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RESUMO

Efeito vasorrelaxante de um complexo de ruténio (FOR0903): Avaliac¢ao in situ e in silico.
Simone de Goes Simonato. Orientadora: Profa. Dra. Roberta Jeane Bezerra Jorge.
Dissertacio de Mestrado. Programa de Poés-Graduacio em Medicina Translacional.
Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos, Faculdade de Medicina,
Universidade Federal do Ceara, 2025.

O sistema cardiovascular possui o coracdo como principal 6rgao motor. Quando hé alteragdes
no seu funcionamento, hd a ocorréncia das doencas cardiovasculares, que podem ser
classificadas como cronicas ndo transmissiveis, € que geram consequéncias no organismo.
Dentre estas desordens, tem-se a hipertensdo, com alta prevaléncia em diversos paises. Mesmo
sendo uma doenca sem cura, a hipertensao possui tratamento, como os anti-hipertensivos, que
possuem beneficios, mas apesar deles, ha grande possibilidade de efeitos colaterais. Os
compostos metalicos a base de ruténio tém sido alvo de pesquisas cientificas por apresentarem
potencial de aplicagdo médica. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito vasorrelaxante do
FOR0903 em an¢is da artéria aorta de ratos, em modelos de toxicidade in situ e in silico, bem
como analisar atividade irritativa em vasos sanguineos, através do modelo het-cam. As fung¢des
cardiovasculares podem ser controladas pela agdo do musculo liso vascular, que tem seu tonus
modulado pela presen¢a do endotélio, que libera fatores relaxantes, como o 6xido nitrico (NO)
e constritores. Quando ha um desequilibrio desses fatores, ocorre a disfuncdo endotelial, que
pode gerar a hipertensdo. O nitroprussiato de sodio ¢ um vasodilatador amplamente utilizado
em crises hipertensivas, mas que possui reagdes adversas. Por isso, hd busca por novos
compostos com potencial vasodilatador. O presente trabalho foi aprovado sob o protocolo
67110523-0 pela CEUA. Para os experimentos, foram utilizados ratos Wistar, adultos. Foi
usado um novo complexo de ruténio FOR0903. Foi utilizada a metodologia do banho de 6rgaos
para avaliacdo da reatividade vascular nos anéis de artéria aorta, na qual, os animais foram
anestesiados e eutanasiados para coleta da aorta e montagem dela no equipamento. Apos o
periodo de estabilizagdo, houve o teste de viabilidade utilizando os agentes contrateis fenilefrina
(PHE), cloreto de potéssio (KCl) e acetilcolina (ACh), e a partir dai, iniciou-se o protocolo
experimental, com uso dos inibidores (L-NAME, ODQ, Wortmannina, Hidroxicobalamina, L-
Cisteina) para verificacdo da via de participacdo no efeito vasodilatador do FOR0903. Foi
realizado, também, o modelo het-cam para andlise do potencial irritativo do composto, além de
docking molecular e predigdo de toxicidade com ADMET para avaliagdo das interacdes

moleculares farmaco-receptor e efeitos toéxicos do complexo. Os resultados mostraram que o



FORO0903 possui efeito vasodilatador, independente do endotélio e por estimulagdo da GCs,
com doagdo de NO. O het-cam mostrou que o FOR0903 nao possui efeito irritativo e a docagem
molecular trouxe dados de afinidade aceitaveis entre o composto e os alvos analisados (GCs e
eNOS), bem como a predi¢cdo da toxicidade que apresentou dados favoraveis ao composto, o
que denota maior seguranga para dar seguimento com a pesquisa. Conclui-se que o FOR0903
¢ um vasodilatador, doador de NO, com participacao da via 6xido nitrico/guanilato ciclase
(NO/GCs), sem efeito irritativo € com baixo potencial de toxicidade. Sao necessarios mais
estudos aprofundados sobre o assunto, visando elucidar diferentes mecanismos de agdo do
FORO0903, que possa se configurar, futuramente, como vasodilatador utilizado na terapéutica

de pacientes hipertensos, em prol da melhor qualidade de vida destes.

Palavras-chave: Doencas cardiovasculares; Oxido nitrico; Compostos de ruténio



ABSTRACT

The cardiovascular system has the heart as its main motor organ. When there are changes in its
functioning, cardiovascular diseases occur, known as chronic non-communicable diseases,
which generate consequences for the body. Among these disorders, there is hypertension, with
a high prevalence in several countries. Even though it is a disease without a cure, hypertension
has treatment, such as antihypertensive drugs, which have benefits, but despite them, there is a
great possibility of side effects. Metallic compounds based on ruthenium have been the target
of scientific research because they have potential for medical application. The main goal of this
work was to evaluate the vasorelaxant effect of FOR0903 on rat aortic artery rings, in ex vivo
and in silico toxicity models, as well as analyzing irritative activity in blood vessels, using the
het-cam model. Cardiovascular functions can be controlled by the action of vascular smooth
muscle, which has its tone modulated by the presence of the endothelium, which releases
relaxing factors, such as nitric oxide (NO) and constrictors. When there is an imbalance of these
factors, endothelial dysfunction occurs, which can lead to hypertension. Sodium nitroprusside
is a vasodilator widely used in hypertensive crises, but it has adverse reactions. Therefore, there
is a search for new compounds with vasodilator potential. This work was approved under
protocol 67110523-0 by CEUA. For the experiments, adult Wistar rats were used. A new
ruthenium complex FOR0903 was used. The organ bath methodology was used to evaluate
vascular reactivity in the aorta artery rings, in which the animals were anesthetized and
euthanized to collect the aorta and assemble it in the equipment. After the stabilization period,
there was a viability test using the contractile agents phenylephrine (PHE), potassium chloride
(KCI) and acetylcholine (ACh), and from then on, the experimental protocol began, using
inhibitors (L -NAME, ODQ, Wortmannin, Hydroxycobalamin, L-Cysteine) to verify the
pathway of participation in the vasodilatory effect of FOR0903. The het-cam model was also
carried out to analyze the irritative potential of the compound, in addition to molecular docking
and toxicity prediction with ADMET to evaluate the drug-receptor molecular interactions and
toxic effects of the complex. The results showed that FOR0903 has a vasodilatory effect,
independent of the endothelium and through stimulation of GCs, with NO donation. The het-
cam showed that FOR0903 has no irritating effect and molecular docking brought acceptable
affinity data between the compound and the analyzed targets (sGC and eNOS), as well as the
toxicity prediction that presented favorable data for the compound, which denotes greater
security to continue with the research. It is concluded that FOR0903 is a vasodilator, NO donor,

with participation of the nitric oxide/guanylate cyclase (NO/GCs) pathway, without irritating



effect and with low toxicity potential. More in-depth studies on the subject are needed, aiming
to confirm, through more tests, the data obtained from this work with FOR0903, which could
be configured, in the future, as a vasodilator used in the therapy of hypertensive patients, in
favor of a better quality of life for these patients.

Keywords: Cardiovascular diseases; Nitric oxide; Ruthenium compounds
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas cardiovasculares e hipertensio arterial sistémica (HAS)

O sistema cardiovascular, responsavel pela circulagio do sangue em todo o
organismo, possui o cora¢ao como principal 6rgado motor. Este 6rgao impulsiona o sangue para
todo o organismo, sendo essencial para o funcionamento do corpo humano (Mendonga;
Sobrinho, 2019). O coragdo divide-se em quatro principais cavidades: atrios e ventriculos, a
direita e a esquerda. O lado direito recebe o sangue pobre em oxigénio da circulagdo sistémica
por meio das veias cavas, bombeando este sangue através da artéria pulmonar para os pulmdes.
Ap6s ser oxigenado nos pulmdes, o sangue retorna ao atrio esquerdo pelas veias pulmonares, e

através da artéria aorta, retorna a circulagdo sistémica (Figura 1) (Branco ef al., 2018).

Figura 1 — Representagdo do coragdo e suas estruturas
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Além do coragdo, o sistema cardiovascular conta com vasos importantes, como as
artérias, veias e capilares, responsaveis pelo transporte do sangue para todo o corpo. Para isso,

0 sangue exerce uma for¢a contra a parede das artérias, que ¢ denominada pressdo arterial
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(Magalhaes et al.,2021). Quando ha altera¢des no mecanismo de funcionamento do sistema
cardiovascular, ha a ocorréncia das doengas cardiovasculares, que podem ser classificadas como
cronicas ndo transmissiveis, € podem gerar consequéncias para todo o organismo. Dentre estas
desordens, pode-se citar aterosclerose, doencga arterial coronariana, arritmias e doengas
hipertensivas (Ribeiro; Oliveira, 2011). Segundo dados da Organizagdo Mundial da Satde
(OMS), as doencas cronicas ndo transmissiveis, tais como as doencas cardiovasculares, s3o
responsaveis por cerca de 41 milhdes de dbitos por ano, representando aproximadamente 71%
das mortes ao redor do mundo (Ministério da Satde, 2022).

Além disso, ha doengas que geram comprometimento vascular, como o acidente
vascular cerebral (AVC), trombose venosa profunda (TVP), embolia pulmonar, aneurisma,
vasculite e dentre outras condigdes que podem afetar o funcionamento do organismo como um
todo (Silva et al., 2017).

Dentro deste contexto, tem-se a hipertensdo arterial sistémica (HAS), que ¢ uma
condi¢do multifatorial, caracterizada por seus niveis tensionais elevados, sendo associada a
alteracdes metabolicas e hormonais. E um dos principais fatores de risco de morbidade e
mortalidade por doencas cardiovasculares, com alto indice de prevaléncia na sociedade
brasileira, principalmente em adultos (Wehrmeister, Wendt, Sardinha, 2022).

Considerada uma doenca cronica, a HAS apresenta alta prevaléncia em diversos
paises, e sua condi¢do gera efeitos negativos na qualidade de vida dos individuos. Sua deteccao,
muitas vezes, ¢ tardia, por ser ela uma patologia silenciosa, na maioria das vezes. Vale ressaltar
que se trata de uma condicdo de risco que pode afetar varios 6rgdos do organismo, sendo
considerada um grave problema de satude publica (Julido, Souza, Guimaraes, 2021).

No Brasil, a HAS atinge cerca de 27,9% de individuos adultos. Como ela ¢
frequentemente associada a doengas cronicas e cardiovasculares, ha muita perda de
produtividade no trabalho e na renda familiar (Ministério da Satde, 2024; Silva ef al., 2022).
Ja no Nordeste, segundo Rocha, Pinho, Lima (2020), estima-se que ha cerca de 3,6 milhdes de
1dosos portadores de hipertensao e, em média, 561 mil no Ceara.

Apesar de ser uma doenga sem cura, a hipertensdo possui tratamento e pode ser
controlada através de algumas estratégias disponiveis, como a mudan¢a no estilo de vida,
adesdo a bons habitos alimentares, pratica de exercicios fisicos, bem como a utilizacdo de
medicamentos especificos para a terapéutica adequada (Machado et al., 2021). Os farmacos
mais utilizados para o tratamento da HAS sdo os anti-hipertensivos, sendo eles divididos em
algumas classes: diuréticos (Exemplo: Furosemida), B-bloqueadores e alfa-1 bloqueadores

(Exemplo: Acebutolol e Doxazosina), bloqueadores dos canais de calcio do tipo L (Exemplo:
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Nisoldipino), inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) (Exemplo: Captopril),
bloqueadores do receptor de angiotensina II (BRA) (Exemplo: Valsartana) e vasodilatadores
diretos, incluindo hidralazina, minoxidil e nitroprussiato de sdédio (NPS), sendo este, utilizado
em emergéncias. Esses medicamentos t€ém como objetivo controlar a pressao arterial e reduzir
os riscos de acidentes cerebrovasculares e cardiovasculares (Machado et al., 2021).

Vale ressaltar que a escolha do medicamento deve levar em consideragdo alguns
parametros, tais como comorbidades associadas que o paciente possa ter, idade avangada,
histérico familiar, casos de gestagdo ou até mesmo de lesdo em algum orgdo-alvo (Leite et al.,
2017). Em alguns casos, o uso isolado de um anti-hipertensivo nao gera resultados satisfatorios
no tratamento da hipertensao, sendo necessario ser associado com outros para intensificar a sua
acdo farmacoldgica. Além disso, como muitos pacientes hipertensos possuem outras
comorbidades, torna-se necessario a utilizagdo de outros medicamentos, o que pode gerar uma
interagdo medicamentosa prejudicial a saude do individuo (Morais et al., 2022).

Apesar dos seus beneficios, os anti-hipertensivos podem causar efeitos colaterais
(Souza et al., 2022). Além disso, estudos mostram que algumas classes desses medicamentos
possuem nivel consideravel de toxicidade na estrutura molecular e quimica, sendo preciso uma
maior atencdo na sua prescricdo (Cardoso, Bonacin, Dametto, 2023). Como exemplo, hd o
nitroprussiato de sddio, um vasodilatador que em determinadas condi¢des, pode apresentar
reagoes adversas, como hipotensao excessiva € metemoglobinemia (Soares, 2024).

Sendo assim, torna-se relevante que mais pesquisas e inovagdes biomédicas sejam
realizadas em prol da busca por novas terapéuticas para as doengas cardiovasculares,
melhorando a qualidade de vida dos individuos e diminuindo a gravidade destas condigdes para

a populacao em geral (Lima; Rezende; Amaral, 2021).

1.2 Justificativa

Entende-se a relevancia de um endotélio integro e com boa funcionalidade para a
homeostase vascular. Sua disfun¢do ¢ capaz de gerar consequéncias em cascata para o
funcionamento do organismo, gerando a ocorréncia das doengas cardiovasculares, a citar, a
hipertensao arterial.

Sabe-se que os anti-hipertensivos possuem beneficios, mas apesar deles, ha grande
possibilidade de efeitos colaterais (Souza ef al., 2022), como tonturas, cansago, dor de cabeca,
hipovolemia, entre outros (Mvb et al., 2016) Ademais, muitas classes desses firmacos possuem

toxicidade na estrutura molecular, o que pode gerar ainda mais prejuizos na satde dos
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individuos acometidos (Cardoso, Bonacin, Dametto, 2023).

