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RESUMO 

 

Efeito vasorrelaxante de um complexo de rutênio (FOR0903): Avaliação in situ e in silico. 
Simone de Goes Simonato. Orientadora: Profa. Dra. Roberta Jeane Bezerra Jorge. 
Dissertação de Mestrado. Programa de Pós-Graduação em Medicina Translacional. 
Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos, Faculdade de Medicina, 
Universidade Federal do Ceará, 2025. 
 

O sistema cardiovascular possui o coração como principal órgão motor. Quando há alterações 

no seu funcionamento, há a ocorrência das doenças cardiovasculares, que podem ser 

classificadas como crônicas não transmissíveis, e que geram consequências no organismo. 

Dentre estas desordens, tem-se a hipertensão, com alta prevalência em diversos países. Mesmo 

sendo uma doença sem cura, a hipertensão possui tratamento, como os anti-hipertensivos, que 

possuem benefícios, mas apesar deles, há grande possibilidade de efeitos colaterais. Os 

compostos metálicos a base de rutênio têm sido alvo de pesquisas científicas por apresentarem 

potencial de aplicação médica. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito vasorrelaxante do 

FOR0903 em anéis da artéria aorta de ratos, em modelos de toxicidade in situ e in silico, bem 

como analisar atividade irritativa em vasos sanguíneos, através do modelo het-cam. As funções 

cardiovasculares podem ser controladas pela ação do músculo liso vascular, que tem seu tônus 

modulado pela presença do endotélio, que libera fatores relaxantes, como o óxido nítrico (NO) 

e constritores. Quando há um desequilíbrio desses fatores, ocorre a disfunção endotelial, que 

pode gerar a hipertensão. O nitroprussiato de sódio é um vasodilatador amplamente utilizado 

em crises hipertensivas, mas que possui reações adversas. Por isso, há 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 rutênio FOR0903. Foi utilizada a metodologia do banho de órgãos 

para avaliação 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. Após o 

período de estabilização, houve o teste de viabilidade utilizando os agentes contráteis fenilefrina 

(PHE), cloreto de potássio (KCl) e acetilcolina (ACh), e a partir daí, iniciou-se o protocolo 

experimental, com uso dos inibidores (L-NAME, ODQ, Wortmannina, Hidroxicobalamina, L-

Cisteína) para verificação da via de participação no efeito vasodilatador do FOR0903. Foi 

realizado, também, o modelo het-cam para análise do potencial irritativo do composto, além de 

docking molecular e predição de toxicidade com ADMET para avaliação das interações 

moleculares fármaco-receptor e efeitos tóxicos do complexo. Os resultados mostraram que o 



 

FOR0903 possui efeito vasodilatador, independente do endotélio e por estimulação da GCs, 

com doação de NO. O het-cam mostrou que o FOR0903 não possui efeito irritativo e a docagem 

molecular trouxe dados de afinidade aceitáveis entre o composto e os alvos analisados (GCs e 

eNOS), bem como a predição da toxicidade que apresentou dados favoráveis ao composto, o 

que denota maior segurança para dar seguimento com a pesquisa. Conclui-se que o FOR0903 

é um vasodilatador, doador de NO, com participação da via óxido nítrico/guanilato ciclase 

(NO/GCs), sem efeito irritativo e com baixo potencial de toxicidade. São necessários mais 

estudos aprofundados sobre o assunto, visando elucidar diferentes mecanismos de ação do 

FOR0903, que possa se configurar, futuramente, como vasodilatador utilizado na terapêutica 

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

 
Palavras-chave: Doenças cardiovasculares; Óxido nítrico; Compostos de rutênio 
 



 

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 

(KCl) 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 INTRODUÇÃO 

1.1 Doenças cardiovasculares e hipertensão arterial sistêmica (HAS) 
 

O sistema cardiovascular, responsável pela circulação do sangue em todo o 

organismo, possui o coração como principal órgão motor. Este órgão impulsiona o sangue para 

todo o organismo, sendo essencial para o funcionamento do corpo humano (Mendonça; 

Sobrinho, 2019). O coração divide-se em quatro principais cavidades: átrios e ventrículos, à 

direita e à esquerda. O lado direito recebe o sangue pobre em oxigênio da circulação sistêmica 

por meio das veias cavas, bombeando este sangue através da artéria pulmonar para os pulmões. 

Após ser oxigenado nos pulmões, o sangue retorna ao átrio esquerdo pelas veias pulmonares, e 

através da artéria aorta, retorna à circulação sistêmica (Figura 1) (Branco et al., 2018).  

 

Figura 1 – Representação do coração e suas estruturas 

 

             

Fonte: Dee unglaub silverthorn, 2003. 

 

Além do coração, o sistema cardiovascular conta com vasos importantes, como as 

artérias, veias e capilares, responsáveis pelo transporte do sangue para todo o corpo. Para isso, 

o sangue exerce uma força contra a parede das artérias, que é denominada pressão arterial 
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(Magalhães et al.,2021).  Quando há alterações no mecanismo de funcionamento do sistema 

cardiovascular, há a ocorrência das doenças cardiovasculares, que podem ser classificadas como 

crônicas não transmissíveis, e podem gerar consequências para todo o organismo. Dentre estas 

desordens, pode-se citar aterosclerose, doença arterial coronariana, arritmias e doenças 

hipertensivas (Ribeiro; Oliveira, 2011). Segundo dados da Organização Mundial da Saúde 

(OMS), as doenças crônicas não transmissíveis, tais como as doenças cardiovasculares, são 

responsáveis por cerca de 41 milhões de óbitos por ano, representando aproximadamente 71% 

das mortes ao redor do mundo (Ministério da Saúde, 2022). 

Além disso, há doenças que geram comprometimento vascular, como o acidente 

vascular cerebral (AVC), trombose venosa profunda (TVP), embolia pulmonar, aneurisma, 

vasculite e dentre outras condições que podem afetar o funcionamento do organismo como um 

todo (Silva et al., 2017). 

Dentro deste contexto, tem-se a hipertensão arterial sistêmica (HAS), que é uma 

condição multifatorial, caracterizada por seus níveis tensionais elevados, sendo associada a 

alterações metabólicas e hormonais. É um dos principais fatores de risco de morbidade e 

mortalidade por doenças cardiovasculares, com alto índice de prevalência na sociedade 

brasileira, principalmente em adultos (Wehrmeister, Wendt, Sardinha, 2022). 

Considerada uma doença crônica, a HAS apresenta alta prevalência em diversos 

países, e sua condição gera efeitos negativos na qualidade de vida dos indivíduos. Sua detecção, 

muitas vezes, é tardia, por ser ela uma patologia silenciosa, na maioria das vezes. Vale ressaltar 

que se trata de uma condição de risco que pode afetar vários órgãos do organismo, sendo 

considerada um grave problema de saúde pública (Julião, Souza, Guimarães, 2021). 

 No Brasil, a HAS atinge cerca de 27,9% de indivíduos adultos. Como ela é 

frequentemente associada a doenças crônicas e cardiovasculares, há muita perda de 

produtividade no trabalho e na renda familiar (Ministério da Saúde, 2024; Silva et al., 2022). 

Já no Nordeste, segundo Rocha, Pinho, Lima (2020), estima-se que há cerca de 3,6 milhões de 

idosos portadores de hipertensão e, em média, 561 mil no Ceará. 

Apesar de ser uma doença sem cura, a hipertensão possui tratamento e pode ser 

controlada através de algumas estratégias disponíveis, como a mudança no estilo de vida,  

adesão a bons hábitos alimentares, prática de exercícios físicos, bem como a utilização de 

medicamentos específicos para a terapêutica adequada (Machado et al., 2021). Os fármacos 

mais utilizados para o tratamento da HAS são os anti-hipertensivos, sendo eles divididos em 

algumas classes: diuréticos (Exemplo: Furosemida), β-bloqueadores e alfa-1 bloqueadores 

(Exemplo: Acebutolol e Doxazosina), bloqueadores dos canais de cálcio 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 sódio (NPS), sendo este, utilizado 

em emergências. Esses medicamentos têm como objetivo controlar a pressão arterial e reduzir 

os riscos de acidentes cerebrovasculares e cardiovasculares (Machado et al., 2021). 

Vale ressaltar que a escolha do medicamento deve levar em consideração alguns 

parâmetros, tais como comorbidades associadas que o paciente possa ter, idade avançada, 

histórico familiar, casos de gestação ou até mesmo de lesão em algum órgão-alvo (Leite et al., 

2017). Em alguns casos, o uso isolado de um anti-hipertensivo não gera resultados satisfatórios 

no tratamento da hipertensão, sendo necessário ser associado com outros para intensificar a sua 

ação farmacológica. Além disso, como muitos pacientes hipertensos possuem outras 

comorbidades, torna-se necessário a utilização de outros medicamentos, o que pode gerar uma 

interação medicamentosa prejudicial à saúde do indivíduo (Morais et al., 2022). 

Apesar dos seus benefícios, os anti-hipertensivos podem causar efeitos colaterais 

(Souza et al., 2022). Além disso, estudos mostram que algumas classes desses medicamentos 

possuem nível considerável de toxicidade na estrutura molecular e química, sendo preciso uma 

maior atenção na sua prescrição (Cardoso, Bonacin, Dametto, 2023). Como exemplo, há o 

nitroprussiato de sódio, um vasodilatador que em determinadas condições, pode apresentar 

reações adversas, como hipotensão excessiva e metemoglobinemia (Soares, 2024).  

Sendo assim, torna-se relevante que mais pesquisas e inovações biomédicas sejam 

realizadas em prol da busca por novas terapêuticas para as doenças cardiovasculares, 

melhorando a qualidade de vida dos indivíduos e diminuindo a gravidade destas condições para 

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

 

1.2 Justificativa 

       

Entende-se a relevância de um endotélio íntegro e com boa funcionalidade para a 

homeostase vascular. Sua disfunção é capaz de gerar consequências em cascata para o 

funcionamento do organismo, gerando a ocorrência das doenças cardiovasculares, a citar, a 

hipertensão arterial.  

Sabe-se que os anti-hipertensivos possuem benefícios, mas apesar deles, há grande 

possibilidade de efeitos colaterais (Souza et al., 2022), como tonturas, cansaço, dor de cabeça, 

hipovolemia, entre outros (Mvb et al., 2016) Ademais, muitas classes desses fármacos possuem 

toxicidade na estrutura molecular, o que pode gerar ainda mais prejuízos na saúde dos 
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indivíduos acometidos (Cardoso, Bonacin, Dametto, 2023). 

É conhecido que os compostos metálicos a base de rutênio têm sido alvo de 

pesquisas científicas e estudos nos últimos tempos, por apresentarem potencial de aplicação 

médica, comprovado através de ensaios experimentais, evidenciando ação anticancerígena, 

anti-inflamatória, antimicrobiana etc. (Engelbrecht et al., 2020). 

Tendo em vista o problema de saúde pública com as doenças cardiovasculares, e as 

limitações envolvidas no uso dos medicamentos já utilizados na terapêutica dessas desordens, 

como os efeitos colaterais inerentes a eles e sua toxicidade (Cardoso, Bonacin, Dametto, 2023), 

o estudo dos complexos de rutênio é de suma relevância e valia para possíveis formas de 

tratamento para estas patologias, sendo importante pesquisas mais específicas sobre o assunto, 

levando em consideração a verificação dos padrões de toxicidade e atividade irritativa destes 

compostos, visando maior segurança e confiabilidade nos resultados obtidos. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 
 

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

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

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

            • Verificar o efeito vasorrelaxante do complexo de rutênio em anéis da aorta com 

endotélio íntegro pré-contraídos com KCl e PHE;  

            • Avaliar a participação do endotélio no efeito vasorrelaxante do complexo de rutênio 

em anéis da aorta;  

            • Investigar o envolvimento da via NO/GCs/GMPc no efeito vasorrrelaxante do 

complexo de rutênio em anéis da aorta; 

            • Avaliar o potencial irritativo do composto de rutênio de interesse através da 

metodologia do HET-CAM; 

            • Compreender a relação fármaco-receptor do composto através da metodologia in silico 

de docking molecular, bem como avaliar, a predição da toxicidade do FOR0903. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 A importância do endotélio nas doenças cardiovasculares 

 

O endotélio vascular é uma interface entre o lúmen vascular e o músculo liso, 

formado por uma monocamada de células achatadas, que são ativadas por estímulos químicos 

e mecânicos (Soares, 2024), configurando ao endotélio o cargo de revestir os vasos sanguíneos, 

linfáticos e venosos. Ele possui, dentre muitas funções metabólicas, a de modular a 

permeabilidade vascular do tônus, manter a integridade da barreira, participar de processos 

mecânicos de transdução, reparo de lesões, homeostase, angiogênese, além de ativar e promover 

a integração plaquetária, criando mecanismos de anticoagulação, participando de ações na 

resposta imune aguda e crônica (Figura 2) (Xu et al., 2021).  

