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Resumo

BANIN, T. M. Estudo da tolerancia in vitro induzida pelo doador de NO cis-
[Ru(bpy)2 (py)NO2](PFs)(RuBPY). 2016. 87 f.Tese (Doutorado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirao
Preto, 2016.

Os nitrocomplexos de ruténio sdo estudados como agentes doadores de 6xido nitrico
(NO). Estes sao atraentes como potenciais agentes terapéuticos porque apresentam
baixa citotoxicidade, que pode ser decorrente da semelhanca entre ruténio e ferro.
Varios compostos de ruténio foram sintetizados em nosso laboratorio, mas o complexo
cis-[Ru(bpy)2(py)NO2] (PFe), (RUBPY) parece ser o mais promissor. Muitos doadores
de NO tem como principal limitagdo clinica o desenvolvimento de tolerancia,
caracterizada pela perda rapida de seus efeitos anti-isquémicos e hemodinamicos. Os
mecanismos e causas que levam a tolerancia ainda sdo pouco conhecidos. Porém,
acredita-se que a tolerancia seja um processo multifatorial que envolva aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), diminui¢do da atividade da enzima
guanilil ciclase solavel (GCs) e aumento da expressao e atividade das enzimas
fosfodiesterases. O presente trabalho teve por objetivos avaliar se os compostos
RuBPY e NaNO2, em diferentes concentracdes e tempos de incubagéo,
desencadeiam auto tolerancia e tolerancia cruzada a nitroglicerina (NTG). Além disso,
avaliar se os receptores TRPV1 participam do relaxamento induzido pelo RuBPY, se
0 RuBPY libera NO ou nitrito e se € capaz de inibir a agregacgéo plaquetaria. O RuBPY
e 0 NaNO2 sdo capazes de promover relaxamento total, de maneira dependente de
concentragdo, em aortas com e sem endotélio, contraidas com fenilefrina. Estes
resultados demonstram que o efeito vasodilatador destes compostos é independente
do endotélio. Porém, o RuBPY é mais potente que o NaNO2. O RuBPY é capaz de
induzir auto tolerancia em aortas sem endotélio pré-expostas por 5 ou 10 min ao
RuBPY e em aortas com endotélio, pré-expostas por 45 min ao RuBPY. A pré-
exposicao por 30 min ou 45 min ao RuUBPY potencializa o seu efeito vasodilatador em
aortas sem endotélio e com endotélio, respectivamente. A potencializacdo da resposta
relaxante independe da ativacdo da GCs, mas pode estar relacionada ao aumento da
liberagdo de NO em células do musculo liso vascular e aumento na fosforilagédo do
residuo de Thr*®> da eNOS. O NaNO2 também induz o processo de auto tolerancia
em aortas sem endotélio, pela pré-exposicdo ao NaNO2z por 5 min ou 30 min. Nao ha
inducdo de tolerdncia cruzada entre nitroglicerina e RuBPY. Neste trabalho
demonstramos também que o novo complexo de ruténio RUBPY € um gerador de NO,
e ndo de nitrito, capaz de inibir a agregacéo plaquetéria. Os receptores TRPV1 nédo
participam do relaxamento desencadeado pelo RuBPY. Um achado importante deste
trabalho foi o efeito potencializador da vasodilatacdo induzida pelo RuBPY promovida
pela sua pré-exposicao. Este efeito poderia ser benéfico, considerando um potencial
uso terapéutico deste composto gerador de NO

Palavras-chave: Tolerancia, tolerdncia cruzada, auto tolerancia, vasodilatacéo,
doador de NO, RuBPY, potencializacéo do efeito vasodilatador.
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Abstract

BANIN, T. M. In vitro induced tolerance by the NO donor cis-[Ru(bpy)2
(py)NO2](PFs) (RuBPY). 2016. 87 f.Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

The ruthenium nitro-complexes are studied as nitric oxide (NO) donors. These
complexes are attractive as potential therapeutic agents because they have low
cytotoxicity, which can be due to the similarity between ruthenium and iron. Several
ruthenium compounds were synthesized in our laboratory, but the complex cis-
[Ru(bpy)2(py)NO2](PFs) (RuUBPY) is the most promising. The main clinical limitation of
NO donors is the development of tolerance that is characterized by the loss of its
vasodilator and hemodynamic effects. The mechanisms and causes that lead to
tolerance are still poorly understood. However, it is believed that tolerance is a
multifactorial process that involves increased production of reactive oxygen species
(ROS), decrease activity of thr enzyme soluble guanylyl cyclase (sGC) and increased
expression and activity of phosphodiesterases enzyme. This study aimed to evaluate
if the compounds RuBPY and nitrite (NaNO2) cause tolerance in different
concentrations and exposure times and and cross-tolerance to nitroglycerin (NTG). In
addition, to evaluate the involvement of the TRPV1 receptors in the relaxation induced
by RuBPY, if RUBPY releases NO or nitrite and if RUBPY inhibits platelet aggregation.
Both RuBPY and NaNO: are able to induce complete relaxation in a concentration-
dependent manner in intact endothelium or denuded contracted with phenylephrine.
These results demonstrate that the vasodilation induced by these compounds is
endothelium-independent. However, the RuBPY is more potent than NaNO2. The
RuBPY is able to induce self-tolerance in the denuded aorta that was pre-exposed for
5 min or 10 min to RuBPY and in aorta with intact endothelium pre-exposed for 45 min
to RuBPY. Pre-exposure for 30 min or 45 min to RuBPY potentiates its vasodilator
effect in aorta without and with endothelium, respectively. The potentiated relaxation
is independent of the GCs activation, but it is due to increased NO release in vascular
smooth muscle cells and increased eNOS phosphorylation at the inhibitory residue
Thr4%, The NaNO: also induces self-tolerance in denuded aortas by the pre-exposure
to NaNO2z for 5 min or 30 min. It was not observed cross-tolerance between
nitroglycerin and RuBPY. In this work, we have also shown that the new ruthenium
complex RuBPY is a NO generator that inhibits platelet aggregation. The TRPV1
receptors do not participate in the relaxation induced by RuBPY. An important finding
of this study was the potentiating effect of vasodilation induced by RuBPY promoted
by its pre-exposure. This effect could be beneficial considering the potential
therapeutic use of this compound NO generator.

Keywords: Tolerance, cross-tolerance, self-tolerance, vasodilatation, NO donor,
RuUBPY, potentiated vasodilatation
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1. Introducéao

A maior limitacao clinica para o uso de nitratos organicos € o desenvolvimento
de auto tolerancia apos seu uso continuado. Tolerancia aos nitratos € definida como
a perda de seus efeitos hemodinamicos, anti-isquémicos e/ou a necessidade de doses
mais elevadas para manter os mesmos efeitos apds seu uso prolongado. Este
processo é consequéncia de diversos fenébmenos, tanto vasculares como extra
vasculares e pode ter implicagbes clinicas importantes (MUNZEL; GORI, 2013,
WARNHOLTZ et al., 2002).

Evidéncias demonstram que, embora o uso de nitratos organicos para
vasodilatacdo a curto prazo seja comum e bastante eficaz, as doses clinicamente
relevantes prejudicam a liberacdo de Oxido nitrico (NO) derivado do endotélio
(MUNZEL et al., 2011).

O uso continuo de nitratos organicos pode desencadear outro processo,
denominado tolerancia cruzada, em que a resposta vasodilatadora para outros
nitrovasodilatadores ou agentes que induzem relaxamento de forma dependente ou
independente de endotélio também esta comprometida (ABRAMS, 1998, MUNZEL et
al., 1995). Este processo é comum, por exemplo, apds o0 uso crénico de nitroglicerina
(NTG) e a falha na resposta a outros vasodilatadores pode ser decorrente de
alteracdes na atividade da enzima guanilil ciclase soluvel (GCs) (MOLINA et al., 1987,
AXELSSON; ANDERSSON, 1983).

Acredita-se que estes processos, embora muito estudados nao estejam
totalmente elucidados por serem multifatoriais (CHEN et al., 2002, GORI; PARKER,
2002a, IGNARRO, 2002, MUNZEL et al., 2000, PARKER; GORI, 2001).

Dentre as alteracdes extra vasculares que podem estar relacionadas ao
processo de tolerancia, podem ser incluidos: contra-regulacdo neuro-hormonal das
forgas vasoconstritoras (como a ativacdo do eixo renina-angiotensina-aldosterona),
expansédo do volume intravascular, reducao de biotransformacédo (da NTG a NO, por
exemplo) e aumento da sensibilidade a vasoconstritores (MUNZEL et al., 1995).

Os fenbmenos vasculares que estdo associados ao desenvolvimento da
tolerancia sao: aumento na biodisponibilidade do anion superéxido (O2’) e de outras
espécies reativas de oxigénio (ERO), com consequente reducéo da disponibilidade de
NO (GORI et al., 2001, KAESEMEYER et al., 2000, LANDMESSER et al., 2003,
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MUNZEL et al., 1995), diminuicéo da atividade da enzima GCs (MULSCH et al., 1988)
e aumento da expressédo e atividade das enzimas responséveis pela degradacéo de
guanosina monofosfato ciclica (GMPc) e fosfodiesterases (PDE) (KIM et al., 2001).

A tolerancia aos nitratos organicos, especialmente a NTG, pode ser devida ao
aumento na producao de radicais livres no tecido vascular (MUNZEL et al., 1995). De
acordo com ESPLUGUES e colaboradores (2006), o tratamento prolongado com NTG
leva ao aumento da sintese de ERO pela mitocondria, o que pode levar ao
desenvolvimento e manutencdo da tolerancia. Além da cadeia respiratoria
mitocondrial, as enzimas NO sintases (NOS) e oxidases de membrana também s&o
fontes de ERO (GORI; PARKER, 2002a e 2002b).

