e Wort+911A (n=6). Comparagdes entre grupos realizadas por 1way-ANOVA
associada ao pos-teste de Tukey. Comparagdes entre grupos realizadas pelo teste t. 2 denota diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Controle 211A (P<0,05). ® denota diferenga

estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Controle 911A (P<0,05).

5.1.9 Influéncia da via dos canais de potassio no efeito vasorrelaxante dos
complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta pré-contraidos

com Fenilefrina 1 uM

Com o objetivo de se verificar a influéncia dos canais de K*, inicialmente
utilizou-se o tetraetilamdnio (TEA), um bloqueador ndo seletivo de canais de K*. Em
seguida, realizou-se o bloqueio seletivo de canais de potassio dependente de
voltagem (4-Aminopiridina), dependente de ATP (Glibenclamida) e retificadores de
influxo (BaCl2).

Ao se avaliar a influéncia do TEA no efeito vasorrelaxante do FOR0211A
(Controle 211A; Emax = 117,10% + 4,44), observou-se uma redugao significativa no
Emax do grupo TEA+211A (Emax = 11,32 + 4,81) (P<0,05) (Grafico 17).

Grafico 17 - Influéncia de um bloqueador n&o seletivo de canais de K*
(Tetraetilaménio) no efeito vasorrelaxante do FOR0211A em anéis de aorta com

endotélio integro pré-contraidos com PHE 1 uM.
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Fonte: Dados da pesquisa
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Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos Controle 211A (n=8) e TEA+211A
(n=6). Comparagdes entre grupos realizadas pelo teste t. § denota diferenca estatisticamente
significativa Emaxdo grupo Controle 211A em relagédo ao grupo TEA+211A (P<0,05).

Os bloqueadores seletivos 4-aminopiridina (4-AP+211A; Emax = 15,29% +
4,92), glibenclamida (Glib+211A; Emax = 76,50% % 2,60) e cloreto de bario
(BaCl2+211A; Emax = 40,43% £ 1,52) também reduziram significativamente 0 Emax
quando comparados ao Controle 211A (Emax = 117,10% * 4,44) (P<0,05) (Grafico 18).

Grafico 18 - Influéncia dos bloqueadores seletivos de canais de K* dependente de
voltagem (4-Aminopiridina), dependente de ATP (Glibenclamida) e retificadores de
influxo (BaCl2) no efeito vasorrelaxante do FOR0211A em anéis de aorta com

endotélio integro pré-contraidos com PHE 1 uM.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média * erro padrao da média nos grupos Controle 211A (n=8), 4-AP+211A
(n=6), Glib+211A (n=6) e BaCl2+211A (n=6). Comparagdes entre grupos realizadas por 1way-ANOVA
associada ao pos-teste de Tukey. § denota diferenga estatisticamente significativa no Emax em relagéao
ao grupo Controle 211A (P<0,05).

A Tabela 77 resume os dados de Emax, CEso e pCEso dos grupos Controle
211A, TEA+211A, 4-AP+211A, Glib+211A e BaCl>+211A.
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Tabela 11 - Influéncia dos bloqueadores de canais de K* (TEA, 4-AP, Glibenclamida e
BaCl2) no efeito vasorrelaxante do complexo de ruténio FOR0211A em anéis de aorta

com endotélio integro pré-contraidos com PHE 1 uM.

Emax (%) CEso (uM) pCEso
Grupo
(Média * EPM) (Média [IC95]) (Média £ EPM)
Controle 211A 117,10 £ 4,44 1,100 [0,531 - 2,273] 5,96 + 0,12
TEA+211A 11,32 + 4,812 39,970 [0,077 - NC] 440+1,14
4-AP+211A 15,29 + 4,922 293,390 [13,966 - NC] 3,63+2,48
Glib+211A 76,50 + 2,602 ° 2,496 [1,595 - 3,888] 5,60 + 0,08
BaCl2+211A 40,43 + 5,55% ¢ 12,432 [3,743 - 57,460] 491 £ 0,21

Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrédo da média nos grupos Controle 211A (n=8), TEA+211A
(n=6), 4-AP+211A (n=6), Glib+211A (n=6) e BaCl2+211A (n=6). Comparagdes entre grupos realizadas
por 1way-ANOVA associada ao pos-teste de Tukey. 2 denota diferenca estatisticamente significativa em
relagdo ao grupo Controle 211A (P<0,05). ® denota diferenca estatisticamente significativa em relagao
ao grupo TEA+211A (P<0,05). ¢ denota diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
Glib+211A (P<0,05). NC = Nao calculado.

Em relagdo ao complexo FOR0911A (Controle 911A; Emax = 115,80% =+
1,17; CEso = 0,348 pM [0,275 — 0,440]; pCEso = 6,46 + 0,05), a pré-incubacdo com
tetraetilaménio (TEA+911A; Emax = 97,78% % 4,81; CEso = 12,179 uM [8,938 - 16,973];
pCEs0 = 4,91 + 0,07) também reduziu de forma significativa, porém menos intensa, o
Emax, além de reduzir o pCEso (P<0,05) (Grafico 19).
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Grafico 19 - Influéncia de um bloqueador nao seletivo de canais de K~
(Tetraetilaménio) no efeito vasorrelaxante do FOR0911A em anéis de aorta com

endotélio integro pré-contraidos com PHE 1 uM.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média * erro padrdo da média nos grupos Controle 911A (n=8) e TEA+911A
(n=6). Comparagdes entre grupos realizadas pelo teste t. § denota diferenga estatisticamente
significativa no Emax do grupo Controle 911A em relagédo ao grupo TEA+911A (P<0,05). * denota
diferenca estatisticamente significativa no pCEso do grupo Controle 911A em relagcdo ao grupo
TEA+911A.

Em relacdo aos demais bloqueadores seletivos de canais de K*, a 4-
aminopiridina (4-AP+911A; Emax = 108,40% + 2,37; CEso = 1,518 uM [1,242 - 1,854];
pCEso = 5,82 £ 0,05), a glibenclamida (Glib+911A; Emax = 109,70 + 1,35; CEso = 0,691
MM [0,512 - 0,929]; pCEso = 6,16 £ 0,07) e o cloreto de bario (BaCl2+911A; Emax =
107,10% £ 1,52; CEso = 4,092 uM [3,233 - 5,190]; pCEs0 = 5,39 £ 0,05), todos

causaram uma redugao no pCEso (P<0,05) sem alterar o Emax (Gréfico 20).

Grafico 20 - Influéncia dos bloqueadores seletivos de canais de K* dependente de

voltagem (4-Aminopiridina), dependente de ATP (Glibenclamida) e retificadores de
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influxo (BaCl2) no efeito vasorrelaxante do FOR0211A em anéis de aorta com

endotélio integro pré-contraidos com PHE 1 uM.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média * erro padrao da média nos grupos Controle 911A (n=8), 4-AP+911A
(n=6), Glib+911A (n=6) e BaCl2+911A (n=6). Comparagdes entre grupos realizadas por 1way-ANOVA
associada ao pds-teste de Tukey. * denota diferenga estatisticamente significativa no pCEso em relagao
ao grupo Controle 911A (P<0,05). #denota diferenga estatisticamente significativa no pCEso em relagéo
ao grupo Glib+911A (P<0,05). + denota diferencga estatisticamente significativa no pCEso em relagao ao
grupo 4-AP+911A (P<0,05).

A Tabela 12 resume os dados de Emax, CEso e pCEso dos grupos Controle
911A, TEA+911A, 4-AP+911A, Glib+211A e BaCl2+911A.

Tabela 12 - Influéncia dos bloqueadores de canais de K* (TEA, 4-AP, Glibenclamida e
BaCl2) no efeito vasorrelaxante do complexo de ruténio FOR0911A em anéis de aorta

com endotélio integro pré-contraidos com PHE 1 uM.

Emax (%) CEso (pM) pCEso
Grupo - - -
(Média * EPM) (Média [IC95]) (Média * EPM)
Controle 911A 115,80 + 1,17 0,348 [0,275 - 0,440] 6,46 + 0,05
TEA+911A 97,78 £ 4,812 12,179 [8,938 - 16,973] 4,91 + 0,072
4-AP+911A 108,40 + 2,37 1,518 [1,242 - 1,854] 5,82 + 0,052 P
Glib+911A 109,70 + 1,35 0,691 [0,512 - 0,929] 6,16 £ 0,07 b ¢

BaCl+911A 107,10 £ 1,52 4,092 [3,233 - 5,190] 5,39 + 0,052 b..¢
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média * erro padrdo da média nos grupos Controle 911A (n=8), TEA+911A
(n=6), 4-AP+911A (n=6), Glib+911A (n=6) e BaCl2+911A (n=6). Compara¢des entre grupos realizadas
por 1way-ANOVA associada ao pds-teste de Tukey. 2 denota diferenga estatisticamente significativa em
relagdo ao grupo Controle 911A (P<0,05). ® denota diferenga estatisticamente significativa em relagdo
ao grupo TEA+911A (P<0,05). ¢ denota diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo 4-
AP+911A (P<0,05). 9 denota diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Glib+911A
(P<0,05).

5.1.10Influéncia dos receptores muscarinicos no efeito vasorrelaxante dos
complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta pré-contraidos

com Fenilefrina 1 uM

Com o objetivo de se verificar a influéncia dos receptores muscarinicos no
efeito vasorrelaxante do FORO0211A e FORO0911A, utilizou-se a Atropina, um
antagonista muscarinico.

O efeito do FOR0211A teve um Emax € CEso significativamente menor no
grupo pré-incubado com atropina (Atrop+211A; Emax = 103,80% + 2,46; CEso = 3,996
MM [2,146 - 7,418]; pCEso = 5,40 + 0,11), quando comparado ao grupo sem
antagonista (Controle 211A; Emax= 117,10% * 4,44; CEso= 1,100 uM [0,531 — 2,273];
pCEso = 5,96 + 0,12) (P<0,05) (Grafico 21).
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Grafico 21 - Influéncia de um antagonista muscarinico (Atropina) no efeito
vasorrelaxante do FOR0211A em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos
com PHE 1 uM.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos Controle 211A (n=8) e Atrop+211A
(n=6). Comparagdes entre grupos realizadas pelo teste t. § denota diferenga estatisticamente
significativa no Emax do grupo Controle 211A em relagcdo ao grupo Atrop+211A (P<0,05). * denota
diferenca estatisticamente significativa no pCEso do grupo Controle 211A em relagdo ao grupo
Atrop+211A.