 

Figura 2 – Representação esquemática das funções do endotélio  

          

 

 

Fonte: Adaptada de Xu et al., 2021. 

 

As células endoteliais são campo de passagem do fluxo sanguíneo, auxiliando na 

produção do óxido nítrico (NO), através da enzima NO-sintase endotelial (eNOS). Em suas 

condições fisiológicas, o endotélio mantém o tônus vascular, promovendo a homeostase, por 
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meio da conservação do fluxo de sangue, o que gera preservação da membrana plasmática e 

controle da resposta inflamatória (Xu et al., 2021). 

Além da liberação de NO, o endotélio possui a capacidade de produzir outros 

fatores de vasodilatação, como prostaciclinas (PGI2), bradicininas, a via do fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e fator relaxante derivado do endotélio (EDRF), 

e substâncias vasoconstritoras, tais como angiotensina II e endotelinas, prostaglandinas H2 

(PGH2), tromboxano A2 (TxA2) e radical O2 (Quadro 1).  

 

Quadro 1 – Fatores vasodilatadores e vasoconstritores produzidos pelo endotélio 

 

Fonte: Adaptado de Batlouni, 2001. 

 

                  Quando o funcionamento do endotélio está regular, há um equilíbrio entre a 

produção destes fatores, com uma tendência à vasodilatação (Xu et al, 2021). Os fatores 

vasoconstritores e vasodilatadores são sintetizados quando o endotélio sofre ativação por meio 

de agonistas que estimulam os receptores acoplados a proteína quinase G (PKG), gerando um 

aumento intracelular de cálcio nas células endoteliais (Cyr et al., 2020). 

                  As funções cardiovasculares podem ser controladas pela ação do músculo liso 

vascular, o qual tem seu tônus modulado pela presença do endotélio, que libera fatores 

relaxantes e constritores, o que contribui para a vasodilatação e vasoconstrição. Entretanto, em 

condições como a hipertensão, pode haver deficiência no funcionamento das células 

endoteliais, causando redução na liberação dos fatores essenciais para o equilíbrio, levando a 

uma sobreposição dos fatores constritores em relação aos vasodilatadores, o que pode ser 

definido como disfunção endotelial (Carvalho et al., 1996; Bahia et al., 2006.). A disfunção 

endotelial está diretamente relacionada à diminuição da produção de mediadores importantes 

no mecanismo de homeostase do organismo, como o NO, o que pode influenciar no 

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

 

3.2. Mecanismos de contração e relaxamento do músculo liso 
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O músculo liso vascular é composto por células fusiformes, que se mantém unidas, 

promovendo uma comunicação capaz de gerar a contração e dilatação de forma coordenada e 

organizada, através de estímulos não nervosos (Silva, 2023). O músculo pode ser dividido em 

músculo liso multiunitário, que possui fibras musculares separadas, e contraem de forma 

independente, por meio de sinais nervosos. E pode ser dividido em músculo liso unitário, 

constituído por milhares de fibras agrupadas, que contraem de forma simultânea (Figura 3) 

(Soares, 2024). 

 

Figura 3 – Representação das fibras do músculo liso 

 

Fonte: Adaptada de Dee unglaub silverthorn, 2003. 

 

As fibras musculares lisas são o local onde ocorrem os mecanismos de contração e 

dilatação dos vasos. Elas recebem sinais vindos do endotélio, que estimulam os processos 

intracelulares dessas células, gerando contração nelas, principalmente pelo aumento da 

concentração citosólica de íons cálcio (Ca²+), sendo ele causado por estímulos nervosos, 

alterações químicas e entre outras razões (Rocha, 2018), e liberado por meio do retículo 

sarcoplasmático. Esse processo se dá através da ligação do cálcio à proteína calmodulina, com 

a ativação da quinase da cadeia leve de miosina (MLCK) que fosforila estas cadeias leves, 

permitindo a interação entre os filamentos da actina e da miosina, ambas moléculas de 

proteínas, aumentando a atividade da miosina-ATPase, que permite com que a miosina deslize 

pela actina, gerando uma tensão muscular, o que leva à vasoconstrição (Figura 4) (Furian, 

2009). 

O processo de relaxamento do músculo liso vascular acontece com a reversão dos 

mecanismos citados anteriormente. A redução da concentração do cálcio leva à dissociação da 

sua ligação com a calmodulina. Da mesma forma, a fosfatase da cadeia leve da miosina tem sua 

atividade diminuída, e através da desfosforilação, a fosfatase da miosina remove o fosfato da 

cadeia leve da miosina, que acaba diminuindo a ação da miosina-ATPase, o que reduz as pontes 

actina-miosina, gerando uma redução na tensão muscular, o que contribui para o relaxamento 
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da musculatura (Figura 4) (Paiva, Farias, 2005).  

   

Figura 4 – Representação esquemática do mecanismo de contração e relaxamento do músculo 

liso 

 

             

Fonte: Dee unglaub silverthorn, 2003. 

 

O músculo liso está intrinsecamente relacionado às atividades fisiológicas do 

sistema circulatório, logo, alterações no funcionamento deste sistema, podem desencadear o 

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

doenças deste cunho (Paiva, Farias, 2005). 

 

3.3 Óxido nítrico (NO) e a via de sinalização NO/GCs/GMPc 

 

É conhecido que as células endoteliais são controladas por alguns fatores, como a 

pressão arterial e o fluxo sanguíneo. Como já citado, essas células, em condições fisiológicas, 

desempenham um papel importante na liberação de fatores de contração e relaxamento que 
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estão envolvidos no equilíbrio cardiovascular, dentre eles, o NO (Gonçalves, 2022). 

O óxido nítrico é um radical livre, gasoso, altamente reativo, gerado, de forma 

endógena, a partir da L-arginina, pela ação da enzima dimérica óxido nítrico sintase (NOS), 

utilizando como co-substratos o fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina (NADPH) e 

o oxigênio molecular (Rocha, 2018). 

É uma molécula mensageira de caráter lipofílico e instável, e pode ser encontrada 

em diversos tecidos e órgãos (Silva, 2023). Possui algumas funções biológicas, estando 

envolvida em processos fisiológicos e bioquímicos, tais como a regulação da resposta imune, 

regulação da pressão arterial, e atividade no desenvolvimento celular (Roose et al., 2018).  

A guanilato ciclase solúvel (GCs), fator de suma relevância no contexto de 

sinalização com o NO, é importante para a transdução de sinais intracelulares regulados por 

nucleotídeos. Envolvida na cascata de sinalização NO-GCs-GMPc, ela é dada como um sensor 

fisiológico do óxido nítrico (Sandner, 2018). 

De forma prática, o NO, após sua síntese, quando difundido das células endoteliais 

para o músculo liso, liga-se ao grupamento heme da enzima GCs, que possui a capacidade de 

converter a guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato cíclico (GMPc) (Neves; 

Neves; Oliveira, 2016; Carvalho et al., 2001). 

O GMPc atua como segundo mensageiro, desempenhando papel fundamental na 

regulação e equilíbrio gerais, como vasorrelaxamento, sinalização neuronal, e entre outras 

atividades (Neves; Neves; Oliveira, 2016; Carvalho et al., 2001). O GMPc ativa a proteína 

quinase G (PKG), responsável pela fosforilação de muitas proteínas, diminuindo a concentração 

de cálcio intracelular no citosol, o que gera a redução da contração na musculatura lisa, 

contribuindo para melhor circulação do fluxo sanguíneo e consequentemente, diminuição da 

pressão arterial (Soares, 2024).  

A enzima responsável pela produção do óxido nítrico, a NOS possui três isoformas; 

a NOS neuronal (nNOS), presente em alguns neurônios; a NOS induzível (iNOS), relacionada 

a resposta imunológica; e a enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), que, dentre outras 

funções, além de inibir a agregação plaquetária, e controlar o tônus vascular, sintetiza NO na 

circulação sanguínea, sendo vasoprotetora e vasodilatadora (Neves; Neves; Oliveira, 2016).  

A eNOS produz NO através de alguns estímulos, como por exemplo, por fatores 

bioquímicos: acetilcolina, bradicinina etc., sendo ela, mediada pelo acoplamento 

Ca²+/calmodulina. Em condições fisiológicas, o NO, liberado por esta enzima, consegue atuar 

de forma vasoprotetora, atuando nos processos de vasodilatação (Silva, 2024). 

Esse mecanismo de vasodilatação mediado pelo NO ocorre da seguinte forma: Nas 
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células endoteliais vasculares, contando com oxigênio molecular, o terminal da L-Arginina 

produz o radical livre gasoso, NO, em um processo catalisado pela eNOS. O NO chega ao 

músculo liso vascular, estimulando a enzima guanilato ciclase solúvel, gerando a formação 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 alteração no processo 

vasodilatador, o que pode desencadear o surgimento de doenças cardiovasculares (Zago, 

Zanesco, 2006). 

 

Figura 5 – Representação esquemática do mecanismo de vasodilatação mediado pelo óxido 

nítrico 

 

Fonte: Adaptada de Cerqueira; Yoshida, 2002. 

 

          Sabe-se que os biomarcadores teciduais são de suma relevância na fisiopatologia das 

doenças em geral, incluindo a hipertensão arterial e demais patologias de cunho cardiovascular. 

O óxido nítrico pode ter seu equilíbrio alterado pelos radicais livres, que promovem lesão 

tecidual e disfunção endotelial (Neves; Neves; Oliveira, 2016). Sendo assim, o estudo da sua 

atividade biológica tem despertado o interesse da comunidade científica, levando em 

consideração pesquisas com compostos metálicos que sejam doadores de NO e consigam 

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

 

3.4 Farmacoterapia atual   
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Devido à pouca biodisponibilidade de NO in vivo em processos de disfunção 

endotelial, há a utilização de compostos doadores de NO na terapêutica, como agentes 

farmacológicos, porém, poucos ainda são usados clinicamente. Nitratos são exemplos de 

vasodilatadores diretos, doadores de NO, tais como: mononitrato de isossorbida (ISMN), 

tetranitrato de pentaeritritilo (PETN) e nitroprussiato de sódio (NPS). Os nitratos possuem 

efeito vasodilatador em artérias coronarianas e arteríolas, reduzindo a tensão sistólica na parede 

do ventrículo esquerdo, gerando a diminuição da demanda de oxigênio do miocárdio. São 

capazes, também, de induzir regulação epigenética e aumentar as histonas acetilases com 

respostas vasculares, o que contribui para o mecanismo de vasodilatação (Silveira, 2019).  

Tem-se conhecimento de que os nitratos orgânicos foram os primeiros fármacos 

doadores de NO a serem descobertos e utilizados na clínica. Como principais representantes 

dessa classe, há a nitroglicerina e o dinitrato de isossorbida, ambos vasodilatadores de rápida 

absorção, mas que apresentam limitações devido à tolerância que causam com o uso prolongado 

(Rios, 2022). 

O NPS, em específico, 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 reação com grupos sulfidrila em eritrócitos, albumina e outros tipos 

de proteínas (Silveira, 2019). O nitroprussiato de sódio é um vasodilatador de ampla utilização 

e relevância clínica, agindo de forma rápida em artérias e veias. Trata-se de um complexo 

metálico com ligante ativo, o nitrosil, que atua reduzindo a pós-carga, diminuindo a pressão 

arterial sistêmica e aumentando o débito cardíaco (Soares, 2023). 