E conhecido que os compostos metalicos a base de ruténio tém sido alvo de
pesquisas cientificas e estudos nos ultimos tempos, por apresentarem potencial de aplicagdo
médica, comprovado através de ensaios experimentais, evidenciando a¢dao anticancerigena,
anti-inflamatoria, antimicrobiana etc. (Engelbrecht et al., 2020).

Tendo em vista o problema de satde publica com as doengas cardiovasculares, e as
limitagdes envolvidas no uso dos medicamentos ja utilizados na terapéutica dessas desordens,
como os efeitos colaterais inerentes a eles e sua toxicidade (Cardoso, Bonacin, Dametto, 2023),
o estudo dos complexos de ruténio ¢ de suma relevancia e valia para possiveis formas de
tratamento para estas patologias, sendo importante pesquisas mais especificas sobre o assunto,
levando em consideracao a verificagdo dos padrdes de toxicidade e atividade irritativa destes

compostos, visando maior seguranca e confiabilidade nos resultados obtidos.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito vasorrelaxante do composto de ruténio (FOR0903) em anéis da

artéria aorta de ratos Wistar, bem como analisar atividade irritativa em vasos sanguineos.

2.2 Objetivos Especificos

* Verificar o efeito vasorrelaxante do complexo de ruténio em anéis da aorta com
endotélio integro pré-contraidos com KCl e PHE;

* Avaliar a participagdo do endotélio no efeito vasorrelaxante do complexo de ruténio
em anéis da aorta;

 Investigar o envolvimento da via NO/GCs/GMPc no efeito vasorrrelaxante do
complexo de ruténio em anéis da aorta;

* Avaliar o potencial irritativo do composto de ruténio de interesse através da
metodologia do HET-CAM,;

» Compreender a relagdo farmaco-receptor do composto através da metodologia in silico

de docking molecular, bem como avaliar, a predi¢ao da toxicidade do FOR0903.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 A importancia do endotélio nas doencas cardiovasculares

O endotélio vascular é uma interface entre o limen vascular ¢ o musculo liso,
formado por uma monocamada de células achatadas, que sdo ativadas por estimulos quimicos
e mecanicos (Soares, 2024), configurando ao endotélio o cargo de revestir os vasos sanguineos,
linfaticos e venosos. Ele possui, dentre muitas fungdes metabdlicas, a de modular a
permeabilidade vascular do tonus, manter a integridade da barreira, participar de processos
mecanicos de transdugao, reparo de lesdes, homeostase, angiogénese, além de ativar e promover
a integracdo plaquetéria, criando mecanismos de anticoagulagdo, participando de ag¢des na

resposta imune aguda e cronica (Figura 2) (Xu ef al., 2021).

Figura 2 — Representagdo esquematica das fungdes do endotélio
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As células endoteliais sdo campo de passagem do fluxo sanguineo, auxiliando na
produgdo do 6xido nitrico (NO), através da enzima NO-sintase endotelial (eNOS). Em suas

condi¢des fisioldgicas, o endotélio mantém o tonus vascular, promovendo a homeostase, por
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meio da conservagdo do fluxo de sangue, o que gera preservagdo da membrana plasmatica e
controle da resposta inflamatéria (Xu et al., 2021).

Além da liberagao de NO, o endotélio possui a capacidade de produzir outros
fatores de vasodilatagdo, como prostaciclinas (PGI2), bradicininas, a via do fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e fator relaxante derivado do endotélio (EDRF),
e substancias vasoconstritoras, tais como angiotensina II e endotelinas, prostaglandinas H2

(PGH>), tromboxano A2 (TxA>») e radical O> (Quadro 1).

Quadro 1 — Fatores vasodilatadores e vasoconstritores produzidos pelo endotélio

ENDOTELIO
Fatores relaxantes Fatores constritores
EDRF/NO Endotelinas
EDHF PGHz, TxA:z
Prostaciclinas Radical 02
Bradicinina Angiotensina Il

Fonte: Adaptado de Batlouni, 2001.

Quando o funcionamento do endotélio estd regular, hd& um equilibrio entre a
producdo destes fatores, com uma tendéncia a vasodilatacdo (Xu et al, 2021). Os fatores
vasoconstritores e vasodilatadores sdo sintetizados quando o endotélio sofre ativagdo por meio
de agonistas que estimulam os receptores acoplados a proteina quinase G (PKG), gerando um
aumento intracelular de calcio nas células endoteliais (Cyr et al., 2020).

As fungdes cardiovasculares podem ser controladas pela acdo do musculo liso
vascular, o qual tem seu tonus modulado pela presenca do endotélio, que libera fatores
relaxantes e constritores, o que contribui para a vasodilata¢do e vasoconstricao. Entretanto, em
condigdes como a hipertensdo, pode haver deficiéncia no funcionamento das células
endoteliais, causando reducao na liberacdo dos fatores essenciais para o equilibrio, levando a
uma sobreposicao dos fatores constritores em relagdo aos vasodilatadores, o que pode ser
definido como disfungdo endotelial (Carvalho et al., 1996, Bahia et al., 2006.). A disfungdo
endotelial esta diretamente relacionada a diminui¢ao da produgdo de mediadores importantes
no mecanismo de homeostase do organismo, como o NO, o que pode influenciar no

desenvolvimento das doengas cardiovasculares (DCV) (Soares, 2024).

3.2. Mecanismos de contracio e relaxamento do musculo liso
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O musculo liso vascular ¢ composto por células fusiformes, que se mantém unidas,
promovendo uma comunicagdo capaz de gerar a contracdo e dilatacdo de forma coordenada e
organizada, através de estimulos nao nervosos (Silva, 2023). O musculo pode ser dividido em
musculo liso multiunitario, que possui fibras musculares separadas, e contraem de forma
independente, por meio de sinais nervosos. E pode ser dividido em musculo liso unitério,
constituido por milhares de fibras agrupadas, que contraem de forma simultanea (Figura 3)

(Soares, 2024).

Figura 3 — Representagao das fibras do musculo liso
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Fonte: Adaptada de Dee unglaub silverthorn, 2003.

As fibras musculares lisas sao o local onde ocorrem os mecanismos de contracao e
dilatacdo dos vasos. Elas recebem sinais vindos do endotélio, que estimulam os processos
intracelulares dessas células, gerando contragdo nelas, principalmente pelo aumento da
concentragdo citosdlica de ions célcio (Ca?"), sendo ele causado por estimulos nervosos,
alteracdes quimicas e entre outras razdes (Rocha, 2018), e liberado por meio do reticulo
sarcoplasmatico. Esse processo se da através da ligacao do célcio a proteina calmodulina, com
a ativagdo da quinase da cadeia leve de miosina (MLCK) que fosforila estas cadeias leves,
permitindo a intera¢do entre os filamentos da actina e da miosina, ambas moléculas de
proteinas, aumentando a atividade da miosina-ATPase, que permite com que a miosina deslize
pela actina, gerando uma tensdo muscular, o que leva a vasoconstricdo (Figura 4) (Furian,
2009).

O processo de relaxamento do musculo liso vascular acontece com a reversao dos
mecanismos citados anteriormente. A reducao da concentrac¢dao do calcio leva a dissociagao da
sua ligacdo com a calmodulina. Da mesma forma, a fosfatase da cadeia leve da miosina tem sua
atividade diminuida, e através da desfosforilacdo, a fosfatase da miosina remove o fosfato da
cadeia leve da miosina, que acaba diminuindo a a¢do da miosina-ATPase, o que reduz as pontes

actina-miosina, gerando uma redugdo na tensdo muscular, o que contribui para o relaxamento



da musculatura (Figura 4) (Paiva, Farias, 2005).
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Figura 4 — Representacdo esquematica do mecanismo de contracdo e relaxamento do musculo
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Fonte: Dee unglaub silverthorn, 2003.

O musculo liso esta intrinsecamente relacionado as atividades fisiologicas do

sistema circulatorio, logo, alteracdes no funcionamento deste sistema, podem desencadear o

surgimento de patologias, tais como hipertensao arterial, acidentes vasculares cerebrais e outras

doencas deste cunho (Paiva, Farias, 2005).

3.3 Oxido nitrico (NO) e a via de sinalizacio NO/GCs/GMPc

E conhecido que as células endoteliais sdo controladas por alguns fatores, como a

pressao arterial e o fluxo sanguineo. Como ja citado, essas células, em condig¢des fisioldgicas,

desempenham um papel importante na liberacdo de fatores de contragdo e relaxamento que
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estdo envolvidos no equilibrio cardiovascular, dentre eles, o NO (Gongalves, 2022).

O o6xido nitrico ¢ um radical livre, gasoso, altamente reativo, gerado, de forma
endogena, a partir da L-arginina, pela agao da enzima dimérica 6xido nitrico sintase (NOS),
utilizando como co-substratos o fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adenina (NADPH) e
o oxigénio molecular (Rocha, 2018).

E uma molécula mensageira de carater lipofilico e instavel, e pode ser encontrada
em diversos tecidos e o6rgaos (Silva, 2023). Possui algumas fungdes bioldgicas, estando
envolvida em processos fisiologicos e bioquimicos, tais como a regulagdo da resposta imune,
regulagdo da pressao arterial, e atividade no desenvolvimento celular (Roose et al., 2018).

A guanilato ciclase soluvel (GCs), fator de suma relevancia no contexto de
sinalizacdo com o NO, ¢ importante para a transducdo de sinais intracelulares regulados por
nucleotideos. Envolvida na cascata de sinalizagdo NO-GCs-GMPc, ela ¢ dada como um sensor
fisiologico do 6xido nitrico (Sandner, 2018).

De forma pratica, o NO, apos sua sintese, quando difundido das células endoteliais
para o musculo liso, liga-se ao grupamento heme da enzima GCs, que possui a capacidade de
converter a guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclico (GMPc) (Neves;
Neves; Oliveira, 2016; Carvalho et al., 2001).

O GMPc atua como segundo mensageiro, desempenhando papel fundamental na
regulacdo e equilibrio gerais, como vasorrelaxamento, sinalizacdo neuronal, e entre outras
atividades (Neves; Neves; Oliveira, 2016; Carvalho et al., 2001). O GMPc ativa a proteina
quinase G (PKQ), responsavel pela fosforilagdo de muitas proteinas, diminuindo a concentragao
de calcio intracelular no citosol, o que gera a reducdo da contracdo na musculatura lisa,
contribuindo para melhor circula¢do do fluxo sanguineo e consequentemente, diminuicao da
pressdo arterial (Soares, 2024).

A enzima responsavel pela produ¢do do 6xido nitrico, a NOS possui trés isoformas;
a NOS neuronal (nNOS), presente em alguns neurdnios; a NOS induzivel (iNOS), relacionada
a resposta imunologica; e a enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), que, dentre outras
funcdes, além de inibir a agregacao plaquetaria, e controlar o tonus vascular, sintetiza NO na
circulagdo sanguinea, sendo vasoprotetora e vasodilatadora (Neves; Neves; Oliveira, 2016).

A eNOS produz NO através de alguns estimulos, como por exemplo, por fatores
bioquimicos: acetilcolina, bradicinina etc., sendo ela, mediada pelo acoplamento
Ca?'/calmodulina. Em condigdes fisiologicas, o NO, liberado por esta enzima, consegue atuar
de forma vasoprotetora, atuando nos processos de vasodilatacao (Silva, 2024).

Esse mecanismo de vasodilatacdo mediado pelo NO ocorre da seguinte forma: Nas
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células endoteliais vasculares, contando com oxigénio molecular, o terminal da L-Arginina
produz o radical livre gasoso, NO, em um processo catalisado pela eNOS. O NO chega ao
musculo liso vascular, estimulando a enzima guanilato ciclase soluvel, gerando a formagao do
GMPc intracelular, o que resulta no relaxamento das células musculares lisas (Figura 5). Logo,
entende-se que a menor biodisponibilidade de NO culmina em alteragio no processo
vasodilatador, o que pode desencadear o surgimento de doengas cardiovasculares (Zago,

Zanesco, 2000).

Figura 5 — Representacdo esquematica do mecanismo de vasodilatacdo mediado pelo 6xido
nitrico
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Fonte: Adaptada de Cerqueira; Yoshida, 2002.

Sabe-se que os biomarcadores teciduais sdo de suma relevancia na fisiopatologia das
doengas em geral, incluindo a hipertensao arterial e demais patologias de cunho cardiovascular.
O o6xido nitrico pode ter seu equilibrio alterado pelos radicais livres, que promovem lesdao
tecidual e disfungdo endotelial (Neves; Neves; Oliveira, 2016). Sendo assim, o estudo da sua
atividade bioldgica tem despertado o interesse da comunidade cientifica, levando em
considera¢do pesquisas com compostos metalicos que sejam doadores de NO e consigam

estimular a via de sinalizacdo do NO/GCs/GMPc.

3.4 Farmacoterapia atual
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Devido a pouca biodisponibilidade de NO in vivo em processos de disfun¢do
endotelial, had a utilizagdo de compostos doadores de NO na terapéutica, como agentes
farmacologicos, porém, poucos ainda sdo usados clinicamente. Nitratos sdo exemplos de
vasodilatadores diretos, doadores de NO, tais como: mononitrato de isossorbida (ISMN),
tetranitrato de pentaeritritilo (PETN) e nitroprussiato de s6dio (NPS). Os nitratos possuem
efeito vasodilatador em artérias coronarianas e arteriolas, reduzindo a tensdo sistolica na parede
do ventriculo esquerdo, gerando a diminuicdo da demanda de oxigénio do miocardio. Sdo
capazes, também, de induzir regulagao epigenética e aumentar as histonas acetilases com
respostas vasculares, o que contribui para o mecanismo de vasodilatagdo (Silveira, 2019).