Com relagéo ao efeito do FOR0911A, observou-se um padrao semelhante,
cuja atropina (Atrop+911A; Emax = 110,40% % 0,47; CEso = 0,688 uM [0,526 - 0,898];
pCEso = 6,16 + 0,05) reduziu o Emax € 0 pCEso, quando comparado ao grupo sem
antagonista (Controle 911A; Emax = 115,80% £ 1,17; CEso = 0,348 uM [0,275 — 0,440];
pCEso = 6,46 + 0,05) (P<0,05) (Grafico 22).
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Grafico 22 - Influéncia de um antagonista muscarinico (Atropina) no efeito
vasorrelaxante do FOR0911A em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos
com PHE 1 uM.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos Controle 911A (n=8) e Atrop+911A
(n=6). Comparagdes entre grupos realizadas pelo teste t. § denota diferenga estatisticamente
significativa no Emax do grupo Controle 911A em relagcdo ao grupo Atrop+911A (P<0,05). * denota
diferenca estatisticamente significativa no pCEso do grupo Controle 911A em relacdo ao grupo
Atrop+911A.

A Tabela 13 agrupa os dados dos grupos Controle 211A, Atrop+211A,
Controle 911A e Atrop+911A.

Tabela 13 — Influéncia de um antagonista muscarinico (Atropina) no efeito
vasorrelaxante dos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta

com endotélio integro pré-contraidos com PHE 1 uM.

Emax (%) CEso (IJM) pCEso
Grupo - - -
(Média * EPM) (Média [IC95]) (Média * EPM)
Controle 211A 117,10 £ 4,44 1,100 [0,531 - 2,273] 5,96 £ 0,12
Atrop+211A 103,80 + 2,467 3,996 [2,146 - 7,418] 5,40 £ 0,112
Controle 911A 115,80 £ 1,17 0,348 [0,275 - 0,440] 6,46 + 0,05
Atrop+911A 110,40 £ 0,47 0,688 [0,526 - 0,898] 6,16 + 0,05°

Fonte: Dados da pesquisa
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Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos Controle 211A (n=8), Atrop+211A
(n=6), Controle 911A (n=8) e Arop+911A (n=6). Comparagdes entre grupos realizadas pelo teste t. @
denota diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Controle 211A (P<0,05). ® denota

diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Controle 911A (P<0,05).

5.1.11Influéncia da via Adenilato ciclase/AMPc no efeito vasorrelaxante dos
complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta pré-contraidos

com Fenilefrina 1 uM

Com o objetivo de se verificar a influéncia da via Adenilato Ciclase/AMPc,
utilizou-se o inibidor da adenilato ciclase MDL 12,330A. O MDL 12,330A
(MDL12,330A+211A; Emax= 76,90% % 8,09; CEso0 = 2,965 pM [0,762 - 11,186]; pCEso0
= 5,53 £ 0,17) foi capaz de reduzir significativamente o0 Emax do complexo FOR0211A
(Controle 211A; Emax=117,10% % 4,44; CEso= 1,100 uM [0,531 — 2,273]; pCEs0 = 5,96
+ 0,12) (P<0,05) (Grafico 23).

Grafico 23 - Influéncia de um inibidor da via Adenilato Ciclase/AMPc (MDL 12,330A)
no efeito vasorrelaxante do FOR0211A em anéis de aorta com endotélio integro pré-

contraidos com PHE 1 yM.

%; 1259 o Controle 211A ;
= 1nn| = MDL 12,330A+211A
100 §
L
X
Q. 75—
e
S 50
£
£ 257
Q
(1’
X

=)
b
.

1
(=]

-8 -7 -6 -5
log [FOR0211A] (mol/L)

Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos Controle 211A (n=8) e MDL

12,330A+211A (n=6). Comparagdes entre grupos realizadas pelo teste t. § denota diferenga
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estatisticamente significativa no Emax do grupo Controle 211A em relagao ao grupo MDL 12,330A+211A
(P<0,05).

Em relagdo ao FOR0911A (Controle 911A; Emax = 115,80% + 1,17; CEso =
0,348 uM [0,275 — 0,440]; pCEso = 6,46 + 0,05), foi observada uma redu¢édo do Emax e
da CEso na presenga de MDL 12,330A (MDL 12,330A+911A; Emax = 110,50% + 0,94;
CEso = 1,196 pM [0,867 - 1,643]; pCEso = 5,92 + 0,07) (P<0,05) (Grafico 24).

Grafico 24 - Influéncia de um inibidor da via Adenilato Ciclase/AMPc (MDL 12,330A)
no efeito vasorrelaxante do FOR0911A em anéis de aorta com endotélio integro pré-

contraidos com PHE 1 uM.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como meédia + erro padrdao da média nos grupos Controle 911A (n=8) e MDL
12,330A+911A (n=6). Comparagdes entre grupos realizadas pelo teste t. § denota diferenca
estatisticamente significativa no Emax do grupo Controle 911A em relagao ao grupo MDL 12,330A+911A
(P<0,05). * denota diferenca estatisticamente significativa no pCEso do grupo Controle 911A em relagéo
ao grupo MDL 12,330A+911A.

A Tabela 14 resume os dados de Emax, CEso € pCEs0 dos grupos Controle
211A, MDL 12,330A+211A, Controle 911A e MDL 12,330A+911A.
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Tabela 14 - Influéncia de um inibidor da COX (Indometacina) no efeito vasorrelaxante
dos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta com endotélio

integro pré-contraidos com PHE 1 uM.

Emax (%) CEso (uM) pCEso
Grupo
(Média £ EPM) (Média [ICos]) (Média = EPM)
Controle 211A 117,10 + 4,44 1,100 [0,531 - 2,273] 5,96 + 0,12
MDL 12,330A+211A 76,90 + 8,097 2,965 [0,762 - 11,186] 5,53 + 0,17
Controle 911A 115,80 + 1,17 0,348 [0,275 - 0,440] 6,46 + 0,05
MDL 12,330A +911A 110,50 + 0,94° 1,196 [0,867 - 1,643] 5,92+ 0,07°

Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos Controle 211A (n=8), MDL
12,330A+211A (n=6), Controle 911A (n=8) e MDL 12,330A+911A (n=6). Comparagdes entre grupos
realizadas pelo teste t. 2 denota diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Controle
211A (P<0,05). b denota diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Controle 911A
(P<0,05).

5.1.12Influéncia dos receptores B no efeito vasorrelaxante dos complexos de
ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta pré-contraidos com Fenilefrina
1uM

Com o objetivo de verificar a influéncia dos receptores B no efeito
vasorrelaxante dos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A, realizou-se a pré-
incubacado com Propranolol, um antagonista ndo seletivo dos receptores .

Em relacéo ao efeito do FOR0211A (Controle 211A; Emax= 117,10% + 4,44;
CEso= 1,100 pM [0,531 — 2,273]; pCEs0 = 5,96 £ 0,12), no grupo pré-incubado com
propranolol (Prop+211A; Emax = 99,98% + 3,70; CEso = 8,589 uM [3,907 - 20,194];
pCEso = 5,07 + 0,14) observou-se uma redugao significativa de Emax e, principalmente,
do pCEso (P<0,05) (Grafico 25).
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Grafico 25 - Influéncia de um antagonista dos receptores B (Propranolol) no efeito
vasorrelaxante do FOR0211A em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos
com PHE 1 uM.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos Controle 211A (n=8) e Prop+211A
(n=6). Comparagdes entre grupos realizadas pelo teste t. § denota diferenga estatisticamente
significativa no Emax do grupo Controle 211A em relacdo ao grupo Prop+211A (P<0,05). * denota
diferenca estatisticamente significativa no pCEso do grupo Controle 211A em relagcdo ao grupo
Prop+211A.

Em relagdo ao FOR0911A (Controle 911A; Emax = 115,80% + 1,17; CEso =
0,348 uM [0,275 — 0,440]; pCEso = 6,46 £ 0,05), observou-se uma pequena, porém
significante, redugdo tanto no Emax quanto no pCEso quando pré-incubado com
propranolol (Prop+911A; Emax = 111,80% = 1,32; CEs0 = 0,644 uM [0,507 - 0,818];
pCEso = 6,19 + 0,05) (P<0,05) (Grafico 26).
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Grafico 26 - Influéncia de um antagonista dos receptores B (Propranolol) no efeito
vasorrelaxante do FOR0911A em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos
com PHE 1 uM.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos Controle 911A (n=8) e Prop+911A
(n=6). Comparagdes entre grupos realizadas pelo teste t. § denota diferenga estatisticamente
significativa no Emax do grupo Controle 911A em relacdo ao grupo Prop+911A (P<0,05). * denota
diferenca estatisticamente significativa no pCEso do grupo Controle 911A em relagcdo ao grupo
Prop+911A.

A Tabela 15 mostra os resultados de Emax, CEs0 e pCEs0 nos grupos
Controle 211A, Prop+211A, Controle 911A e Prop+911A.

Tabela 15 — Influéncia de um antagonista dos receptores B (Propranolol) no efeito
vasorrelaxante dos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta

com endotélio integro pré-contraidos com PHE 1 uM.

Emax (%) CEso (uM) pPCEso
Grupo o o o
(Média £ EPM) (Média [ICas]) (Média £ EPM)
Controle 211A 117,10 £ 4,44 1,100 [0,531 - 2,273] 5,96 £ 0,12
Prop+211A 99,98 + 3,702 8,589 [3,907 - 20,194] 5,07 £ 0,142
Controle 911A 115,80 £ 1,17 0,348 [0,275 - 0,440] 6,46 £ 0,05
Prop+911A 111,80 + 1,32° 0,644 [0,507 - 0,818] 6,19 + 0,05°

Fonte: Dados da pesquisa
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Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos Controle 211A (n=8), Prop+211A
(n=6), Controle 911A (n=8) e Prop+911A (n=6). Comparagdes entre grupos realizadas pelo teste t. @
denota diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Controle 211A (P<0,05). ® denota

diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Controle 911A (P<0,05).

5.1.13Influéncia dos prostanoides no efeito vasorrelaxante dos complexos de
ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta pré-contraidos com Fenilefrina
1uM

Com o objetivo de se avaliar a influéncia de prostanoides derivados da via
da ciclooxigenase (COX) no efeito vasorrelaxante dos complexos, realizou-se a pré-
incubagéo dos anéis com Indometacina, um inibidor ndo seletivo da COX.

A indometacina (Indo+911A; Emax = 101,20% = 2,49; CEso = 1,194 uM
[0,353 - 3,899]; pCEs0 = 5,92 £ 0,16) foi capaz de causar uma pequena, porém
significativa, redugdo no Emax do FOR0211A (Controle 211A; Emax = 117,10% + 4,44;
CEso= 1,100 uM [0,531 — 2,273]; pCEs0 = 5,96 * 0,12) (P<0,05) (Grafico 27).

Grafico 27 - Influéncia de um inibidor da COX (Indometacina) no efeito vasorrelaxante

do FOR0211A em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos com PHE 1 uM.
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Fonte: Dados da pesquisa
Dados expressos como média + erro padrao da média nos grupos Controle 211A (n=8) e Indo+211A
(n=6). Comparacdes entre grupos realizadas pelo teste t. § denota diferenca estatisticamente

significativa no Emaxdo grupo Controle 211A em relacéo ao grupo Indo+211A (P<0,05).