Amplamente utilizado em casos de emergência, como cirurgias cardíacas, situações 

agudas, insuficiência cardíaca e crises de hipertensão. Entretanto, apesar de seu uso comum, o 

NPS é um vasodilatador que apresenta algumas limitações, tendo em vista as reações adversas 

inerentes a ele, tais como toxicidade por cianeto, hipotensão excessiva e dentre outros efeitos. 

Por isso, há um contexto de busca por novos compostos com potencial vasodilatador, que 

possam ser utilizados como medicamentos no cenário atual.  
 

3.5 Complexos de rutênio 

 

A descoberta da utilização dos complexos metálicos na medicina ocorreu por volta 

do ano de 1950 e se configurou como um marco no ramo terapêutico, pois a atividade biológica 

de metais como cobalto, rutênio, platina e outros, passou a ser explorada de forma específica 

para o tratamento de diversas doenças (Silva, 2023). 
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Os compostos de rutênio são componentes metálicos com afinidade com o NO, por 

sua estrutura química e sua associação com outros compostos químicos e metálicos (Silveira, 

2019; Lima, 2010). O NO pode se unir ao metal pelo átomo de oxigênio ou nitrogênio, dando 

origem a algumas formas, como a nitrosil (Soares, 2024). Por seu fácil manuseio e controle de 

suas propriedades, esses compostos têm sido alvo de pesquisas por possuírem potencial de 

metalofármacos de uso clínico, incluindo para doenças cardiovasculares (Lima, 2010; 

Tomazini, 2019).  

O rutênio é um composto do grupo da platina que se mantém estável em condições 

fisiológicas. É um metal de transição, e pode se apresentar como Ru (II) e Ru (III). Possui a 

capacidade de formar outros complexos, devido à sua característica versátil, sendo um potencial 

doador de óxido nítrico (Allardyce; Dyson, 2001). 

Alguns estudos relacionaram o complexo de rutênio à via GCs-GMPc, 

demonstrando atividade vasodilatadora em experimentos in vitro (Da Silva et al., 2021). Por 

meio da sua relação com os doadores de óxido nítrico, o mensageiro de guanosina cíclico 

(GMPc) é denominado como uma importante molécula de relaxamento do músculo liso 

(Korkmaz; Kolankaya, 2013). Esse mecanismo de relaxamento deve-se à inibição da contração 

do músculo liso quando há ativação da enzima guanilato ciclase (GCs) nas células. A GCs 

consegue elevar a concentração 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 rutênio com potencial de metalofármacos 

apresentam propriedades farmacológicas por ligações derivadas de fármacos orgânicos ou 

espécies orgânicas e/ou inorgânicas. Esses compostos têm sido estudados no ramo científico, 

devido às descobertas do ano de 1960, de suas atividades quimioterápicas, anti-inflamatórias e 

antimicrobianas (Costa, 2014).  

Um dos metalofármacos desse grupo, a cisplatina, foi alvo de pesquisas com base 

em sua ação anticarcinogênica durante muito tempo, porém, foi visto seu alto teor de toxicidade 

clínica e sistêmica. Dessa forma, outros compostos, como o rutênio, têm sido pesquisados como 

alternativas farmacológicas ao uso da cisplatina e seus derivados (Nikolaou, da Silva, 2018). 

As pesquisas e estudos mais aprofundados sobre as características clínicas e 

farmacológicas dos complexos de rutênio são de suma relevância no âmbito científico e para a 

sociedade em geral, tendo em vista que, além de serem bons doadores de óxido nítrico, o que é 

promissor no tratamento das disfunções endoteliais, eles também possuem baixa citotoxicidade 

(Silva, 2023). 

A partir dos dados obtidos pelos trabalhos já realizados pelo grupo do Laboratório 
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de Farmacologia de Venenos, Toxinas e Lectinas (LAFAVET) nos últimos anos, que tem se 

debruçado a avaliar e caracterizar os mecanismos de ação dos compostos de rutênio de forma 

específica, foi possível elaborar dois quadros com alguns dos compostos já estudados até aqui, 

nas quais foi utilizado como critério de escolha, a presença do grupamento NO e NO2 em suas 

estruturas moleculares, objetivando fundamentar o propósito do presente trabalho. No quadro 

2 é possível perceber que todos os compostos selecionados, o cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]3 

(FOR811A), (cis- [Ru(bpy)2(ETU) (NO)]3+ (FOR811B), o [Ru(bpy)2(Bzim)NO](PF6)3 

(FOR0803), 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, três deles, o FOR811A, FOR811B e FOR0803, 

apresentam ligação com o óxido nítrico e dois deles (FOR711A e FOR777G) apresentam o 

grupamento NO2. Todos possuem uma molécula formada por um centro metálico de rutênio, 

contendo seis coordenações, sendo elas diferentes entre si. Os compostos avaliados obtiveram 

efeito máximo similar, sendo os dois com grupamento NO2, com os valores de eficácia (Emax) 

muito parecidos (FOR711A 112,057 ±1,90% e FOR777G 112,94 ± 1,93%), representando bom 

efeito máximo. Todos eles, em seus resultados, se apresentaram como doadores de NO, com 

participação e estimulação da via NO/GCs/GMPc. 

O quadro 3 foi construído com os dados da estrutura molecular de cada composto 

e com os resultados obtidos dos experimentos contendo os mesmos bloqueadores que serão 

utilizados na presente pesquisa. Foi possível perceber que através dos ensaios com os inibidores 

farmacológicos, as vias de participação dos complexos de rutênio em questão, puderam ser 

elucidadas. 
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Quadro 2 - Comparação entre compostos de rutênio já estudados pelo Laboratório de 

Farmacologia de Venenos e Toxinas (LAFAVET) 

Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 

 

Quadro 3 – Comparação entre compostos de rutênio, com o uso dos bloqueios para elucidação 

das vias de partipação

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 
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L-name: Inibidor não-seletivo da enzima eNOS / Hidroxicobalamina (HCOB): sequestrador de óxido nítrico na 

forma radicalar / L-Cisteína: sequestrador seletivo de íons nitroxil (NO-) / Wortmannina: inibidor da IP3K / ODQ: 

inibidor da enzima GCs. 

 

3.6 Het-Cam  
 

O uso de animais para fins científicos é uma prática conhecida desde a Antiguidade 

(Guimarães; Freire; Menezes, 2016). Com o passar do tempo, o seu uso foi ganhando cada vez 

mais notoriedade, tendo em vista, a elucidação de processos fisiológicos, anatômicos e até 

patológicos através da utilização de animais. Por meio disso, os experimentos in vivo em 

ambientes controlados que simulam condições fisiológicas se tornaram comuns na comunidade 

científica (Guimarães; Freire; Menezes, 2016). 

É estimado que sejam utilizados cerca de 192 milhões de animais de laboratório, no 

mundo todo, em um ano (Meigs et al., 2018; Taylor; Alvarez, 2019). Para esta quantidade ser 

usada, os gastos são muito elevados, além de que, há questões controversas e que geram debates 

no meio acadêmico. Os autores Russell e Burch, em 1959, publicaram um trabalho intitulado 

89The Principles of Humane Experimental Technique99, estabelecendo o que ficou conhecido 

como o Princípio dos 3Rs – Replacement, Reduction, Refinament (Russell; Burch, 1959). Os 

três conceitos vêm com o objetivo de reduzir, substituir e refinar o uso de animais na 

experimentação, para que o sofrimento e dor destes sejam minimizados (Andersen; Winter, 

2019). 

Sendo assim, os métodos alternativos ao uso de animais na pesquisa são descritos 

como procedimentos, certificados internacionalmente, que gerem resultados confiáveis e com 

boa reprodutibilidade, e que, ou não usem animais de laboratório, ou utilizem animais de ordem 

inferior, ou ainda, uma quantidade menor de animais, visando sempre a minimização da dor e 

sofrimento destes (Wilson; Ahearne; Hopkinson, 2015). 

A Comunidade Europeia tornou obrigatório o uso de métodos alternativos para o 

setor de cosméticos e esse fato, além de ter evidenciado esta causa, implicou na substituição 

progressiva de experimentos com animais por metodologias alternativas (Ferreira et al., 2021). 

Muitas destas metodologias apresentam benefícios, porém ainda não são suficientes para se 

tornarem a única forma de pesquisa.  

Inicialmente descrito por Luepke (1985), o método do Het-Cam (Hen9s Egg Test - 

Chorioallantoic Membrane) é um modelo biológico aplicado em pesquisas básicas que 

contribui para a compreensão dos efeitos biológicos relacionados à toxicidade (Delgado; 
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Cordeiro; Valadares, 2023). Seu protocolo experimental baseia-se na avaliação da membrana 

córioalantoide, com isso deve-se ressaltar a estrutura do ovo amniótico, que é complexa, 

reunindo substâncias necessárias para o desenvolvimento do embrião. Composição do seu 

arcabouço: casca, clara com albumina, gema com vitelo e anexos extraembrionários (Oliveira, 

2012). 

Com a fecundação, o ovo é incubado para sofrer os processos de clivagem e 

desenvolvimento dos folhetos germinativos para que as estruturas extraembrionárias sejam 

formadas (Garcia; Fernandez, 2001). Essas estruturas são: saco vitelino, âmnio, córion e 

alantóide, que envolvem o embrião, permitindo as trocas entre ele e o ambiente, facilitando o 

seu progresso dentro da casca (Ribatti et al., 2001). 

A estrutura alantóide, após incubação, se estende a partir do intestino posterior 

endodérmico, se fundindo com o córion, criando, então, a membrana córioalantoide (CAM). 

Essa formação ocorre entre o 3º e 4º dia do desenvolvimento embrionário. Somente no décimo 

terceiro dia há a diferenciação por completo, com a definição das camadas de tecidos que 

compõe a CAM (Spurlin; Lwigale, 2013). 

Ensaios de toxicidade, são relevantes na indústria farmacêutica, pois avalia o grau 

do efeito tóxico de substâncias, que pode ser desenvolvido por diversos fatores, como estado 

nutricional e patológico. O grau de toxicidade pode ser influenciado, também, pelo período de 

exposição de uma substância e seus efeitos biológicos (Lima, 2019). 

Apesar da sua importância, a realização dos testes toxicológicos é laboriosa, sendo 

necessário tempo e recursos em alta demanda para resultados seguros. Logo, ensaios como o 

do het-cam, podem facilitar e tornar o processo de análise de toxicidade mais rápido (Iccvam, 

2010).   

 

3.7 Docking Molecular  

 

Descoberto em 1980, o docking molecular tem sido importante para o avanço da 

ciência, em particular, para o desenvolvimento de novos medicamentos (Stanzione; Giangreco; 

Cole, 2021), sendo relevante na biologia molecular através da assistência computacional 

(Morris et al., 2009). Um de seus principais objetivos com a conexão ligante-proteína é 

compreender as ligações de uma proteína 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 hipóteses estruturais etc. (Morris et al., 2009). Essa ferramenta objetiva, também, 
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obter informações precisas e específicas das moléculas de interesse e suas interações. Através 

de bancos de dados e metodologias específicas, busca alvos para avaliação do ligante (Agarwal; 

Mehrota, 2016). 

O docking molecular consiste em algumas etapas que são importantes para a sua 

realização de forma eficaz, sendo elas, o preparo da estrutura 3D da proteína-alvo, preparação 

dos ligantes envolvidos na pesquisa, a estimativa da energia de ligação da proteína-ligante e a 

análise dos resultados (Braz, 2022). 

Por meio de diversas ferramentas e recursos, o docking molecular com o objetivo 

de estudar complexos metálicos, como o de rutênio, realiza associações proteína-proteína em 

redes biológicas de sistemas específicos. Sendo assim, auxiliam na definição da eficiência de 

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

et al., 2016). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Animais de experimentação 

            

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 Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da 

Universidade Federal do Ceará (NPDM-UFC).  

Os animais foram devidamente acondicionados em salas climatizadas à 

temperatura de 23o C, com estantes apropriadas e circulação de ar e permaneceram sob o ciclo 

claro-escuro de 12/12h com água e ração à vontade, em ambiente de microisolamento no 

biotério citado anteriormente. 