Tem-se conhecimento de que os nitratos organicos foram os primeiros farmacos
doadores de NO a serem descobertos e utilizados na clinica. Como principais representantes
dessa classe, ha a nitroglicerina e o dinitrato de isossorbida, ambos vasodilatadores de rapida
absor¢do, mas que apresentam limitagdes devido a tolerancia que causam com o uso prolongado
(Rios, 2022).

O NPS, em especifico, foi descoberto em 1849 (Playfair, 1849) e foi utilizado pela
primeira vez como vasodilatador arterial em animais em 1928 (Johnson, 1928). Ele age
liberando NO, através da reacdo com grupos sulfidrila em eritrocitos, albumina e outros tipos
de proteinas (Silveira, 2019). O nitroprussiato de sddio ¢ um vasodilatador de ampla utilizagao
e relevancia clinica, agindo de forma répida em artérias e veias. Trata-se de um complexo
metalico com ligante ativo, o nitrosil, que atua reduzindo a pos-carga, diminuindo a pressao
arterial sist€émica e aumentando o débito cardiaco (Soares, 2023).

Amplamente utilizado em casos de emergéncia, como cirurgias cardiacas, situagoes
agudas, insuficiéncia cardiaca e crises de hipertensdo. Entretanto, apesar de seu uso comum, o
NPS ¢ um vasodilatador que apresenta algumas limitagdes, tendo em vista as reacdes adversas
inerentes a ele, tais como toxicidade por cianeto, hipotensdo excessiva e dentre outros efeitos.
Por isso, hd um contexto de busca por novos compostos com potencial vasodilatador, que

possam ser utilizados como medicamentos no cendrio atual.

3.5 Complexos de ruténio

A descoberta da utilizacdo dos complexos metalicos na medicina ocorreu por volta
do ano de 1950 e se configurou como um marco no ramo terapéutico, pois a atividade bioldgica
de metais como cobalto, ruténio, platina e outros, passou a ser explorada de forma especifica

para o tratamento de diversas doencas (Silva, 2023).
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Os compostos de ruténio sao componentes metalicos com afinidade com o NO, por
sua estrutura quimica e sua associagdo com outros compostos quimicos ¢ metalicos (Silveira,
2019; Lima, 2010). O NO pode se unir ao metal pelo 4&tomo de oxigénio ou nitrogénio, dando
origem a algumas formas, como a nitrosil (Soares, 2024). Por seu facil manuseio e controle de
suas propriedades, esses compostos tém sido alvo de pesquisas por possuirem potencial de
metalofdirmacos de uso clinico, incluindo para doengas cardiovasculares (Lima, 2010;
Tomazini, 2019).

O ruténio ¢ um composto do grupo da platina que se mantém estavel em condigdes
fisiologicas. E um metal de transigdo, e pode se apresentar como Ru (II) e Ru (III). Possui a
capacidade de formar outros complexos, devido a sua caracteristica versatil, sendo um potencial
doador de 6xido nitrico (Allardyce; Dyson, 2001).

Alguns estudos relacionaram o complexo de ruténio a via GCs-GMPc,
demonstrando atividade vasodilatadora em experimentos in vitro (Da Silva et al., 2021). Por
meio da sua relagdo com os doadores de 6xido nitrico, o mensageiro de guanosina ciclico
(GMPc) ¢ denominado como uma importante molécula de relaxamento do musculo liso
(Korkmaz; Kolankaya, 2013). Esse mecanismo de relaxamento deve-se a inibi¢ao da contragdao
do musculo liso quando ha ativa¢do da enzima guanilato ciclase (GCs) nas células. A GCs
consegue elevar a concentragdo de GMPc, que, por sua vez, ativa a fosfatase de cadeia leve de
miosina, resultando no relaxamento da musculatura lisa (Golan et al., 2014).

Sendo assim, os compostos de ruténio com potencial de metalofarmacos
apresentam propriedades farmacoldgicas por ligagcdes derivadas de farmacos orgéanicos ou
espécies organicas e/ou inorganicas. Esses compostos t€ém sido estudados no ramo cientifico,
devido as descobertas do ano de 1960, de suas atividades quimioterapicas, anti-inflamatorias e
antimicrobianas (Costa, 2014).

Um dos metalofdrmacos desse grupo, a cisplatina, foi alvo de pesquisas com base
em sua acao anticarcinogénica durante muito tempo, porém, foi visto seu alto teor de toxicidade
clinica e sistémica. Dessa forma, outros compostos, como o ruténio, tém sido pesquisados como
alternativas farmacoldgicas ao uso da cisplatina e seus derivados (Nikolaou, da Silva, 2018).

As pesquisas e estudos mais aprofundados sobre as caracteristicas clinicas e
farmacologicas dos complexos de ruténio sao de suma relevancia no ambito cientifico e para a
sociedade em geral, tendo em vista que, além de serem bons doadores de 6xido nitrico, o que ¢
promissor no tratamento das disfun¢des endoteliais, eles também possuem baixa citotoxicidade
(Silva, 2023).

A partir dos dados obtidos pelos trabalhos ja realizados pelo grupo do Laboratorio
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de Farmacologia de Venenos, Toxinas e Lectinas (LAFAVET) nos tltimos anos, que tem se
debrugado a avaliar e caracterizar os mecanismos de a¢do dos compostos de ruténio de forma
especifica, foi possivel elaborar dois quadros com alguns dos compostos ja estudados até aqui,
nas quais foi utilizado como critério de escolha, a presenca do grupamento NO e NO; em suas
estruturas moleculares, objetivando fundamentar o proposito do presente trabalho. No quadro
2 ¢ possivel perceber que todos os compostos selecionados, o cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]3
(FOR811A), (cis- [Ru(bpy)2(ETU) (NO)]3+ (FORS811B), o [Ru(bpy)2(Bzim)NO](PF6)3
(FORO0803), cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]+ (FOR711A), cis-[Ru(NO2 )(bpy)2(4-phpy)]PF6
(FOR777g), independente da via estudada, apresentaram efeito vasodilatador.

Em sua estrutura molecular plana, trés deles, o FOR811A, FOR811B ¢ FOR0803,
apresentam ligacdo com o 6xido nitrico e dois deles (FOR711A e FOR777G) apresentam o
grupamento NO». Todos possuem uma molécula formada por um centro metélico de ruténio,
contendo seis coordenagdes, sendo elas diferentes entre si. Os compostos avaliados obtiveram
efeito maximo similar, sendo os dois com grupamento NO, com os valores de eficicia (Emax)
muito parecidos (FOR711A 112,057 £1,90% e FOR777G 112,94 £+ 1,93%), representando bom
efeito maximo. Todos eles, em seus resultados, se apresentaram como doadores de NO, com
participagdo e estimulacdo da via NO/GCs/GMPc.

O quadro 3 foi construido com os dados da estrutura molecular de cada composto
e com os resultados obtidos dos experimentos contendo os mesmos bloqueadores que serdo
utilizados na presente pesquisa. Foi possivel perceber que através dos ensaios com os inibidores
farmacoldgicos, as vias de participagdo dos complexos de ruténio em questdo, puderam ser

elucidadas.
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Comparagao entre compostos de ruténio ja estudados pelo Laboratério de

FOR777G
(SOARES, LJ.F,

Estrutura
molecular plana

FORSI 1A

Vias estudadas NO/sGC/cGMP;
AC/cAMP e canais
de K+

Emax 113,406 +1,780%

Apresentou Sim

efeito

vasodilatador

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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NO/sGC/cGMP;
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Sim

Quadro 3 — Comparagao entre compostos de ruténio, com o uso dos bloqueios para elucidagao

das

FOR811A
(SILVEIRA, J.A.M,

2019)
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(HOLANDA, T.M,
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(SILVA, F.A.O,
2023)
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L-name: Inibidor ndo-seletivo da enzima eNOS / Hidroxicobalamina (HCOB): sequestrador de 6xido nitrico na
forma radicalar / L-Cisteina: sequestrador seletivo de ions nitroxil (NO-) / Wortmannina: inibidor da IP3K / ODQ:

inibidor da enzima GCs.

3.6 Het-Cam

O uso de animais para fins cientificos ¢ uma pratica conhecida desde a Antiguidade
(Guimaraes; Freire; Menezes, 2016). Com o passar do tempo, o seu uso foi ganhando cada vez
mais notoriedade, tendo em vista, a elucidagdo de processos fisioldgicos, anatomicos e até
patoldgicos através da utilizagdo de animais. Por meio disso, os experimentos in vivo em
ambientes controlados que simulam condigdes fisioldgicas se tornaram comuns na comunidade
cientifica (Guimaraes; Freire; Menezes, 2016).

E estimado que sejam utilizados cerca de 192 milhdes de animais de laboratdrio, no
mundo todo, em um ano (Meigs et al., 2018; Taylor; Alvarez, 2019). Para esta quantidade ser
usada, os gastos sdo muito elevados, além de que, ha questdes controversas e que geram debates
no meio académico. Os autores Russell e Burch, em 1959, publicaram um trabalho intitulado
“The Principles of Humane Experimental Technique”, estabelecendo o que ficou conhecido
como o Principio dos 3Rs — Replacement, Reduction, Refinament (Russell; Burch, 1959). Os
trés conceitos vém com o objetivo de reduzir, substituir e refinar o uso de animais na
experimentacdo, para que o sofrimento e dor destes sejam minimizados (Andersen; Winter,
2019).

Sendo assim, os métodos alternativos ao uso de animais na pesquisa sdo descritos
como procedimentos, certificados internacionalmente, que gerem resultados confidveis e com
boa reprodutibilidade, e que, ou ndo usem animais de laboratorio, ou utilizem animais de ordem
inferior, ou ainda, uma quantidade menor de animais, visando sempre a minimizacao da dor e
sofrimento destes (Wilson; Ahearne; Hopkinson, 2015).

A Comunidade Europeia tornou obrigatorio o uso de métodos alternativos para o
setor de cosméticos e esse fato, além de ter evidenciado esta causa, implicou na substitui¢cao
progressiva de experimentos com animais por metodologias alternativas (Ferreira et al., 2021).
Muitas destas metodologias apresentam beneficios, porém ainda ndo sdo suficientes para se
tornarem a Unica forma de pesquisa.

Inicialmente descrito por Luepke (1985), o método do Het-Cam (Hen’s Egg Test -
Chorioallantoic Membrane) ¢ um modelo biologico aplicado em pesquisas basicas que

contribui para a compreensdo dos efeitos bioldgicos relacionados a toxicidade (Delgado;
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Cordeiro; Valadares, 2023). Seu protocolo experimental baseia-se na avaliagdo da membrana
corioalantoide, com isso deve-se ressaltar a estrutura do ovo amniotico, que ¢ complexa,
reunindo substancias necessarias para o desenvolvimento do embrido. Composi¢ao do seu
arcabouco: casca, clara com albumina, gema com vitelo e anexos extraembriondrios (Oliveira,
2012).

Com a fecundagdo, o ovo ¢ incubado para sofrer os processos de clivagem e
desenvolvimento dos folhetos germinativos para que as estruturas extraembriondrias sejam
formadas (Garcia; Fernandez, 2001). Essas estruturas sdo: saco vitelino, amnio, corion e
alantdide, que envolvem o embrido, permitindo as trocas entre ele e o ambiente, facilitando o
seu progresso dentro da casca (Ribatti et al., 2001).

A estrutura alantdide, apos incubagao, se estende a partir do intestino posterior
endodérmico, se fundindo com o corion, criando, entdo, a membrana corioalantoide (CAM).
Essa formacgdo ocorre entre o 3° ¢ 4° dia do desenvolvimento embrionario. Somente no décimo
terceiro dia ha a diferenciacdo por completo, com a defini¢do das camadas de tecidos que
compde a CAM (Spurlin; Lwigale, 2013).

Ensaios de toxicidade, sdo relevantes na industria farmacéutica, pois avalia o grau
do efeito toxico de substancias, que pode ser desenvolvido por diversos fatores, como estado
nutricional e patoldgico. O grau de toxicidade pode ser influenciado, também, pelo periodo de
exposicao de uma substancia e seus efeitos bioldgicos (Lima, 2019).

Apesar da sua importancia, a realizagdo dos testes toxicologicos ¢ laboriosa, sendo
necessario tempo e recursos em alta demanda para resultados seguros. Logo, ensaios como o
do het-cam, podem facilitar e tornar o processo de analise de toxicidade mais rapido (Iccvam,

2010).

3.7 Docking Molecular

Descoberto em 1980, o docking molecular tem sido importante para o avango da
ciéncia, em particular, para o desenvolvimento de novos medicamentos (Stanzione; Giangreco;
Cole, 2021), sendo relevante na biologia molecular através da assisténcia computacional
(Morris et al., 2009). Um de seus principais objetivos com a conexdo ligante-proteina ¢
compreender as ligagdes de uma proteina de estrutura tridimensional.

Esta estratégia na pesquisa pode ser utilizada de diversas formas, como, por
exemplo, como meio de triagem virtual em bibliotecas de compostos a serem estudados,

propostas de hipoteses estruturais etc. (Morris ef al., 2009). Essa ferramenta objetiva, também,
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obter informagdes precisas e especificas das moléculas de interesse e suas interagdes. Através
de bancos de dados e metodologias especificas, busca alvos para avalia¢do do ligante (Agarwal;
Mehrota, 2016).

O docking molecular consiste em algumas etapas que sdo importantes para a sua
realizacdo de forma eficaz, sendo elas, o preparo da estrutura 3D da proteina-alvo, preparacao
dos ligantes envolvidos na pesquisa, a estimativa da energia de ligagdo da proteina-ligante e a
analise dos resultados (Braz, 2022).

Por meio de diversas ferramentas e recursos, o docking molecular com o objetivo
de estudar complexos metélicos, como o de ruténio, realiza associa¢des proteina-proteina em
redes bioldgicas de sistemas especificos. Sendo assim, auxiliam na defini¢ao da eficiéncia de

medicamentos em desenvolvimento, por meio da interpretagdo de seus resultados (Hillenmeyer

etal., 2016).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais de experimentacio

Para os experimentos, foram utilizados 51 ratos (Rattus norvegicus) de linhagem
Wistar, em idade adulta (entre 14 e 16 semanas), pesando entre 250 e 300g provenientes do
Biotério Setorial do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da
Universidade Federal do Ceara (NPDM-UFC).