De acordo com SZOCS e colaboradores (2007), durante o uso crénico de NTG
ha reducdo na expressdo da enzima NADPH oxidase (Nox), porém sua atividade é
aumentada. Assim sendo, este processo desencadeia aumento significativo na
concentragdo de O2 e consequentemente, aumento do consumo de NO. Estes
pesquisadores relatam também que a enzima aldeido desidrogenase mitocondrial
(ALDH2), responsavel pela conversdo de NTG a NO esta reduzida, também em
decorréncia do aumento de Oz

Embora algumas ERO favorecam o processo de tolerancia, o acumulo de
perdxido de hidrogénio (H202) nos vasos sanguineos atenua o desenvolvimento da
tolerancia aos nitratos. Em aorta de ratos, a presenca de agentes que decompdem o
H20:2 intensificam o processo de tolerancia. Porém, na presenca de tempol (mimético
da SOD), este processo € minimizado (GHATTA et al., 2007).

Outros nitratos organicos também sédo utilizados terapeuticamente, como o
dinitrato de isossorbida (ISDN), o mononitrato de isossorbida (ISMN) e o tetranitrato
de pentaeritritii (PETN). Véarios autores demonstraram que a exposi¢cdo crénica ao
ISDN e ISMN, induz tolerancia e que este fendbmeno esta associado ao aumento de
ERO, disfuncédo endotelial e ativacdo simpatica (GORI; PARKER, 2002a, 2002b,
SEKIYA et al., 2005).

Em contrapartida, o uso do nitrato organico PETN € excec¢do, pois nao
desencadeia o processo de tolerancia tanto em coelhos (MULLENHEIM et al., 2001)
como em humanos (GORI et al., 2003, JURT et al., 2001). Acredita-se que o PETN
nao seja capaz de induzir o fendbmeno de tolerancia por possuir atividade antioxidante
(GORI et al., 2003, JURT et al., 2001), reforcando o conceito de que o processo de

tolerancia envolve aumento de algumas ERO. O processo de toleréncia € associado
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apenas a nitratos organicos e pouco se sabe sobre a ocorréncia deste fendbmeno a
doadores nitritos.

Varios autores destacam o uso do nitrito no tratamento e prevencéo de doencas
cardiovasculares, como hipertenséo arterial (LUNDBERG; WEITZBERG, 2008), como
broncodilatador (HUNTER et al., 2004), relaxante intestinal e em alguns casos, como
antidoto para intoxicacdo por cianeto (CHEN; ROSE, 1952).Recentemente, foi
demonstrado que o nitrito de soédio pode reduzir a producdo de metaloproteinases
(MMP-9) em células endoteliais, assim como a atorvastatina (MESCHIARI et al.,
2016). A acado vasodilatadora do nitrito foi descrita em 1880 por REICHERT e
MITCHELL e mais tarde por FURCHGOTT e BHADRAKOM (1953) que usaram nitrito
de sddio acidificado para relaxar tiras de aorta de coelhos, contraidas com adrenalina.

O nitrito (NO2) € um ion estavel obtido pela oxidagdo do NO enddgeno
(IGNARRO et al., 1993), por fontes nutricionais (MEAH et al., 1994) ou pelo nitrato
presente nos alimentos, que € convertido a NO2z por bactérias salivares
(SPIEGELHALDER et al., 1976). Sabe-se que aproximadamente 25% do nitrato
ingerido pela alimentacéo, passa pela circulacdo entero-salivar, onde € reduzido a
NO:2 por bactérias anaerébias facultativas presentes na superficie dorsal da lingua. O
NO2 é entdo convertido a NO no ambiente acido do estdmago (BENJAMIN et al.,
1994, LUNDBERG; GOVONI et al., 2004, WEBB et al., 2008).

Por muitos anos, o NOz2 foi considerado um metabdlito inerte da via do NO
(BRYAN, 2006). Porém, estudos sugerem que o NOz presente em abundancia no
sangue e tecidos, pode ser a maior fonte intravascular e tecidual, de armazenamento
de NO (GLADWIN et al., 2005). Além disso, o NO2" é um importante biomarcador
endogeno da atividade das NOS (KLEINBONGARD et al., 2003, LAUER et al., 2001).

O NOz2 pode ser reduzido a NO, que se difunde para o musculo liso e pode
dilatar regides com débito de oxigénio na circulacdo humana (COSBY et al., 2003). O
NO:2 é rapidamente convertido a NO e complexos ferro-nitrosil, N-nitrosil e S-nitrosil
em condi¢fes fisiolégicas, além de atuar como regulador da expressao proteica
levando ao acumulo de GMPc em alguns tecidos, inibicdo da atividade da enzima
P450 e alteracao da expresséo da heat-shock-protein 70 e heme-oxigenases (BRYAN
et al., 2006).

Em condigdes fisiologicas e fiosiopatoldgicas, o NO2 pode ser convertido a NO
pela reagcdo com hemoglobina, mioglobina, xantina oxi-redutase, enzimas contendo

grupos heme ou tiol e por reducédo acida (GLADWIN et al., 2005). A poténcia dos
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nitrovasodilatadores em induzir relaxamento vascular esta relacionada a sua
capacidade de liberar NO (FEELISH; NOACK, 1987).

O NO é uma das menores e mais simples moléculas biolégicas, com
caracteristicas que lhe conferem alta capacidade de difusdo pelas células, sendo
classificado como mensageiro que nao depende de transportadores especificos
(CHEN et al., 2007). Sua produ¢do enddgena é importante na modulagédo do ténus
vascular, controle da pressao arterial, respostas imunolégicas e inibicdo da agregacéo
plaquetaria (PALMER et al., 1987, MONCADA et al., 1991, 1993, REES et al., 1989,
WHITTLE, 1985).

Em 2008, WEBB e colaboradores demonstraram que a agregacao plaquetéaria
de voluntarios saudaveis foi inibida apos a ingestédo de suco de beterraba, que contém
altos niveis de nitrato (NOs’) e, portanto, resulta em aumento na concentragcdo
plasméatica de NO2. Este resultado foi confirmado por VELMURUGAN e
colaboradores (2013) que demonstraram que a ingestdo de NO3/NO2 inibe a
agregacdo plaguetaria e que este efeito esta relacionado com a via NO-GCs em
individuos do sexo masculino, mas ndo em mulheres. Recentemente, GOSH e
colaboradores (2013) demonstraram que o NO3 presente no suco de beterraba
aumenta os niveis plasmaticos de NO2 e reduz a pressao arterial em pacientes
hipertensos. O NO2z" e NOgz’, obtidos pela dieta também podem levar a vasodilatacéo
pulmonar, sendo que este efeito depende da reducédo do NO2 a NO, via NOS e xantina
oxirredutase (BALIGA et al., 2012).

Embora existam diversos alvos para o NO, como canais para K* (BOLOTINA
et al.,, 1994), ribonucleotideos redutases e a enzima cicloxigenase (COX), seu
principal alvo intracelular € a enzima GCs, que por sua vez leva a producdo de GMPc
a partir do substrato GTP (ARNOLD et al., 1977, IGNARRO, 1991). O GMPc pode ser
rapidamente metabolizado pela acdo das PDE (KRUUSE et al., 2001) ou ativar uma
proteina quinase dependente de GMPc (PKG) (RAPOPORT et al., 1983) que induz a
fosforilacdo de varias proteinas, levando a reducdo da concentracdo citoplasmatica
de calcio ([Caz*]c) e desencadeando relaxamento vascular (IGNARRO, 1991).

Em condicdes fisiolégicas, o NO possui curto tempo de meia vida
(aproximadamente 5 seg) e € muito instavel, podendo reagir rapidamente com outros
radicais livres, como o anion Oz e com metais de transicdo como o atomo de ferro de
vérias proteinas (MCINTYRE et al., 1999). O desenvolvimento de novas moléculas que

liberam NO pode ser uma valiosa ferramenta farmacolégica para a compreensao do
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seu mecanismo de acao e ainda pode representar uma nova classe de agentes
terapéuticos (FORD; WECKSLER, 2005, YAMAMOTO; BING, 2000).

Os nitrocomplexos de ruténio tém sido bastante estudados como agentes
doadores de NO. Sao atraentes como agentes terapéuticos, pois apresentam baixa
citotoxicidade (FRICKER et al., 1997, DeLEO; FORD, 2000), que pode ser decorrente
da semelhanca entre ruténio e ferro. Esta nova classe de farmacos apresenta
estabilidade térmica e estabilidade em pH fisiol6gico (OLIVEIRA et al., 2004).

Nos ultimos anos, varios complexos de ruténio, que apresentam diferentes
caracteristicas quimicas e bioldgicas, foram sintetizados e estudados por nosso grupo
de pesquisa (BONAVENTURA et al., 2004, LUNARDI et al., 2009, DE LIMA et al.,
2006). O [Ru(terpy)(bdq)NO*]** (TERPY) é um vasodilatador atéxico, menos potente
que o nitroprussiato de sodio (NPS) (BONAVENTURA et al., 2007). O trans-
RuCl([15]aneN4)NO]?* (15-ANE) libera NO no meio extracelular e induz relaxamento
vascular na presenca de agente redutor via ativacao de canais para K* em aortas de
ratos normotensos. (BONAVENTURA et al, 2004 e 2005). Os compostos cis-
[Ru(C)(bpy)2(NO)]>** e trans-[RuCl(cyclam)(NO)]** induzem vasodilatagdo por
fotoinducédo (LUNARDI et al., 2007, OLIVEIRA et al., 2004).