 

4.2 Aspectos éticos 

               

O presente trabalho foi submetido à Comissão de Ética no Uso de Animais do 

NPDM (CEUA- NPDM) e aprovado sob o protocolo de número 67110523-0, seguindo todas 

as normas de boas práticas envolvendo o uso de animais em experimentação, visando seu bem-

estar, dispostas para realização dos experimentos, de acordo com o Conselho Nacional de 

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

 

4.3 Local de realização do estudo  
  

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Farmacologia de Venenos e 

Toxinas (LAFAVET) e no Laboratório de Farmacologia Pré-Clínica (LFPC), ambos integrantes 

do NPDM-UFC e que possuem infraestrutura e equipamentos adequados para a realização dos 

ensaios biológicos, bem como no biotério do NPDM-UFC, que possui estrutura adequada para 

experimentação, assim como para a realização de diversos procedimentos cirúrgicos e não 

cirúrgicos. 
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4.4 Síntese do complexo de rutênio – FOR 0903  
 

O FOR0903 foi sintetizado e cedido pelo grupo de pesquisa do Laboratório de 

Bioinorgânica (LABIO) do Departamento de Química Orgânica e Inorgânica da UFC em 

parceria com o professor Dr. Luiz Gonzaga de França Lopes. Este novo complexo de rutênio 

[Ru(phen)2(Bzim)NO] (PF6) ³, cujo código é o FOR 0903, possui a molécula formada por um 

centro metálico de rutênio contendo seis coordenações, ocupadas por anéis polipiridínico, e 

radicais, como, 1,109 fenantrolina, 1H-benzimidazol, e uma molécula de NO (Figura 6).  

 

Figura 6 – Estrutura molecular do FOR0903 

 

 

                                                       

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

 

4.5 Solução 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 torácica, quanto nas cubas do banho de órgãos, 

a solução de Krebs-Henseleit, de composição (mM): NaCl 118, KCl 4,7, MgSO4 1,2, CaCl2  
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2,5, KH2PO4 1,2, NaHCO3 25, glicose 5, 5; com pH ajustado para 7,4 (Khanna et al., 2011). 

 

4.6 Outras soluções utilizadas  
                    

Para que o experimento ocorresse de forma eficiente e segura, foram utilizadas 

substâncias durante todo o processo, visando os objetivos do trabalho, dentre elas, água 

destilada (99%) e dimetilsulfóxido (DMSO) diluído a 1%, em prol da solubilização do 

composto de rutênio, numa solução mãe usada em todos os ensaios.  

Foram utilizadas, também: Fenilefrina (PHE) (Concentrações: 0,1 uM e 1,0 uM), 

acetilcolina (Ach), cloreto de potássio (KCl), bem como os bloqueios Nω-Nitro-L-arginina 

metil-éster (L-NAME), hidroxocobalamina, L-cisteína, 1H- [1,2,4]oxadiazolo[4,3-

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

 

4.7 Protocolo Experimental  

 

4.7.1 Preparação dos anéis de aorta  

 

Inicialmente, os animais foram anestesiados com cetamina (90 mg/kg) em 

associação à droga de ação miorrelaxante, xilazina (10 mg/kg), e submetidos ao procedimento 

de eutanásia por exsanguinação, mediante incisão dos vasos cervicais. Após confirmação do 

óbito do animal, com averiguação dos seus sinais vitais, foi dado seguimento ao protocolo.  

Com o animal em posição de decúbito dorsal, foi realizada uma toracotomia, com 

o auxílio de uma tesoura cirúrgica, e a artéria aorta torácica foi cuidadosamente retirada e 

transferida para uma placa de Petri, mantida em solução 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 

 

Fonte: Created in https://BioRender.com 

 

 

Após a realização da limpeza, a aorta foi segmentada em 3 anéis de 4 mm de 

comprimento de cada animal, que foram montados horizontalmente em dois clipes metálicos 

em formato triangular para, posteriormente, serem montadas no equipamento do Banho de 

órgãos, no qual um clipe ficou preso a uma haste metálica fixa e outro conectado a um transdutor 

de força, que mediu a tensão isométrica exercida. Após montados no banho de órgãos, os anéis 

de aorta ficaram em cubas individuais, contendo 10 mL de solução de Krebs-Henseleit, com 

temperatura controlada a 37º C e aerada com carbogênio, uma mistura gasosa contendo 95% de 

CO2 e 5% de O2 (Silva et al., 2019). 

Os dados da tensão isométrica foram mensurados através de um transdutor de força 

(MLT0201, ADInstruments, Australia), cujo sinal foi amplificado (Quad Bridge Amp, ML224, 

ADInstruments, Australia) e transmitido a um conversor analógico-digital (PowerLab, 

ML8661P, 4130, ADInstruments, Australia), que por sua vez foi enviado para um computador 

para registro temporal, em tempo real, da tensão pelo software acoplado ao computador, de 

aquisição 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 órgãos isolado 

 

             

Fonte: Laboratório de Farmacologia Pré-Clínica, 2024. 

 

4.7.2 Período de estabilização e testes de viabilidade dos anéis de aorta 

 

Após terem sido montados no banho de órgãos, os anéis de aorta passaram por um 

período de 60 minutos de estabilização, no qual a tensão 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 período de estabilização, foram então realizados os testes de 

viabilidade tecidual, para confirmar a funcionalidade endotelial. Tais testes consistem em 

realizar uma contração dos anéis de aorta com cloreto de potássio (KCl) (60mmol/L), para 

verificar a integridade da musculatura lisa, sendo necessário uma contração de 70% do valor 

basal para viabilizar o anel. Em seguida, foi realizada uma lavagem dos anéis com a solução de 

Krebs quatro vezes, para, em seguida, induzir outra contração nos anéis de aorta, desta vez com 

Fenilefrina (PHE 0,1 µmol/L), e após estabelecer um platô, foi dado seguimento, adicionando 

a Acetilcolina (ACh 10 µmol/L), com o objetivo de verificar a integridade do endotélio. Para 

ser considerado viável, era necessário que o endotélio apresentasse um relaxamento endotélio-

dependente induzido por acetilcolina maior que 80% da contração induzida por fenilefrina 

(Cunha, 2012) (Figura 9). Após os testes de viabilidade, foram iniciados os protocolos para 

verificação e caracterização do efeito vasodilatador.  
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Figura 9 – Representação esquemática do teste de viabilidade  

Fonte: A autora, 2024. 

 

 

4.7.3 Avaliação do efeito vasodilatador do composto FOR0903  

 

Foram realizados, através dos experimentos ex vivos, protocolos para análise do 

efeito vasorrelaxante do composto FOR0903, para avaliar tanto os parâmetros de eficácia 

(EMAX), quanto os de potência (CE50), visando possibilitar a mensuração dos possíveis 

mecanismos de ação do complexo de interesse.  

Os experimentos contaram com protocolos contendo anéis de aorta com endotélio 

íntegro e sem endotélio, para monitoramento da participação do tecido em questão no 

mecanismo de vasodilatação. Em ambas as preparações de aorta, tanto com endotélio íntegro 

como sem endotélio, para a avaliação do relaxamento ou não, foram construídas curvas 

cumulativas de concentração-efeito (CCE) com a substância de interesse, nas concentrações de 

1,0 x 10-8 a 3,16 x 10-5 mol/L, sendo pré-contraídas com fenilefrina PHE (1 µmol/L) (n=6) ou 

com cloreto de potássio KCl (60mmol/L) (n=6), com o intuito de induzir uma contração através 

do acoplamento farmacomecânico e eletromecânico, respectivamente.  

Nesta etapa dos experimentos, além da curva-cumulativa com os agentes contráteis, 

foi também realizado um grupo controle, pré-contraído com PHE (1 µmol/L) (n=6), fazendo 

uso somente do veículo de solubilização do complexo de rutênio, ou seja, água destilada a 99% 

e DMSO a 1%, para realizar a verificação do exercício de alguma interferência do veículo na 
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ação vasorrelaxante.  

 

4.8 Caracterização do mecanismo de ação e as vias envolvidas do FOR0903 

 

No presente trabalho, foram avaliadas algumas vias de atividade do FOR0903 e seu 

possível mecanismo de ação. Para isso, foi analisada a participação do endotélio, e a via 

NO/GCs/GMPc, com o uso de técnicas e substâncias, como os bloqueadores farmacológicos, 

para os ensaios biológicos.  

 

4.8.1 Avaliação da participação do endotélio no efeito vasorrelaxante do complexo de 

rutênio FOR0903 em anéis de aorta pré-contraídas com PHE ou KCl 
 

A fim de analisar a influência do endotélio no efeito vasorrelaxante do composto de 

interesse, foi realizado um protocolo para utilização dos anéis de aorta sem endotélio. Sendo 

assim, foi realizada a remoção, de forma mecânica, do endotélio dos anéis, por meio do 

rolamento de um dos clipes já montado com os anéis, na placa de Petri, por volta de 20 vezes. 

A remoção adequada do tecido do endotélio dos anéis é avaliada por meio da análise do 

relaxamento do tecido menor que 10% após a adição da acetilcolina no momento do teste de 

viabilidade (Chen et al., 2009). Tendo sido confirmada a remoção do endotélio, foi dado 

prosseguimento com o protocolo usual, no qual as preparações foram pré-contraídas com PHE 

(1 μmol/L) (n = 6) ou com KCl, (60 mmol/L) (n = 6) e se obteve a curva de concentração-efeito 

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

 

Figura 10 – Representação esquemática do protocolo experimental após o teste de viabilidade 

 

Fonte: A autora, 2024. 
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4.8.2 Avaliação da participação das vias do óxido nítrico e da guanilato ciclase solúvel, no 
efeito vasodilatador do complexo de rutênio em anéis da aorta pré-contraídos com PHE 

 

Para cumprir o objetivo de investigar a participação da enzima óxido nítrico no 

efeito vasorrelaxante do complexo de rutênio, os anéis da aorta com endotélio íntegro foram 

pré-incubadas com Nω-Nitro-L-arginine-methyl-esterhydrocloride (L-NAME) (n=6), inibidor 

não específico da enzima óxido nítrico sintase. Já para avaliação da participação das espécies 

do NO, os anéis foram pré-incubados com outros dois bloqueadores, a hidroxicobalamina 

(HCB) (n=6), sequestrador de NO radicalar (NO● ), e a L-cisteína (L-CIS) (n=6), sequestrador 

seletivo de íons nitroxil (NO- ).  

Dando continuidade, para avaliar a participação da guanilato ciclase solúvel (GCs) 

no efeito vasorrelaxante do composto, os anéis de aorta foram pré-incubados com 1H- 

[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) (n=6), um inibidor da GCs, e para  investigar 

a ação 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 preparações foram 

estimuladas com fenilefrina (PHE, 1 μmol/L), e após 25 min foi construída uma curva 

cumulativa concentração-efeito com o complexo de rutênio (Figura 11). 

 

Figura 11 – Representação esquemática do protocolo experimental com os bloqueadores 

Fonte: A autora, 2024. 

 

4.9 Het-Cam 

 

O procedimento experimental iniciou-se com a preparação, onde os ovos foram 
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transportados sob refrigeração (entre 5 e 12º C), com peso adequado, em média, entre 50 e 75g, 

e após chegarem ao local onde foram realizados os experimentos, foram inseridos na chocadeira 

(Modelo IP35D, Premium Ecológica®) em uma temperatura de 37º C com umidade relativa, 

contabilizando o dia 0. Após 9 dias na chocadeira, os ovos precisaram ser analisados com o 

auxílio de uma luminária para identificação da câmara de ar, que indica um bom 

desenvolvimento. Ovos sem a câmara de ar, sem embrião ou com a câmara formada em outra 

região foram descartados (Delgado; Cordeiro; Valadares, 2023). 

Depois desta avaliação, os ovos foram acondicionados na incubadora (Modelo 

MCO-17AC, Sanyo Scientific®), por meio de suportes com a porção mais larga para cima. 

Com a ajuda de uma pinça, foi efetuada uma abertura no topo do ovo, e com uma tesoura 

oftálmica a casca foi recortada um pouco acima da inserção da membrana. Ainda com a pinça, 

foi retirada a membrana coquilífera, com muito cuidado para evitar lesionar a membrana 

córioalantóide (CAM), revelando a mesma (Delgado; Cordeiro; Valadares, 2023). 