Os animais foram devidamente acondicionados em salas climatizadas a
temperatura de 23° C, com estantes apropriadas e circulacio de ar e permaneceram sob o ciclo
claro-escuro de 12/12h com 4gua e ra¢do a vontade, em ambiente de microisolamento no

biotério citado anteriormente.

4.2 Aspectos éticos

O presente trabalho foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais do
NPDM (CEUA- NPDM) e aprovado sob o protocolo de numero 67110523-0, seguindo todas
as normas de boas praticas envolvendo o uso de animais em experimentacao, visando seu bem-
estar, dispostas para realizagcdo dos experimentos, de acordo com o Conselho Nacional de

Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) (ANEXO A).

4.3 Local de realizaciao do estudo

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Farmacologia de Venenos e
Toxinas (LAFAVET) e no Laboratério de Farmacologia Pré-Clinica (LFPC), ambos integrantes
do NPDM-UFC e que possuem infraestrutura e equipamentos adequados para a realizagdo dos
ensaios bioldgicos, bem como no biotério do NPDM-UFC, que possui estrutura adequada para
experimentacdo, assim como para a realizacdo de diversos procedimentos cirurgicos € nao

cirrgicos.
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4.4 Sintese do complexo de ruténio — FOR 0903

O FORO0903 foi sintetizado e cedido pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Bioinorganica (LABIO) do Departamento de Quimica Organica ¢ Inorganica da UFC em
parceria com o professor Dr. Luiz Gonzaga de Franca Lopes. Este novo complexo de ruténio
[Ru(phen)2(Bzim)NO] (PF6) 3, cujo cddigo ¢ o FOR 0903, possui a molécula formada por um
centro metalico de ruténio contendo seis coordenagdes, ocupadas por anéis polipiridinico, e

radicais, como, 1,10’ fenantrolina, 1H-benzimidazol, e uma molécula de NO (Figura 6).

Figura 6 — Estrutura molecular do FOR0903

FOR0903

Fonte: Dados da pesquisa.

4.5 Solucao de Krebs-Henseleit (SKH)

A fim de manter a estabilidade do tecido fora do organismo, foi utilizada nos
experimentos, tanto durante a limpeza da aorta toracica, quanto nas cubas do banho de 6rgaos,

a solucao de Krebs-Henseleit, de composicao (mM): NaCl 118, KCI 4,7, MgS04 1,2, CaCl,
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2,5, KH2PO4 1,2, NaHCO;3 25, glicose 5, 5; com pH ajustado para 7,4 (Khanna et al., 2011).

4.6 Outras solucoes utilizadas

Para que o experimento ocorresse de forma eficiente e segura, foram utilizadas
substancias durante todo o processo, visando os objetivos do trabalho, dentre elas, agua
destilada (99%) e dimetilsulfoxido (DMSO) diluido a 1%, em prol da solubilizagdo do
composto de ruténio, numa solugdo mae usada em todos os ensaios.

Foram utilizadas, também: Fenilefrina (PHE) (Concentragdes: 0,1 uM e 1,0 uM),
acetilcolina (Ach), cloreto de potassio (KCIl), bem como os bloqueios Nw-Nitro-L-arginina
metil-éster (L-NAME), hidroxocobalamina, L-cisteina, 1H- [1,2,4]oxadiazolo[4,3-

a]quinoxalin-1-ona (ODQ) e wortmannina.

4.7 Protocolo Experimental

4.7.1 Preparacio dos anéis de aorta

Inicialmente, os animais foram anestesiados com cetamina (90 mg/kg) em
associacao a droga de acao miorrelaxante, xilazina (10 mg/kg), e submetidos ao procedimento
de eutandsia por exsanguinacdo, mediante incisdo dos vasos cervicais. Apos confirma¢do do
obito do animal, com averiguacgdo dos seus sinais vitais, foi dado seguimento ao protocolo.

Com o animal em posicao de decubito dorsal, foi realizada uma toracotomia, com
o auxilio de uma tesoura cirurgica, € a artéria aorta toracica foi cuidadosamente retirada e
transferida para uma placa de Petri, mantida em solu¢ao de Krebs-Henseleit para a limpeza do

tecido, na qual o tecido perivascular foi retirado (Khanna et al., 2011) (Figura 7).
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Figura 7 — Esquema sobre anestesia, toracotomia e retirada da aorta

Anestesiacom

5 Cetamina e
7 Xilazina

Eutanasia por

exsanguinacgao

Retirada da aorta

Fonte: Created in https://BioRender.com

Ap6s a realizagdo da limpeza, a aorta foi segmentada em 3 anéis de 4 mm de
comprimento de cada animal, que foram montados horizontalmente em dois clipes metalicos
em formato triangular para, posteriormente, serem montadas no equipamento do Banho de
orgdos, no qual um clipe ficou preso a uma haste metalica fixa e outro conectado a um transdutor
de forca, que mediu a tensdo isométrica exercida. Ap6és montados no banho de 6rgaos, os anéis
de aorta ficaram em cubas individuais, contendo 10 mL de solu¢dao de Krebs-Henseleit, com
temperatura controlada a 37° C e aerada com carbogénio, uma mistura gasosa contendo 95% de
COz e 5% de O (Silva et al., 2019).

Os dados da tensao isométrica foram mensurados através de um transdutor de forga
(MLTO0201, ADInstruments, Australia), cujo sinal foi amplificado (Quad Bridge Amp, ML224,
ADInstruments, Australia) e transmitido a um conversor analdgico-digital (PowerLab,
MLS8661P, 4130, ADInstruments, Australia), que por sua vez foi enviado para um computador
para registro temporal, em tempo real, da tensdo pelo software acoplado ao computador, de
aquisi¢ao e processamento de sinais (LabChart 8.1.7.4, ADInstruments, Autralia) (Holanda,

2019) (Figura 8).
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Figura 8 — Sistema de banho de 6rgdos isolado

Fonte: Laboratorio de Farmacologia Pré-Clinica, 2024.

4.7.2 Periodo de estabilizacao e testes de viabilidade dos anéis de aorta

Ap6s terem sido montados no banho de 6rgdos, os anéis de aorta passaram por um
periodo de 60 minutos de estabilizacdo, no qual a tensdo basal era constantemente monitorada
e ajustada para o valor de 10 mN, e a cada 15 minutos, a SKH era renovada nas cubas
individuais (Khanna et al., 2011).

Finalizado o periodo de estabilizacdo, foram entdo realizados os testes de
viabilidade tecidual, para confirmar a funcionalidade endotelial. Tais testes consistem em
realizar uma contra¢do dos anéis de aorta com cloreto de potassio (KCI) (60mmol/L), para
verificar a integridade da musculatura lisa, sendo necessario uma contragao de 70% do valor
basal para viabilizar o anel. Em seguida, foi realizada uma lavagem dos anéis com a solu¢do de
Krebs quatro vezes, para, em seguida, induzir outra contragao nos anéis de aorta, desta vez com
Fenilefrina (PHE 0,1 umol/L), e apos estabelecer um plato, foi dado seguimento, adicionando
a Acetilcolina (ACh 10 pumol/L), com o objetivo de verificar a integridade do endotélio. Para
ser considerado viavel, era necessario que o endotélio apresentasse um relaxamento endotélio-
dependente induzido por acetilcolina maior que 80% da contra¢do induzida por fenilefrina
(Cunha, 2012) (Figura 9). Apos os testes de viabilidade, foram iniciados os protocolos para

verificagdo e caracterizagdo do efeito vasodilatador.
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—Contragdo maxima PHE — Relaxamento maximo ACh 100

Relaxamento (%) - 2
Contracdo maxima PHE —Tensdo Basal PHE

Figura 9 — Representagdo esquematica do teste de viabilidade
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Fonte: A autora, 2024.

4.7.3 Avaliacao do efeito vasodilatador do composto FOR0903

Foram realizados, através dos experimentos ex vivos, protocolos para analise do
efeito vasorrelaxante do composto FOR0903, para avaliar tanto os parametros de eficacia
(Emax), quanto os de poténcia (CEsp), visando possibilitar a mensuracdo dos possiveis
mecanismos de acao do complexo de interesse.

Os experimentos contaram com protocolos contendo anéis de aorta com endotélio
integro e sem endotélio, para monitoramento da participagdo do tecido em questdo no
mecanismo de vasodilatacdo. Em ambas as preparagdes de aorta, tanto com endotélio integro
como sem endotélio, para a avaliagdo do relaxamento ou ndo, foram construidas curvas
cumulativas de concentracao-efeito (CCE) com a substancia de interesse, nas concentragdes de
1,0 x 10® a 3,16 x 107 mol/L, sendo pré-contraidas com fenilefrina PHE (1 umol/L) (n=6) ou
com cloreto de potassio KCl (60mmol/L) (n=6), com o intuito de induzir uma contracdo através
do acoplamento farmacomecanico e eletromecanico, respectivamente.

Nesta etapa dos experimentos, além da curva-cumulativa com os agentes contrateis,
foi também realizado um grupo controle, pré-contraido com PHE (1 pumol/L) (n=6), fazendo
uso somente do veiculo de solubilizacdo do complexo de ruténio, ou seja, 4gua destilada a 99%

e DMSO a 1%, para realizar a verificacdo do exercicio de alguma interferéncia do veiculo na
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acgdo vasorrelaxante.

4.8 Caracterizacao do mecanismo de acao e as vias envolvidas do FOR0903

No presente trabalho, foram avaliadas algumas vias de atividade do FOR0903 e seu
possivel mecanismo de agdo. Para isso, foi analisada a participacdo do endotélio, e a via
NO/GCs/GMPc, com o uso de técnicas e substancias, como os bloqueadores farmacologicos,

para os ensaios biologicos.

4.8.1 Avaliacdo da participacdo do endotélio no efeito vasorrelaxante do complexo de

ruténio FOR0903 em anéis de aorta pré-contraidas com PHE ou KCI

A fim de analisar a influéncia do endotélio no efeito vasorrelaxante do composto de
interesse, foi realizado um protocolo para utilizagdo dos anéis de aorta sem endotélio. Sendo
assim, foi realizada a remocao, de forma mecéanica, do endotélio dos anéis, por meio do
rolamento de um dos clipes j4 montado com os anéis, na placa de Petri, por volta de 20 vezes.
A remocdo adequada do tecido do endotélio dos anéis ¢ avaliada por meio da analise do
relaxamento do tecido menor que 10% apds a adi¢do da acetilcolina no momento do teste de
viabilidade (Chen et al., 2009). Tendo sido confirmada a remog¢dao do endotélio, foi dado
prosseguimento com o protocolo usual, no qual as preparagdes foram pré-contraidas com PHE
(1 umol/L) (n = 6) ou com KCI, (60 mmol/L) (n = 6) e se obteve a curva de concentragdo-efeito

com o FOR0903 (Silva, 2023) (Figura 10).

Figura 10 — Representagdo esquematica do protocolo experimental apos o teste de viabilidade

Adicgo da Ach 10 ; .
Lavagem com SKH
pmol/L (10 pL) (%)

I,' / Adigiio da PHE Cuarva

| | 1.0 pmolL (10 FORM903 (1,0 x
| pL) ou KCL (60 10% a 3,16 x 10:%
| mmolL (200 molL)
| pL)

Fonte: A autora, 2024.
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4.8.2 Avaliacao da participacio das vias do 6xido nitrico e da guanilato ciclase soluvel, no

efeito vasodilatador do complexo de ruténio em anéis da aorta pré-contraidos com PHE

Para cumprir o objetivo de investigar a participacao da enzima 6xido nitrico no
efeito vasorrelaxante do complexo de ruténio, os anéis da aorta com endotélio integro foram
pré-incubadas com Nw-Nitro-L-arginine-methyl-esterhydrocloride (L-NAME) (n=6), inibidor
nao especifico da enzima 6xido nitrico sintase. Ja para avaliacdo da participacao das espécies
do NO, os anéis foram pré-incubados com outros dois bloqueadores, a hidroxicobalamina
(HCB) (n=6), sequestrador de NO radicalar (NOe ), e a L-cisteina (L-CIS) (n=6), sequestrador
seletivo de ions nitroxil (NO- ).

Dando continuidade, para avaliar a participacdo da guanilato ciclase soluvel (GCs)
no efeito vasorrelaxante do composto, os anéis de aorta foram pré-incubados com 1H-
[1,2,4]0xadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) (n=6), um inibidor da GCs, e para investigar
a acdo da Fosfatidilinositol 3-Quinase (IP3K), foi utilizada a wortmannina, um inibidor da
IP3K. Todos foram incubados por cerca de 30 minutos e em seguida as preparagdes foram
estimuladas com fenilefrina (PHE, 1 umol/L), e ap6és 25 min foi construida uma curva

cumulativa concentragdo-efeito com o complexo de ruténio (Figura 11).

Figura 11 — Representagdo esquematica do protocolo experimental com os bloqueadores
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estabilizagio KCL | : [ wmehdees 10 a 3,16 x 10°F

. PHE 0,1 _ (30 minutos) FHE 1,0 moliL)

Fonte: A autora, 2024.

4.9 Het-Cam

O procedimento experimental iniciou-se com a preparagdo, onde os ovos foram
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transportados sob refrigeracdo (entre 5 e 12° C), com peso adequado, em média, entre 50 ¢ 75g,
e apds chegarem ao local onde foram realizados os experimentos, foram inseridos na chocadeira
(Modelo IP35D, Premium Ecologica®) em uma temperatura de 37° C com umidade relativa,
contabilizando o dia 0. Ap6s 9 dias na chocadeira, os ovos precisaram ser analisados com o
auxilio de uma lumindria para identificagdo da camara de ar, que indica um bom
desenvolvimento. Ovos sem a camara de ar, sem embrido ou com a cimara formada em outra
regido foram descartados (Delgado; Cordeiro; Valadares, 2023).