110

Ja em relagado ao FOR0911A (Controle 911A; Emax = 115,80% % 1,17; CEso
= 0,348 yM [0,275 — 0,440]; pCEs0 = 6,46 + 0,05), observou-se uma pequena redugao
do Emax € do pCEso no grupo pré-incubado com a indometacina (Indo+911A; Emax =
110,60% = 1,85; CEso = 0,599 yM [0,466 - 0,766]; pCEso = 6,22 + 0,05) (P<0,05)
(Gréfico 28).

Grafico 28 - Influéncia de um inibidor da COX (Indometacina) no efeito vasorrelaxante

do FOR0911A em anéis de aorta com endotélio integro pré-contraidos com PHE 1 uM.

o

%: 1259 o Controle 911A 5
~ 4004 = Indo+911A :
Ll

X

Q. 75—

9

S 50

£

% 25—

[+}]

o

X

| ' T ' T ' T ' | 1
-9 -8 -7 -6 -5

log [FOR0911A] (mol/L)

Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos Controle 911A (n=8) e Indo+911A
(n=6). Comparacdes entre grupos realizadas pelo teste t. § denota diferenca estatisticamente
significativa no Emax do grupo Controle 911A em relacdo ao grupo Indo+911A (P<0,05). * denota
diferenca estatisticamente significativa no pCEso do grupo Controle 911A em relagcdo ao grupo
Indo+911A.

A Tabela 16 traz os dados de Emax, CEso € pCEs0 dos grupos Controle 211A,
Indo+211A, Controle 911A e Indo+911A.
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Tabela 16 - Influéncia de um inibidor da COX (Indometacina) no efeito vasorrelaxante
dos complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A em anéis de aorta com endotélio

integro pré-contraidos com PHE 1 uM.

Emax (%) CEso (uM) pCEso
Grupo
(Média * EPM) (Média [IC95]) (Média £ EPM)
Controle 211A 117,10 £ 4,44 1,100 [0,531 - 2,273] 5,96 + 0,12
Indo+211A 101,20 + 2,492 1,194 [0,353 - 3,899] 5,92 + 0,16
Controle 911A 115,80 £ 1,17 0,348 [0,275 - 0,440] 6,46 + 0,05
Indo+911A 110,60 + 1,85 0,599 [0,466 - 0,766] 6,22 + 0,05°

Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + erro padrdo da média nos grupos Controle 211A (n=8), Indo+211A
(n=6), Controle 911A (n=8) e Indo+911A (n=6). Comparagdes entre grupos realizadas pelo teste t. @
denota diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Controle 211A (P<0,05). b denota

diferenga estatisticamente significativa em relagéo ao grupo Controle 911A (P<0,05).

5.2 Estudo in silico
5.2.1 Rede de interacao de proteinas

Com o objetivo de integrar os dados e avaliar as principais vias de acao
dos complexos de ruténio, foram criadas redes de interagdo com base nas proteinas
que participaram do mecanismo de acio vasorrelaxante dos mesmos.

Com base nos resultados obtidos experimentalmente com o FOR0211A,
foram adicionados na rede de interagao as 3 subunidades da guanilato ciclase soluvel
(GUCY1A4, GUCY1A2 e GUCY1B1), a 6xido nitrico sintase endotelial (NOS3), a
adenilato ciclase (ADCY1), a fosfatidilinositol-3-quinase (PIK3CG) a Proteina quinase
B Akt (AKT3), o receptor adrenérgico beta-2 (ADRB2), bem como os canais de
potassio sensiveis a ATP (KCNJ8), dependentes de voltagem (KCNA2) e os
retificadores de influxo (KCNJ2).

Observa-se que as proteinas formam uma rede contendo 11 nés e 12
arestas, onde apenas o KCNJ2 nao esta interligado diretamente as demais proteinas
(Figura 29A). Além disso, o enriquecimento funcional a partir do banco de dados
KEGG mostrou que a rede esta relacionada principalmente com a via do GMPc, além
de estar relacionada ativacao plaquetaria, via de sinalizagao da ocitocina, entre outras
(Figura 29B).
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Figura 29 — Rede de interagc&o de proteinas envolvendo o mecanismo vasorrelaxante
do FORO0211A (A) e enriquecimento funcional a partir do banco de dados KEGG (B).
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Fonte: Dados da pesquisa.
As proteinas marcadas em azul sdo as que estdo diretamente ligadas a via do GMPc, além disso o

tamanho dos nds é diretamente proporcional a redugéo do Emax induzido pelo inibidor daquela proteina

nos experimentos em aorta isolada.

Em relacdo ao FOR0911A as proteinas adicionadas na rede de interagao
foram a guanilato ciclase soluvel (GUCY1A4, GUCY1A2 e GUCY1B1), a 6xido nitrico
sintase endotelial (NOS3), a adenilato ciclase (ADCY1), bem como os canais de
potassio sensiveis a ATP (KCNJ8), dependentes de voltagem (KCNA2) e os
retificadores de influxo (KCNJ2).

A rede de interagdo do FOR0911A é uma rede de 8 nos e 6 arestas, onde
observa-se uma predominancia da participagdo da guanilato ciclase soluvel. O
enriquecimento funcional mostrou que as proteinas que participam da do mecanismo
estao relacionadas principalmente com a via de sinalizagdo da ocitocina e a via de

sinalizagao do GMPc (Figura 30).
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Figura 30 - Rede de interagao de proteinas envolvendo o mecanismo vasorrelaxante
do FORO0911A (A) e enriquecimento funcional a partir do banco de dados KEGG (B).
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Fonte: Dados da pesquisa.
As proteinas marcadas em azul sdo as que estdo diretamente ligadas a via do GMPc, além disso o
tamanho dos nés é diretamente proporcional a redugéo do Emax induzido pelo inibidor daquela proteina

nos experimentos em aorta isolada.

5.2.2 Docking molecular

Com objetivo de se verificar a energia de ligacao de uma possivel interagcao
entre os complexos e seus possiveis alvos, foram realizados experimentos de
docagem molecular. Os alvos de cada complexo foram escolhidos com base nos
resultados dos experimentos em aorta isolada, bem como na analise da rede de

proteinas.

5.2.2.1 Anélise dos experimentos de docking molecular do complexo FOR0211A

Com base nos resultados anteriores, foram escolhidas as seguintes
proteinas para a realizacdo do docking molecular com o FOR0211A: Guanilato ciclase
soluvel em seu estado de ativagédo (GCsativ; PDB: 7D9U), guanilato ciclase soluvel em
seu estado de estimulagdo (GCsest; PDB: 7D9R), fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K;
PDB: 1E7U), éxido nitrico sintase (NOS; PDB: 6CIE), receptor de bradicinina (RBr;
PDB: 7F20), receptor de adenosina (RAd; PDB: 5UEN), canal de potassio
dependente de voltagem (Kv; PDB: 5SIT) e canal de potassio retificador de influxo (Kir;
PDB: 7ZDZ).

O Grafico 29 traz a energia de ligagdo do FOR0211A com os alvos
avaliados. Considerando um limiar de -6,00 kcal/mol, pode-se considerar que todas
as interagdes sao passiveis de ocorrer, entretanto vale destacar que as interagdes
mais estaveis sdo com o RAd (-9,16 kcal/mol £ 0,94), GCsatv (-8,72 kcal/mol £ 0,02),
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Kir (-8,59 kcal/mol + 0,15) e NOS (-8,31 kcal/mol + 0,01). Os demais alvos
apresentaram as seguintes energias de ligagao: PI3K (-8,21 kcal/mol + 0,00); RBr (-
8,12 kcal/mol £ 0,22); GCsest (-7,65 kcal/mol + 0,02) e Ky (-7,11 kcal/mol + 0,00).

Grafico 29 - Energia de ligacao (kcal/mol) do complexo de ruténio FOR0211A com os
alvos avaliados.
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Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + desvio padrao.

A Tabela 17 traz os valores de energia de ligacdo do FOR0211A com os
alvos avaliados. Pode-se observar que os valores de energia dos alvos GCsativ, NOS,
RAd e Kir nédo apresentaram diferengcas significativas (P>0,05) e foram

significativamente menores que os alvos GCsest, RBr e Kv (P<0,05).

Tabela 17 - Valores de energia de ligacéo (kcal/mol) do FOR0211A com os alvos
avaliados.

Alvo Energia de ligagao (kcal/mol)
GCsativ -8,72 £ 0,02

GCsest -7,65 £ 0,022

NOS -8,31 £ 0,01

PI3K -8,21 £ 0,002 ®



RBr
RAd
Kv
Kir

-8,12 £ 0,222
-9,16 + 0,94b.c.d. ¢
-7,11 £ 0,00 b.c.d.ef
-8,59 + 0,15 %9

Fonte: Dados da pesquisa
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Dados expressos como média + desvio padrdo. @ denota diferenga significativa em relagdo ao alvo

GCsativ (P<0,05); ® denota diferenca significativa em relagdo ao alvo GCsest (P<0,05); ¢ denota diferenca

significativa em relagao ao alvo NOS (P<0,05); 9 denota diferenca significativa em relagdo ao alvo PI3K

(P<0,05); ¢ denota diferenga significativa em relagdo ao alvo RBr (P<0,05); f denota diferenca

significativa em relagédo ao alvo RAd (P<0,05); 9 denota diferenga significativa em relagdo ao alvo Ky

(P<0,05).

Em relagédo a analise das interagdes intermoleculares, foram observadas 9

interacdes do tipo hidrofobica entre o FOR0211A e a GCsativ. A Tabela 18 e a Figura

31 trazem as informacgdes referentes a tais interagdes intermoleculares.

Tabela 18 - Interacdes intermoleculares observadas entre o FOR0211A e o alvo

GCsativ.
GCsativ

Residuo Aminoacido Distancia 'I:Ipo 99

ligacao
5B VAL 3,02 Hidrofébica
74B PHE 3,00 Hidrofébica
108B LEU 3,97 Hidrofébica
118B PRO 2,87 Hidrofdbica
120B PHE 3,01 Hidrofébica
145B ILE 3,07 Hidrofdbica
145B ILE 2,82 Hidrofébica
146B VAL 3,24 Hidrofébica
149B ILE 2,91 Hidrofébica

Fonte: Dados da pesquisa



116

Figura 31 - Interacdo entre o alvo GCsativ € 0 complexo FOR0211A.

Fonte: Dados da pesquisa

Foram observadas 7 intera¢des do tipo hidrofébica e 3 interagdes do tipo
ligagdo de hidrogénio entre o FOR0211A e a GCsest. A Tabela 19 e a Figura 32 trazem

as informagdes referentes a tais interacdes intermoleculares.

Tabela 19 - Interagdes intermoleculares observadas entre o FOR0211A e o alvo
GCsest.