Foi realizado o ajuste da altura da câmera para dar o enfoque necessário e então foi 

iniciada a filmagem, aplicando a amostra de interesse após cerca de 5 segundos até serem 

completados 5 minutos de filmagem (Delgado; Cordeiro; Valadares, 2023). Após o final do 

procedimento, foi realizada a eutanásia do embrião através da secção de um dos vasos e após 

isso, os ovos foram devidamente acondicionados em sacos brancos apropriados e armazenados 

em freezer para posterior incineração por empresa especializada. 

Foram utilizadas uma figura descritiva para auxiliar na observação dos 

experimentos (Figura 12) e uma tabela (Tabela 4) contendo o intervalo de irritação e 

classificação, nos quais, os dados foram obtidos através de uma fórmula (Figura 13). Os valores 

apresentados durante o período da filmagem foram aplicados na fórmula para, a partir daí, haver 

a classificação da substância testada. 

 

Figura 12 – Descrição da observação da membrana córioalantóide 

 

 

 

 

 

 

 

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

saudável (A), um processo de coagulação (B) e um evento hemorrágico nos vasos da membrana (C). 

 

 

Figura 13 – Fórmula para cálculo do IS 

 

Fonte: Lima, 2019. 

 

 

Tabela 4 – Intervalo de Irritação e Classificação 

 

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 optimização geométrica final com funcional de correlação B3LYP 

(Becke, 1993) e base 6-311++G (2d, p) presentes no GAMESS (Barca et al., 2020). 
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A realização do docking foi baseada nos alvos escolhidos através de pesquisas das 

principais vias que podem ter influência 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 difração de raios-X, com resolução de 2,68 e 2,74 Å, 

respectivamente. A estrutura da eNOS foi usada com a cadeia A para as simulações, devido a 

estrutura apresentar outras cadeias iguais no mesmo arquivo. Enquanto a estrutura da guanilato 

ciclase solúvel foi utilizada a cadeia 3, GUCY1A3. 

Antes do docking foi realizado um estudo de detecção de bolsos e cavidades para 

localização de possíveis sítios de ligação 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 GUCY1A3 as posições prováveis para o encaixe foram 

avaliadas apenas pelo Web Server D3Pockets, pelo fato de ser uma macromolécula sem ligantes 

nativos. 

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

(Morris et al., 2009) para adicionar hidrogênios polares e cargas parciais às proteínas e para 

definir as ligações 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 ligação e 

interações entre resíduos (Interações H-Bond e Hidrofóbicas) foram utilizados com fim de 

determinação das melhores interações moleculares que seguiram para análises de dinâmica 

molecular. Os resultados foram visualizados usando ADT, PLIP (Salentin et 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 características farmacocinéticas usando o ADME, disponível através do SwissADME 

(http://www.swissadme.ch/index.php), com a avalição das propriedades físico-químicas, da 

química medicinal, também da absorção intestinal humana e afinidade de ligação às proteínas 

plasmáticas (PPB) (Zhou et al., 2016). 

A análise e predição de toxicidade da molécula FOR0903 foram realizadas 

utilizando o software ProTox-3.0, que analisa compostos químicos a partir de sua estrutura 

molecular no formato SMILES (Banerjee et al., 2018). O sistema emprega algoritmos de 

aprendizado de máquina que serviu para prever diferentes tipos de toxicidade, como hepática, 

renal, cardíaca, neurotóxica e para endpoints toxicológicos como mutagenicidade e 

https://www.rcsb.org/
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carcinogenicidade. Os resultados fornecidos incluem a classificação "Ativo" ou "Inativo" para 

cada tipo de toxicidade, acompanhada de uma probabilidade de 0 a 1 que indica o nível de 

confiança na predição. 

 

4.12 Análise estatística: 
 

Nos ensaios de relaxamento da musculatura lisa vascular, o efeito relaxante (R) das 

substâncias ou associações foi calculado, para cada concentração, em função da máxima 

contração proporcionada pelo agonista, sendo normalizado e expresso em termos percentuais, 

conforme expressão abaixo, onde TA e TS são, respectivamente, as tensões decorrentes da ação 

do agonista e de uma dada substância. 

                                                     

100.
T

TT
R

A

SA −
=

 

 

Em seguida, foi realizada a transformação logarítmica (base 10) das concentrações 

molar. Os gráficos foram então elaborados a partir dos valores médios da magnitude do efeito 

vasodilatador (após normalização) calculados para cada concentração da substância (após 

transformação logarítmica). Tais dados foram usados para construir as curvas concentração-

efeito mediante o uso de análise de regressão não linear utilizando uma função sigmóide para 

obtenção da CE50, utilizada para quantificar a potência do composto, juntamente com o 

intervalo de confiança de 95% (IC95%), e do Emax, utilizado para quantificar a eficácia 

(Resposta máxima). 

As variáveis quantitativas, contínuas e discretas, foram inicialmente analisadas pelo 

teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da distribuição. Para a estatística 

descritiva, foram calculados a média e o desvio padrão (dados paramétricos) ou a mediana, 

intervalo interquartil e valores mínimo e máximo (dados não paramétricos). As diferenças 

estatísticas foram avaliadas com o comparativo entre dois grupos, efetuadas por meio do teste 

t de Student para amostras independentes. Comparações entre três ou mais grupos foram feitas 

mediante o uso da análise de variância ANOVA (one-way analysis of variance), baseada em um 

fator, associada ao teste de comparações múltiplas de Tukey, para verificar diferenças entre os 

grupos dois a dois (dados paramétricos), ou do teste de Kruskal-Wallis associado ao teste de 

comparações múltiplas de Dunn (dados não-paramétricos).  

Vale ressaltar que na metodologia utilizada, o 89n99 representa a quantidade de 

fragmentos de aorta utilizados nos experimentos (n = 6), enquanto o 89N99 significa o número 
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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® versão 

8.00 para Windows® (GraphPad Software, La Jolla, California, USA, 2016) foi utilizado tanto 

para a realização dos procedimentos estatísticos como para a elaboração dos gráficos. 
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5. RESULTADOS 

 

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

 

Na primeira etapa do protocolo experimental, foi necessário realizar um ensaio 

controle, contendo as substâncias utilizadas na diluição do composto; água destilada (99%) e 

DMSO (1%), para confirmar que estes não causavam nenhum tipo de interferência no efeito de 

relaxamento.  

Como resultado, obteve-se que nas preparações com contração induzida pela 

fenilefrina, o composto de interesse FOR0903 conseguiu apresentar um efeito vasodilatador, 

com uma significância 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 relação 

aos valores da CE50 (Controle DMSO: 1,10374E-07 – Não calculado e PHE: 1,170 [IC95%: 

0,779 - 1,753]), as preparações avaliadas não apresentaram resultados com diferença estatística, 

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

 

Gráfico 1 – Efeito do FOR0903 em anéis de aorta pré-contraídas com PHE (1 µmol/L). 
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Curvas concentração-efeito do composto FOR0903 em anéis de aorta de ratos Wistar machos com endotélio 

íntegro (E+). **p < 0,05, revela a diferença entre os valores de Emax das curvas. Fonte: Dados da pesquisa. 
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5.2 Comparação do efeito do composto FOR0903 em anéis de aorta pré-contraídos com 
PHE ou KCL (60mmol/L) 

 

Para avaliar o efeito relaxante do composto de rutênio, foram utilizados dois agentes 

contráteis, a fenilefrina, um agente farmacomecânico, e o cloreto de potássio, com característica 

farmacoelétrica. Nos resultados, foi possível perceber que com a PHE, o FOR0903 teve um 

efeito significativamente maior, com EMAX (113,57 ± 3,92%) (n=6), do que nas preparações 

pré-contraídas com KCl, que apresentaram uma EMAX (86,25 ± 7,01%) para um n=6. Os valores 

da CE50 (PHE: 1,170 [IC95%: 0,779 - 1,753] e KLC: 2,693 [IC95%: 1,084 - 6,747] de ambas 

as preparações não tiveram resultados estatisticamente significativos (Quadro 5) (Gráfico 2).  

 

Gráfico 2 – Comparação do efeito do FOR0903 em anéis de aorta pré-contraídos com PHE ou 

KCL (60mmol/L), testados em endotélio íntegro (E+) 
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Curvas concentração-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta de ratos Wistar com endotélio íntegro (E+), pré-

contraídos com PHE ou KCl. **p < 0,05, revelando a diferença entre os valores de Emax das curvas. Fonte: Dados 

da pesquisa. 

 

 

5.3 Comparação do potencial vasodilatador do complexo FOR0903 em anéis de aorta 
isolada, testados com endotélio íntegro (E+) e não íntegro (E-) contraídos com PHE  

 

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

do FOR0903, foi realizado um protocolo comparativo entre anéis de aorta com endotélio íntegro 

** 
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(E+) e com endotélio não íntegro (E-), ambos com contração induzida pela PHE. Os dados 

revelaram que não houve diferença significativa de EMAX entre as duas preparações, sendo a E+ 

(EMAX 113,57 ± 3,92%) (n=6), e a E- (EMAX 136,41 ± 14,88%) (n=6). A CE50 das preparações 

contendo endotélio íntegro: 1,170 [IC 95%: 0,779 - 1,753 µmol/L] e endotélio não íntegro: 

0,418 [IC 95%: 0,062 - 3,475 µmol/L] também não apresentou valores significativos (Quadro 

5) (Gráfico 3). 

 

Gráfico 3 - Comparação do potencial vasodilatador do complexo FOR0903 em anéis de aorta 

isolada, testados com endotélio íntegro (E+) e não íntegro (E-) contraídos com PHE  
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Curvas concentração-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta de ratos Wistar com endotélio íntegro (E+) e 

com endotélio não íntegro (E-) pré-contraídos com PHE. Não houve diferença significativa entre os valores de 

Emax e CE50 das curvas. Fonte: Dados da pesquisa. 

 

 

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

isolada, testados com endotélio íntegro (E+) e não íntegro (E-) contraídos com KCl  
 

O mesmo protocolo experimental comparativo foi realizado em relação ao 

endotélio, porém, agora, testado com o outro agente contrátil de escolha, o KCl. Com os 

resultados avaliados, foi possível observar que o efeito máximo das preparações contendo 

endotélio íntegro (E+), foram menores (EMAX 86,25 ± 7,01%) que as preparações com o 

endotélio não íntegro (E-) (EMAX 98,86 ± 3,74%) (n=6). Os valores de CE50 (KCL E+: 2,693 

[IC95%: 1,084 - 6,747] e (KCL E-: 1,885 [IC95%: 1,303 - 2,731], não se apresentaram como 

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

isolada, testados com endotélio íntegro (E+) e não íntegro (E-) contraídos com KCl  

 

-8 -7 -6 -5 -4

0

50

100

150

LOG [FOR0903] mmol/L

%
 d

e
 R

e
la

x
a
m

e
n

to

KCL E+

KCL E-

 

Curvas concentração-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta de ratos Wistar com endotélio íntegro (E+) e 

com endotélio não íntegro (E-) pré-contraídos com KCl. **p < 0,05, revelando a diferença entre os valores de Emax 

das curvas. Fonte: Dados da pesquisa. 

 

 

5.5 Comparação do potencial vasodilatador do complexo FOR0903 em anéis de aorta 
isolada, com endotélio não íntegro (E-) pré-contraídos com KCl ou PHE  

 

Ao ser realizada a comparação entre as preparações de aorta com endotélio não 

íntegro (E-), pré-contraídas com os dois agentes contráteis, PHE e KCL, foi possível 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, não foram estatisticamente significativos. E os valores da CE50 (p<0,05) 

nas preparações com KCL (CE50 1,885 [IC 95%: 1,303 - 2,731 µmol/L] e com PHE (CE50 0,418 

[IC 95%: 0,062 - 3,475 µmol/L], também não obtiveram significância estatística.  
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Gráfico 5 - Comparação do potencial vasodilatador do complexo FOR0903 em anéis de aorta 

isolada, com endotélio não íntegro (E-) pré-contraídos com KCl ou PHE  
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Curvas concentração-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta de ratos Wistar com endotélio íntegro (E+) e 

com endotélio não íntegro (E-) pré-contraídos com PHE ou KCl. Não houve diferença significativa entre os valores 

de Emax e CE50 das curvas. Fonte: Dados da pesquisa. 