Depois desta avaliagdo, os ovos foram acondicionados na incubadora (Modelo
MCO-17AC, Sanyo Scientific®), por meio de suportes com a por¢do mais larga para cima.
Com a ajuda de uma pinga, foi efetuada uma abertura no topo do ovo, € com uma tesoura
oftalmica a casca foi recortada um pouco acima da inser¢do da membrana. Ainda com a pinga,
foi retirada a membrana coquilifera, com muito cuidado para evitar lesionar a membrana
corioalantdide (CAM), revelando a mesma (Delgado; Cordeiro; Valadares, 2023).

Foi realizado o ajuste da altura da camera para dar o enfoque necessario e entdo foi
iniciada a filmagem, aplicando a amostra de interesse apds cerca de 5 segundos até serem
completados 5 minutos de filmagem (Delgado; Cordeiro; Valadares, 2023). Ap6s o final do
procedimento, foi realizada a eutandsia do embrido através da sec¢do de um dos vasos e apos
isso, os ovos foram devidamente acondicionados em sacos brancos apropriados e armazenados
em freezer para posterior incineragdo por empresa especializada.

Foram utilizadas uma figura descritiva para auxiliar na observacdo dos
experimentos (Figura 12) e uma tabela (Tabela 4) contendo o intervalo de irritagdo e
classificagdo, nos quais, os dados foram obtidos através de uma formula (Figura 13). Os valores
apresentados durante o periodo da filmagem foram aplicados na férmula para, a partir dai, haver

a classificagdo da substancia testada.

Figura 12 — Descricao da observagdo da membrana corioalantdide

Fonte: Adaptado de Mackenzie, 2015.
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Imagem descrita para guiar a observacdo dos experimentos, a qual demonstra uma membrada coérioalantoide

saudavel (A), um processo de coagulagdo (B) e um evento hemorragico nos vasos da membrana (C).

Figura 13 — Formula para célculo do IS

301 — secH 301 — secl 301 — secC
)+7( )+ (55 )

IS = 5(
300 300 300

H: Denotando Hemorragia

L: Denotando Lise de Vasos

C: Denotando Coagulacio

Sec: Expressa o tempo inicial em segundos

5: Constante de Hemorragia que deve multiplicar o tempo em segundos em que ocorreu o efeito.
7: Constante de Lise vascular que multiplicar o tempo em segundos em que ocorreu o efeito.
9: Constante de Coagulagdo que multiplicar o tempo em segundos em que ocorreu o efeito.

300: Tempo total do experimento que deve dividir cada fracéo

Fonte: Lima, 2019.

Tabela 4 — Intervalo de Irritagdo e Classificacao

Intervalo de Escore de Irritacio Classificacao
0,0-0.9 Nio Irritante
1,0-4.9 Irritante Leve
5089 Irritante Médio
9.0-21 Irritante Severo

Fonte: Luepke, 1985.

4.10. Docking Molecular

O design dos ligantes do metalo FOR0903 foi realizado no software Avogadro 1.2
(Hanwell et al., 2012), de forma tridimensional. O método Teoria Funcional da Densidade
(DFT) foi utilizado para a optimizacao geométrica final com funcional de correlagdo B3LYP

(Becke, 1993) e base 6-311++G (2d, p) presentes no GAMESS (Barca et al., 2020).
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A realizagdo do docking foi baseada nos alvos escolhidos através de pesquisas das
principais vias que podem ter influéncia no efeito do complexo no estudo ex vivo. As estruturas
dos alvos da GCs (3UVJ) e da eNOS (3NOS) foram obtidas no Protein Data Bank

(https://www.rcsb.org/) por técnica de difragdo de raios-X, com resolucio de 2,68 e 2,74 A,

respectivamente. A estrutura da eNOS foi usada com a cadeia A para as simulagdes, devido a
estrutura apresentar outras cadeias iguais no mesmo arquivo. Enquanto a estrutura da guanilato
ciclase soluvel foi utilizada a cadeia 3, GUCY1A3.

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

A preparagdo do docking molecular foi realizada utilizando AutoDock tools (ADT)
(Mortris et al., 2009) para adicionar hidrogénios polares e cargas parciais as proteinas e para
definir as liga¢des rotacionais dos ligantes. O método foi repetido 3 vezes por diferentes tipos
de comando para verificar a possibilidade de erros. Os critérios de afinidade de ligacdo e
interacdes entre residuos (Interacdes H-Bond e Hidrofobicas) foram utilizados com fim de
determinagdo das melhores interagdes moleculares que seguiram para analises de dindmica
molecular. Os resultados foram visualizados usando ADT, PLIP (Salentin ef al., 2015) e Pymol

2.2 (Schroedinger, 2021).

4.11 Toxicidade - ADMET

A estrutura do composto FOR0903 foi selecionada para o metabolismo da droga e
suas caracteristicas farmacocinéticas usando o ADME, disponivel através do SwissADME
(http://www.swissadme.ch/index.php), com a avalicao das propriedades fisico-quimicas, da
quimica medicinal, também da absor¢do intestinal humana e afinidade de ligacao as proteinas
plasmaticas (PPB) (Zhou et al., 2016).

A andlise e predi¢do de toxicidade da molécula FOR0903 foram realizadas
utilizando o software ProTox-3.0, que analisa compostos quimicos a partir de sua estrutura
molecular no formato SMILES (Banerjee et al., 2018). O sistema emprega algoritmos de
aprendizado de maquina que serviu para prever diferentes tipos de toxicidade, como hepatica,

renal, cardiaca, neurotoxica e para endpoints toxicologicos como mutagenicidade e


https://www.rcsb.org/
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carcinogenicidade. Os resultados fornecidos incluem a classificagdo "Ativo" ou "Inativo" para
cada tipo de toxicidade, acompanhada de uma probabilidade de 0 a 1 que indica o nivel de

confianca na predicao.
4.12 Analise estatistica:

Nos ensaios de relaxamento da musculatura lisa vascular, o efeito relaxante (R) das
substancias ou associagdes foi calculado, para cada concentragdo, em funcdo da maxima
contracdo proporcionada pelo agonista, sendo normalizado e expresso em termos percentuais,
conforme expressao abaixo, onde Ta e Ts sdo, respectivamente, as tensdes decorrentes da acao
do agonista e de uma dada substancia.

— T Ts

A

R .100

Em seguida, foi realizada a transformagao logaritmica (base 10) das concentragdes
molar. Os graficos foram entdo elaborados a partir dos valores médios da magnitude do efeito
vasodilatador (apd6s normalizacdo) calculados para cada concentragdo da substincia (apos
transformagdo logaritmica). Tais dados foram usados para construir as curvas concentragdo-
efeito mediante o uso de analise de regressdo ndo linear utilizando uma funcdo sigmoide para
obtencdo da CEso, utilizada para quantificar a poténcia do composto, juntamente com o
intervalo de confianca de 95% (IC95%), e do Emax, utilizado para quantificar a eficacia
(Resposta maxima).

As varidveis quantitativas, continuas e discretas, foram inicialmente analisadas pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da distribuicao. Para a estatistica
descritiva, foram calculados a média e o desvio padrao (dados paramétricos) ou a mediana,
intervalo interquartil e valores minimo e maximo (dados ndo paramétricos). As diferengas
estatisticas foram avaliadas com o comparativo entre dois grupos, efetuadas por meio do teste
t de Student para amostras independentes. Comparagdes entre trés ou mais grupos foram feitas
mediante o uso da anélise de variancia ANOVA (one-way analysis of variance), baseada em um
fator, associada ao teste de comparagdes multiplas de Tukey, para verificar diferengas entre os
grupos dois a dois (dados paramétricos), ou do teste de Kruskal-Wallis associado ao teste de
comparagdes multiplas de Dunn (dados ndo-paramétricos).

Vale ressaltar que na metodologia utilizada, o ‘’n” representa a quantidade de

fragmentos de aorta utilizados nos experimentos (n = 6), enquanto o ‘’N” significa 0 nimero
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total de animais (N = 2 por experimento). Em todos os casos foi considerado como
estatisticamente significante um valor P menor que 0,05. O software GraphPad Prism® versio
8.00 para Windows® (GraphPad Software, La Jolla, California, USA, 2016) foi utilizado tanto

para a realizagao dos procedimentos estatisticos como para a elaboragdo dos graficos.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito do composto FOR0903 em anéis de aorta pré-contraidos com PHE (1 pmol/L)

Na primeira etapa do protocolo experimental, foi necessario realizar um ensaio
controle, contendo as substancias utilizadas na diluicdo do composto; agua destilada (99%) e
DMSO (1%), para confirmar que estes ndo causavam nenhum tipo de interferéncia no efeito de
relaxamento.

Como resultado, obteve-se que nas preparacdes com contracdo induzida pela
fenilefrina, o composto de interesse FOR0903 conseguiu apresentar um efeito vasodilatador,
com uma significancia maior (p<0,05), de acordo com a sua Emax (113,57 £ 3,92%) para um n
= 6, comparado ao resultado do controle com DMSO (20,38 + 4,38%), em um n=6. Em relacao
aos valores da CEso (Controle DMSO: 1,10374E-07 — Nao calculado ¢ PHE: 1,170 [IC95%:
0,779 - 1,753]), as preparacdes avaliadas nao apresentaram resultados com diferenca estatistica,

conforme pode ser visualizado no Quadro 5 (Grafico 1).

Grafico 1 — Efeito do FOR0903 em anéis de aorta pré-contraidas com PHE (1 pumol/L).

150
—— Controle (DMSO 1%)

-= FORO0903

**

% de Relaxamento

-8 -7 -6 -5 -4
[FOR0903] gmol/L

Curvas concentragdo-efeito do composto FOR0903 em anéis de aorta de ratos Wistar machos com endotélio

integro (E+). **p < 0,05, revela a diferenca entre os valores de Emax das curvas. Fonte: Dados da pesquisa.
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5.2 Comparacao do efeito do composto FOR0903 em anéis de aorta pré-contraidos com

PHE ou KCL (60mmol/L)

Para avaliar o efeito relaxante do composto de ruténio, foram utilizados dois agentes
contrateis, a fenilefrina, um agente farmacomecanico, e o cloreto de potassio, com caracteristica
farmacoelétrica. Nos resultados, foi possivel perceber que com a PHE, o FOR0903 teve um
efeito significativamente maior, com Emax (113,57 £ 3,92%) (n=6), do que nas preparagdes
pré-contraidas com KCl, que apresentaram uma Emax (86,25 + 7,01%) para um n=6. Os valores
da CEso (PHE: 1,170 [IC95%: 0,779 - 1,753] e KLC: 2,693 [IC95%: 1,084 - 6,747] de ambas

as preparagdes ndo tiveram resultados estatisticamente significativos (Quadro 5) (Gréafico 2).

Grafico 2 — Comparagdo do efeito do FOR0903 em anéis de aorta pré-contraidos com PHE ou

KCL (60mmol/L), testados em endotélio integro (E+)
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Curvas concentragao-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta de ratos Wistar com endotélio integro (E+), pré-
contraidos com PHE ou KCI. **p < 0,05, revelando a diferenga entre os valores de Emax das curvas. Fonte: Dados

da pesquisa.

5.3 Comparaciao do potencial vasodilatador do complexo FOR0903 em anéis de aorta

isolada, testados com endotélio integro (E+) e nao integro (E-) contraidos com PHE

Com o objetivo de verificar a influéncia do endotélio no mecanismo vasorrelaxante

do FOR0903, foi realizado um protocolo comparativo entre anéis de aorta com endotélio integro
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(E+) e com endotélio ndo integro (E-), ambos com contra¢do induzida pela PHE. Os dados
revelaram que nao houve diferenca significativa de Emax entre as duas preparagoes, sendo a E+
(Emax 113,57 £ 3,92%) (n=6), e a E- (Emax 136,41 + 14,88%) (n=6). A CEso das preparagdes
contendo endotélio integro: 1,170 [IC 95%: 0,779 - 1,753 pmol/L] e endotélio ndo integro:
0,418 [IC 95%: 0,062 - 3,475 umol/L] também ndo apresentou valores significativos (Quadro
5) (Gréfico 3).

Grafico 3 - Comparagdo do potencial vasodilatador do complexo FOR0903 em anéis de aorta

isolada, testados com endotélio integro (E+) e ndo integro (E-) contraidos com PHE
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Curvas concentragdo-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta de ratos Wistar com endotélio integro (E+) e

com endotélio ndo integro (E-) pré-contraidos com PHE. Néo houve diferenca significativa entre os valores de

Emax e CEso das curvas. Fonte: Dados da pesquisa.

5.4 Comparaciao do potencial vasodilatador do complexo FOR0903 em anéis de aorta

isolada, testados com endotélio integro (E+) e nao integro (E-) contraidos com KCl

O mesmo protocolo experimental comparativo foi realizado em relagdo ao
endotélio, porém, agora, testado com o outro agente contratil de escolha, o KCl. Com os
resultados avaliados, foi possivel observar que o efeito maximo das preparagdes contendo
endotélio integro (E+), foram menores (Emax 86,25 + 7,01%) que as preparagdes com o
endotélio ndo integro (E-) (Emax 98,86 + 3,74%) (n=6). Os valores de CEso (KCL E+: 2,693
[IC95%: 1,084 - 6,747] e (KCL E-: 1,885 [IC95%: 1,303 - 2,731], ndo se apresentaram como

estatisticamente significantes (Quadro 5) (Grafico 4).
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Grafico 4 - Comparagdo do potencial vasodilatador do complexo FOR0903 em anéis de aorta

isolada, testados com endotélio integro (E+) e ndo integro (E-) contraidos com KCl
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Curvas concentragdo-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta de ratos Wistar com endotélio integro (E+) e
com endotélio ndo integro (E-) pré-contraidos com KCI. **p < 0,05, revelando a diferenga entre os valores de Emax

das curvas. Fonte: Dados da pesquisa.