GCsest
. s oA Tipo de
Residuo Aminoacido Distancia ligagdo
38B LEU 3,07 Hidrofébica
39B VAL 3,24 Hidrofébica
370B GLU 3,55 Hidrofébica
373B THR 3,10 Hidrofébica
425A LEU 3,26 Hidrofobica
428A ARG 3,71 Hidrofébica
432A LEU 3,46 Hidrofébica
81B SER 2,01 Ligagcdo de H
428A ARG 2,56 Ligagdo de H
428A ARG 2,30 Ligacdo de H

Fonte: Dados da pesquisa



117

Figura 32 - Interacdo entre o alvo GCsest € 0 complexo FOR0211A.

Fonte: Dados da pesquisa

Foram observadas 8 interagdes do tipo hidrofébica e 1 interagbes do tipo
ligagdo de hidrogénio entre o FOR0211A e a NOS. A Tabela 20 e a Figura 33 trazem

as informagdes referentes a tais interacdes intermoleculares.

Tabela 20 - Interagdes intermoleculares observadas entre o FOR0211A e o alvo
NOS.

NOS
Residuo Aminoacido Distancia 'II:|p0 9e
igacao
279B TRP 3.64 Hidrofébica
288B VAL 3.06 Hidrofobica
288B VAL 3.89 Hidrofobica
290B PRO 3.95 Hidrofobica
304B LEU 3.21 Hidrofébica
305B LEU 3.18 Hidrofébica
307B PRO 3.38 Hidrofobica
310B VAL 3.13 Hidrofobica
280B THR 2.08 Ligagdo de H

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 33 - Interagdo entre o alvo NOS e o complexo FOR0211A.

Fonte: Dados da pesquisa

Foram observadas 6 interagdes do tipo hidrofébica e 2 interagdes do tipo
ligagdo de hidrogénio entre o FOR0211A e a PI3K. A Tabela 21 e a Figura 34 trazem

as informacgdes referentes a tais interacoes intermoleculares.

Tabela 21 - Interacdes intermoleculares observadas entre o FOR0211A e o alvo
PI3K.

PIBK
Residuo Aminoacido Distancia 'I:Ipo 9e
ligagao
214A LYS 3.79 Hidrofobica
221A PHE 3.53 Hidrofobica
221A PHE 3.10 Hidrofébica
223A VAL 3.97 Hidrofobica
302A GLU 3.61 Hidrofobica
302A GLU 3.40 Hidrofobica
219A CYS 2.22 Ligagdo de H
221A PHE 2.68 Ligacdo de H

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 34 - Interagao entre o alvo PI3K e o complexo FOR0211A.

Fonte: Dados da pesquisa

Foram observadas 12 interag¢des do tipo hidrofdbica e 2 interagbes do tipo
ligagdo de hidrogénio entre o FOR0211A e a RBr. ATabela 22 e a Figura 35 trazem as

informacgdes referentes a tais interagdes intermoleculares.

Tabela 22 - Interagdes intermoleculares observadas entre o FOR0211A e o alvo RBr.

RBr
, .. . en Tipo de
Residuo Aminoacido Distancia ligagio
113R TRP 3,17 Hidrofébica
113R TRP 3,28 Hidrofébica
117R ILE 3,92 Hidrofdbica
117R ILE 3,86 Hidrofébica
121R PHE 3,94 Hidrofébica
121R PHE 3,21 Hidrofébica
121R PHE 3,57 Hidrofdbica
121R PHE 3,94 Hidrofdbica
204R GLU 3,92 Hidrofébica
210R ALA 3,84 Hidrofébica
311R ASP 3,03 Hidrofébica
314R THR 3,43 Hidrofdbica
196R ARG 2,37 Ligagdo de H
211R CYS 1,86 Ligagcdo de H

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 35 - Interagao entre o alvo RBr e o complexo FOR0211A.

Fonte: Dados da pesquisa

Foram observadas 10 interagdes do tipo hidrofébica entre o FOR0211A e a
RAd. A Tabela 23 e a Figura 36 trazem as informagdes referentes a tais interacoes

intermoleculares.

Tabela 23 - Interacdes intermoleculares observadas entre o FOR0211A e o alvo RAd.

RAd

, .. e Tipo de

Residuo Aminoacido Distancia ligagdo
62A VAL 3,42 Hidrofébica
66A ALA 3,25 Hidrofébica
69A ILE 3,41 Hidrofébica
70A ASN 3,75 Hidrofébica
83A VAL 3,43 Hidrofébica
84A ALA 3,33 Hidrofobica
170A GLU 3,74 Hidrofobica
170A GLU 3,24 Hidrofobica
171A PHE 3,64 Hidrofdbica
171A PHE 3,86 Hidrofébica

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 36 - Interagao entre o alvo RAd e o complexo FOR0211A.

Fonte: Dados da pesquisa

Foram observadas 9 interagdes do tipo hidrofébica entre o FOR0211A e o
Kv. A Tabela 24 e a Figura 37 trazem as informagdes referentes a tais interagdes

intermoleculares.

Tabela 24 - Interacdes intermoleculares observadas entre o FOR0211A e o alvo K..

Kv

Residuo Aminoacido Distancia 'II:|p0 9e

igacao
237B PHE 3.89 Hidrofébica
241B PHE 3.37 Hidrofobica
251B PHE 3.41 Hidrofobica
260B ILE 3.33 Hidrofobica
260B ILE 3.21 Hidrofébica
260B ILE 3.36 Hidrofobica
263B ILE 2.99 Hidrofébica
264B ILE 3.68 Hidrofobica
266B TYR 3.59 Hidrofobica

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 37 - Interacao entre o alvo Kv e o complexo FOR0211A.

Fonte: Dados da pesquisa

Foram observadas 8 interacdes do tipo hidrofébica e 1 interacdo do tipo
ligagdo de hidrogénio entre o FOR0211A e o Kir. A Tabela 25 e a Figura 38 trazem as

informacgdes referentes a tais interagdes intermoleculares.

Tabela 25 - Interagdes intermoleculares observadas entre o FOR0211A e o alvo Ki.

Kir
. s A Tipo de
Residuo Aminoacido Distancia ligagio
224B GLU 3,33 Hidrofébica
224B GLU 2,98 Hidrofébica
224C GLU 3,37 Hidrofébica
299B GLU 3,49 Hidrofobica
301B MET 3,15 Hidrofébica
301C MET 3,54 Hidrofébica
308B THR 3,65 Hidrofobica
308C THR 3,34 Hidrofobica
299A GLU 2,08 Ligagdo de H

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 38 - Interacdo entre o alvo Kir e o complexo FOR0211A.

)
al
A

[i

Fonte: Dados da pesquisa

5.2.2.2 Andlise dos experimentos de docking molecular do complexo FOR0911A

Em relagdo ao complexo FOR0911A, com base nos resultados anteriores,
foram escolhidas as seguintes proteinas: Guanilato ciclase soluvel em seu estado de
ativagdo (GCsativ; PDB: 7D9U), guanilato ciclase soluvel em seu estado de
estimulagédo (GCsest; PDB: 7D9R), canal de potassio dependente de voltagem (Kv;
PDB: 5SIT) e canal de potassio retificador de influxo (Kir; PDB: 7ZDZ).

O Grafico 30 traz a energia de ligagdo do FOR0211A com os alvos
avaliados. Considerando um limiar de -6,00 kcal/mol, pode-se considerar que todas
as interagdes sao passiveis de ocorrer. Pode-se destacar os alvos GCsatv (-9,16
kcal/mol £ 0,03) e Kir (-8,59 kcal/mol £ 0,15) que apresentaram os menores valores de

energia.
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Grafico 30 - Energia de ligagao (kcal/mol) do complexo de ruténio FOR0911A com os
alvos avaliados.
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B FORO0911A

GCSest—

-10

Energia de ligacédo (kcal/mol)

Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + desvio padrao.

A Tabela 26 traz os valores de energia de ligacdo do FOR0911A com os
alvos avaliados, bem como as comparagdes entre os grupos. Observou-se no alvo
GCsativ uma energia de ligacao significativamente menor que todos os demais
(P<0,05). A energia de ligagdo com o alvo Kir foi significativamente menor que os alvos
GCsest € Ky (P<0,05). Nao houve diferencga significativa entre os alvos GCsest € Kv
(P>0,05).

Tabela 26 - Valores de energia de ligagao (kcal/mol) do FOR0911A com os alvos
avaliados.

Alvo Energia de ligagao (kcal/mol)
GCsativ -9,16 £ 0,03
GCsest -8,26 + 0,052
Kv -7,60 + 0,002

Kir -8,38 + 0,202 ¢




Fonte: Dados da pesquisa

Dados expressos como média + desvio padréo. @ denota diferenga significativa em relagao ao alvo

GCsativ (P<0,05); ® denota diferenga significativa em relagédo ao alvo GCsest (P<0,05); ¢ denota

diferenca significativa em relagéo ao alvo Ky (P<0,05).
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Foram observadas 10 interagdes do tipo hidrofobica entre o FOR0911A e a

GCsativ. A Tabela 27 e a Figura 39 trazem as informagdes referentes a tais interagbes

intermoleculares.

Tabela 27 - Interacdes intermoleculares observadas entre o FOR0911A e o alvo

GCsativ.
GCsativ

Residuo Aminoacido Distancia T'po <~:Ie

ligacao
5B VAL 3,55 Hidrofébica
74B PHE 3,44 Hidrofdbica
87B LEU 3,74 Hidrofdbica
108B PRO 3,41 Hidrofdbica
118B PRO 3,41 Hidrofébica
120B PHE 3,16 Hidrofébica
142B LEU 3,22 Hidrofdbica
145B ILE 2,92 Hidrofobica
149B ILE 3,59 Hidrofébica
149B ILE 3,15 Hidrofébica

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 39 - Interacdo entre o alvo GCsativ € 0 complexo FOR0911A.

Fonte: Dados da pesquisa

Foram observadas 6 interagdes do tipo hidrofébica e 3 interagdes do tipo
ligagdo de hidrogénio entre o FOR0911A e a GCsest. A Tabela 28 e a Figura 40 trazem

as informacgdes referentes a tais interagdes intermoleculares.

Tabela 28 - Interacdes intermoleculares observadas entre o FOR0911A e o alvo
GCsest.

GCsest
Residuo Aminoacido Distancia 'I:Ipo 9e
ligagao
38B LEU 3,01 Hidrofobica
39B VAL 3,26 Hidrofébica
373B THR 2,98 Hidrofébica
425A LEU 3,25 Hidrofébica
428A ARG 3,54 Hidrofobica
432A LEU 3,39 Hidrofobica
81B SER 2,05 Ligacdo de H
428A ARG 2,92 Ligacdo de H
428A ARG 2,43 Ligacao de H

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 40 - Interacao entre o alvo GCsest € 0 complexo FOR0911A.

Fonte: Dados da pesquisa

Foram observadas 10 interagdes do tipo hidrofébica entre o FOR0911A e o
Kv. A Tabela 29 e a Figura 41 trazem as informagdes referentes a tais interagoes

intermoleculares.

Tabela 29 - Interagdes intermoleculares observadas entre o FOR0911A e o alvo Kv.