 

O quadro a seguir (Quadro 5), apresenta, os dados obtidos do software GraphPad 

Prism® versão 8.00 para Windows® (GraphPad Software, La Jolla, California, USA, 2016) do 

efeito máximo (Emax), baseado na média e no erro padrão da média e os valores da CE50 

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

 

Quadro 5 - Efeito vasorrelaxante do FOR0903 em anéis de artérias aorta pré-contraídos com 

fenilefrina (1 µmol/L) ou cloreto de potássio (60mmol/L) com endotélio íntegro (E+) e não 

íntegro (E-). 

 

Fonte: Dados da pesquisa.   

Valores obtidos por meio da realização do teste t de Student.  

*Devido a um desvio muito pequeno, o software não conseguiu calcular o valor exato das preparações contendo 

DMSO 1%. 

* 
* 
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5.6 Caracterização do mecanismo de ação do efeito vasodilatador do complexo de rutênio 

FOR0903  
 

Para que fosse realizada a caracterização do mecanismo de ação do composto de 

interesse, FOR0903, foi avaliada a via NO/GCs/GMPc por meio de inibidores farmacológicos 

específicos, nas preparações dos anéis de aorta, pré-contraídas com o agente contrátil de escolha 

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

 

5.6.1 Análise da participação do L-NAME (100 µmol/L) no vasorrelaxamento induzido 

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

Com o intuito de avaliar e mensurar a participação da via NO/GCs/GMPc na 

atividade do composto de rutênio de interesse, o FOR0903, e mais especificamente, o efeito da 

enzima óxido nítrico sintase (eNOS) no efeito vasorrelaxante do complexo, foram realizados 

protocolos experimentais de pré-contração com a PHE (1 µmol/L), previamente incubados com 

o L-NAME, um inibidor não-seletivo da enzima eNOS, em um n=6.  

De acordo com os resultados obtidos, os dados foram: EMAX das preparações 

controle com PHE (EMAX 113,57 ± 3,92%), enquanto o efeito máximo das preparações com o 

inibidor L-NAME foi (EMAX 113,49 ± 4,41%), ou seja, não houve alteração significativa entre 

os valores. No caso da CE50, os dados da PHE (1,170 [IC95%: 0,779 - 1,753]) e os do inibidor 

(0,909 [IC 95%: 0,611 - 1,352]) também não demonstraram uma diferença significativa entre 

os valores. (Quadro 6) (Gráfico 6). 
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Gráfico 6 - Efeito do L-NAME (Inibidor não-seletivo da enzima eNOS) (100 µmol/L) induzido 

pelo composto FOR0903 em anéis de artéria aorta pré-contraídos com PHE  
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Curvas concentração-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta na ausência e na presença do L-NAME (100 

µmol/L), inibidor não-seletivo da enzima eNOS. Não houve diferença significativa entre os valores de EMAX e 

CE50 das curvas. Fonte: Dados da pesquisa. 

 

5.6.2 Avaliação da ação da Wortmannina (0,5 µmol/L) no efeito vasorrelaxante do 

complexo de rutênio FOR0903. 
 

Para investigar a ação da Fosfatidilinositol 3-Quinase (IP3K) na atividade do 

FOR0903, foram realizadas preparações nos anéis de aorta de ratos Wistar, utilizando a PHE (1 

μmol/L), para padrão comparativo com controle, e a Wortmannina, que é um inibidor da IP3K, 

em um n=6, N=2, em endotélio íntegro.  

Pelos dados gerados, as preparações pré-incubadas com o inibidor utilizado, 

apresentaram EMAX (108,43 ± 6,99%), o que não denota diferença estatística em relação ao 

grupo controle contendo PHE (EMAX 113,57 ± 3,92%). Sobre os valores da CE50, as preparações 

de anéis com a Wortmannina apresentaram CE50 de 0,971 [IC95%: 0,255 - 3,548], o que 

também não demonstrou um aumento significativo, comparado com o grupo controle (Quadro 

6) (Gráfico 7). 
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Gráfico 7 - Ação da Fosfatidilinositol 3-Quinase (IP3K) por meio da Wortmannina (0,5 µmol/L) 

no efeito vasorrelaxante do complexo de rutênio FOR0903. 
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Curvas concentração-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta na ausência e na presença da Wortmannina (0,5 

µmol/L), inibidor da IP3K. Não houve diferença significativa entre os valores de EMAX e CE50 das curvas. Fonte: 

Dados da pesquisa. 

  

5.6.3 Análise da participação da L-Cisteína (3 mmol/L) no vasorrelaxamento induzido 
pelo FOR0903 em anéis de artéria aorta pré-contraídos com PHE  

 

Visando avaliar a influência de um sequestrador seletivo de íons nitroxil (NO-) mais 

especificamente, a L-Cisteína, no potencial de relaxamento do composto de interesse, foram 

realizados experimentos com preparações de anéis de artéria aorta com contração induzida pelo 

agente contrátil PHE e com o inibidor em questão.  

Nas preparações contendo a L-Cisteína, não houve alteração no efeito vasodilatador 

do FOR0903, os valores da EMAX foram os seguintes: (112,40 ± 10,73%). Em relação a CE50, a 

L-Cisteína apresentou o seguinte dado: CE50: 1,070 [IC95%: 0,273 - 4,145], que em relação 

com o grupo controle, não apresentou aumento com significância estatística (Quadro 6) 

(Gráfico 8). 
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Gráfico 8 - Análise da participação da L-Cisteína no vasorrelaxamento induzido pelo FOR0903 

em anéis de artéria aorta pré-contraídos com PHE 
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Curvas concentração-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta na ausência e na presença da L-Cisteína (3 

mmol/L), sequestrador de íons nitroxil (NO-). Não houve diferença significativa entre os valores de EMAX e CE50 

das curvas. Fonte: Dados da pesquisa. 

 

5.6.4 Avaliação da atividade da Hidroxicobalamina no efeito vasodilatador do complexo 
de rutênio FOR0903 em anéis de aorta de rato Wistar.  

 

A hidroxicobalamina (100 µmol/L), um sequestrador de óxido nítrico na forma 

radicalar de NO, foi incubada nas preparações dos anéis de aorta, para análise da sua influência 

ou não no efeito vasorrelaxante do FOR0903, comparado com o grupo controle, pré-contraído 

com a fenilefrina (PHE).  

No grupo contendo a hidroxicobalamina, houve uma redução na vasodilatação, 

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 relação a CE50 (2,464 

[1,651 - 3,683] obtiveram valores maiores que o controle, sendo estatisticamente significantes 

(Quadro 6) (Gráfico 9). 
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Gráfico 9 - Avaliação da atividade da hidroxicobalamina no efeito vasodilatador do complexo 

de rutênio FOR0903 em anéis de aorta de rato Wistar. 
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Curvas concentração-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta na ausência e na presença da Hidroxicobalamina 

(100 µmol/L), sequestrador de NO na forma radicalar (NO°). **p < 0,05, revelando a diferença entre os valores 

de EMAX e CE50, das curvas. Fonte: Dados da pesquisa. 

 

5.6.5 Ação do ODQ (10 μmol/L) no relaxamento induzido pelo FOR0903 em anéis de 

artéria aorta pré-contraídos com PHE  
 

Para investigação do possível envolvimento da guanilato ciclase solúvel (GCs), foi 

utilizado o ODQ, oxadiazoloquinoxalinona (10 μmol/L), um inibidor da enzima GCs, nas 

preparações dos anéis de aorta dos ratos Wistar, em endotélio íntegro, para um n=6.  

Após análise dos dados, foi possível perceber que houve uma notável redução na 

vasodilatação endotelial. Os valores do efeito máximo foram avaliados em (EMAX 52,56 ± 

7,16%) nas preparações pré-incubadas com o inibidor ODQ (Composto de rutênio + ODQ), 

com uma diminuição acentuada em comparação aos resultados do controle com PHE (EMAX 

113,57 ± 3,92%). Em relação aos números da CE50, o grupo contendo o ODQ apresentou 

valores significativamente maiores (CE50 17,221 [IC95%: 9,770 - 34,413]) do que o grupo 

contendo somente a PHE 1,170 [IC95%: 0,779 - 1,753] (Quadro 6) (Gráfico 10). 

 

 

 

 

** 
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Gráfico 10 - Ação do ODQ no relaxamento induzido pelo FOR0903 em anéis de artéria aorta 

pré-contraídos com PHE  
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Curvas concentração-efeito (CCE) do FOR0903 em anéis de aorta na ausência e na presença de ODQ (10 µmol/L), 

inibidor da GCs **p < 0,05, revelando a diferença entre os valores de EMAX e CE50 das curvas. Fonte: Dados da 

pesquisa. 

 

O quadro abaixo (Quadro 6), demonstra os dados do efeito máximo (EMAX), bem 

como os valores da CE50, baseados na média e no erro padrão da média (EPM), devido ao uso 

da função sigmóide, assim como os resultados do índice de confiança do composto de rutênio 

em questão, o FOR0903. Os dados descritos a seguir se basearam tanto na presença quanto na 

ausência dos bloqueadores utilizados.  

 

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

fenilefrina (1 µmol/L) em endotélio íntegro (E+), levando em consideração a presença ou não 

dos inibidores de escolha.  

 

 n / N = 2 EMAX (%)                      

CE50 

 

  Média + 

EPM 

Média IC95 

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-CISTEÍNA 6 112,40 ±10,73 1,070 [0,273 - 4,145] 

HIDROXICOBALAMINA 6 95,13 ± 3,65 2,464 [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 realização do teste t de Student. 

 

5.7 Het-Cam 

 

De acordo com a análise realizada nos vídeos dos experimentos, foi-se avaliado o 

score de irritação (IS) do controle positivo, controle negativo e da substância de interesse, o 

composto FOR0903. O controle positivo (Figura 14), feito com a solução Hidróxido de Sódio 

(NaOH), apresentou um IS de 19,94, sendo classificado como irritante severo, de acordo com 

o proposto por Luepke (1985). Foi observada intensa hemorragia após 30 segundos da aplicação 

do NaOH e processos de coagulação no período de 300 segundos. Já o controle negativo (Figura 

15) realizado com solução salina, não apresentou nenhum tipo de alteração nos vasos 

observados, tendo, de acordo com a fórmula e tabela mencionadas, um IS de 0, sendo não 

irritante, conforme previsto. 

Após realizar triplicatas dos testes com o FOR0903 (Figura 16), diluído com DMSO 

a 3%, verificou-se, por meio das gravações, que o IS dele é 0, ou seja, não irritante, o que traz 

resultados benéficos para a pesquisa em questão, tendo em vista que tal substância não produz 

irritação ou nenhum dos outros parâmetros avaliados, como coagulação, lise e hemorragia.  

 

Figura 14 - Controle positivo (NaOH)  

 

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

A – 0s – Sem processos de lise, hemorragia ou coagulação 

B – 30s – Processo de hemorragia 

C – 300s – Processo de coagulação  
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Figura 15 - Controle negativo (Solução salina)  

 

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

A – 0s – Sem processos de lise, hemorragia ou coagulação 

B – 30s – Sem processos de lise, hemorragia ou coagulação 

C – 300s – Sem processos de lise, hemorragia ou coagulação 

 

Figura 16 - FOR0903 (DMSO 3%)  

 

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

A – 0s – Sem processos de lise, hemorragia ou coagulação 

B – 30s – Sem processos de lise, hemorragia ou coagulação 

C – 300s – Sem processos de lise, hemorragia ou coagulação 

 

Controle positivo (NaOH): 

IS = 19,94 – De acordo com a tabela, é classificado como irritante severo  

 

Controle negativo (Solução salina): 

IS = 0 – De acordo com a tabela, é classificado como não irritante 

 

FOR0903 (DMSO 3%): 

IS = 0 – De acordo com a tabela, é classificado como não irritante  

 

5.8 Docking Molecular 

 

Na imagem A (Figura 17) referente à proteína eNOS, foram identificadas cinco 
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interações hidrofóbicas envolvendo os resíduos VAL-185, TRP-447, TRP-178, PHE-353 e 

VAL-336, com distâncias variando de 2,76 Å a 3,81 Å (Quadro 8). Essas interações contribuem 

para a estabilidade do complexo ligante-proteína. 