5.5 Comparagao do potencial vasodilatador do complexo FOR0903 em anéis de aorta

isolada, com endotélio nao integro (E-) pré-contraidos com KCl ou PHE

Ao ser realizada a comparagdo entre as preparagdes de aorta com endotélio nao
integro (E-), pré-contraidas com os dois agentes contrateis, PHE e KCL, foi possivel perceber
que a Emax do FOR0903 utilizando a PHE (Emax 136,41 + 14,88%) e o KCL (Emax 98,86 +
3,74%) para um n = 6, nao foram estatisticamente significativos. E os valores da CEso (p<0,05)
nas preparagdes com KCL (CEsp 1,885 [IC 95%: 1,303 - 2,731 umol/L] e com PHE (CEs¢ 0,418
[IC 95%: 0,062 - 3,475 pmol/L], também nao obtiveram significancia estatistica.
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Grafico 5 - Comparagdo do potencial vasodilatador do complexo FOR0903 em anéis de aorta

isolada, com endotélio ndo integro (E-) pré-contraidos com KCl ou PHE
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Curvas concentragdo-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta de ratos Wistar com endotélio integro (E+) e

com endotélio ndo integro (E-) pré-contraidos com PHE ou KCI. Nao houve diferenca significativa entre os valores

de Emax ¢ CEso das curvas. Fonte: Dados da pesquisa.

O quadro a seguir (Quadro 5), apresenta, os dados obtidos do sofiware GraphPad
Prism® versdo 8.00 para Windows® (GraphPad Software, La Jolla, California, USA, 2016) do
efeito maximo (Emax), baseado na média e no erro padrao da média e os valores da CEso

contendo o intervalo de confianga de 95% do composto FOR0903.

Quadro 5 - Efeito vasorrelaxante do FOR0903 em anéis de artérias aorta pré-contraidos com
fenilefrina (1 pmol/L) ou cloreto de potdssio (60mmol/L) com endotélio integro (E+) e nao

integro (E-).

n Emax (%) CES50
Média + EPM Média 1C95
DMSO 1% 6 2038+438 N&o calculado™ | Nao calculado
PHEE+ 6 113,57 £ 3 92 1,170 [0,779-1,753]
PHE E- 6 136,41 £ 14,88 0,418 [0,062 - 3,475]
KCLE+ 6 86,25+x7.01 2,693 [1,084 -86,747]
KCLE- 6 08,86 3,74 1,885 [1,303-2,731]

Fonte: Dados da pesquisa.
Valores obtidos por meio da realizag@o do teste t de Student.
*Devido a um desvio muito pequeno, o software ndo conseguiu calcular o valor exato das preparagdes contendo

DMSO 1%.
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5.6 Caracterizacdo do mecanismo de acao do efeito vasodilatador do complexo de ruténio

FOR0903

Para que fosse realizada a caracterizacdo do mecanismo de agdo do composto de
interesse, FOR0903, foi avaliada a via NO/GCs/GMPc¢ por meio de inibidores farmacologicos
especificos, nas preparagdes dos anéis de aorta, pré-contraidas com o agente contratil de escolha

PHE (1umol/L), realizando um padrdo comparativo entre os dados dos inibidores e da PHE.

5.6.1 Analise da participacdo do L-NAME (100 pmol/L) no vasorrelaxamento induzido

pelo composto FOR0903 em anéis de artéria aorta pré-contraidos com PHE

Com o intuito de avaliar e mensurar a participagdo da via NO/GCs/GMPc na
atividade do composto de ruténio de interesse, o FOR0903, e mais especificamente, o efeito da
enzima 6xido nitrico sintase (eNOS) no efeito vasorrelaxante do complexo, foram realizados
protocolos experimentais de pré-contracdo com a PHE (1 umol/L), previamente incubados com
o L-NAME, um inibidor nao-seletivo da enzima eNOS, em um n=6.

De acordo com os resultados obtidos, os dados foram: Emax das preparagdes
controle com PHE (Emax 113,57 £ 3,92%), enquanto o efeito maximo das preparagdes com o
inibidor L-NAME foi (Emax 113,49 £+ 4,41%), ou seja, ndo houve alteragdo significativa entre
os valores. No caso da CEs, os dados da PHE (1,170 [IC95%: 0,779 - 1,753]) e os do inibidor
(0,909 [IC 95%: 0,611 - 1,352]) também ndo demonstraram uma diferenga significativa entre

os valores. (Quadro 6) (Grafico 6).
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Grafico 6 - Efeito do L-NAME (Inibidor ndo-seletivo da enzima eNOS) (100 pmol/L) induzido

pelo composto FOR0903 em anéis de artéria aorta pré-contraidos com PHE
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Curvas concentragdo-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta na auséncia e na presenga do L-NAME (100
umol/L), inibidor ndo-seletivo da enzima eNOS. Nédo houve diferenga significativa entre os valores de Emax €

CEso das curvas. Fonte: Dados da pesquisa.

5.6.2 Avaliacdo da acdo da Wortmannina (0,5 pmol/L) no efeito vasorrelaxante do

complexo de ruténio FOR0903.

Para investigar a a¢do da Fosfatidilinositol 3-Quinase (IP3K) na atividade do
FORO0903, foram realizadas preparagdes nos anéis de aorta de ratos Wistar, utilizando a PHE (1
umol/L), para padrdo comparativo com controle, e a Wortmannina, que € um inibidor da IP3K,
em um n=6, N=2, em endotélio integro.

Pelos dados gerados, as preparacdes pré-incubadas com o inibidor utilizado,
apresentaram Emax (108,43 + 6,99%), o que ndo denota diferenga estatistica em relagdao ao
grupo controle contendo PHE (Emax 113,57 + 3,92%). Sobre os valores da CEso, as preparagdes
de anéis com a Wortmannina apresentaram CEso de 0,971 [IC95%: 0,255 - 3,548], o que
também ndo demonstrou um aumento significativo, comparado com o grupo controle (Quadro

6) (Grafico 7).
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Grafico 7 - Agdo da Fosfatidilinositol 3-Quinase (IP3K) por meio da Wortmannina (0,5 pmol/L)
no efeito vasorrelaxante do complexo de ruténio FOR0903.
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Curvas concentragao-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta na auséncia e na presenca da Wortmannina (0,5
pmol/L), inibidor da IP3K. Nao houve diferenca significativa entre os valores de Emax € CEso das curvas. Fonte:

Dados da pesquisa.

5.6.3 Analise da participacio da L-Cisteina (3 mmol/L) no vasorrelaxamento induzido

pelo FOR0903 em anéis de artéria aorta pré-contraidos com PHE

Visando avaliar a influéncia de um sequestrador seletivo de ions nitroxil (NO-) mais
especificamente, a L-Cisteina, no potencial de relaxamento do composto de interesse, foram
realizados experimentos com preparacoes de anéis de artéria aorta com contragao induzida pelo
agente contratil PHE e com o inibidor em questao.

Nas preparagdes contendo a L-Cisteina, ndo houve alteragao no efeito vasodilatador
do FORO0903, os valores da Emax foram os seguintes: (112,40 + 10,73%). Em relag¢do a CEso, a
L-Cisteina apresentou o seguinte dado: CEso: 1,070 [IC95%: 0,273 - 4,145], que em relagdo
com o grupo controle, ndo apresentou aumento com significancia estatistica (Quadro 6)

(Grafico 8).
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Grafico 8 - Analise da participacdo da L-Cisteina no vasorrelaxamento induzido pelo FOR0903
em anéis de artéria aorta pré-contraidos com PHE
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Curvas concentragdo-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta na auséncia e na presenga da L-Cisteina (3
mmol/L), sequestrador de ions nitroxil (NO-). Nao houve diferenca significativa entre os valores de Emax € CEso

das curvas. Fonte: Dados da pesquisa.

5.6.4 Avaliacao da atividade da Hidroxicobalamina no efeito vasodilatador do complexo

de ruténio FOR0903 em anéis de aorta de rato Wistar.

A hidroxicobalamina (100 pmol/L), um sequestrador de 6xido nitrico na forma
radicalar de NO, foi incubada nas preparacdes dos anéis de aorta, para anélise da sua influéncia
ou ndo no efeito vasorrelaxante do FOR0903, comparado com o grupo controle, pré-contraido
com a fenilefrina (PHE).

No grupo contendo a hidroxicobalamina, houve uma reduc¢do na vasodilatagao,
tendo em vista que os valores da Emax (95,13 £ 3,65%) (n=6) foram significativamente menores
que o controle com PHE (113,57 £+ 3,92%). E os dados apresentados em relagdao a CEso (2,464
[1,651 - 3,683] obtiveram valores maiores que o controle, sendo estatisticamente significantes

(Quadro 6) (Grafico 9).
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Grafico 9 - Avaliacdo da atividade da hidroxicobalamina no efeito vasodilatador do complexo

de ruténio FOR0903 em anéis de aorta de rato Wistar.
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Curvas concentragido-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta na auséncia e na presenca da Hidroxicobalamina
(100 pmol/L), sequestrador de NO na forma radicalar (NO®). **p < 0,05, revelando a diferenga entre os valores

de Emax e CEso, das curvas. Fonte: Dados da pesquisa.

5.6.5 Ac¢ao do ODQ (10 pmol/L) no relaxamento induzido pelo FOR0903 em anéis de

artéria aorta pré-contraidos com PHE

Para investigacao do possivel envolvimento da guanilato ciclase soluvel (GCs), foi
utilizado o ODQ, oxadiazoloquinoxalinona (10 umol/L), um inibidor da enzima GCs, nas
preparagdes dos anéis de aorta dos ratos Wistar, em endotélio integro, para um n=6.

Apos andlise dos dados, foi possivel perceber que houve uma notavel redugdo na
vasodilatacdo endotelial. Os valores do efeito maximo foram avaliados em (Emax 52,56 +
7,16%) nas preparagdes pré-incubadas com o inibidor ODQ (Composto de ruténio + ODQ),
com uma diminui¢do acentuada em comparagdo aos resultados do controle com PHE (Emax
113,57 £ 3,92%). Em relagdo aos numeros da CEsop, o grupo contendo o ODQ apresentou
valores significativamente maiores (CEso 17,221 [IC95%: 9,770 - 34,413]) do que o grupo
contendo somente a PHE 1,170 [IC95%: 0,779 - 1,753] (Quadro 6) (Grafico 10).
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Grafico 10 - A¢ao do ODQ no relaxamento induzido pelo FOR0903 em anéis de artéria aorta

pré-contraidos com PHE
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Curvas concentragdo-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta na auséncia e na presenca de ODQ (10 pmol/L),

inibidor da GCs **p < 0,05, revelando a diferenca entre os valores de Emax € CEso das curvas. Fonte: Dados da

pesquisa.

O quadro abaixo (Quadro 6), demonstra os dados do efeito méximo (Emax), bem

como os valores da CEso, baseados na média e no erro padrao da média (EPM), devido ao uso

da funcao sigmdide, assim como os resultados do indice de confianga do composto de ruténio

em questao, o FOR0903. Os dados descritos a seguir se basearam tanto na presenga quanto na

auséncia dos bloqueadores utilizados.

Quadro 6 - Efeito vasorrelaxante do FOR0903 em anéis de artérias aorta pré-contraidos com

fenilefrina (1 umol/L) em endotélio integro (E+), levando em consideragdo a presenca ou nao

dos inibidores de escolha.

n/N=2 Emax (%)
CEso
Média + Média I1C95
EPM
CONTROLE (PHE E+) | 6 113,57£3,92 | 1,170 [0,779-1,753]
L-NAME 6 113,49 £ 4,41 0,909 [0,611 -1,352]
WORTMANNINA 6 108,43 £6,99 | 0,971 [0,255 - 3,548]
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L-CISTEINA 6 112,40 £10,73 [ 1,070 [0,273 - 4,145]

HIDROXICOBALAMINA | 6 95,13+3,65 | 2464 (1,651 -3,683]

oDQ 6 52,56 7,16 | 17,221 [9,770 -
34,413]

Fonte: Dados da pesquisa.

Valores obtidos por meio da realizag@o do teste t de Student.

5.7 Het-Cam

De acordo com a analise realizada nos videos dos experimentos, foi-se avaliado o
score de irritagdo (IS) do controle positivo, controle negativo ¢ da substancia de interesse, o
composto FOR0903. O controle positivo (Figura 14), feito com a solu¢do Hidroxido de Sodio
(NaOH), apresentou um IS de 19,94, sendo classificado como irritante severo, de acordo com
o proposto por Luepke (1985). Foi observada intensa hemorragia apds 30 segundos da aplicagao
do NaOH e processos de coagulagdo no periodo de 300 segundos. J& o controle negativo (Figura
15) realizado com solucdo salina, ndo apresentou nenhum tipo de alteracdo nos vasos
observados, tendo, de acordo com a formula e tabela mencionadas, um IS de 0, sendo ndo
irritante, conforme previsto.

Ap0s realizar triplicatas dos testes com o FOR0903 (Figura 16), diluido com DMSO
a 3%, verificou-se, por meio das gravacdes, que o IS dele ¢ 0, ou seja, ndo irritante, o que traz
resultados benéficos para a pesquisa em questdo, tendo em vista que tal substancia ndo produz

irritacdo ou nenhum dos outros pardmetros avaliados, como coagulacao, lise e hemorragia.

Figura 14 - Controle positivo (NaOH)

Fonte: Dados da pesquisa (Foto tirada pela propria autora).
A — 0s — Sem processos de lise, hemorragia ou coagulagao
B — 30s — Processo de hemorragia

C —300s — Processo de coagulacao



Figura 15 - Controle negativo (Solugdo salina)
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Fonte: Dados da pesquisa (Foto tirada pela propria autora).
A — 0s — Sem processos de lise, hemorragia ou coagulacio
B — 30s — Sem processos de lise, hemorragia ou coagulacao

C —300s — Sem processos de lise, hemorragia ou coagulacdo

Figura 16 - FOR0903 (DMSO 3%)
BN

Fonte: Dados da pesquisa (Foto tirada pela propria autora).