O complexo cis-[Ru(bpy)2(py)NO2(PFs)] (RuBPY) (Figura 1) difere dos demais
por conter em sua molécula o NO2 que pode ser convertido a NO (PEREIRA et al.,
2011a), o que poderia caracterizad-lo como doador de NOz. Assim sendo, avaliar se o

composto libera NO ou NOz2 seria importante para sua caracterizacao.
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Figura 29: Estrutura plana do composto cis-[Ru(bpy):(py)NO:](PFes) ou RuBPY. Pereira,
AC. “Mecanismos celulares envolvidos no relaxamento da aorta de ratos induzidos pelo
composto doador de 6xido nitrico cis-[Ru(bpy)2(py)(NO2)](PFs) (RuBPY)”, Tese de Doutorado,
p. 23, 2011.
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O nosso grupo de pesquisa demonstrou que o RuBPY aumenta a liberagéo de
NO em células do musculo liso vascular de aorta de ratos (A7R5) e que a adicdo de
ODQ inibe esta liberacdo de NO. Estes resultados demonstraram que a conversao de
NO2 a NO pode ocorrer via uma enzima que é inibida pelo ODQ (PEREIRA et al.
2013). Entretanto, o0 ODQ néo é capaz de abolir toda a resposta vasodilatadora do
RuBPY, indicando que outra via de sinalizacédo possa estar envolvida no relaxamento
induzido pelo novo complexo.

O ruténio € uma molécula que pode ser combinada com muitas outras e
apresenta diferentes atividades (STAURENGO-FERRARI et al., 2013). Estudos
demonstram que o vermelho de ruténio, um complexo de ruténio, pode bloguear
canais para calcio do tipo receptor de rianodina (JIANJIE, 1993) canais para calcio e
sédio (MALECOT et al., 1998), canais TRPA (NAGATA et al.,, 2005) e receptores
vaniléides (TRPV1) (DRAY et al., 1990, AHLUWALIA; VALLANCE, 1996, SCOTLAND
et al., 2004, PIERRE et al., 2009). Por outro lado, STAURENGO-FERRARI et al.
(2013) demonstraram que um complexo de ruténio doador de NO bloqueia canais
TRPV1 e consequentemente induz analgesia.

Como foi demonstrado por TOTH e colaboradores (2014), os canais TRPV1
sao vastamente expressos nos vasos de ratos, incluindo a aorta. Este conjunto de
informacBes sugere que a resposta vasodilatadora residual do RuBPY que néo é
abolida pelo ODQ pode ser decorrente da perda de contracdo causada pelo bloqueio
de canais TRPV1.

Alguns dos mecanismos envolvidos na vasodilatacéo induzida pelo RuBPY tem
sido estudados. Foi demonstrado que o complexo RuBPY, possui baixa toxicidade, é
capaz de induzir vasodilatacdo em aorta de ratos e reduzir a pressao arterial de
animais hipertensos (PEREIRA et al., 2011a, 2013). Portanto, este composto parece
ser promissor para o tratamento da hipertensdo arterial e de outras doencas
cardiovasculares. Porém, é importante estudar se este composto, assim como 0sS
nitratos organicos, é capaz de induzir tolerancia, fendmeno este que limitaria seu uso
continuado na clinica. Precisavamos também determinar se o RuBPY poderia inibir a
agregacdo plaquetaria assim como os demais doadores de NO, se sua acgao
vasodilatadora € decorrente de liberacdo de NO ou de NOz e, para melhor
compreensao de seu mecanismo de agao, se os canais TRPV1 participam da resposta

farmacoldgica induzida pelo RuBPY.
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Com base nos relatos obtidos na literatura e com informacdes obtidas
anteriormente em nosso laboratdrio de pesquisa, a hipétese do nosso trabalho é a de
que o RuBPY é um doador de NO2 que n&o induz tolerancia; é capaz de inibir a
agregacao plaquetéaria e que os canais TRPV1 participam da resposta induzida pelo
RuBPY.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar se 0 novo composto cis-[Ru(bpy)2(py)NO2](PFs)(RUBPY) libera 6xido
nitrico ou nitrito e induz auto tolerancia e tolerancia cruzada a NTG em aorta de ratos,

com ou sem endotélio, apds diferentes tempos de exposicdo a este composto.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Avaliar se o RuBPY induz auto tolerancia em aorta de ratos com endotélio
ou sem endotélio, em diferentes tempos de incubacéo.

2.2.2. Avaliar se o RuBPY induz tolerancia cruzada a nitroglicerina em aorta de
ratos com endotélio ou sem endotélio.

2.2.3. Avaliar se o0 RuBPY libera NO ou nitrito.

2.2.4. Avaliar se o RuBPY é capaz de inibir a agregacao plaquetaria.

2.2.5. Avaliar se o NaNO:2 induz auto tolerdncia em aorta de ratos apos
diferentes tempos de exposicao.

2.2.6. Avaliar se os receptores TRPV1 participam do relaxamento induzido pelo
RuBPY.

2.2.7. Avaliar se em aortas tolerantes a NTG, a eNOS esta dimerizada.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Os experimentos foram realizados com ratos com peso entre 180 g e 220 g. Os
animais provenientes do Biotério Central da Universidade de Sdo Paulo, Campus de
Ribeirdo Preto, foram mantidos em caixas especiais (33 cm x 40 cm, totalizando 1320
cm?), com livre acesso a agua e racdo, em ambiente com ciclo claro/escuro de 12 h e
temperatura controlada (22 °C). Foram mantidos 4 animais por caixa. Os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade de S&o Paulo (Protocolo n°. 12.1.134.53.1).

3.2. Sintese do complexo nitrosilo de ruténio

O composto cis-[Ru(bpy)z(py)(NO2)](PFs) (RuBPY) foi sintetizado no
Laboratério de Quimica Analitica, do Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP, sob supervisdo do Prof. Dr.

Roberto Santana da Silva e diluido em tampéao fosfato para uso nos experimentos.

3.3. Montagem das preparac¢des isoladas

Para registro da tensdo isométrica, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo e a artéria aorta toracica foi isolada e retirada do animal. Depois de
removidas, as artérias foram cortadas em anéis de aproximadamente 4 mm. O
endotélio vascular foi preservado em alguns anéis de aorta e removido
mecanicamente em outros, de acordo com o protocolo experimental. Através do lumen
dos anéis de aorta foram introduzidos dois ganchos metélicos, para produzir tenséo.
Um dos ganchos foi conectado a um suporte fixo ajustavel e o outro a um transdutor

isométrico para registro da forca de contracdo e os resultados foram obtidos pelo
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Programa Chart-5. Os anéis de aorta foram montados em cuba para 6rgaos isolados
contendo 10 mL de solugao de Krebs com a composi¢cao em mmol/L: NaCl 130,0; KCI
4,7; KH2PO4 1,2; CaCl2 1,6; MgS0Oa4 1,2; NaHCO3 14,9 e CeH1206 5,5; pH 7,4, mantidos
a temperatura constante de 37 °C e gaseificados com mistura carbogénica (95% Oz e
5% CO2). Antes do inicio do protocolo experimental, as preparacdes permaneceram
em repouso sob a tensao de 1,5 g durante 60 min, para estabilizagcdo. A seguir, a
viabilidade da preparacéo foi testada com fenilefrina (PE, ECso).

Em todos os experimentos, a presenca do endotélio foi verificada com a
administracao de acetilcolina (ACh, 1 umol/L) sobre a contracdo mantida pela ECso de
PE. Anéis de aorta que produziram relaxamento minimo de 80% do valor da contragédo
inicial foram considerados com endotélio intacto e utilizados nos experimentos. As

contraidas com PE 100 nmol/L.

3.4. Curvas concentracdo-efeito para RuUBPY e NaNO:2
Obijetivo:Avaliar o tempo e a concentracdo de RuBPY ou NaNO:z necessarios para

inducao de tolerancia

3.5. Tolerancia ao RuBPY

Estudo da inducdo de auto tolerancia pela ECi00 ou ECso de RuBPY em

preparacdes com e sem endotélio

Aortas com endotélio (E+) ou sem endotélio (E-) foram incubadas por 5, 10, 30
ou 45 min com a ECioo (10 pmol/L) ou ECso (0,3 pmol/L) de RuBPY. Apds o periodo
de incubacéo, as preparacdes foram lavadas com solucéo fisiologica de Krebs por 20
min. Em seguida, foram realizadas curvas concentracao-efeito cumulativas de

relaxamento para o doador de NO.

3.6. Tolerancia ao NaNO2
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Estudo da inducdo de auto tolerancia pela ECi00 ou ECso de NaNO2 em

preparacdes com e sem endotélio

Aortas com endotélio ou sem endotélio vascular foram incubadas por 5, 10, 30
ou 45 min com a EC100 (1 mmol/L) ou ECso (10 pumol/L) de NaNO2. Apés o periodo de
incubacédo, as preparacdes foram lavadas com solucdo de Krebs por 20 min. Em
seguida, foram realizadas curvas concentracdo-efeito cumulativas de relaxamento

para o NaNO:s..

3.7. Estudos por Western Blot

3.7.1. Expressao da eNOS
Obijetivo: Avaliar se a expressao da eNOS est4 alterada em preparacfes que tiveram

o efeito vasodilatador potencializado apds exposi¢cdo ao RuBPY

Aortas de animais controle foram isoladas, dissecadas e montadas em banho
para orgaos isolados, da mesma maneira que para os estudos de reatividade vascular.
Em outras preparagdes, foi induzida a potencializacdo com a EC100 de RuBPY. Aortas
sem endotélio foram incubadas com RuBPY por 30 min, seguidos por 20 min de
lavagem. Aortas com endotélio foram incubadas com RuBPY por 45 min, seguidos
por 20 min de lavagem. Os anéis foram removidos do banho de 6rgaos e congelados
a-80 "C. As aortas foram mantidas por 60 min em contato com tampéao de lise (Tris-
HCI 50 mmol/L, NaCl 180 mmol/L, Nonidet NP-40 0,2%, EDTA 0,5 mmol/L; PMSF 25
mmol/L, DTT (ditiotreitol) 1 mmol/L, Protease inhibitor cocktail), pH 8,0. O homogenato
foi centrifugado a 3.000 rpm por 15 min e uma aliquota do homogenato foi separada
para dosagem de proteinas pela técnica de Bradford (BRADFORD, 1976). Ao
sobrenadante do homogenato, foi adicionado tamp&o Laemmli (1:1). As amostras
foram fervidas por 5 min e submetidas a eletroforese, que foi realizada em gel de
acrilamida 6%, em geladeira. Em seguida, foi transferida para membrana de PVDF,

também em geladeira.
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As membranas foram incubadas em tamp&o de bloqueio (albumina 5%), sob
agitacdo, por 2 h. Apds o bloqueio, as membranas foram incubadas com anticorpo
primario anti-eNOS total (em albumina 1%), por 12 h a 4 °C. Posteriormente, as
membranas foram incubadas com anticorpo secundario (em albumina 3%), por 90
min. Os sinais foram revelados com kit de quimioluminescéncia (ECL) de acordo com
as instrucdes do fabricante. Os resultados foram normalizados pela expressao da [3-

actina.