Já na imagem B (Figura 17) que representa a interação do composto FOR0903 com 

a proteína GCs, foram identificadas tanto interações hidrofóbicas quanto ligações de 

hidrogênio. As interações hidrofóbicas incluíram nove resíduos, entre eles ASN-62, ALA-63, 

GLU-65, LEU-67, ASP-144, ILE-147 (duas interações), VAL-166 e PHE-179, com distâncias 

entre 3,03 Å e 3,69 Å (Quadro 7). Além disso, três ligações de hidrogênio foram observadas, 

com os resíduos GLN-143, ASP-144 e GLN-169, apresentando distâncias de 1,89 Å a 2,58 Å. 

Essa combinação de interações sugere um padrão de estabilização distinto em relação à eNOS, 

com maior diversidade de forças atuando no complexo, embora a afinidade de ligação seja 

ligeiramente menor. Vale destacar a proximidade e orientação do composto em relação ao 

grupamento HEM, destacado em vermelho, que desempenha papel fundamental na ativação do 

oxigênio necessário à função enzimática. 

 
Figura 17 – Imagem A – eNOS e sítio ativo / Imagem B – GCs e o FOR0903 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

Representação das interações do composto FOR0903 com as proteínas eNOS (Imagem A) e GCs (Imagem B). Na 

imagem A, as interações predominantes com a eNOS incluem resíduos hidrofóbicos, destacados pelo detalhamento 

do sítio ativo. Na imagem B, as interações com a GCs incluem tanto ligações hidrofóbicas quanto de hidrogênio, 

com os resíduos detalhados no painel ampliado. O círculo vermelho identifica o grupamento heme, crucial para a 

ativação do oxigênio na proteína. 
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Quadro 7 - Interações do composto FOR0903 com a proteína GCs (Tipos de interação, resíduos, 

aminoácidos avaliados e distância). 

 

Tipo de interação Resíduo AA Distância (Å)

Hidrofóbica 62B ASN 3,27

Hidrofóbica 63B ALA 3,11

Hidrofóbica 65B GLU 3,33

Hidrofóbica 67B LEU 3,34

Hidrofóbica 144B ASP 3,6

Hidrofóbica 147B ILE 3,03

Hidrofóbica 147B ILE 3,43

Hidrofóbica 166B VAL 3,03

Hidrofóbica 179B PHE 3,69

Ligação de hidrogênio 143B GLN 2,58

Ligação de hidrogênio 144B ASP 1,89

Ligação de hidrogênio 169B GLN 2,49

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

 

Quadro 8 - Interações do composto FOR0903 com a proteína eNOS (Tipos de interação, 

resíduos, aminoácidos avaliados e distância). 
 

Tipo de interação Resíduo AA Distância (Å)

Hidrofóbica 178B TRP 3,52

Hidrofóbica 185B VAL 3,81

Hidrofóbica 336B VAL 3,75

Hidrofóbica 353B PHE 2,76

Hidrofóbica 447B TRP 3,43

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Os resultados mostraram afinidades de ligação aceitáveis do composto FOR0903 

com as proteínas GCs e eNOS, expressas no gráfico (Gráfico 11). A análise revelou diferenças 

entre as interações. Foram calculados os valores de afinidade com base na média ± desvio 

padrão. Para a proteína GCs, os resultados indicaram uma afinidade de -8,25 ± 0,006 kcal/mol. 



 
60 

Já para a eNOS, a afinidade foi maior, com valores de -9,1 ± 0,005 kcal/mol. Esses dados 

evidenciam que a interação do composto FOR0903 com a eNOS é termodinamicamente e 

levemente mais favorável, o que sugere maior estabilidade do complexo nesta proteína em 

comparação à GCs. 

 

Gráfico 11 - Afinidade de ligação (kcal/mol) das proteínas GCs e eNOS com a molécula 

FOR0903 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 
 

 

5.9. Toxicidade – ADMET 

 

A avaliação farmacocinética da molécula de interesse, FOR0903, baseada nas 

predições de toxicidade do programa ProTox-3.0, demonstra um perfil que equilibra diferentes 

tipos de toxicidade, tanto em órgãos específicos quanto em endpoints toxicológicos. As 

predições apontam que o FOR0903 apresenta atividade neurotóxica (probabilidade de 0,12) e 

toxicidade respiratória (probabilidade de 0,38), enquanto os outros parâmetros de toxicidade 

permanecem inativos, sugerindo segurança em outras áreas, como hepatotoxicidade 

(probabilidade de 0,56) e nefrotoxicidade (probabilidade de 0,70) (Quadro 9).  
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Quadro 9 – Predição de toxicidade da molécula FOR0903 utilizando o software ProTox-3.0. 

 

Classificação Alvo Predição Probabilidade

Toxicidade de órgãos Hepatotoxicidade Inativo 0,56

Toxicidade de órgãos Neurotoxicidade Ativo 0,12

Toxicidade de órgãos Nefrotoxicidade Inativo 0,7

Toxicidade de órgãos Toxicidade respiratória Ativo 0,38

Toxicidade de órgãos 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 hematoencefálica Ativo 0,83

Fonte: Dados da pesquisa. 

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

 

Em relação à cardiotoxicidade, a molécula se mostrou inativa com uma 

probabilidade de 0,79, o que é uma característica desejável, dado o risco associado a essa 

toxicidade em compostos com potencial terapêutico. A baixa probabilidade de mutagenicidade 

(0,67) e carcinogenicidade (0,64) também indica um perfil favorável 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 

reações secundárias imunológicas, o que é crucial para o desenvolvimento de fármacos seguros. 

Por outro lado, a toxicidade para a barreira hematoencefálica (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 é preciso atenção com os possíveis efeitos neurotóxicos identificados, mesmo com 

uma probabilidade relativamente baixa. 
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6. DISCUSSÃO 

 

O presente trabalho teve como principal objetivo estudar o novo complexo de 

rutênio [Ru(phen)2(Bzim)NO] (PF6)³, (FOR0903), avaliando seu efeito vasodilatador nas 

artérias aortas de ratos Wistar, bem como caracterizando as suas mais importantes vias de ação, 

buscando uma forma segura de terapêutica, com análise de irritação e toxicidade. 

O estudo é inédito por trabalhar com um composto novo, cuja molécula é composta 

por um centro metálico de rutênio, sendo formado por seis coordenações que contém anéis 

polipiridínicos, além de radicais como 1,109 fenantrolina, 1H-benzimidazol, e uma molécula de 

óxido nítrico (NO). Outros trabalhos recentes estudaram compostos de rutênio, com vias 

específicas, incluindo a NO/GCs/GMPc, e elucidaram o mecanismo de ação destes, bem como 

seu potencial vasodilatador, sendo três deles com a estrutura molecular semelhante à do 

composto estudado neste trabalho, contendo o grupamento NO e todos com valores de efeito 

máximo parecidos com o FOR0903 (Silveira, 2019; Holanda, 2019; Silva, 2023; Soares, 2024), 

o que traz validade para a hipótese de pesquisa do presente estudo.  

Tendo em vista as características dos compostos de rutênio, tais como, o fácil 

manuseio, o controle de suas propriedades, um significativo potencial biológico, sua 

estabilidade e baixa toxicidade, eles têm sido alvo de pesquisas por seu potencial de 

metalofármacos para uso clínico, incluindo para doenças de cunho cardiovascular (Lima, 2010; 

Tomanzini, 2019; Silva, 2023). 

Pesquisas envolvendo a avaliação da reatividade vascular de anéis de aorta de ratos 

ocorrem desde meados de 1950, com estudos sobre a caracterização biológica de diversos tipos 

de compostos e substâncias, com a análise de seu mecanismo de ação. Outros complexos de 

rutênio também já foram alvo de trabalhos científicos, principalmente levando em consideração 

sua característica de doador de NO (Braz, 2022). 

É importante ressaltar que a utilização dos agentes contráteis, PHE e KCl, foi 

fundamentada de forma estratégica, devido à suas formas de ação, bem como comportamento. 

É conhecido que o músculo liso vascular tem suas funções alteradas devido à liberação de 

neurotransmissores. Sendo assim, o uso da fenilefrina trouxe resultados importantes, uma vez 

que ela é um agente contrátil de comportamento agonista α1-adrenérgico, e a ativação dos seus 

receptores está intrinsecamente ligada às vias de transdução de sinal, que levam a interações 

celulares dessas substâncias, promovendo alterações na resposta celular (Silva, 2023; Neto et 

al., 2006). 
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A fenilefrina, sendo agonista α1-adrenérgico, se acopla à proteína G (Gq), que faz 

parte de uma família de proteínas homólogas e triméricas, e ela, tendo sua subunidade α ativada, 

consiste num aumento citosólico de [CA²+], que gera a contração farmacomecânica das células 

do músculo liso (Silva, 2023). Ou seja, a PHE, bem como a acetilcolina (Ach), tem 

comportamento farmacomecânico, sendo associada a um receptor e utilizando o endotélio em 

suas ações.  

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 contração de vasos, se 

difere quanto ao mecanismo de ação, tendo em vista que o cloreto de potássio induz a 

vasoconstrição através da despolarização das membranas, por um estímulo eletromecânico, 

utilizando o canal direto, para gerar diferença de potencial, no qual, os canais iônicos se 

associam por transmembrana (Silveira, 2019). 

De acordo com os resultados obtidos, foi possível perceber que o composto 

FOR0903 conseguiu reduzir quase que completamente a contração induzida pela PHE, como 

foi mostrado anteriormente, comparado com o grupo controle (DMSO). E apesar de ter 

demonstrado um efeito máximo menor, ainda assim, o complexo de rutênio em questão também 

diminuiu significativamente a contração realizada pelo KCl. 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 relevância do endotélio, tendo em vista sua função, dentre tantas 

outras, de regular ativamente o transporte de moléculas em resposta aos mais diversos sinais. 

Através da liberação de substâncias vasoativas, o endotélio consegue responder a processos 

exógenos e endógenos. Essas substâncias são classificadas como fatores relaxantes ou 

contráteis derivados do endotélio, levando em consideração seu efeito sobre o músculo liso 

vascular (Silva, 2013). 

Tendo elucidado a importância do endotélio e suas células e funções, foi realizado 

um protocolo experimental para avaliar a participação dele no efeito vasodilatador do composto 

FOR0903, no qual em algumas preparações dos anéis foi retirado o tecido endotelial e dado 

seguimento normalmente nos ensaios biológicos.  

Os experimentos com PHE e KCl demonstraram que não houve diferença 

significativa nos dados de eficácia e potência contendo endotélio íntegro e com o endotélio não 

íntegro, mostrando que o efeito do FOR0903 não é dependente do endotélio. Resultados 

semelhantes podem ser visualizados no trabalho descrito por Soares (2024), que trabalhou com 

o complexo de rutênio cis-[Ru(NO2)(bpy)2(4-phpy)]PF6 (FOR0777G). 
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No endotélio, há liberação de NO para manutenção da homeostase, sendo um 

processo dependente da enzima eNOS (Silva, 2023). O NO produzido pelas células endoteliais 

liga-se à GCs, levando à formação de GMPc, que ativa a fosfatase de cadeia leve de miosina, 

resultando no relaxamento do músculo liso (Golan, 2014). Sendo assim, o estudo da classe de 

doadores de óxido nítrico tem sido amplo devido à suas propriedades físico-químicas. Mais 

especificamente, o rutênio tem sido amplamente pesquisado em decorrência de sua 

característica química, que apresenta grande afinidade com o óxido nítrico, contribuindo para a 

formação de complexos nitrosil-rutênio (RuNO) que podem ser utilizados como possíveis 

doadores de NO (Soares, 2024). 

Após confirmação do efeito vasodilatador do composto FOR0903, deu-se 

prosseguimento à investigação das vias participantes nesse processo. Para avaliar a influência 

tanto do endotélio como da liberação do NO, foi utilizado o inibidor L-NAME (Nω-Nitro-L-

arginine-methyl-esterhydrocloride), um bloqueador não seletivo da enzima NOS. Análogo e 

antagonista do aminoácido L-arginina, a partir do qual o NO é sintetizado, ele inibe a síntese 

do NO necessário para a manutenção da pressão arterial normal (Kopincová et al., 2012).  