A — 0s — Sem processos de lise, hemorragia ou coagulacdo
B — 30s — Sem processos de lise, hemorragia ou coagulagdo

C —300s — Sem processos de lise, hemorragia ou coagulagdo

Controle positivo (NaOH):

IS = 19,94 — De acordo com a tabela, € classificado como irritante severo

Controle negativo (Solugdo salina):

IS = 0 — De acordo com a tabela, é classificado como n#o irritante

FOR0903 (DMSO 3%):

IS = 0 — De acordo com a tabela, é classificado como n#o irritante

5.8 Docking Molecular
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Na imagem A (Figura 17) referente a proteina eNOS, foram identificadas cinco
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interacdes hidrofobicas envolvendo os residuos VAL-185, TRP-447, TRP-178, PHE-353 ¢
VAL-336, com distancias variando de 2,76 A a 3,81 A (Quadro 8). Essas interagdes contribuem
para a estabilidade do complexo ligante-proteina.

Jana imagem B (Figura 17) que representa a interagdo do composto FOR0903 com
a proteina GCs, foram identificadas tanto interagdes hidrofobicas quanto ligagdes de
hidrogénio. As interacdes hidrofobicas incluiram nove residuos, entre eles ASN-62, ALA-63,
GLU-65, LEU-67, ASP-144, ILE-147 (duas intera¢des), VAL-166 e PHE-179, com distancias
entre 3,03 A e 3,69 A (Quadro 7). Além disso, trés ligagdes de hidrogénio foram observadas,
com os residuos GLN-143, ASP-144 ¢ GLN-169, apresentando distancias de 1,89 A a 2,58 A.
Essa combinagdo de interagdes sugere um padrio de estabilizagdo distinto em relagdo a eNOS,
com maior diversidade de forcas atuando no complexo, embora a afinidade de ligacdo seja
ligeiramente menor. Vale destacar a proximidade e orientacdo do composto em relagdo ao
grupamento HEM, destacado em vermelho, que desempenha papel fundamental na ativagao do

oxigénio necessario a fun¢do enzimatica.

Figura 17 — Imagem A — eNOS e sitio ativo / Imagem B — GCs e o FOR(0903

TRP-447
VAL~@ .
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Fonte: Dados da pesquisa.

Representacdo das interagdes do composto FOR0903 com as proteinas eNOS (Imagem A) e GCs (Imagem B). Na
imagem A, as interagdes predominantes com a eNOS incluem residuos hidrofobicos, destacados pelo detalhamento
do sitio ativo. Na imagem B, as intera¢cdes com a GCs incluem tanto ligagdes hidrofobicas quanto de hidrogénio,
com os residuos detalhados no painel ampliado. O circulo vermelho identifica o grupamento heme, crucial para a

ativacdo do oxigénio na proteina.
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Quadro 7 - Interagdes do composto FOR0903 com a proteina GCs (Tipos de interacado, residuos,

aminoacidos avaliados ¢ distancia).

Tipo de interagao Residuo AA Distancia (A)
Hidrofdbica 62B ASN 3,27
Hidrofdbica 63B ALA 3,11
Hidrofdbica 65B GLU 3,33
Hidrofdbica 67B LEU 3,34
Hidrofdbica 144B ASP 3,6
Hidrofdbica 147B ILE 3,03
Hidrofdbica 147B ILE 3,43
Hidrofdbica 166B VAL 3,03
Hidrofdbica 179B PHE 3,69
Ligagdo de hidrogénio 143B GLN 2,58
Ligagao de hidrogénio 144B ASP 1,89
Ligacdo de hidrogénio 169B GLN 2,49

Fonte: Dados da pesquisa.

Quadro 8 - Interagcdes do composto FOR0903 com a proteina eNOS (Tipos de interacdo,

residuos, aminoéacidos avaliados e distancia).

Tipo de interagdo Residuo AA Distancia (A)
Hidrofdbica 178B TRP 3,52
Hidrofdbica 185B VAL 3,81
Hidrofdbica 336B VAL 3,75
Hidrofébica 353B PHE 2,76
Hidrofébica 4478B TRP 3,43

Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados mostraram afinidades de ligagao aceitaveis do composto FOR0903

com as proteinas GCs e eNOS, expressas no grafico (Grafico 11). A analise revelou diferengas

entre as interagdes. Foram calculados os valores de afinidade com base na média + desvio

padrdo. Para a proteina GCs, os resultados indicaram uma afinidade de -8,25 + 0,006 kcal/mol.
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Ja para a eNOS, a afinidade foi maior, com valores de -9,1 £ 0,005 kcal/mol. Esses dados
evidenciam que a interacdo do composto FOR0903 com a eNOS ¢ termodinamicamente e
levemente mais favoravel, o que sugere maior estabilidade do complexo nesta proteina em

comparacao a GCs.

Grafico 11 - Afinidade de ligacdo (kcal/mol) das proteinas GCs e eNOS com a molécula
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.9. Toxicidade - ADMET

A avaliagdo farmacocinética da molécula de interesse, FOR0903, baseada nas
predicdes de toxicidade do programa ProTox-3.0, demonstra um perfil que equilibra diferentes
tipos de toxicidade, tanto em orgaos especificos quanto em endpoints toxicoldgicos. As
predi¢des apontam que o FOR0903 apresenta atividade neurotdxica (probabilidade de 0,12) e
toxicidade respiratdria (probabilidade de 0,38), enquanto os outros parametros de toxicidade
permanecem inativos, sugerindo seguranga em outras areas, como hepatotoxicidade

(probabilidade de 0,56) e nefrotoxicidade (probabilidade de 0,70) (Quadro 9).
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Quadro 9 — Predi¢ao de toxicidade da molécula FOR0903 utilizando o software ProTox-3.0.

Classificagdao Alvo Predicdo | Probabilidade
Toxicidade de 6rgaos Hepatotoxicidade Inativo 0,56
Toxicidade de 6rgaos Neurotoxicidade Ativo 0,12
Toxicidade de 6rgaos Nefrotoxicidade Inativo 0,7
Toxicidade de 6rgaos Toxicidade respiratéria Ativo 0,38
Toxicidade de 6rgaos Cardiotoxicidade Inativo 0,79

Pontos finais de toxicidade Carcinogenicidade Inativo 0,64
Pontos finais de toxicidade Imunotoxicidade Inativo 0,90
Pontos finais de toxicidade Mutagenicidade Inativo 0,67
Pontos finais de toxicidade Citotoxicidade Inativo 0,68
Pontos finais de toxicidade Barreira hematoencefalica Ativo 0,83

Fonte: Dados da pesquisa.

Predigdo da toxicidade do FOR0903 em diferentes alvos e pontos finais de toxicidade

Em relacdo a cardiotoxicidade, a molécula se mostrou inativa com uma
probabilidade de 0,79, o que é uma caracteristica desejavel, dado o risco associado a essa
toxicidade em compostos com potencial terap€utico. A baixa probabilidade de mutagenicidade
(0,67) e carcinogenicidade (0,64) também indica um perfil favoravel para uso a longo prazo,
diminuindo o risco de efeitos adversos relacionados ao DNA. A inatividade para
imunotoxicidade (0,90) representa um dado positivo, pois sugere uma baixa probabilidade de
reacoOes secundarias imunoldgicas, o que ¢ crucial para o desenvolvimento de farmacos seguros.

Por outro lado, a toxicidade para a barreira hematoencefalica (BBB-barrier), com
uma probabilidade de 0,83, sugere uma capacidade da molécula de atravessar essa barreira.
Embora isso seja promissor para terapias direcionadas ao sistema nervoso central, também
indica que € preciso atengdo com os possiveis efeitos neurotoxicos identificados, mesmo com

uma probabilidade relativamente baixa.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como principal objetivo estudar o novo complexo de
ruténio [Ru(phen)2(Bzim)NO] (PF6)?, (FOR0903), avaliando seu efeito vasodilatador nas
artérias aortas de ratos Wistar, bem como caracterizando as suas mais importantes vias de acao,
buscando uma forma segura de terap€utica, com analise de irritagcdo e toxicidade.

O estudo ¢ inédito por trabalhar com um composto novo, cuja molécula ¢ composta
por um centro metalico de ruténio, sendo formado por seis coordenagdes que contém anéis
polipiridinicos, além de radicais como 1,10’ fenantrolina, 1H-benzimidazol, e uma molécula de
oxido nitrico (NO). Outros trabalhos recentes estudaram compostos de ruténio, com vias
especificas, incluindo a NO/GCs/GMPc, e elucidaram o mecanismo de ac¢ao destes, bem como
seu potencial vasodilatador, sendo trés deles com a estrutura molecular semelhante a do
composto estudado neste trabalho, contendo o grupamento NO e todos com valores de efeito
maximo parecidos com o FOR0903 (Silveira, 2019; Holanda, 2019; Silva, 2023; Soares, 2024),
o que traz validade para a hipotese de pesquisa do presente estudo.

Tendo em vista as caracteristicas dos compostos de ruténio, tais como, o facil
manuseio, o controle de suas propriedades, um significativo potencial bioldgico, sua
estabilidade e baixa toxicidade, eles tém sido alvo de pesquisas por seu potencial de
metalofdrmacos para uso clinico, incluindo para doengas de cunho cardiovascular (Lima, 2010;
Tomanzini, 2019; Silva, 2023).

Pesquisas envolvendo a avaliacao da reatividade vascular de anéis de aorta de ratos
ocorrem desde meados de 1950, com estudos sobre a caracterizagdo biologica de diversos tipos
de compostos e substincias, com a andlise de seu mecanismo de acdo. Outros complexos de
ruténio também ja foram alvo de trabalhos cientificos, principalmente levando em consideragao
sua caracteristica de doador de NO (Braz, 2022).

E importante ressaltar que a utilizagdo dos agentes contrateis, PHE e KCI, foi
fundamentada de forma estratégica, devido a suas formas de a¢do, bem como comportamento.
E conhecido que o musculo liso vascular tem suas fungdes alteradas devido a liberagdo de
neurotransmissores. Sendo assim, o uso da fenilefrina trouxe resultados importantes, uma vez
que ela ¢ um agente contratil de comportamento agonista al-adrenérgico, e a ativagao dos seus
receptores estd intrinsecamente ligada as vias de transducdo de sinal, que levam a interagdes
celulares dessas substancias, promovendo alteragdes na resposta celular (Silva, 2023; Neto et

al., 2006).
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A fenilefrina, sendo agonista al-adrenérgico, se acopla a proteina G (Gq), que faz
parte de uma familia de proteinas homodlogas e triméricas, e ela, tendo sua subunidade o ativada,
consiste num aumento citosolico de [CA?'], que gera a contragdo farmacomecanica das células
do musculo liso (Silva, 2023). Ou seja, a PHE, bem como a acetilcolina (Ach), tem
comportamento farmacomecanico, sendo associada a um receptor e utilizando o endotélio em
suas agoes.

Por outro lado, o uso do KCl, se deu devido ao seu comportamento que, embora
semelhante com o da fenilefrina quando se diz respeito ao potencial de contragdo de vasos, se
difere quanto ao mecanismo de acdo, tendo em vista que o cloreto de potédssio induz a
vasoconstricao através da despolarizacdo das membranas, por um estimulo eletromecanico,
utilizando o canal direto, para gerar diferenca de potencial, no qual, os canais i6nicos se
associam por transmembrana (Silveira, 2019).

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel perceber que o composto
FORO0903 conseguiu reduzir quase que completamente a contragao induzida pela PHE, como
foi mostrado anteriormente, comparado com o grupo controle (DMSO). E apesar de ter
demonstrado um efeito maximo menor, ainda assim, o complexo de ruténio em questao também
diminuiu significativamente a contragdo realizada pelo KCI1. Alguns outros trabalhos, como o
de Silveira (2019) e o de Soares (2024), tiveram resultados semelhantes em anéis de aorta de
ratos.

Entende-se a relevancia do endotélio, tendo em vista sua funcdo, dentre tantas
outras, de regular ativamente o transporte de moléculas em resposta aos mais diversos sinais.
Através da liberacdo de substancias vasoativas, o endotélio consegue responder a processos
exogenos e endogenos. Essas substancias sdo classificadas como fatores relaxantes ou
contrateis derivados do endotélio, levando em consideracdo seu efeito sobre o musculo liso
vascular (Silva, 2013).

Tendo elucidado a importancia do endotélio e suas células e fung¢des, foi realizado
um protocolo experimental para avaliar a participacao dele no efeito vasodilatador do composto
FOR0903, no qual em algumas preparagdes dos anéis foi retirado o tecido endotelial e dado
seguimento normalmente nos ensaios biologicos.

Os experimentos com PHE e KCl demonstraram que ndo houve diferenga
significativa nos dados de eficacia e poténcia contendo endotélio integro € com o endotélio nao
integro, mostrando que o efeito do FOR0903 ndo ¢ dependente do endotélio. Resultados
semelhantes podem ser visualizados no trabalho descrito por Soares (2024), que trabalhou com

o complexo de ruténio cis-[Ru(NO2)(bpy)2(4-phpy)]PF6 (FOR0777G).
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No endotélio, ha liberagdo de NO para manutengdo da homeostase, sendo um
processo dependente da enzima eNOS (Silva, 2023). O NO produzido pelas células endoteliais
liga-se a GCs, levando a formagdo de GMPc, que ativa a fosfatase de cadeia leve de miosina,
resultando no relaxamento do musculo liso (Golan, 2014). Sendo assim, o estudo da classe de
doadores de 6xido nitrico tem sido amplo devido a suas propriedades fisico-quimicas. Mais
especificamente, o ruténio tem sido amplamente pesquisado em decorréncia de sua
caracteristica quimica, que apresenta grande afinidade com o 6xido nitrico, contribuindo para a
formagdo de complexos nitrosil-ruténio (RuNO) que podem ser utilizados como possiveis
doadores de NO (Soares, 2024).