Kv

Residuo Aminoacido Distancia TIpO Sle

ligacao
237B PHE 3.69 Hidrofobica
237B PHE 3.86 Hidrofobica
241B PHE 3.24 Hidrofébica
251B PHE 3.62 Hidrofébica
260B ILE 3.54 Hidrofébica
260B ILE 3.21 Hidrofobica
260B ILE 3.39 Hidrofobica
263B ILE 2.98 Hidrofébica
264B ILE 3.63 Hidrofébica
266B TYR 3.37 Hidrofobica

Fonte: Dados da pesquisa



128

Figura 41 - Interagdo entre o alvo Kv e o complexo FOR0911A.

Fonte: Dados da pesquisa

Foram observadas 7 interagdes do tipo hidrofébica e 1 interagao do tipo
ligagao de hidrogénio entre o FOR0911A e o Kir. A Tabela 30 e a Figura 42 trazem as

informacgdes referentes a tais interagdes intermoleculares.

Tabela 30 - Interagdes intermoleculares observadas entre o FOR0911A e o alvo Ki.

Kir
Residuo Aminoacido Distancia 'I:ipo Sle
ligacao
224A GLU 3,99 Hidrofébica
224A GLU 3,3 Hidrofobica
226D HIS 4 Hidrofébica
299D GLU 3,12 Hidrofdbica
301A MET 3,39 Hidrofébica
301D MET 3,88 Hidrofobica
308D THR 3,7 Hidrofobica
299C GLU 1,79 Ligacdo de H

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 42 - Interag&o entre o alvo Kir e o complexo FOR0911A.
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Fonte: Dados da pesquisa
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos farmacolégicos
de dois novos complexos de ruténio, o FOR0211A e FOR0911A, em anéis de aorta
isolados de ratos. Os complexos organometalicos sdo compostos contendo pelo
menos uma ligacao covalente metal-carbono, no caso do presente estudo, o metal de
transicao utilizado foi o Ruténio. A principal razao para investigar esses compostos é
a sua capacidade de liberar 6xido nitrico e, mais recentemente, de modular a guanilato
ciclase soluvel, tornando-os potenciais ferramentas terapéuticas para doencas

cardiovasculares.

Os complexos em estudo surgiram como uma tentativa de aprimoramento
estrutural de dois complexos estudados previamente em nosso grupo, cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)CI]* (FOR0011A) e cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)J** (FOR0811A), onde bpy é o
ligante 2,2’-bipiridina (SILVEIRA, 2019). A Unica diferenga dos compostos FOR0011A
e FORO0811A para os compostos FOR0211A e FOR0911A, respectivamente, € a troca
do ligante 2,2’-bipiridina pelo ligante 1,10-fenantrolina, que torna o composto mais
apolar. Como citado anteriormente, cis-[RuCl(phen)2(2MIM)]* (FOR0211A) e cis-
[Ru(NO)(phen)2(2MIM)]3* (FOR0911A), onde “phen” é o ligante 1,10-fenantrolina e
“2MIM” é o ligante 2-metilimidazol, foram desenvolvidos no Laboratorio de
Bioinorganica do Departamento de Quimica Orgéanica e Inorgénica da Universidade
Federal do Ceara (GOUVEIA JUNIOR, 2023) e gentilmente cedidos para este estudo.

Silveira (2019) avaliou o efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio
FORO0011Ae FOR0811A em anéis de aorta e obteve excelentes resultados, mostrando
uma excelente atividade vasorrelaxante, cujo efeito parece ter sido em partes devido
ao estimulo ou ativagdo da enzima Guanilato Ciclase soluvel (GCs). Tendo em vista
que a GCs é uma proteina citosodlica e que compostos mais apolares tendem a
atravessar mais facilmente a bicamada lipidica da membrana celular, imaginou-se que
a troca da bipiridina pela fenantrolina, tornando a molécula mais apolar, poderia
melhorar o efeito direto dos compostos na GCs. Diversos estudos mostram efeitos
biolégicos de complexos organometalicos contendo fenantrolina (MATOS et al., 2019;
SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2021; VIGANOR et al., 2017), entretanto, em relagdo
aos efeitos cardiovasculares, o unico estudo encontrado foi em um trabalho do nosso
grupo de pesquisa, onde Braz (2022) verificou o efeito cis-[Ru(phen)2(2-MIM)(NO2)]*
(FOR0611A) em anéis de aorta isolados.
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O composto FOR0611A € um intermediario na rota sintética do FOR0911A,
cuja unica diferenga € que o FOR0611A possui um ligante nitrito (NO2) enquanto o
FORO0911A possui um ligante nitroxil (NO). O FORO0611A é obtido a partir de uma
reacao entre o FOR0211A e nitrito de sédio (NaNO2), enquanto o FOR0911A é obtido
apos o NO2 ser convertido em NO em meio acido (GOUVEIA JUNIOR, 2023). O
composto FORO0611A apresentou um efeito vasorrelaxante em anéis de aorta
possivelmente pela via NOSe/GCs, bem como apresentou um efeito parcialmente
dependente de canais de potassio (BRAZ, 2022).

Além da fenantrolina, os compostos avaliados também possuem o ligante
2-metilimidazol, um derivado do imidazol. O anel imidazdlico é uma molécula
aromatica contendo dois atomos de nitrogénio amplamente encontrado em moléculas
endodgenas, como o neurotransmissor histamina, o aminoacido histidina e as bases
nitrogenadas purinicas adenina e guanina, dentre outras (BELTRAN-HORTELANO et
al., 2020). Além disso, diversas drogas contendo derivados imidazolicos sao utilizadas
atualmente na clinica, como anticancer, antifungicos, antimicrobianos,
antihistaminicos e anti-hipertensivos, como a losartana e olmesartana (ZHANG et al.,
2014a).

Diversos complexos de ruténio possuem derivados imidazélicos. Além dos
compostos ja citados anteriormente, os compostos cis-[Ru(bpy)z(2-MIM)(NOSO3)]*
(NS0011A) e o cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]* (FOR0711A) também contém o ligante 2-
metilimidazol e também foram avaliados em nosso grupo, ambos apesentaram um
efeito vasorrelaxante em anéis de aorta isolados de ratos pela via do NO/GCs,
entretanto o composto NS0011A apresentou um efeito doador de 6xido nitrico mais
marcante, provavelmente devido ao ligante NOSOs, bem como apresentou também
um envolvimento de canais de potassio (OLIVEIRA NETO, 2022; UCHOA, 2021). Os
compostos  cis-[RuCl(bpy)2(ETU)]* (FOR0011B) e cis-[Ru(NO)(bpy)2(ETU)]**
(FOR0811B) possuem um derivado imidazdélico chamado 2-imidazolidinetiona e
também possuem um efeito vasorrelaxante através da via NO/GCs e de canais de
potassio (HOLANDA, 2019).

Ainda em relagdo a estrutura quimica dos complexos organometalicos
avaliados, os compostos FOR0211A e FOR0911A diferem entre si pois o primeiro
possui um ligante Cl, enquanto o segundo possui um ligante NO. O FOR0211A € um
precursor sintético do FOR0911A (GOUVEIA JUNIOR, 2023), além disso, ao avaliar o
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efeito vasorrelaxante dos dois compostos, a ideia era ter uma espécie de controle sem
NO (FORO0211A) e, consequentemente, sem efeito doador de o6xido nitrico, e o

composto com NO (FOR0911A) com possivel efeito doador de 6xido nitrico.

Inicialmente, realizou-se o ensaio vasorrelaxante em anéis de aorta pre-
contraidos por duas vias diferentes. A fenilefrina induz uma vasoconstricdo por
acoplamento farmacomecanico, pois € um agonista seletivo dos receptores
adrenérgicos a1, que sao receptores acoplados a proteina Gq que ativam a fosfolipase
C, aumentando os niveis de trifosfato de Inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) e,
consequentemente, aumentando o influxo de Ca?* e a liberagdo dos estoques
intracelulares de Ca?* (MOTIEJUNAITE; AMAR; VIDAL-PETIOT, 2021; RITTER et al.,
2020). O KCI, por sua vez promove uma vasoconstricdo por acoplamento
eletromecanico, pois age promovendo uma depolarizagdo de membrana com abertura
dos canais de Ca?* dependentes de voltagem e, consequentemente, aumentando o
influxo de Ca?* (BROZOVICH et al., 2016; RATZ et al., 2005; URBAN; BERG; RATZ,
2003).

Nesse ensaio, foram utilizados dois controles positivos para parametro de
comparacgao de poténcia e eficacia. O nitroprussiato de sédio (SNP), que € um doador
de 6xido nitrico amplamente utilizado na clinica, e o BAY 41-2272, um estimulador da
enzima Guanilato Ciclase soluvel (GCs) (FOLLMANN et al., 2013). Os dois complexos
de ruténio avaliados apresentaram um efeito vasorrelaxante concentragcao
dependente em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina, entretanto, apesar de
nao ter sido observada uma diferenca de eficacia, observou-se uma diferenca de
poténcia, onde o FOR0911A mostrou-se mais potente que o FOR0211A. Além disso,
o FOR0911A apresentou uma poténcia equivalente a do BAY 41-2272, enquanto o
SNP apresentou um efeito vasorrelaxante mais potente que todos os outros

compostos.

O nitroprussiato de sédio € um dos principais doadores de 6xido nitrico,
juntamente com os nitratos organicos como a nitroglicerina e o dinitrato de
isossorbida, utilizados na clinica atualmente (KATZUNG; VANDERAH, 2022). O SNP
€ utilizado principalmente por via intravenosa em emergéncias hipertensivas e na
insuficiéncia cardiaca aguda, onde age reduzindo retorno venoso, resisténcia vascular
periférica, pré-carga e pos-carga reduzindo a pressao arterial e, em casos de
insuficiéncia cardiaca, aumentando o débito cardiaco (ALMEIDA; REIS DE OLIVIERA,
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2018; VARON, 2008; WAGNER; KENREIGH, 2020). Apesar de seus efeitos benéficos,
o nitroprussiato apresenta alguns efeitos indesejados bem conhecidos, como cefaleia,
reducao excessiva da pressao arterial, taquicardia reflexa, tolerancia e, o mais grave,
toxicidade por cianeto (BAGDY et al., 2010; HOTTINGER et al., 2014; JOHANNING
et al., 1995; PAPAPETROPOULOS; MARCZIN; CATRAVAS, 1998).

Os complexos de ruténio podem apresentar certas vantagens em relagéo
ao nitroprussiato. Ja foi visto, por exemplo, que o complexo de ruténio RuBPY demora
mais a induzir tolerancia que a nitroglicerina, além de nao induzir tolerancia cruzada
com a acetilcolina (PAULO et al., 2017). O complexo de ruténio TERPY néo
apresentou taquicardia reflexa, fenbmeno bastante comum em doadores de 6xido
nitrico (MUNHOZ et al., 2012). Além disso, apés a liberagdo de NO pelos complexos
de ruténio, geralmente ocorre a substituicdo por uma molécula de solvente, formando
compostos complexados com agua pouco téxicos e sem formacdo de cianeto
(GOUVEIA JUNIOR, 2023; LUNARDI et al., 2006). Em relacédo a toxicidade dos
compostos FOR0211A e FOR0911A, Gouveia Junior (2023) avaliou o efeito citotoxico
dos dois compostos em células cancerigenas humanas (linhagens A549, MCF7 e
LNCAP) e em células murinas saudaveis (linhagem CL929), observando uma baixa
toxicidade em todas as linhagens (GOUVEIA JUNIOR, 2023).