Foi visto que não houve diferença significativa no efeito máximo e potência entre 

as preparações controle, contendo o FOR0903 e PHE e com o L-NAME, o que denota que o 

FOR0903 não 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)³ 

(FOR0803) também possui ligação com o NO, e Soares (2024), que trabalhou com o composto 

cis-[Ru(NO2 )(bpy)2(4-phpy)]PF6 (FOR0777g), cuja molécula continha ligação com NO2. 

Ambos trabalharam com a mesma concentração de L-NAME (100 µmol/L) utilizada neste 

trabalho. 

A liberação de NO se dá através do mecanismo de fosforilação da enzima eNOS, 

que é dependente da via IP3K (Fosfatidilinositol 3- cinase)/AKT (Protein Kinase B) (Franca, 

2014), sendo esta inerente ao processo Ca²+/ calmodulina. Sendo assim, para explorar esta via, 

foi utilizada a Wortmannina, um inibidor seletivo da enzima IP3K, que age evitando a 

fosforilação e ativação da Akt, inibindo o aumento do GMPc na musculatura lisa vascular, o 

que impede o relaxamento do músculo liso (Moreira, 2018).  

No presente estudo, não houve diferença na potência com o uso do inibidor e a 

resposta máxima do FOR0903 não sofreu alterações significativas na presença da 

Wortmannina, o que representa que a via IP3K/Akt não está envolvida no mecanismo 

vasodilatador do composto. Na pesquisa realizada com o composto cis-[Ru(bpy)2(2-
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MIM)(NO)]³ (FOR811A), que objetivava avaliar seu efeito vascular também em aorta de ratos, 

foram obtidos resultados parecidos (Silveira, 2019). 

O mecanismo de vasodilatação está relacionado à quantidade de óxido nítrico que 

é 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 íons nitroxil (NO-), que quando estão 

ligadas à GCs, gerenciam sua atividade de forma positiva (Silva, 2023). 

Para avaliar o envolvimento do FOR0903 com doação de NO ou ativação direta da 

via, foram utilizados dois inibidores, que são sequestradores de óxido nítrico, a L-Cisteína e a 

Hidroxicobalamina. A L-Cisteína é um sequestrador seletivo de íons nitroxil NO-, forma 

reduzida do NO. Já a hidroxicobalamina é um sequestrador seletivo de NO radicalar (NO°), que 

reagindo com NO para formar outra substância, reduz o efeito vasodilatador do óxido nítrico e 

seus doadores (Holanda, 2019).  

Através dos resultados, foi possível observar que nas preparações contendo a L-

Cisteína não houve aumento significativo nem na eficácia nem na potência, enquanto nas 

preparações de anéis pré-incubadas com a hidroxicobalamina, houve uma diminuição no efeito 

vasodilatador em relação ao controle (PHE) e uma redução da potência, de forma significativa. 

Sendo assim, há possibilidade de o FOR0903 realizar doação de NO por meio de um processo 

de redução eletroquímica, na sua forma radicalar (Soares, 2024). 

Trabalhos envolvendo compostos de rutênio da mesma família 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 

potência e eficácia, em comparação com o controle, sugerindo que a forma radicalar livre do 

NO está envolvida na vasodilatação, sendo uma via de grande influência.   

Mesmo apresentando valores significativos, o que denota que ele possui efeito, a 

diminuição do efeito vasodilatador não é tão alta quanto a dos compostos da mesma família, 

citados anteriormente. Essa observação abre precedentes para novas possibilidades com 

compostos contendo um grupamento de fenantrolina em sua estrutura, como é o caso do 

FOR0903, pois infere-se que há outro mecanismo envolvido neste processo, além da liberação 

do NO.  

A enzima guanilil ciclase solúvel (GCs), um heterodímero com subunidade α e β, é 

de suma relevância no mecanismo de vasodilatação 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, é ativada, produzindo o segundo mensageiro GMPc, que gera proteínas importantes 

no processo vasodilatador (Lunardi et al., 2009).  
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Visando prosseguir com a investigação e análise dos processos de vasorrelaxamento 

do composto de rutênio FOR0903, foi utilizado o bloqueador ODQ (Oxadiazoloquinoxalinona), 

um inibidor da enzima GCs, que age alterando a porção heme desta enzima, mantendo sua 

atividade catalítica. A GCs, que possui este grupo heme prostético, é responsável, dentre outras 

funções, por produzir o segundo mensageiro 3959guanosina-monofosfato (GMPc), que ao ser 

ativado, leva à conversão do GTP a GMPc. Este aciona a serina/treonina quinase (PKG), que 

fosforila as proteínas reguladoras no processo de vasodilatação. (Silva, 2023; Lunardi et al., 

2009). 

Os resultados obtidos através dos experimentos realizados apresentaram valores 

significativos que expressaram uma redução relevante na potência e no efeito máximo das 

preparações, em um padrão comparativo entre os anéis contendo somente o FOR0903 e os anéis 

de aorta constituídos também do ODQ. Esses dados revelam que o mecanismo de ação do 

composto em questão ocorre, principalmente, através da via estimulada da GCs e da doação de 

NO. 

Trabalhos anteriores, realizados utilizando o mesmo bloqueio com a mesma 

concentração (10 μmol/L) juntamente com outros compostos de rutênio, obtiveram resultados 

semelhantes, tais como os realizados com o [Ru(bpy)2(Bzim)NO](PF6)3 (FOR0803), cuja 

estrutura química possui centro metálico de rutênio, estabilizado pelos ligantes, 2,29 bipiridina, 

1H -benzimidazol, e uma molécula de NO (Silva, 2023) e cis-[Ru(NO2 )(bpy)2(4-phpy)]PF6 

(FOR0777G), que pertence à classe de novos complexos de rutênio (II) contendo 2,29- 

bipiridina e como ligante auxiliar 4-fenilpiridina (Soares, 2024), o que confirma a importante 

função dos estimuladores da GCs na dilatação vascular.  

Justifica-se a avaliação 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 

possível observar que o complexo de rutênio FOR0903, diluído com DMSO a 3%, não 

apresenta efeitos irritativos, nem coagulação, 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 confirmações. 

Resultados semelhantes puderam ser observados no trabalho de Neto (2022), que 

estudou o composto de rutênio cis-[Ru(bpy)2(2-MIM) (NO2)]PF6 (bpy = 2,29-bipiridina e 2- 

MIM = 2- metilimidazol) (FOR711A) no modelo het-cam, o qual não apresentou efeito 

irritativo após 5 minutos de observação. 
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Os resultados do presente estudo com docking molecular, revelam as características 

e interações do composto de interesse, comprovando sua afinidade de ligação tanto com a 

guanilato ciclase quanto com a enzima do óxido nítrico. Os dados obtidos demonstram 

afinidade do composto com os alvos analisados, apresentando liberação de energia de forma 

favorável entre as substâncias. 

Houve uma maior interação e ligação de afinidade do FOR0903 com a eNOS, em 

comparação com a GCs, porém, apesar deste achado in silico, foi possível confirmar, através 

dos experimentos, por meio da utilização do bloqueio L-NAME, que o composto em questão 

não utiliza a eNOS como principal via.  

Além disso, as ligações hidrofóbicas e de hidrogênio presentes, confirmam a 

interação receptor ligante, que auxilia no processo de vasodilatação, o que denota maior 

segurança para as outras fases experimentais do trabalho em questão, filtrando as vias de estudo 

para maior assertividade nas pesquisas. 

Estudos com o composto já citado FOR0803, apresentaram desfechos parecidos, 

apontando aceitável afinidade de ligação entre a substância de interesse e a enzima GCs. Da 

mesma forma, os resultados demonstrando ligações hidrofóbicas e de hidrogênio, em 

concordância com a presente pesquisa, mostraram a interação receptor ligante no processo 

vasodilatador (Silva, 2023). Braz (2022), em seu estudo com o composto cis-[Ru(phen)2(2-

MIM) (NO2)] + denominado FOR611A, ao realizar a docagem molecular com o alvo eNOS, 

também encontrou interação com o complexo, por meio das ligações hidrofóbicas, 

semelhantemente à presente pesquisa. 

A avaliação da toxicidade no ramo da farmacocinética, utilizando experimentos in 

sílico, é de grande valia no contexto de pesquisas mais aprofundadas sobre determinado 

composto, no caso em questão, o FOR0903. O uso do ADMET, acrônimo para 89Absorção, 

Distribuição, Metabolismo, Excreção e Toxicidade99 analisa a eficácia de uma substância e seus 

riscos tóxicos (Oliveira et al., 2020). 

Os resultados gerais indicam que a molécula FOR0903 exibe um equilíbrio 

aceitável entre a segurança e o potencial terapêutico, com especial atenção à sua atividade 

cardiotóxica, que é importante, levando em consideração a base desta pesquisa, além da sua 

ação neurotóxica e à penetração da barreira hematoencefálica, que podem ser exploradas em 

tratamentos de doenças neurológicas, desde que acompanhados de monitoramento cuidadoso 

dos possíveis efeitos adversos. Estudos futuros são necessários para confirmar esses achados in 

silico, utilizando ensaios experimentais e clínicos para determinar a segurança e eficácia reais 

da molécula. 
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Estudos semelhantes, como o de Banerjee et al. (2018), destacam a importância de 

equilibrar toxicidade e eficácia na fase inicial do desenvolvimento de compostos terapêuticos, 

especialmente no que se refere à neurotoxicidade e à interação com a barreira hematoencefálica. 

Por fim, conforme relatado por Chen et al. (2020), as ferramentas preditivas como ProTox-3.0, 

têm se mostrado valiosas para uma primeira triagem de toxicidade, permitindo a exclusão 

precoce de compostos potencialmente tóxicos, bem como é uma ferramenta que permite reduzir 

e substituir o uso de animais de pesquisa nos testes toxicológicos, estando em consonância com 

o princípio dos 3R9s. 
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7. CONCLUSÃO 

 

O estudo realizado com o composto de rutênio inédito FOR0903 

[Ru(phen)2(Bzim)NO] (PF6)³ demonstrou atividade vasodilatadora, com principal via de 

mecanismo através da estimulação da GCs e por doação de NO, independente do endotélio. 

A pesquisa também apresentou, através do het-cam, que o novo complexo de 

rutênio não possui efeito irritativo, pois não foram demonstrados eventos de lise, hemorragia 

ou coagulação nos vasos sanguíneos avaliados. 

Ademais, foi possível confirmar suas interações com a GCs e a enzima do NO, 

através do docking molecular, confirmando a relação fármaco-receptor. Além disso, 

compreendeu-se os dados de predição da toxicidade, através do ADMET, com a maior parte 

dos alvos avaliados apresentando toxicidade inativa, o que configura maior segurança no 

prosseguir da pesquisa com o FOR0903. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O presente estudo realizado com o composto de rutênio FOR0903 

[Ru(phen)2(Bzim)NO] (PF6)³, objetivou, através de ensaios biológicos de reatividade vascular 

em anéis de aorta de ratos Wistar, utilizando equipamento de banho de órgãos, modelo 

alternativo de het-cam, docking molecular, e avaliação ADMET, demonstrar atividade 

vasodilatadora deste complexo, elucidando seu mecanismo de ação e participação do endotélio, 

bem como seu potencial irritativo, interações moleculares e efeitos tóxicos. 

Pesquisas deste cunho, por atuarem com complexos metálicos inéditos, possuem 

extrema relevância no avanço da terapêutica cardiovascular. Com investigações desde o 

mecanismo de ação dos compostos até a possível descoberta de novos fármacos com capacidade 

de ação através da doação de NO, estimulando a GCs. Este trabalho abre possibilidades para 

futuros estudos com aprimoramento da molécula em questão e desenvolvimento de novas, 

como opção de tratamento para disfunções endoteliais.  

Apesar dos achados importantes deste trabalho, são necessários os próximos passos, 

com realização 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 ação e sua caracterização, além de sua pesquisa em modelos de doença, visando 

dar continuidade aos estudos em relação ao FOR903, que possa se configurar, futuramente, 

como vasodilatador utilizado na terapêutica de pacientes hipertensos, em prol da melhor 

qualidade de vida destes. 
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