Apods confirmagdo do efeito vasodilatador do composto FOR0903, deu-se
prosseguimento a investigacdo das vias participantes nesse processo. Para avaliar a influéncia
tanto do endotélio como da liberacdo do NO, foi utilizado o inibidor L-NAME (Nw-Nitro-L-
arginine-methyl-esterhydrocloride), um bloqueador ndo seletivo da enzima NOS. Andlogo e
antagonista do aminodcido L-arginina, a partir do qual o NO ¢ sintetizado, ele inibe a sintese
do NO necessario para a manutencdo da pressao arterial normal (Kopincova ef al., 2012).

Foi visto que ndo houve diferenca significativa no efeito maximo e poténcia entre
as preparacdes controle, contendo o FOR0903 ¢ PHE e com o L-NAME, o que denota que o
FORO0903 nao utiliza a NO sintase como principal via. Resultados semelhantes puderam ser
observados nos trabalhos de Silva (2023), cuja molécula [Ru(bpy)2(Bzim)NO] (PF6)?
(FORO0803) também possui ligacdo com o NO, e Soares (2024), que trabalhou com o composto
cis-[Ru(NO2 )(bpy)2(4-phpy)]PFs (FOR0777g), cuja molécula continha ligacdo com NO..
Ambos trabalharam com a mesma concentracdo de L-NAME (100 pmol/L) utilizada neste
trabalho.

A liberagdo de NO se da através do mecanismo de fosforilagdo da enzima eNOS,
que ¢ dependente da via IP3K (Fosfatidilinositol 3- cinase)/AKT (Protein Kinase B) (Franca,
2014), sendo esta inerente ao processo Ca*>*/ calmodulina. Sendo assim, para explorar esta via,
foi utilizada a Wortmannina, um inibidor seletivo da enzima IP3K, que age evitando a
fosforilagao e ativagdo da Akt, inibindo o aumento do GMPc¢ na musculatura lisa vascular, o
que impede o relaxamento do musculo liso (Moreira, 2018).

No presente estudo, ndo houve diferenca na poténcia com o uso do inibidor e a
resposta maxima do FORO0903 ndo sofreu alteracdes significativas na presenca da
Wortmannina, o que representa que a via IP3K/Akt ndo estd envolvida no mecanismo

vasodilatador do composto. Na pesquisa realizada com o composto cis-[Ru(bpy)2(2-
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MIM)(NO)]* (FOR811A), que objetivava avaliar seu efeito vascular também em aorta de ratos,
foram obtidos resultados parecidos (Silveira, 2019).

O mecanismo de vasodilatacao estd relacionado a quantidade de 6xido nitrico que
¢ liberada nas células endoteliais. Sabe-se que o NO pode se apresentar de formas distintas, tais
como: Forma redox (NO°) e forma reduzida, com os ions nitroxil (NO-), que quando estdao
ligadas a GCs, gerenciam sua atividade de forma positiva (Silva, 2023).

Para avaliar o envolvimento do FOR0903 com doagao de NO ou ativacao direta da
via, foram utilizados dois inibidores, que sao sequestradores de 6xido nitrico, a L-Cisteina e a
Hidroxicobalamina. A L-Cisteina ¢ um sequestrador seletivo de ions nitroxil NO-, forma
reduzida do NO. J4 a hidroxicobalamina ¢ um sequestrador seletivo de NO radicalar (NO®), que
reagindo com NO para formar outra substincia, reduz o efeito vasodilatador do 6xido nitrico e
seus doadores (Holanda, 2019).

Através dos resultados, foi possivel observar que nas preparagdes contendo a L-
Cisteina ndo houve aumento significativo nem na eficdcia nem na poténcia, enquanto nas
preparagdes de anéis pré-incubadas com a hidroxicobalamina, houve uma diminuigdo no efeito
vasodilatador em relacdo ao controle (PHE) e uma reducdo da poténcia, de forma significativa.
Sendo assim, ha possibilidade de o FOR0903 realizar doa¢do de NO por meio de um processo
de reducao eletroquimica, na sua forma radicalar (Soares, 2024).

Trabalhos envolvendo compostos de ruténio da mesma familia do estudado na
presente pesquisa, tais como o de Silva (2023), que trabalhou com FOR0803 e Oliveira (2024),
que trabalhou com o FOR0703, obtiveram resultados semelhantes, com significativa perda de
poténcia e eficacia, em comparagdo com o controle, sugerindo que a forma radicalar livre do
NO esté envolvida na vasodilatagdo, sendo uma via de grande influéncia.

Mesmo apresentando valores significativos, o que denota que ele possui efeito, a
diminui¢ao do efeito vasodilatador ndo ¢ tdo alta quanto a dos compostos da mesma familia,
citados anteriormente. Essa observa¢do abre precedentes para novas possibilidades com
compostos contendo um grupamento de fenantrolina em sua estrutura, como ¢ o caso do
FOR0903, pois infere-se que ha outro mecanismo envolvido neste processo, além da libera¢ao
do NO.

A enzima guanilil ciclase soltvel (GCs), um heterodimero com subunidade a e B, €
de suma relevancia no mecanismo de vasodilatagdo envolvendo a via NO/GCs/GMPc, pois
sabe-se que quando a molécula sinalizadora do NO entra em contato com uma célula muscular
lisa, a GCs, ¢ ativada, produzindo o segundo mensageiro GMPc, que gera proteinas importantes

no processo vasodilatador (Lunardi et al., 2009).
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Visando prosseguir com a investigacao e analise dos processos de vasorrelaxamento
do composto de ruténio FOR0903, foi utilizado o bloqueador ODQ (Oxadiazoloquinoxalinona),
um inibidor da enzima GCs, que age alterando a por¢ao heme desta enzima, mantendo sua
atividade catalitica. A GCs, que possui este grupo heme prostético, ¢ responsavel, dentre outras
fungdes, por produzir o segundo mensageiro 3’5’ guanosina-monofosfato (GMPc), que ao ser
ativado, leva a conversdo do GTP a GMPc. Este aciona a serina/treonina quinase (PKG), que
fosforila as proteinas reguladoras no processo de vasodilatagdo. (Silva, 2023; Lunardi et al.,
2009).

Os resultados obtidos através dos experimentos realizados apresentaram valores
significativos que expressaram uma redugdo relevante na poténcia e no efeito maximo das
preparagdes, em um padrdo comparativo entre os anéis contendo somente o0 FOR0903 e os anéis
de aorta constituidos também do ODQ. Esses dados revelam que o mecanismo de agdao do
composto em questdo ocorre, principalmente, através da via estimulada da GCs e da doagao de
NO.

Trabalhos anteriores, realizados utilizando o mesmo bloqueio com a mesma
concentra¢do (10 umol/L) juntamente com outros compostos de ruténio, obtiveram resultados
semelhantes, tais como os realizados com o [Ru(bpy)2(Bzim)NO](PF6)3 (FOR0803), cuja
estrutura quimica possui centro metalico de ruténio, estabilizado pelos ligantes, 2,2’ bipiridina,
1H -benzimidazol, e uma molécula de NO (Silva, 2023) e cis-[Ru(NO2 )(bpy)2(4-phpy)]PF6
(FOR0777G), que pertence a classe de novos complexos de ruténio (II) contendo 2,2°-
bipiridina e como ligante auxiliar 4-fenilpiridina (Soares, 2024), o que confirma a importante
fun¢ao dos estimuladores da GCs na dilatagao vascular.

Justifica-se a avaliacdo da toxicidade e potencial irritativo na dose do composto
estudado em vasos, pela pesquisa do seu efeito vasoativo. A partir dos resultados obtidos através
dos experimentos realizados utilizando o método alternativo ao uso animais, o het-cam, foi
possivel observar que o complexo de ruténio FOR0903, diluido com DMSO a 3%, ndo
apresenta efeitos irritativos, nem coagulagdo, lise ou hemorragia nos vasos avaliados, o que
denota o seu uso como algo benéfico, sem demais efeitos, devendo ser realizados estudos
posteriores para maiores confirmagdes.

Resultados semelhantes puderam ser observados no trabalho de Neto (2022), que
estudou o composto de ruténio cis-[Ru(bpy)2(2-MIM) (NO2)]PF6 (bpy = 2,2’-bipiridina e 2-
MIM = 2- metilimidazol) (FOR711A) no modelo het-cam, o qual ndo apresentou efeito

irritativo ap6s 5 minutos de observagao.



67

Os resultados do presente estudo com docking molecular, revelam as caracteristicas
e interagdes do composto de interesse, comprovando sua afinidade de ligacdo tanto com a
guanilato ciclase quanto com a enzima do 6xido nitrico. Os dados obtidos demonstram
afinidade do composto com os alvos analisados, apresentando liberacao de energia de forma
favoravel entre as substancias.

Houve uma maior interagdo e ligacdo de afinidade do FOR0903 com a eNOS, em
comparagao com a GCs, porém, apesar deste achado in silico, foi possivel confirmar, através
dos experimentos, por meio da utilizagdo do bloqueio L-NAME, que o composto em questao
ndo utiliza a eNOS como principal via.

Além disso, as ligacdes hidrofobicas e de hidrogénio presentes, confirmam a
interagdo receptor ligante, que auxilia no processo de vasodilatagdo, o que denota maior
seguranga para as outras fases experimentais do trabalho em questao, filtrando as vias de estudo
para maior assertividade nas pesquisas.

Estudos com o composto ja citado FOR0803, apresentaram desfechos parecidos,
apontando aceitavel afinidade de ligagdo entre a substancia de interesse e a enzima GCs. Da
mesma forma, os resultados demonstrando ligagcdes hidrofobicas e de hidrogénio, em
concordancia com a presente pesquisa, mostraram a interagdo receptor ligante no processo
vasodilatador (Silva, 2023). Braz (2022), em seu estudo com o composto cis-[Ru(phen)z(2-
MIM) (NO2)] " denominado FORG611A, ao realizar a docagem molecular com o alvo eNOS,
também encontrou interacdio com o complexo, por meio das ligacdes hidrofobicas,
semelhantemente a presente pesquisa.

A avaliacao da toxicidade no ramo da farmacocinética, utilizando experimentos in
silico, ¢ de grande valia no contexto de pesquisas mais aprofundadas sobre determinado
composto, no caso em questdo, o FOR0903. O uso do ADMET, acronimo para ‘’Absor¢ao,
Distribuig¢ao, Metabolismo, Excrecao e Toxicidade” analisa a eficacia de uma substancia e seus
riscos toxicos (Oliveira et al., 2020).

Os resultados gerais indicam que a molécula FOR0903 exibe um equilibrio
aceitavel entre a seguranca e o potencial terapéutico, com especial atencdo a sua atividade
cardiotoxica, que ¢ importante, levando em consideragdo a base desta pesquisa, além da sua
acdo neurotoxica e a penetracdo da barreira hematoencefalica, que podem ser exploradas em
tratamentos de doencas neuroldgicas, desde que acompanhados de monitoramento cuidadoso
dos possiveis efeitos adversos. Estudos futuros sdo necessarios para confirmar esses achados in
silico, utilizando ensaios experimentais e clinicos para determinar a seguranga e eficacia reais

da molécula.
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Estudos semelhantes, como o de Banerjee et al. (2018), destacam a importancia de
equilibrar toxicidade e eficdcia na fase inicial do desenvolvimento de compostos terapéuticos,
especialmente no que se refere a neurotoxicidade e a interagao com a barreira hematoencefalica.
Por fim, conforme relatado por Chen et al. (2020), as ferramentas preditivas como ProTox-3.0,
tém se mostrado valiosas para uma primeira triagem de toxicidade, permitindo a exclusao
precoce de compostos potencialmente toxicos, bem como € uma ferramenta que permite reduzir
e substituir o uso de animais de pesquisa nos testes toxicoldgicos, estando em consonancia com

o principio dos 3R’s.
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7. CONCLUSAO

O estudo realizado com o composto de ruténio inédito FORO0903
[Ru(phen)2(Bzim)NO] (PF6)* demonstrou atividade vasodilatadora, com principal via de
mecanismo através da estimulacdo da GCs e por doacao de NO, independente do endotélio.

A pesquisa também apresentou, através do het-cam, que o novo complexo de
ruténio nao possui efeito irritativo, pois nao foram demonstrados eventos de lise, hemorragia
ou coagulagdo nos vasos sanguineos avaliados.

Ademais, foi possivel confirmar suas interacdes com a GCs e a enzima do NO,
através do docking molecular, confirmando a relacdo farmaco-receptor. Além disso,
compreendeu-se os dados de predigao da toxicidade, através do ADMET, com a maior parte
dos alvos avaliados apresentando toxicidade inativa, o que configura maior seguranca no

prosseguir da pesquisa com o FOR0903.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo realizado com o composto de ruténio FORO0903
[Ru(phen)2(Bzim)NO] (PF6)*, objetivou, através de ensaios bioldgicos de reatividade vascular
em anéis de aorta de ratos Wistar, utilizando equipamento de banho de 6rgdos, modelo
alternativo de het-cam, docking molecular, e avaliacgdo ADMET, demonstrar atividade
vasodilatadora deste complexo, elucidando seu mecanismo de agdo e participagao do endotélio,
bem como seu potencial irritativo, interacdes moleculares e efeitos toxicos.

Pesquisas deste cunho, por atuarem com complexos metalicos inéditos, possuem
extrema relevancia no avanco da terapéutica cardiovascular. Com investigacdes desde o
mecanismo de acao dos compostos até a possivel descoberta de novos farmacos com capacidade
de acdo através da doagdo de NO, estimulando a GCs. Este trabalho abre possibilidades para
futuros estudos com aprimoramento da molécula em questdo e desenvolvimento de novas,
como op¢ao de tratamento para disfungdes endoteliais.

Apesar dos achados importantes deste trabalho, s3o necessarios os proximos passos,
com realiza¢do de experimentos com toxicidade oral aguda, a fim de compreender a dose letal
do composto, bem como outras pesquisas in vivo, para esclarecer mais vias, e elucidar
mecanismos de a¢do e sua caracterizagdo, além de sua pesquisa em modelos de doenga, visando
dar continuidade aos estudos em relacdo ao FOR903, que possa se configurar, futuramente,
como vasodilatador utilizado na terapéutica de pacientes hipertensos, em prol da melhor

qualidade de vida destes.
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