Ja o controle positivo BAY 41-2272 € um estimulador direto e altamente
especifico da GCs de forma heme-dependente, agindo sinergicamente com o 6xido
nitrico, potencializando o efeito do NO, mesmo em baixas concentragoes
(BOERRIGTER; BURNETT, 2007; KOGLIN; BEHRENDS; STASCH, 2002). Diversos
estudos ja mostraram efeitos benéficos do BAY 41-2272 na hipertensao arterial
sistémica (MASUYAMA et al., 2005; ZANFOLIN et al., 2006), hipertensao pulmonar
(DUMITRASCU et al., 2006; THORSEN et al., 2010) e na insuficiéncia cardiaca
congestiva, entretanto sua baixa estabilidade metabdlica e seu efeito indutor das
enzimas do citocromo P450 (CYP1A2 e CYP3A4) impediram o avango dos estudos
como medicamento, sendo utilizado atualmente como ferramenta farmacolégica na
pesquisa para o desenvolvimento de novas drogas da classe (FOLLMANN et al.,
2013; MITTENDOREF et al., 2009).

Se compararmos os resultados encontrados nesse estudo, aos
encontrados por Silveira (2019), observa-se uma CEso similar entre os compostos
FOR0811A e FORO0911A, entretanto, ao comparar os compostos FORO0011A e
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FORO0211A, observa-se uma reducgéo da poténcia, uma vez que o primeiro apresentou
uma CEso de aproximadamente 0,190 uM, enquanto o segundo apresentou uma CEso
média de 1,100 yM. Além disso, Silveira (2019) observou que os complexos
FOROO11A e FORO0811A tem estatisticamente a mesma poténcia, enquanto no
presente trabalho observou-se uma redugao significativa da poténcia do FOR0211A
em relagdo ao FOR0911A.

Ao avaliar o efeito dos complexos de ruténio em preparacdes pré-
contraidas com KCI, ambos tiveram um efeito menor que o efeito encontrado em
preparagdes pré-contraidas com fenilefrina. O FOR0211A teve o seu efeito anulado
nas preparagodes pré-contraidas com KCI, uma vez que o efeito maximo dele foi igual
ao efeito maximo do controle negativo. O FORO0911A apresentou um efeito
vasorrelaxante dose-dependente nessas preparagoes, entretanto o efeito maximo foi
menor que nas preparacgdes pré-contraidas com fenilefrina. Resultados semelhantes
foram encontrados em diversos trabalhos do grupo avaliando outros compostos
organometalicos, onde compostos sem um grupamento doador de NO n&o possuiram
efeito vasorrelaxante em anéis de aorta pré-contraidas com KCI (HOLANDA, 2019;
SILVEIRA, 2019), enquanto complexos com um grupamento doador de NO costumam
ter um efeito reduzido nessas preparag¢des (BRAZ, 2022; HOLANDA, 2019; SILVEIRA,
2019; UCHOA, 2021).

Essa diferenca entre os efeitos provavelmente decorre da diferenca de
mecanismo dos complexos. Pode-se observar que tanto os controles positivos que
agem na via NO/GCs (SNP e BAY 41-2272) como o composto que contém uma fonte
de NO (FOR0911A) apresentam efeito vasorrelaxante, mostrando que o mecanismo

de vasorrelaxamento induzido pelo FOR0211A provavelmente ¢é diferente dos demais.

Além de demonstrar o efeito vasorrelaxante, também avaliamos como € a
recuperacao tecidual, tendo em vista que uma liberacdo direta de NO e um
acoplamento farmaco-receptor podem promover uma recuperacgao tecidual diferente.
Além disso, considerando que temos poucas informagdes acerca da citotoxicidade
dos complexos, pode ser uma forma de verificarmos se o tecido continua vivo apdés o

experimento.

Nas artérias contraidas com fenilefrina, observou-se um efeito bem

diferente entre o SNP e o BAY 41-2272, enquanto os anéis tratados com o primeiro
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tiveram uma recuperacéao tecidual completa ja em T0O, com uma redugao nos outros
tempos provavelmente devido ao desgaste temporal natural do tecido, os anéis
tratados com o BAY 41-2272 n&o apresentaram mais contragdo com fenilefrina. Os
complexos de ruténio FOR0211A e FOR0911A apresentaram um padrdo semelhante
ao BAY 41-2272, ou seja, também nao apresentaram contragdo com fenilefrina apds
o tratamento. Esse fato foi o primeiro indicio de que os compostos provavelmente néo
agem apenas doando NO, como o SNP, mas tenha também alguma ligagao farmaco-
receptor forte, como o BAY 41-2272.

No protocolo de recuperagao com contragao induzida por KCI, observou-se
um padrao diferente. Anéis de aorta tratados com SNP, DMSO e FOR0211A tiveram
uma recuperacao tecidual tempo-dependente completa, enquanto os tratados com
FORO0911A e BAY 41-2272 tiveram uma resposta contratil parcial, também tempo-
dependentes. O efeito do FOR0211A era esperado, uma vez que ele nao teve efeito
vasorrelaxante nas artérias pré-contraidas com KCI. O efeito do FOR0911A mais uma
vez foi semelhante ao efeito do BAY 41-2272, mostrando que os dois além de exibirem
um padrdao de vasorrelaxamento semelhantes, também tiveram um padrdo de
recuperacao tecidual semelhantes. Nao foram encontrados trabalhos realizando esse

tipo de protocolo para complexos de ruténio.

Tendo em vista que diversas vias de vasorrelaxamento sdo dependentes
de endotélio, para iniciar a investigacdo do mecanismo de ag¢ao vasorrelaxante dos
complexos de ruténio foi realizada a comparacao do efeito em anéis de aorta com e
sem endotélio. De forma geral, observou-se uma reducao do efeito do FOR0211A nos
anéis sem endotélio, demonstrando um efeito, pelo menos parcialmente, dependente
de endotélio. Esse resultado corrobora com outros trabalhos realizados em nosso
grupo, onde complexos de ruténio sem grupamento NO possuem um efeito
dependente de endotélio (HOLANDA, 2019; SILVEIRA, 2019). Em contrapartida, o
FORO0911A teve o efeito levemente potencializado pela retirada do endotélio, resultado
esse também encontrado em outros complexos de ruténio nitrosilados (HOLANDA,
2019; OLIVEIRANETO, 2022; SILVEIRA, 2019). Esse efeito parece ocorrer em alguns
complexos de ruténio, e pode ser devido a oxidacéo da tetrahidrobiopterina (BH4), um
cofator da NOSe, em dihidrobiopterina (BHz), causando o desacoplamento da NOSe
e formacgao de superdxido (BONAVENTURA et al., 2009).
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O o6xido nitrico existe basicamente em 3 formas quimicas, 6xido nitrico
radicalar (NO"), ion nitroxil (NO-) ou nitros6nio (NO*), sendo a ultima muito instavel em
meio aquoso e rapidamente convertida em nitrito (WANSTALL et al.,, 2001). As
especies radicalar e nitroxil possuem um efeito vasorrelaxante através da via
GCs/GMPc, além disso, ions nitroxil ainda podem agir via canais de K* dependentes
de voltagem (Kv) e de ATP (Karp) (IRVINE; FAVALORO; KEMP-HARPER, 2003;
KEMP-HARPER et al., 2021; WANSTALL et al., 2001). Assim, com objetivo de verificar
se os complexos de ruténio doam NO* ou NO-, utilizou-se a hidroxocobalamina, um
sequestrador da espécie radicalar, e a L-cisteina, um sequestrador de ions nitroxil
(BONAVENTURA et al., 2007; ELLIS; LI; RAND, 2000; WANSTALL et al., 2001).

O FORO0211A, na presenca dos sequestradores, apresentou um efeito
inesperado, tanto a hidroxocobalamina como a L-cisteina praticamente aboliram o
efeito vasorrelaxante deste complexo. Isso mostra que, apesar de nao ser uma fonte
direta de espécies de 6xido nitrico, o seu mecanismo envolve a produg¢ao dessas
espécies. Anteriormente, imaginava-se que o endotélio produzia apenas a espécie
NO°, entretanto, Wanstall e colaboradores (2001) observaram que tanto a
hidroxocobalamina como a I-cisteina reduziram significativamente o efeito
vasorrelaxante da Acetilcolina, um agente que induz a formagao enddégena de 6xido
nitrico. Assim, pode-se supor que o complexo FOR0211A induz a formagao enddgena
de NO'e NO-, uma vez que ele ndo possui em sua estrutura ligantes capazes de doar

tais espécies.

Os dois sequestradores reduziram também a poténcia e eficacia do
complexo FOR0911A, o que era esperado, uma vez que a molécula foi desenhada
para doar NO. Assim, pode-se afirmar que o FOR0911A doa as duas espécies de NO
avaliadas, entretanto, a doacédo direta de 6xido nitrico ndo é o unico mecanismo
envolvido, uma vez que o efeito ndo foi abolido, apenas reduzido. Pode-se também
conjecturar que a espécie radicalar foi predominante, uma vez que o efeito da
hidroxocobalamina foi maior que o da L-cisteina. Silveira (2019) encontrou resultados
semelhantes em relagdo ao complexo nitrosilado (FOR811A), entretanto o complexo
nao nitrosilado (FOR011A) ndo apresentou alteragdo no efeito vasorrelaxante na
presenca dos sequestradores, havendo uma importante alteragdo do mecanismo de
acgao entre o composto ndo nitrosilado com ligante 2,2’-biperidina (FOR011A) e 0 com

ligante 1,10-fenantrolina (FOR0211A) avaliado no presente trabalho.
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Gouveia-Junior (2023) observou que o composto FOR0911A libera 6xido
nitrico, tanto em meio aquoso como em meio organico (acetonitrila), quando irradiado
por luz azul (460 nm). Nossos experimentos foram todos realizados sob luz ambiente
branca, entretanto faz-se necessario verificar se o efeito vasorrelaxante é luz-
dependente ou ndo, uma vez que diversos complexos de ruténio apresentam tal
caracteristica (BONAVENTURA et al., 2004, 2006; DE LIMA et al., 2006; FEREZIN et
al., 2005; LUNARDI et al., 2006; MADHANI et al., 2006; WOODS et al., 2018).