3.7.2. Fosforilacdo da eNOS nos residuos de Ser!!’” e Thr4®
Obijetivo: Avaliar se a fosforilagdo nos residuos de ativagdo (Ser'l’’) e inativacao
(Thr4%%) da eNOS esta alterada em preparacbes que tiveram o efeito vasodilatador

potencializado pela exposicdo ao RUBPY

Foi utilizada uma aliquota das amostras processadas para analise da eNOS e
para avaliacdo da expressdo dos residuos de Ser'l’” e Thr*%®, O procedimento
anterior foi repetido, porém as membranas foram incubadas com anticorpo primario
anti-fosfo-eNOS-Ser!!’” ou anti-fosfo-eNOS-Thr*% (em albumina 1%), por 12h a4 °C.
Posteriormente, as membranas foram incubadas por 90 min com anticorpo secundario
(em albumina 3%). Os sinais foram revelados com kit de quimioluminescéncia (ECL)
de acordo com as instru¢gdes do fabricante. Os resultados foram normalizados pela
expresséo da eNOS total.

3.7.3. Dimerizacao da eNOS ap0s inducao de tolerancia com NTG
Objetivo: Avaliar se a eNOS encontra-se dimerizada (estado em que exerce atividade)

em preparacoes tolerantes a NTG.

Aortas dos animais controles foram isoladas, dissecadas e montadas em banho
para orgaos isolados, da mesma maneira que para os estudos de reatividade vascular.
Apés inducao de tolerancia com nitroglicerina (NTG, EC100), por 5 min, seguida por 20

min de lavagem, os anéis foram removidos e congelados a -80 °C. As aortas foram
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mantidas por 60 min em contato com tampéao de lise (Tris-HCI 50 mmol/L, NaCl 180
mmol/L, Nonidet NP-40 0,2%, EDTA 0,5 mmol/L; PMSF 25mmol/L, DTT 1 mmol/L,
Protease inhibitor cocktail), pH 8,0. O homogenato foi centrifugado a 3.000 rpm por 15
min e uma aliquota do homogenato foi separada para dosagem de proteinas pela
técnica de Bradford (BRADFORD, 1976). Ao sobrenadante do homogenato foi
adicionado tampao Laemmli (1:1). As amostras n&o foram fervidas, mas mantidas em
gelo até o momento da eletroforese, que foi realizada em gel de acrilamida 6%, em
geladeira. Em seguida foi transferida para membrana de PVDF, também em geladeira.
As membranas foram incubadas por 2 h em tampé&o de bloqueio (albumina 5%), sob
agitacdo. Apds o blogueio, as membranas foram incubadas com anticorpo primario
anti-eNOS (em albumina 1%), por 12 h a 4 “C. Posteriormente, as membranas foram
incubadas por 90 min com anticorpo secundario (em albumina 3%). Os sinais foram
revelados com kit de quimioluminescéncia (ECL) de acordo com as instrucées do

fabricante. Os resultados foram normalizados pela expresséo da B-actina.

3.8. Efeito do inibidor da enzima guanilil ciclase solavel (ODQ) sobre o
relaxamento induzido pelo RuBPY
Objetivo: Avaliar se a GCs participa do processo de potencializacdo do relaxamento

induzida pela pre-exposicéo ao RuBPY.

As aortas de ratos foram incubadas por 20 min com ODQ (1 pmol/L). Apés este
periodo, foi adicionada a EC100 do RuBPY por 30 min, seguidos de 20 min de lavagem
com solucéo fisiolégica de Krebs. Em seguida, as preparac¢des foram contraidas com

PE e foram realizadas curvas concentragdo-efeito cumulativas para o RuBPY.
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3.9. Estudos por citometria de fluxo

3.9.1. Isolamento das células endoteliais de aorta de ratos

Trinta minutos antes do inicio dos experimentos, 0s animais foram
anestesiados com isoflurano e mortos por decapitacdo. Segmentos de aorta (15 mm)
foram isolados, dissecados, cortados longitudinalmente e mantidos em solucao de
Hanks completa com a seguinte composi¢ao (em mmol/L): CaClz 1,6; MgCl2 1,0; NaCl
145,0; KCI 5,0; NaH2PO4 0,5; dextrose 10,0; HEPES 10,0 em pH 7,4. A remocéo das
células endoteliais foi realizada mecanicamente com auxilio de uma haste plastica
plana (rodinho). A suspenséo das células obtidas foi centrifugada a 1.000 rpm por 5
min e concentrada em 500 pL de solugcédo de Hanks contida em tubos de poliestireno
para citometria de fluxo, para obtencdo de 3 x 108 contagens ou eventos (células

endoteliais).

3.9.2. Cultura de células do musculo liso vascular da aorta de ratos

Células do musculo liso vascular (CMLV) da aorta de ratos (250 g) foram
removidas pela técnica de explantes. Para isso, os animais foram anestesiados com
isoflurano (500 pL/500 g de peso do rato). Foi realizada a assepsia da regido toracica
com alcool 70% e alcool iodado. Os animais foram decapitados e exsanguinados. A
aorta toracica de cada rato foi cuidadosamente removida e acondicionada em tubo
conico contendo 5 ml do meio HAM F12 (Vitrocell) gelado. As amostras foram levadas
para o fluxo laminar. O tecido adiposo foi cuidadosamente removido com auxilio de
uma pincga cirdrgica. As aortas foram abertas longitudinalmente. A camada de células
endoteliais foi removida por raspagem com auxilio de uma haste plastica plana
(rodinho). As aortas foram cortadas em segmentos de cinco milimetros e colocadas
em placa de seis pocos. Apos o tecido aderir no fundo da placa, foi adicionado 10 pL
de meio de cultura DMEN (Vitrocell) suplementado com 45% de soro bovino fetal

(SBF) e 1% de antibiotico. As placas foram colocadas em incubadora a 5% de CO2, a
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37 "C. Apos 48h, foi adicionado 500 pL de meio DMEN 45% SBF e 1% antibidtico.
Apds mais 48h, o meio de cultura foi aspirado e completado para 1mL do mesmo meio.
Apoés 10 dias do inicio da cultura, as células estavam aderidas a placa na regiao ao
redor dos explantes. Os explantes foram retirados, as células foram lavadas com PBS
e removidas da placa de cultura com uma solucéo tripsina/EDTA (Gibco BRL, Life
Technologies), deixando a solugéo agir por 5 min na estufa. A solugéo foi aspirada e
colocada em tubo cénico. Neutralizou-se a acao da tripsina pela adicdo de 5 mL de
meio de crescimento. As células foram submetidas a centrifugacéo por 5 min a 300g
e o sedimento celular foi resuspenso em meio de cultura e passadas para garrafas de
cultura de 25 cm? com 5 mL de meio de cultura (P1). Apds observacéo de confluéncia
(fase em que as células ocupam de 90 a 100 % da garrafa), parte destas células foi
submetida ao protocolo de identificacdo e confirmacéo de que séo realmente CMLV,
por citometria de fluxo, utilizando anticorpo para a-actina. A outra parte foi repicada
em garrafa de 75 cm? (P2) contendo 10 mL de meio de crescimento (DMEN 10% SBF
e 1% de antibidtico) e assim sucessivamente até a sexta passagem (P6), em que

foram realizados os protocolos experimentais com RuBPY e NaNO:.

3.9.3. Medida da concentracdo citosolica de NO ([NO]c) em células endoteliais e
do muasculo liso vascular, ap6s incubacdo com RuBPY ou NaNO:

Objetivo:Avaliar se os compostos estudados alteram a liberacdo de NO.

As células endoteliais e do musculo liso foram incubadas com a sonda
fluorescente DAF-2/DA (10 umol/L) e a intensidade de fluorescéncia emitida foi
verificada em auséncia (basal) ou em presenca do estimulo com a ECi00 ou ECso
deRuBPY ou NaNO:2 nos tempos de 5, 10, 30, 45 e 60 min. Os valores foram

expressos em unidades de fluorescéncia.

3.9.4. Medida da concentracdo citosélica de Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO) em células endoteliais e do musculo liso vascular apés incubagdo com
RuBPY ou NaNO:2

Objetivo: Avaliar se os compostos estudados alteram a liberacdo de ERO.
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As células endoteliais e do musculo liso vascular foram incubadas com a sonda
fluorescente DHE (2,5 umol/L) e a intensidade de fluorescéncia emitida foi verificada
em auséncia (basal) ou em presenca do estimulo com a EC100 ou ECso de RuBPY ou
NaNO:2 nos tempos 5, 10, 30, 45 e 60 min. Os valores foram expressos em unidades

de fluorescéncia.

3.10. Tolerancia Cruzada

Objetivo: Avaliar a tolerancia cruzada entre NTG e RuBPY.

Aortas com endotélio ou sem endotélio vascular foram incubadas por 5 min com
a ECi00 da NTG (3 pumol/L). Apos o periodo de incubacéo, as preparacdes foram
lavadas com solucdo de Krebs por 60 min (protocolo que induziu tolerancia em
trabalho realizado em nosso grupo de pesquisa). Em seguida, foram realizadas curvas
concentragdo-efeito cumulativas de relaxamento para o RuBPY.