Continuando na via do 6xido nitrico, foram realizados experimentos com L-
NAME, um inibidor da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (NOSe), e com o ODQ,
um inibidor da enzima Guanilato Ciclase soluvel (GCs). O complexo FOR0211A
apresentou um efeito praticamente nulo na presenca dos dois inibidores, corroborando
com o raciocinio iniciado anteriormente de que o FOR0211A provavelmente induz a
produgao de espécies de Oxido nitrico, uma vez que a inibicado da sintese enddgena
de 6xido nitrico com o L-NAME reduziu o efeito do complexo. O FOR0911A teve a
poténcia levemente reduzida pelo L-NAME, mostrando que a sintese enddégena nao é
uma via importante para o efeito do complexo, entretanto ele teve seu efeito abolido
pelo ODQ. Levando em consideragao que os sequestradores de NO nao aboliram o
efeito do FOR0911A, entretanto o ODQ sim, pode-se levantar a hipotese de que o

FORO0911A, além de doar oxido nitrico, possa estar agindo diretamente na GCs.

Os compostos que agem diretamente na GCs podem ser estimuladores ou
ativadores. Os estimuladores, como o Riociguat e o BAY 41-2272, sdo também
chamados de heme-dependentes, pois eles necessitam que o grupamento heme
esteja intacto na proteina, enquanto os ativadores, como o Cinaciguat, sdo heme-
independentes, pois se ligam a GCs mesmo com o grupamento heme oxidado
(FOLLMANN et al.,, 2013; LIU; KANG; CHEN, 2021; MONTFORT, WALES;
WEICHSEL, 2017). O ODQ é um inibidor da GCs que promove a oxidagdo do
grupamento heme, impedindo assim a ligagao com o 6xido nitrico (ZHAO et al., 2000).
Além disso, ja foi visto que o ODQ potencializa o efeito do cinaciguat, bem como reduz
o efeito do BAY 41-2272 na atividade enzimatica da GCs purificada (STASCH et al.,
2001, 2002, 2006). Assim, pode-se supor que o FOR0911A seja um estimulador da
GCs.

Silveira (2019) observou, na presenga de ODQ, uma reducgao significativa

da poténcia e eficacia dos complexos avaliados (FOR011A e FOR811A), entretanto,
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nenhum teve seu efeito abolido pelo inibidor. Pode-se especular, que a troca do
grupamento 2,2’-biperidina pelo grupo 1,10-fenantrolina pode ter tornado o efeito dos

complexos mais dependentes da via GCs/GMPc.

Na literatura, diversos trabalhos mostram que a GCs tem um papel
primordial para o efeito desses complexos de ruténio com efeito vascular, entretanto,
pouco se discute em relagao a um possivel efeito direto de tais complexos na enzima,
sendo esse efeito sugerido em alguns trabalhos através da técnica de docking
molecular (BRAZ, 2022; DE OLIVEIRA NETO et al.,, 2022; HOLANDA, 2019;
SILVEIRA, 2019). Em relacdo a um possivel efeito estimulador da sintese enddégena
de NO como o proposto para o FOR0211A, o unico complexo de ruténio, encontrado
na literatura pesquisada, com esse mecanismo foi o CORM-3, onde os autores
verificaram que a substancia induz a formacgao de NO em cultura de células endoteliais
(HUVEC) (ALSHEHRI et al., 2013).

Ainda como uma continuagao da via de sintese enddgena de 6xido nitrico,
foi avaliada a via da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K). A PI3K fosforila diversas
proteinas e regula diversas vias, sendo a proteina quinase B (Akt) a principal delas
(MORELLO; PERINO; HIRSCH, 2009). A via PI3K/Akt na célula endotelial ¢é
responsavel pela fosforilagdo e consequente ativagao da NOSe, induzindo a formacao
de oxido nitrico (MORELLO; PERINO; HIRSCH, 2009; ZHANG et al., 2014b). Assim,
corroborando com a ideia de o FOR0211A induzir a sintese endégena de NO, tal
complexo apresentou uma redugdo significativa de eficacia na presenga de
Wortmanina, um inibidor da enzima PI3K, enquanto o FOR0911A apresentou apenas

uma pequena reducgao de efeito.

Além de toda a via que envolve o 6xido nitrico, um importante mecanismo
que foi avaliado, foram os canais de potassio. Os canais de potassio tém uma
participacado chave na regulacéo do potencial de membrana e, consequentemente, na
regulacdo do ténus do musculo liso vascular. Uma ativacdo desses canais causa uma
hiperpolarizagdo da membrana, resultando em um relaxamento do musculo liso
vascular decorrente da diminuigdo do influxo de Ca?* (CHENG et al., 2019; KO et al.,
2010; STOTT; JEPPS; GREENWOOD, 2014). Assim, para avaliar a importancia
desses canais no efeito vasorrelaxante dos complexos de ruténio, foram utilizados os
seguintes bloqueadores: tetraetilaménio, um bloqueador n&o seletivo; 4-aminopiridina

(4-AP), um bloqueador de canais de potassio dependente de voltagem (Kv);
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glibenclamida, um bloqueador de canais de potassio dependente de ATP (Karp); €
cloreto de bario (BaClz), um bloqueador de canais de potassio retificadores de influxo
(Kir) (CUNHA et al., 2013; DEMIREL et al., 2022; SILVEIRA, 2019).

O FORO0211A sofreu forte influéncia dos bloqueadores de canais de
potassio, o tetraetilamdnio e a 4-aminopiridina aboliram o seu efeito vasorrelaxante,
entretanto também se observou uma redugéao de eficacia induzida pela glibenclamida
e pelo BaClz. Assim, pode-se deduzir que apesar de os canais de Ky parecerem
essenciais para o efeito vasorrelaxante do mesmo, os canais de Karp e de Kir também
tem uma certa importancia. O FOR0911A também sofreu reducdo do efeito na
presenca dos bloqueadores, entretanto nenhum foi capaz de abolir o seu efeito. Vale
ressaltar que, enquanto para o FOR0211A o canal de potassio mais importante foi o
dependente de voltagem, para o FOR0911A o canal de potassio que mais parece

impactar no seu efeito é o retificador de influxo.

Diversos trabalhos com complexos de ruténio mostram um efeito
semelhante ao encontrado no FOR0911A, em relagdo aos canais de potassio, onde
os bloqueadores de forma geral causam apenas uma reducdo de poténcia
(BONAVENTURA et al., 2011; BRAZ, 2022; HOLANDA, 2019; LUNARDI et al., 2007;
OLIVEIRANETO, 2022; SILVEIRA, 2019). Os canais de potassio que influenciam nos
efeitos também variam muito na literatura, os compostos FOR011A e FOR011B
parecem ter um mecanismo parcialmente dependente de canais de potassio
dependentes de ATP (HOLANDA, 2019; SILVEIRA, 2019), o composto FOR611A
parece ter envolvimento de canais de potassio retificadores de influxo (BRAZ, 2022)
e o composto RUNOCL parece ter envolvimento de canais de potassio sensiveis ao
Ca?* (LUNARDI et al., 2007).

Além disso, nenhum trabalho encontrado teve um resultado semelhante ao
encontrado para o FOR0211A, onde o bloqueio de canais de potassio aboliu o efeito
vasorrelaxante do composto. Diversos trabalhos ja mostraram que parte efeito
vasorrelaxante da via NO/GCs/GMPc é devido a abertura de canais de potassio,
principalmente os canais sensiveis ao ATP, ao Ca?* e os retificadores de influxo
(ARCHER et al., 1994; DOGAN et al., 2019; MURPHY; BRAYDEN, 1995; SCHUBERT
et al., 2004). Assim, pode-se propor duas teorias sobre o efeito do FOR0211A nos
canais de potassio: (i) o complexo pode atuar diretamente em um ou mais canais de

potassio, causando uma abertura e consequentemente um vasorrelaxamento; (ii) o
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FORO0211A pode atuar indiretamente nos canais de potassio, através da via
NO/GCs/GMPc, ou seja, mediante a uma abertura de canais de potassio dependente
de GMPc.

O fato de o FOR0211A atuar via canais de potassio, também explica o
resultado encontrado em anéis de aorta pré-contraidas com KCI, onde ele nao teve
um efeito vasorrelaxante. Uma vez que os canais de potassio estdo abertos, o
potassio precisa sair da célula muscular lisa para que haja uma hiperpolarizagao e,
consequentemente, um vasorrelaxamento. Tendo em vista que, nesse protocolo
experimental, 0 meio extracelular esta com concentracdo de potassio maior que o
meio intracelular, ele ndo consegue sair da célula devido ao gradiente de

concentracao e, consequentemente, ndo ocorre o vasorrelaxamento.

Uma outra via muito importante para a sintese endégena de NO sao os
receptores muscarinicos, que sao receptores acoplados a proteina G, ativados pela
acetilcolina, e estdo presentes em diversos tecidos regulando varias fungdes
(KATZUNG; VANDERAH, 2022). Os receptores muscarinicos do tipo M3 estao
presentes nas células endoteliais e sdo acoplados a proteina Gq, cujo efeito principal
€ ativar a enzima fosfolipase C, induzindo a um aumento de trifosfato de Inositol (IP3),
diacilglicerol (DAG) e da concentragéo de Ca?* intracelular. O Ca?* forma um complexo
com a Calmodulina, que é responsavel por ativar a NOSe, iniciando a sintese de 6xido
nitrico e causando um vasorrelaxamento.(KATZUNG; VANDERAH, 2022; TEJERO;
SHIVA; GLADWIN, 2019).

Assim, com o objetivo de verificar se os receptores muscarinicos estao
envolvidos no efeito dos complexos de ruténio, utilizou-se a atropina, um antagonista
muscarinico nao seletivo. A atropina reduziu levemente o efeito vasorrelaxante dos
dois complexos, mostrando que esses receptores podem estar envolvidos, entretanto
nao esta entre os principais mecanismos de ag&o vasorrelaxante. Tal resultado ja era
esperado em relacdo ao FOR0911A, ja que ele ndo mostra sinais de que esta
induzindo a sintese de Oxido nitrico, entretanto tal achado é importante para o
FORO0211A, pois assim podemos afirmar que o FOR0211A provavelmente induz a

sintese de 6xido nitrico de uma forma independente dos receptores muscarinicos.

A via da Adenilato ciclase/AMPc é uma via de extrema importancia para

diversas fungdes celulares, sendo segundo mensageiro de importantes receptores e
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regulando o ténus vascular de forma dependente do endotélio ou diretamente no
musculo liso vascular (GARCIA-MORALES; LUACES-REGUEIRA; CAMPOS-TOIMIL,
2017). O AMPc possui dois efetores, a proteinoquinase A (PKA) e a proteina de troca
diretamente ativada por AMPc (EPAC), nas células endoteliais ambas ativam a NOSe,
seja diretamente via fosforilacdo da enzima, ou indiretamente via PI3K/Akt (GARCIA-
MORALES et al, 2014; GARCIA-MORALES; LUACES-REGUEIRA; CAMPOS-
TOIMIL, 2017). Nas células musculares lisas, a PKA tem atividades semelhantes a
PKG, promovendo uma redugdo da concentragdo de Ca?* citoplasmatico e uma
hiperpolarizagdo mediante abertura de canais de K*, principalmente os Karp e Kir
(MORGADO et al., 2011).

Assim, visando verificar a influéncia dessa via no efeito dos complexos, foi
utilizado o MDL 12,330A, um inibidor da adenilato ciclase. O inibidor reduziu
levemente a poténcia do FOR0911A, resultado semelhante ao encontrado por Silveira
(2019) em relagéo ao complexo FOR0811A. Entretanto, em relagcdo ao FOR0211A, o
MDL 12,330A reduziu significativamente ndo s6 a poténcia, mas também a eficacia,
mostrando que a via da adenilato ciclase/AMPc tem uma participacao importante no
efeito vasorrelaxante desse composto. Essa € uma via muito ampla e que tem
influéncia de diversos receptores, logo é dificil dizer exatamente como a via participa
do efeito do FOR0211A, entretanto, esse resultado foi semelhante aos resultados
obtidos na via PI3K/Akt, assim, pode-se conjecturar que exista uma correlagao entre

essa via e a sintese de NO endotelial.

Tendo em vista a influéncia da via Adenilato ciclase/AMPc, foram avaliados
dois receptores que agem por essa via. Os receptores 3 sdo receptores acoplados a
proteina Gs, que agem estimulando a adenilato ciclase e, consequentemente,
aumentando os niveis de AMPc, induzindo um vasorrelaxameto (KATZUNG;
VANDERAH, 2022). Assim, foi utilizado o propranolol, um beta-bloqueador nao
seletivo, para verificar a participacao desses receptores no efeito dos complexos. Os
resultados encontrados mostraram uma participagéo pequena desses receptores no
efeito do FOR0911A, e uma reducado maior na poténcia do FOR0211A. Tais resultados
sdo contrarios aos encontrados por Silveira (2019), que observou uma potencializagao
do efeito do FOR0811A ao bloquear os receptores 3, além de nao ter observado
alteragdes no efeito do FOR0011A.
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A prostaciclina (PGl2) € um prostanoide, produzido no endotélio a partir do
acido araquidonico através da via da ciclooxigenase (COX), com potente atividade
vasodilatadora e antitrombética (CLAPP; ABU-HANNA; PATEL, 2020). O receptor de
prostaciclina é acoplado a proteina Gs e também age via adenilato ciclase/AMPc
(CLAPP; ABU-HANNA; PATEL, 2020; STITHAM et al., 2007). Assim, com o objetivo
de se verificar a influéncia desses compostos no efeito dos complexos de ruténio,
utilizou-se a Indometacina, um inibidor da ciclooxigenase. Observou-se uma pequena
influéncia, provavelmente sem importancia farmacoldgica significativa, nos dois
complexos de ruténio. Resultado que corrobora com os resultados encontrados por
Silveira (2019), em que os complexos de ruténio por ele estudados nao apresentaram

alteracdo do comportamento quando pré-incubados com indometacina.

Tendo em vista que as vias de vasorrelaxamento avaliadas sdo muito
complexas, e que os compostos de ruténio, principalmente o FORO0211A
apresentaram participacao de diversas vias diferentes no mecanismo vasorrelaxante,
foram realizadas duas redes de interacdo de proteinas para melhor visualizar as
proteinas que participam do efeito vasorrelaxante dos complexos, bem como a

interagao entre elas.

Em relagdo ao FOR0211A os experimentos com inibidores mostraram um
mecanismo de agao mais “promiscuo”, ou seja, diversos inibidores reduziram o efeito
vasorrelaxante do mesmo. Entretanto, ao se avaliar a rede de interagc&o de proteinas,
percebe-se que todas essas proteinas, com excecdo dos canais de potassio, estao
envolvidas com a sintese enddégena de oOxido nitrico, podendo-se destacar a via

PI3K/Akt/NOS, uma vez que promoveram uma maior reducao da eficacia.

Em relacdo ao FOR0911A os experimentos em aorta isolada mostraram um
efeito mais direcionado a via NO/GCs/GMPc, e a rede de interacao facilita essa

visualizagao, uma vez que a GCs se destaca em relagao as demais proteinas.

Tendo em vista que os experimentos ainda deixaram algumas perguntas
acerca do mecanismo de agdo dos complexos, foram realizados experimentos de
docagem molecular para tentar responder algumas perguntas principais: (1) os
complexos possuem algum efeito direto (estimulador ou ativador) na guanilato ciclase
soluvel?; (2) de que forma o FOR0211A pode estar induzindo a formac&o de oxido

nitrico?; (3) os complexos de ruténio podem se ligar diretamente aos canais de
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potassio?. Assim, foram realizadas duas abordagens diferentes nos experimentos de
docking molecular para o FOR0211A e para o FOR0911A. Em relacdo ao FOR0911A
foram avaliadas as duas formas de GCs, bem como os canais de potassio
dependentes de voltagem (Kv) e retificadores de influxo (Kir), para o FOR0211A
também foram avaliadas diversas proteinas que participam da sintese enddgena de
NO.

As simulagbes com o FOR0211A mostraram boas energias de interagao
(menores que -6 kcal/mol) para todos os alvos. Em relagdo a GCs, apesar da forma
ativada ter apresentado uma energia menor, portanto mais estavel, deve-se ressaltar
que ao avaliar as interagdes intermoleculares, a forma estimulada da proteina
apresentou interagdes mais fortes (ligagdes de hidrogénio), o que facilitaria um

possivel acoplamento farmaco-receptor.

Com o objetivo de se avaliar a interacdo do FOR0211A com proteinas
envolvidas na sintese enddégena do NO, foram utilizados 4 alvos: a oxido nitrico
sintase (NOS), a fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), e dois receptores importantes que
agem ativando a via PI3K/Akt/NOS, os receptores de bradicinina e de adenosina (BAE
et al., 2003; YU et al., 2021; ZHANG et al., 2021). Dentre esses receptores foram
observadas excelentes energias de ligacdo em todos, corroborando com a hipotese
de que o FOR0211A age na sintese enddégena do NO, entretanto, ainda nao se pode
especificar onde exatamente o composto esta agindo. Outros trabalhos mostraram
resultados ex vivo semelhantes quando se trata da via PI3K/Akt/NOS (HOLANDA,
2019; SILVEIRA, 2019), entretanto ndo foram encontrados trabalhos realizando
estudos mais especificos para avaliar o efeito de tais compostos em receptores da
via, e os presentes resultados in silico mostram que tais proteinas podem trazer novas

informacdes e novas aplicagdes acerca de tais compostos.

Em relagdo aos canais de potassio, os experimentos em aorta mostraram
que um bloqueador dos canais Ky aboliu o efeito do FOR0211A, entretanto o docking
mostrou uma energia de ligagdo mais estavel com o canal Ki,, quando comparado ao
canal Kv. Além disso, o FOR0211A apresentou apenas interagdes fracas (hidrofobicas)
com o Ky, enquanto com o Kir também foram observadas ligacdes de hidrogénio. Tais
resultados corroboram com a teoria de que além de estimular a sintese endégena do

NO, o FOR0211A também pode estar se ligando diretamente aos canais de potassio.
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O FORO0911A também apresentou boas energias de ligacado com os 4 alvos
avaliados, sendo assim todos passiveis de ocorrer, entretanto ressalta-se que a forma
estimulada da GCs apresentou 3 ligagdes de hidrogénio, enquanto a forma ativada
apresentou apenas interagdes hidrofobicas, que sdo consideradas mais fracas. Em
relagdo aos canais de potassio, os experimentos em aorta mostraram uma
participagdo maior dos canais de potassio retificadores de influxo, e o docking mostrou
uma energia de ligagdo mais estavel com o Kir, além de apresentarem interagdes mais

fortes com 1 ligac&o de hidrogénio.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito farmacoldgico de
novos complexos de ruténio (FOR0211A e FOR0911A) em anéis de aorta isolados de
rato, sendo verificado que ambos possuem um efeito vasorrelaxante em anéis pré-
contraidos com Fenilefrina, entretanto apenas o FOR0911A apresentou efeito

vasorrelaxante em anéis pré-contraidos com cloreto de potassio.

Com o objetivo de se estudar o mecanismo de ac&o vasorrelaxante dos
complexos de ruténio, foram avaliados os efeitos deles na presenca de inibidores das
vias do oxido nitrico, da PI3K/Akt, da Adenilato ciclase, da ciclooxigenase, bem como
foram avaliados bloqueadores de canais de potassio, dos receptores beta e

sequestradores de 6xido nitrico.

O efeito do FOR0211 foi totalmente abolido pelos sequestradores de 6xido
nitrico (NO) hidroxocobalamina e I-cisteina, enquanto o FOR0911A apresentou efeito

reduzido, mas nao abolido, na presenca dos mesmos sequestradores.

O efeito do FOR0211A também foi abolido pelo L-NAME e ODQ, enquanto
o FOR0911A teve o efeito abolido apenas pelo ODQ. Assim, pode-se conjecturar que
o FORO0211A age estimulando a sintese enddgena de oxido nitrico, enquanto o
FORO0911A, além de doar NO, pode estar estimulando a enzima guanilato ciclase

soluivel.

O FORO0211A apresentou ainda o efeito abolido por bloqueadores de canais
de potassio (Kv e Kir), mostrando um efeito, que pode ser direto ou indireto, sobre tais

canais.

O estudo in silico mostrou que o FOR0211A apresentou um efeito
principalmente na sintese endégena de NO (Via PI3K/Akt/NOS) e em canais de

potassio, enquanto o FOR0911A apresentou seu efeito mais direto na GCs.

Levando em consideragao a busca atual por novos compostos que ajam na
via do oxido nitrico possuindo menos efeitos adversos ou tdxicos que os atuais
doadores utilizados na clinica, esse € um estudo muito importante, uma vez que uma
das moléculas (FOR0911A) é um possivel estimulador da GCs com alta poténcia e

eficacia.
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Entretanto, alguns pontos importantes acerca do mecanismo de agao de
ambos ainda precisam ser estudados. Em relacdo ao FOR0911A, é importante
verificar se ele realmente € um estimulador da GCs, para tanto podem ser realizados
experimentos com a enzima purificada, quantificando a atividade enzimatica mediante
a producao de GMPc. Em relagao ao FOR0211A, é importante verificar como ele induz
a formagao de 6xido nitrico, o que pode ser verificado utilizando cultura de células
endoteliais, bem como é necessario estudar o efeito dele em canais de potassio, o
que pode ser feito utilizando técnicas de eletrofisiologia, como a técnica de Patch-

clamp.



147

8 CONCLUSAO

Os compostos FOR0211A e FOR0911A apresentam efeito vasorrelaxante
em anéis de aorta, sendo o FORO0211A provavelmente através da via
NOSe/GCs/GMPc e via canais de potassio, enquanto o FOR0911A provavelmente
age via doagao de NO e estimulo da GCs, além de uma participagdo de canais de

potassio.
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