3.11. Estudo da participacdo dos receptores TRPV1 no relaxamento induzido
pelo RuBPY
Objetivo: Avaliar se o ruténio presente na molécula do RuBPY pode antagonizar 0s

receptores TRPV1, levando a perda de contragao.

Aortas com endotélio vascular foram incubadas por 20 min com os antagonistas
seletivos para TRPV1, capsazepina (5 umol/L) ou AMG9810 (1 umol/L) ou por 30 min,
com antagonista TRPV néao seletivo, vermelho de ruténio (10 pmol/L). Apés o periodo
de incubacdo, foram realizadas curvas concentragdo-efeito cumulativas de

relaxamento para o RuBPY.
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3.12. Medida da liberagdo de NO a partir do RuBPY ou NaNO:2 na auséncia de
tecido
Objetivo: Avaliar se o RuBPY gera NO ou NO>.

A medida da liberacao de NO- na auséncia de tecido foi realizada em camara
de reacdo de vidro de 10 ml, selada, contendo tampao de acido citrico/NazHPO4 em
pH 7.4 e pH 5.0 (ambiente &cido) e NaNO2 (1-1.000 pmol/L) ou RuBPY (1-100 ymol/L)
em um volume total de 1 ml. Esta solug&o foi borbulhada com géas nitrogénio a 100%
para simular isquemia por meio de um filtro de ar NO- -zero (Sievers). A concentracao
de NO- foi medida em partes por bilhdo por quimioluminescéncia de oz6nio (Sievers
280A Nitric Oxide Analyzer).

3.13. Agregacao Plaguetaria — Agregometria por transmisséao de luz

Objetivo: Avaliar se o RuBPY inibe a agregacéo plaquetaria.

Amostras de sangue foram coletadas de voluntarios sadios em uma seringa
preparada com citrato de sodio (3,2%) e anticoagulante (10:1). As amostras foram
centrifugadas imediatamente a 170 g, 21 °C por 15 min para produzir plasma rico em
plaquetas (PRP), que foi mantido a 37 °C e usado em 30 min. Ap0s esse
procedimento, o sangue foi novamente centrifugado a 15.000 g, 21 °C por 2 min, a fim
de se obter o plasma pobre em plaquetas (PPP). Foram considerados PRP
equivalente a 0% de agregacéo e PPP, 100% de agregacdo. O PRP foi incubado por
30 min, a 37 °C com RuBPY, nitroprussiato de sédio (NPS) ou tampéo fosfato
(controle).

A agregacado plaquetaria foi avaliada em resposta ao agonista purinérgico
adenosina difosfato (ADP: 0,1-10 mmol/L), ao colageno (0,1-30 mg/ml) e a adrenalina
(0,001-100 pmol/L) em PRP e PPP por agregometria através da transmisséao de luz.

Foram adicionados 10 pL de concentragcbes crescentes dos agonistas
plaguetarios a cada poco da placa de 96 pocos (BD Biosciences). A cada pogo

também foi adicionado 100 pL de PRP e a seguir foi realizada leitura em leitor de
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absorbancia Tecan Sunrise (Tecan Trading AG). A absorbancia foi medida em 64
ciclos, durante 16 min, no comprimento de onda de 595 nm e a cada ciclo, a placa era
agitada por 7 seg a 12,3 Hz. A porcentagem de agregacao foi calculada como descrito
por Armstrong et al. em 2008.

O ADP liofilizado (Chrono-Par) foi reconstituido em salina (1 mmol/L) e
armazenado a -80 °C. Para cada experimento, o ADP foi diluido em tampéo fosfato. A
suspensao de colageno (Nycomed) foi fornecida em 1 mg/ml em glucose isotbnica e
diluida de acordo com as normas do fabricante. A adrenalina (Chrono-Par) foi
reconstituida em agua destilada (10 mmol/L) e armazenada a 4 °C. Para cada
experimento, a adrenalina foi diluida em 0,1 % de &cido ascoérbico. Todos os agonistas
foram mantidos em gelo até 0 momento em que os experimentos foram realizados e

em seguida foram descartados.

3.14. Materiais

Acetilcolina, fenilefrina, Nitrito de Sédio, capsazepina, AMG9810, ODQ, DHE,
DAF-2/DA, albumina sérica, Tris-HCI, Nonidet NP-40, EDTA, PMSF, DTT, Protease
inhibitor cocktail, BSA, acido citrico (Sigma-Aldrich), Bradford, Laemmli (BIO-RAD),
anticorpo para B-actina (Santa Cruz), anticorpo anti-eNOS, anti-fosfo-eNOs-Thr4%
(BD), anticorpo anti-fosfo-eNOS-Ser!'’’ (Millipore), anticorpo anti-a-actina (Abcam), kit
de quimioluminescéncia (Amersham), Na:HPOs4 (BDH/AnalaR), ADP liofilizada,
adrenalina (Chrono-Par, Labmedics), Suspensdo de Colageno (Nycomed),

Nitroglicerina (Lipha).

3.15. Anélise estatistica

3.15.1. Reatividade vascular

As determinagOes dos valores de Emax (efeito maximo) e ECso (concentracao

que produz 50% do efeito maximo) foram realizadas utilizando o método de regressao
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nao linear dos minimos quadrados. Para andlise da poténcia do agente relaxante foi
utilizado o valor de pD2 (logaritmo da concentracdo da droga que induz metade do
efeito méximo). Os valores de Emax € de pD2 foram obtidos utilizando-se o programa
GraphPad Prism 5.01 (GraphPad software Inc., versao 5.01, San Diego, CA, 2007).
Os dados foram analisados por teste t de Student ndo pareado ou One-Way ANOVA,

seguido de pés-teste de Dunnett. O nivel de significancia considerado foi de p<0,05.

3.15.2. Citometria de fluxo

Foram analisados histogramas gerados pelo programa DIVA (Software DIVA),
que relacionam o numero de eventos celulares adquiridos por leitura em funcao da
intensidade de fluorescéncia (IF) emitida pela sonda fluorescente, DHE ou DAF-2/DA,
utilizados para analisar a biodisponibilidade de ERO ou NO, respectivamente, nas
amostras estudadas. Os valores medianos da intensidade de fluorescéncia emitida
por cada amostra, expressos em unidades de fluorescéncia (U) foram utilizados para
a confeccao dos gréficos pelo Programa GraphPad Prism 5.01.

A significancia estatistica dos dados foi avaliada pelo teste de variancia de uma
via (One-Way, ANOVA), seguido do pds-teste de Dunnett para comparar trés ou mais
grupos. Para comparar dois grupos, foi utilizado o teste t de Student ndo pareado. O

nivel de significancia adotado foi igual a 5 % (p<0,05).

3.15.3. Western Blot

As bandas das proteinas foram visualizadas por quimioluminescéncia (ECL
plus, GE Healthcare) e mensuradas por densitometria. Os niveis de expressao da
eNOS total (eNOS) foram normalizados pela B-actina e os da eNOS fosforilada (p-
eNOS) foram normalizados pela eNOS total. A significancia estatistica dos dados foi
avaliada através do teste t de Student ndo pareado. O nivel de significancia adotado
foi igual a 5%. Para a confeccao dos graficos foi utilizado o Programa GraphPadPrism
5.01.
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3.15.4. Agregacéao plaquetéaria e medida de NO

Todos os dados foram expressos como média = EPM. A significancia estatistica
foi calculada pelo ANOVA de duas vias para comparagdes entre dois grupos e ANOVA
de uma via, seguida de pGs-teste de Bonferroni, para multiplas compara¢cdes em um

grupo. Para a confeccéo dos graficos foi utilizado o Programa GraphPadPrism 5.01.
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4. Resultados

4.1. Efeito do endotélio sobre o relaxamento vascular desencadeado pelo

RuBPY em aortas

Curvas concentracao-efeito cumulativas foram construidas para o RuBPY em
aortas com e sem endotélio vascular (Figura 2). Os dados foram apresentados em
porcentagem de relaxamento sobre a pré-contragdo com fenilefrina.O RuBPY
promoveu relaxamento dependente de concentracdo tanto em aortas com endotélio
(E+), quanto nas sem endotélio (E-).

O efeito relaxante maximo (Emax) desencadeado pelo RuBPY foi semelhante
em aortascom endotélio (100,4 £ 1,1%, n=6) e sem endotélio (102,4 £ 3,3%, n=7).
Como mostram os valores de pD2, ndo foram observadas diferencas significativas de
poténcia entre os grupos de aortas E+ (7,85+0,12) e E- (7,43+0,15).

25+
50

754

% Relaxamento

100+

-10 -9 -8 -7 -6 -5
RuBPY Log [M]

Figura 2: Efeito do endotélio sobre o relaxamento da aorta, induzido pelo RuBPY.Curvas
concentracao-efeito cumulativas para RuBPY foram obtidas em aortas com endotélio (E+,
n=6) ou sem endotélio (E-, n=7), isoladas de ratos e contraidas com fenilefrina. Os pontos
representam a média £+ EPM de determinagbes independentes. As respostas foram
comparadas pelo teste t de Student.
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4.2. Efeito do endotélio sobre o relaxamento vascular desencadeado pelo NaNO:2

em aortas

Na Figura 3 estao representadas curvas concentracao-efeito cumulativas para
o NaNOz, em aortas com e sem endotélio. Os dados sdo apresentados em
porcentagem de relaxamento sobre a pré-contracdo com fenilefrina. Como mostram
os valores de efeito maximo, o NaNO2 causou relaxamento total de aortas com
endotélio(102,9 £+ 1,8%, n=7) e sem endotélio (104,9 £ 1,5%, n=8). Como mostram o0s
valores de pD2, ndo foram observadas diferencas significativas de poténcia entre os
grupos de aorta E+(4,76+0,20) e E- (4,75+0,13).
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Figura 3: Efeito do endotélio sobre o relaxamento da aorta, induzido pelo NaNO;.Curvas
concentracdo-efeito cumulativas para NaNO, foram obtidas em aortas com endotélio (E+,
n=7) ou sem endotélio (E-, n=8), isoladas de ratos e contraidas com fenilefrina. Os pontos
representam a média + EPM de determinacbes independentes. As respostas foram
comparadas pelo teste t de Student.
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4.3. Comparacéo entre o relaxamento induzido pelo RuBPY e pelo NaNO:2

Para comparar o relaxamento induzido pelo RuBPY e pelo NaNO2, foram
construidas curvas cumulativas para ambos os compostos em aortas com e sem
endotélio (Figura 4).

O RuBPY e o NaNOzpromoveram efeito maximo semelhante em aortas com
endotélio e sem endotélio vascular(RuBPY: E+: 102,01+1,8, n=4 e E-: 102,86%1,5,
n=4e NaNO2: E+: 99,51+1,8, n=6 e E-: 102,63%2,2, n=7).

Devemos ressaltar que de forma independente da presenca do endotélio, o
RuBPY foi mais potente que o NaNO2, como mostram os valores de pDzpara o
RuBPY(E+: 7,25+0,20, n=4 e E-: 6,90+0,80, n=4) e para o NaNO:2 (E+: 5,22+0,30, n=6
e E-: 4,35+0,20, n=7).
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Figura 4: Comparacao entre a poténcia do RuBPY e do NaNO; em induzir relaxamento
em aorta de ratos. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para RuBPY e NaNO.foram
obtidas em aortas com endotélio (E+) ou sem endotélio (E-), isoladas de ratos e contraidas
com fenilefrina. *indica diferenca significativa. Os pontos representam a média + EPM (n=4 a
7) determinacdes independentes. As respostas foram comparadas pelo teste t de Student.
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4.4. Determinagdo do tempo de induc&o de tolerancia pela ECi0 € ECso do

RuBPY, em aortas com e sem endotélio

Para avaliar se 0 RUBPY causa auto tolerancia e o tempo necessario para sua
inducdo, aortas com e sem endotélio vascular foram incubadas com a ECi00 0u com
a ECsode RuBPY por 5, 10, 30 e 45 min.

4.4.1. Avaliacdo da inducao de auto tolerancia pelo RuBPY ap6s 5 min de

exposicao a este composto, em preparagcdes com e sem endotélio vascular

A pré-exposicao por 5 min, das aortas com endotélio a EC100 quanto a ECso do
RuBPY néo alterou o padrao de relaxamento promovido pelo RuBPY. Por outro lado,
a exposicao prévia de aortas sem endotélio a ECso do RuBPY, levou ao deslocamento
da curva concentracao-efeito do RuBPY para a direita, 0 que caracterizaperda de
poténcia do composto em induzir relaxamento. O efeito maximo néo foi alterado pela
exposicdo por 5 min de aortas sem endotélio a EC1i00e a ECso do RuBPY (Figura 5 e
Tabela 1).
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Figura 5: Efeito de auto tolerancia pela pré-exposicdo das aortas por 5 min, ao
RuBPY.Curvas concentracdo-efeito cumulativas para RuBPY, foram realizadas ap0s pré-
exposicao por 5 min a EC100 ou ECso do RUBPY em aortas com endotélio (E+) e sem endotélio
(E). Os pontos representam a média £+ EPM de 5 a 7 determinac¢des independentes. *indica
diferenca significativa (p=0,0001) em relagéo ao controle (Ctrl). Os dados foram analisados
por One-way ANOVA e poés-teste de Dunnett, com nivel de significancia de p<0,05.
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Tabela 1: Efeito de auto tolerancia pela pré-exposicdo por 5 min das aortas
aoRuBPY

E+ E-

Grupos C ECio00 ECso C ECio00 ECso

Emax (%)  103,7+34 986+1,7 102,9+1,2 101,5+#0,9 102,2+23  102,2+2,0

pD2 7,15+0,2 6,85+0,1 7,00+0,2 7,19+0,1 7,15%0,1 6,34+0,0*
n 6 7 7 6 5 5

*indica diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao respectivo controle. One-Way ANOVA, pds-teste
de Dunnett. As prepara¢des controle foram incubadas pelo mesmo tempo em solucdo de Krebs. n =
numero de experimentos obtidos em aortas isoladas de diferentes ratos.
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4.4.2. Avaliacdo da inducdo de auto tolerancia pelo RuBPY apés 10 min de

exposicao

Em aortas com endotélio, a pré-exposicdo por 10 min a diferentes
concentracbes de RuBPY, ndo alterou os parametros farmacoldgicos de Emax € de
pD2.

A pré-exposicao das aortas sem endotélio por 10 minao RuBPY (ECuioo0)néo
alterou a poténcia do RuBPY em induzir relaxamento. Porém, a pré-exposicao a
ECsodo RuBPY causou deslocamento da curva concentracéo-efeito para a direita.
Estes resultados indicam reducdo da poténcia do RuBPY apenas com sua ECso.

Em aortas sem endotélio, o efeito relaxante maximo induzido pelo RuBPY néo
foi alterado tanto pela pré-exposicdo a ECi00 quanto a ECso do RuBPY (Figura 6 e
Tabela 2).
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Figura 6: Efeito de auto tolerancia pela pré-exposi¢cdo das aortas por 10 min, ao
RuBPY.Curvas concentracdo-efeito cumulativas para RuBPY, foram realizadas ap0s pré-
exposi¢cdo por 10 min & ECip0 ou ECso do RuBPY em aortas com endotélio (E+) e sem
endotélio (E-). Os pontos representam a média + EPM de 6 a 9 determinagfes independentes.
*indica diferenca significativa (p=0,0002) em relagdo ao controle (Ctrl). Os dados foram
analisados por One-way ANOVA e pos-teste de Dunnett, com nivel de significancia de p<0,05.
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Tabela 2: Efeito de auto tolerancia pela pré-exposicao por 10 min das aortas
aoRuBPY

E+ E-

Grupos C ECio00 ECso C ECio00 ECso

Emax (%) 102,3+1,6 102,2+1,8 103,1+2,5 103,115 103,6+2,2 100,3x0,5

pD2 7,42+0,2 7,47%0,2 6,76+0,2 6,96+0,0 7,30+0,1 6,55+0,1*
n 6 9 7 9 6 8

* indica diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao respectivo controle. One-Way ANOVA, pés-teste
de Dunnett. As prepara¢fes controle foram incubadas pelo mesmo tempo em solucdo de Krebs. n =
namero de experimentos obtidos em aortas isoladas de diferentes ratos.
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4.4.3. Avaliacdo da inducdo de auto tolerancia pelo RuBPY apés 30 min de

exposicao

A exposicdo das aortas com endotélio a ECso e EC100 do RuBPY néo alterou o
padrao de relaxamento induzido por este composto.

Em aortas sem endotélio, a pré-exposicdo a ECi0 do RuBPY por 30 min
deslocou a curva concentracéo-efeito para a esquerda, o que indica potencializacao
da resposta vasodilatadora do RuBPY, pois foi necessaria menor concentracdo do
doador para causar o mesmo efeito observado em preparac¢des controle.

Ndo foram observadas alteragcbes significativas no efeito maximo
desencadeado pelo RuBPY, em preparacdes sem endotélio apds incubacdo com

diferentes concentracdes deste mesmo composto (Figura 7 e Tabela 3).
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Figura 7: Efeito de potencializacdo pela pré-exposi¢cdo das aortas por 30 min, ao
RuBPY.Curvas concentracdo-efeito cumulativas para RuBPY, foram realizadas apds pré-
exposicao por 30 min a ECip ou ECso do RuBPY em aortas com endotélio (E+) e sem
endotélio (E-). Os pontos representam a média + EPM de 7 a 11 determinagdes
independentes. *indica diferenca significativa (p=0,0002) em relacdo ao controle (Ctrl). Os
dados foram analisados por One-way ANOVA e poés-teste de Dunnett, com nivel de
significancia de p<0,05.
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Tabela 3: Efeito de auto tolerancia pela pré-exposicéo por 30 min das aortas ao
RuBPY

E+ E-

Grupos C ECio00 ECso C ECio00 ECso

Emax (%) 08,13+2,4 101,9+2,7 98,1+2,0 103,642,4  98.4+34 91,3451

pD2 7,11+0,1 7,00+0,2 6,86+0,2 6,50+0,1 7,41+0,21* 6,20+0,1
n 9 7 11 10 8 7

* indica diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao respectivo controle. One-Way ANOVA, pés teste
de Dunnett. As preparacgdes controle foram incubadas pelo mesmo tempo em solucéo de Krebs. n =
namero de experimentos obtidos em aortas isoladas de diferentes ratos.
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4.4.4. Avaliacdo da inducdo de auto tolerancia pelo RuBPY apés 45 min de

exposicao

A pré-exposicao por 45 min,das aortas com endotélio a ECsoe EC100 do RuUBPY,
levou a respostas opostas. Houve deslocamento da curva concentracao-efeito para a
esquerda apos incubacdo com a ECi00 do composto, indicando potencializagdo da
resposta vasodilatadora induzida pelo RuBPY. Por outro lado, a incubacdo com a
ECsodo RuBPY levou a reducdo da poténcia em desencadear relaxamento,
caracterizada pelo deslocamento da curva concentracdo-efeito para a direita. As
curvas concentracao-efeito para o RuBPY obtidas em aortas sem endotélio ndo foram

alteradas pela pré-exposicao por 45 min ao RuBPY (Figura 8 e Tabela 4).
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Figura 8: Efeito da pré-exposicao das aortas ao RuBPY. Curvas concentracao-efeito
cumulativas para RuBPY foramrealizadas ap06s pré-exposicao por 45 min a EC100 ou ECso do
RuBPY em aortas com endotélio (E+) e sem endotélio (E-). Os pontos representam a média
+ EPM de 5 a 12 determinag@es independentes. *indica diferenca significativa (p<0,0001) em
relagdo ao controle (Ctrl). Os dados foram analisados por One-way ANOVA e pos-teste de
Dunnett com nivel de significancia de p<0,05.
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Tabela 4: Efeito da pré-exposicao por 45 min das aortas aoRuBPY

E+ E-
Grupos C ECi00 ECso C ECio00 ECso
Emax (%) 101,9+1,1 102,9+4,6 103,4+1,3 98,6+3,1 100,4+1,2 104,9+3,1
pD2 7,14+0,1* 7,76x0,1* 6,40+0,1 6,85+0,1 7,13+0,1 6,48+0,1
n 6 6 5 12 5 6

* indica diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao respectivo controle One-Way ANOVA, pds teste
de Dunnett. As preparagfes controle foram incubadas pelo mesmo tempo em solucdo de Krebs. n =

namero de experimentos obtidos em aortas isoladas de diferentes ratos.
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4.5. Determinacédo do tempo de inducao de tolerancia pela ECio0 € ECso de

NaNO2, em aortas com e sem endotélio

Para avaliar se o NaNO:2 causa tolerancia e o tempos necessario para sua
inducdo, aortas com e sem endotélio vascular foram incubadas com a ECi00 Ou com
a ECso de NaNO: por 5, 10, 30 e 45 min.

4.5.1. Avaliacdo da inducdo de auto tolerancia pelo NaNO2 apés 5 min de

exposicao

Os resultados obtidos demonstram que nao houve alteracdo dos parametros
farmacoldgicos analisados, nas curvas concentracdo-efeito obtidas em aortas com
endotélio apds prévia exposicdo ao NaNOz2.

Em aortas sem endotélio, a incubacao por 5 min com a ECso de NaNOz,levou
areducéo do efeito vasodilatador maximo do NaNO2. Porém, a incubag&o com a ECio0
do NaNO:2 néo alterou a poténcia e o efeito relaxante maximo induzido pelo NaNO:2

em aortas sem endotélio (Figura 9 e Tabela 5).
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Figura 9: Efeito de auto tolerancia pela pré-exposicéo das aortas por 5 min, ao NaNO..
Curvas concentracdo-efeito cumulativas para NaNO., foram realizadas apds pré-exposicéo
por 5 min & ECi00 0u ECso do NaNOzem aortas com endotélio (E+) e sem endotélio (E-).Os
pontos representam a média + EPM de 5 a 10 determinac¢@es independentes.* indica diferenca
significativa (p=0,0227) em relag&o ao respectivo controle (C). Os dados foram analisados por
One-way ANOVA e pos-teste de Dunnett, com nivel de significancia de p<0,05.
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Tabela 5: Efeito de auto tolerancia pela pré-exposicdo por 5 min das aortas
aoNaNO2

E+ E-

Grupos C ECio00 ECso C ECio00 ECso

Emax (%) 101,4+15 100,6¢1,0 102,2+2,4 109,643,6 101,5+#2,0 97,962 7*

pD2 4,30+0,2 5,06+0,5 4,56+0,6 4,27+0,1 4,32+0,1 3,96+0,1

n 5 6 7 8 9 10

* indica diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao respectivo controle. One-Way ANOVA,
pos teste de Dunnett. As preparacdes controle foram incubadas pelo mesmo tempo em solugéo de
Krebs. n = nimero de experimentos obtidos em aortas isoladas de diferentes ratos.
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4.5.2. Avaliacdo da inducdo de auto toleréancia pelo NaNO2 ap6s 10 min de

exposicao

Os dados demonstram que a pré-exposicao por 10 min a ECi00 e ECso do
NaNO2 ndo alterou a poténcia e o efeito maximo desencadeado pelo proprio NaNO:2

em aortas com endotélio e sem endotélio (Figura 10 e Tabela 6).
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Figura 10: Efeito da pré-exposi¢ao das aortas por 10 min ao NaNO,.Curvas concentracao-
efeito cumulativas para NaNO,, foram realizadas apés pré-exposi¢cao por 10 min & ECigo OU
ECso do NaNO., por 10 min, obtidas em aortas com endotélio (E+) e sem endotélio (E-). Os
pontos representam a média + EPM de 6 a 15 determinac¢des independentes. Os dados foram
analisados por One-way ANOVA e poés-teste de Dunnett, com nivel de significancia de p<0,05.

Tabela 6: Efeito da pré-exposicao por 10 min das aortas ao NaNO:2

E+ E-

Grupos C EC100 ECso C EC100 ECso

Emax (%0) 99,7409 100,0+#1,0 102,4+1,8 985+40 100,620,3 101,4+2.4

pD2 4,54+0,3 4,47+0,4 4,22+0,3 4,39+0,2 4,56+0,1 4,16+0,1
n 9 9 6 15 7 9

One-Way ANOVA, pds teste de Dunnett. As preparagdes controle foram incubadas pelo mesmo tempo
em solucéo de Krebs. n = nimero de experimentos obtidos em aortas isoladas de diferentes ratos.
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4.5.3. Avaliacdo da inducdo de auto toleréancia pelo NaNO2 ap6s 30 min de

exposicao

Os resultados apresentados na Figura 11 e Tabela 7, demonstram que a
incubacgéo por 30 min com a ECi00 € a ECso do NaNOz, ndo alterou os parametros
farmacoldgicos, pD2 e Emax, €m aortas com endotélio.

Nas aortas sem endotélio, houve deslocamento da curva concentracdo-efeito
para a direita, indicando reducdo da poténcia, apos incubacdo com a ECso do
NaNO:zmas sem alteracao de efeito maximo. A incubacgédo por 30 min com a ECio0 de

NaNO:2 nédo alterou a poténcia e o efeito relaxante maximo induzido pelo NaNO-.

E+ E-

254
501

754

% Relaxamento

1001

NaNO, Log [M] NaNO, Log [M]

Figura 11: Efeito de auto tolerancia pela pré-exposicao das aortas, por 30 min ao
NaNO,.Curvas concentragdo-efeito cumulativas para NaNO;, foram realizadas apds pré-
exposi¢ao por 30 min & EC100 0u ECso do NaNO: em aortas com endotélio (E+) e sem endotélio
(E-). Os pontos representam a média + EPM de 6 a 11 determinagfes independentes. *indica
diferenca significativa (p=0,0003) em relacdo ao controle (C). Os dados foram analisados por
One-way ANOVA e pos-teste de Dunnett, com nivel de significancia de p<0,05.

Tabela 7: Efeito de auto tolerancia pela pré-exposi¢cao por 30 min das aortas
aoNaNO:2

E+ E-
Grupos C ECio00 ECso C ECio00 ECso

Emax (%) 97,2+2,6  100,5+0,4 100,7+¥1,6 104,4+4,4 102,3+0,8 88,5+6,1

pD2 4,30+0,1 4,48+0,2 4,39+0,3 4,70+0,2 4,40+0,1 3,49+0,2*
n 8 8 11 6 8 9

* indica diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao respectivo controle. One-Way ANOVA, pés teste
de Dunnett. As preparac8es controle foram incubadas pelo mesmo tempo em solucao de Krebs. n =
namero de experimentos obtidos em aortas isoladas de diferentes ratos.
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4.5.4. Avaliacdo da inducdo de auto tolerancia pelo NaNO2z, apés 45 min de

exposicao

Os resultados demonstram que a prévia exposi¢do por 45 min & ECio0e ECsodo
NaNO2, ndo alterou os parametros farmacoldgicos depD: e de Emax, em aortas com e

sem endotélio (Figura 12 e Tabela 8).
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Figura 12: Efeito da pré-exposicdo das aortas ao NaNO:.Curvas concentracio-efeito
cumulativas para NaNO,, foram realizadas ap0s pré-exposi¢ao por 45 min a EC100 ou ECso do
NaNO; em aortas com endotélio (E+) e sem endotélio (E-). Os pontos representam a média
EPM de 7 a 13 determinagfes independentes. * indica diferenga significativa em relacdo ao
controle (C). Os dados foram analisados por One-way ANOVA e pés-teste de Dunnett, com
nivel de significancia de p<0,05.

Tabela 8: Efeito da pré-exposicao por 45 min das aortas ao NaNO:2

E+ E-

Grupos C ECio00 ECso C ECio00 ECso

Emax (%) 103,3+4,3 101,0#1,9 100,7+0,4 100,0+0,2 99,4+1,4 97,3+1,9

pD:2 470403  550+05 °°22x06 45401 456402 4.25+02
n 7 9 5 7 13 15

One-Way ANOVA, pés teste de Dunnett. As preparacdes controle foram incubadas pelo mesmo tempo
em solucéo de Krebs. n = nimero de experimentos obtidos em aortas isoladas de diferentes ratos.
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4.6. Analise da participacdo da eNOS na potencializagdo da resposta do RuBPY

A prévia exposicao de aortas sem endotélio & ECio0 por 30 min e de aortas com
endotélio, também a ECic0, mas por 45 minutos levou a potencializacdo da
vasodilatacdo desencadeada pelo préprio RuBPY. Portanto, foi avaliado se estas

condicBes poderiam alterar a expressao de eNOS.

4.6.1. Avaliacdo da expressdo de eNOS ap6s 30 min de exposicdo a ECioo de

RuBPY em aortas sem endotélio

Os resultados demonstram que em aortas sem endotélio, que tiveram seu efeito
vasodilatador potencializado pela pré-exposi¢do por 30 min ao RuBPY, apresentam

menor expressao da enzima eNOS (Figura 13).
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Figura 13: Expresséo proteica da enzima eNOS em aortas sem endotélio, pré-expostas
ao RuBPY. As barras representam a média + EPM de 3 a 4 preparacdes isoladas de
diferentes ratos. * indica diferenca significativa (p=0,0079) em relagéo ao controle (Ctrl). As
respostas foram comparadas pelo teste t de Student.
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4.6.2. Avaliacdo da expressdo dos residuos de Ser'” e Thr*®® da eNOS

fosforilada ap6s exposicao de aortas sem endotélio ao RUBPY

Os resultados apresentados demonstram que a exposi¢éo prévia por 30 min ao
RuUBPY (EC1o00) ndo altera a expresséao do residuo de Ser!'’” da eNOS. Por outro lado,
em aortas sem endotélio que tiveram seu efeito relaxante potencializado pela pré-
exposicdo por 30 min a EC100 do RuBPY, houve aumento da expresséo do residuo de
treonina (Thr%%®) da eNOS (Figura 14).
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Figura 14: Expressédo proteica dos residuos de serina (Ser!'’’) e treonina (Thr*®) da
eNOS em aortas sem endotélio pré-expostas ao RuBPY.As amostras foram pré-expostas
por 30 min a ECi00 do RuBPY. As barras representam a média + EPM de 3 a 4 preparacdes
isoladas de diferentes ratos. * indica diferenca significativa (p=0,0477) em relag&o ao controle
(Ctrl). As respostas foram comparadas pelo teste t de Student.
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4.6.3. Avaliacdo da expressdo de eNOS ap6s 45 min de exposi¢cdo a ECio0 de

RuBPY em aortas com endotélio

Os resultados demonstram que em aortas com endotélio, que tiveram seu efeito
vasodilatador potencializado pela pré-exposi¢cao por 45 min ao RuUBPY, a expressao

da enzima eNOS estdaumentada em relacdo ao controle (Figura 15).
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Figura 15: Expressao proteica da enzima eNOS em aortas com endotélio e pré-
incubadas com a ECi00 de RUBPY por 45 min. As barras representam a média + EPM de 6
preparacfes isoladas de diferentes ratos. * indica diferenca significativa (p=0,0307) em
relacdo ao controle (Ctrl). As respostas foram comparadas pelo teste t de Student.
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4.6.4.Avaliacdo da expressdo dos residuos de Ser'l’” e Thr*® da eNOS

fosforilada ap6s exposicdo ao RUBPY em aortas com endotélio

Os resultados apresentados demonstram que em aortas com endotélio que
tiveram seu efeito relaxante potencializado pela pré-exposi¢cao por 45 min a EC1o00 do
RuBPY, ndo houve alteracédo da expressédo de ambos os residuos da eNOS, Ser!t’’
e Thr#%, estudados (Figural6).
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Figura 16: Expresséo proteica dos residuos de serina (Ser!'’’) e treonina (Thr*®) da
eNOS em aortas com endotélio pré-expostas ao RuBPY.As amostras foram pré-expostas
por 45 min a EC100 do RuBPY. As barras representam a média + EPM de 3 a 6 preparacdes
isoladas de diferentes ratos. As respostas foram comparadas pelo teste t de Student.
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4.7. Efeito da inibicdo da enzima guanilil ciclase soltvel sobre a potencializacéo
induzida pelo RuBPY

Para avaliar a participagdo da enzima guanilil ciclase solavel (GCs) sobre a
potencializagdo do efeito vasodilatador desencadeado pela pré-exposi¢cao por 30 min
ao RuBPY, foram construidas curvas concentracao-efeito para o RUBPY em aortas
sem endotélio, apos incubacdo por 30 min com RuBPY (ECi00), em presenca do
inibidor seletivo da GCs, ODQ (Figura 16).

A pré-exposicdo ao RuBPY(Pot) deslocou a curva concentracdo-efeito do
RuBPY para a esquerda, indicando aumento de poténcia. Embora tenha sido diferente
do controle, a associacdo de ODQ e RuBPY nao alterou a poténcia do RuBPY em
relacdo a resposta obtida somente em presenca do RuBPY como mostram os valores
de pD2(Ctrl: 6,50£0,2; n=5; Pot: 7,25+0,1; n=5) e (ODQ+Pot: 7,69+0,2; n=5). Nao
houve alteracdo do Emax nos grupos analisados (Ctrl: 102,9+1,4%; n=5; Pot:
96,215,4%; n=5 e ODQ+Pot: 100,8+0,8%; n=5).
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Figura 17: Efeito do inibidor da GCs (ODQ) sobre a potencializacdo do efeito do RuBPY
em aortas sem endotélio vascular. As curvas concentragdo-efeito ilustram o relaxamento
induzido pelo RuBPYem preparacdes pré-expostas por 30 min ao RuBPY (Pot) ou n&o (Ctrl).
Os pontos representam a média + EPM de 4 a 6 determinacdes independentes. *indica
diferenca significativa em relacdo ao controle. Os dados foram analisados por One-way
ANOVA e pos-teste de Bonferroni com nivel de significAncia com p<0,05.
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4.8. Medida daliberagdo de NO pelo RuBPY e NaNO2 em células endoteliais e do

musculo liso vascular

Células endoteliais e células do musculo liso vascular foram incubadas por 5,
10, 30, 45 e 60 min com RuBPY ou NaNOg2, na presenca da sonda DAF-2/DA, e a

intensidade de fluorescéncia emitida foi avaliada por citometria de fluxo.

4.8.1. Medida da liberac@o de NO pelo RuBPY em células endoteliais

As células endoteliais nas condi¢des basais (células marcadas com DAF-2/DA)
e 0 composto RuBPY na auséncia de sonda, emitiram fluorescéncia. A adicdo da
sonda as células endoteliais de aortas pré-incubadas com RuBPY por 5,10, 30, 45 e
60 min, ndo alterou a intensidade de fluorescéncia emitida em relacdo as amostras

basais e na auséncia de sonda (Figura 18).
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Figura 18: Medida da [NO] liberado pelo RuBPY em células endoteliais. Os dados
representam a média + EPM (n=5) da intensidade de fluorescéncia na condi¢cdo basal (DAF):
apenas células endoteliais com sonda, RuBPY: células endoteliais com RuBPY sem sonda,
nos tempos de 5 a 60 min de incubagédo das células endoteliais com a RuBPY, com sonda.Os
dados foram analisados por One-way ANOVA e poés-teste de Dunnett, com nivel de
significancia com p<0,05.
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4.8.2. Medida da liberagcdo de NO pelo NaNO2z em células endoteliais

As células endoteliais nas condi¢des basais (células marcadas com DAF-2/DA)
emitiram fluorescéncia. Porém, o NaNO2, na auséncia da sonda, ndo emitiu
fluorescéncia. A adicdo da sonda as células endoteliais de aortas pré-incubadas com
NaNO:2 por 5, 10, 30, 45 e 60 min, inicialmente aumentou significativamente a
intensidade de fluorescéncia emitida em relacdo ao controle e apés 30 minutos de

incubacédo diminuiu progressivamente a liberacado de NO (Figura 19).
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Figura 19: Medida da [NO] liberado pelo NaNO. em células endoteliais. Os dados
representam a média + EPM (n=4) da intensidade de fluorescéncia na condi¢éo basal (DAF):
apenas células endoteliais com sonda, NaNO:: células endoteliais com NaNO, sem sonda e
nos tempos de 5 a 60 min de incubacédo das células endoteliais com a NaNO-, com sonda. *
indica diferenca em relacdo ao controle (DAF).Os dados foram analisados por One-way
ANOVA e pos-teste de Dunnett,com nivel de significancia com p<0,05.
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4.8.3. Medida da liberacdo de NO pelo RuBPY em células do musculo liso

vascular

Os resultados demonstram que a liberacdo de NO ocorreu apenas apés 30
minde incubagdo com a ECi00 do RuBPY. A incubacéo das células do musculo liso
vascular com a ECso do RuBPY aumentou a liberacdo de NO somente apos 45

minutos de incubacéo (Figura 20).
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Figura 20: Medida da [NO] liberado pelo RuBPY em células do musculo liso. Todas as
medidas foram realizadas em triplicata, nos tempos de 5 a 60 min de incuba¢cdo com o RuBPY
e com a sonda (DAF).* indica diferenca em relacdo ao respectivo controle (Ctrl). Os dados
foram analisados por One-way ANOVA e pos-teste de Dunnett, com nivel de significancia com
p<0,05.
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4.8.4. Medida da liberagdo de NO pelo NaNO2 em células do musculo liso

vascular

Os resultados demonstram que a liberacéo de NO ocorreu apenas apos 45 min
de incubacdo com a ECso do NaNOz2, nas células do musculo liso de aortas. (Figura
21).
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Figura 21: Medida da [NO] liberado pelo NaNO; em células do musculo liso. Todas as
medidas foram realizadas em triplicata, nos tempos de 5 a 60 min de incubagdo com o NaNO»
e com a sonda (DAF).* indica diferenca em relacdo ao respectivo controle (Ctrl). Os dados
foram analisados por One-way ANOVA e pos-teste de Dunnett, com nivel de significancia com
p<0,05.
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4.9. Medida das espécies reativas de oxigénio (ERO) liberadas pelo RuBPY e

NaNO2 em células endoteliais e células do musculo liso vascular

Células endoteliais e células do musculo liso vascular foram incubadas com
RuBPY ou NaNOz2, na presenca da sonda DHE, e a intensidade de fluorescéncia

emitida foi avaliada ap0s 5, 10, 30, 45 e 60 min de incubacao, por citometria de fluxo.

4.9.1. Medida de ERO liberadas pelo RuBPY em células endoteliais

Amostras basais (marcadas com DHE) de células endoteliais de aortas controle
emitiram fluorescéncia basal de intensidade aproximada de 10.000 UF. O composto
RuBPY nao emitiu fluorescéncia na auséncia da sonda DHE. A adicdo da sonda em
amostras de células endoteliais de aortas pré-incubadas com RuBPY por 5, 25, 50,
65 min, ndo alterou significativamente a intensidade de fluorescéncia emitida em

relagdo as amostras basais (Figura 22).

12500

10000

7500

5000+

Intensidade de
Fluorescéncia (U)

2500

0 T T

RuBPY DHE ¥ 25’ 50' 65'

I 1
Incubagdo com RuBPY

Figura 22: Medida de [ERQ] liberada pelo RuBPY em células endoteliais. Os dados
representam a média + EPM (n=5) da intensidade de fluorescéncia emitida por células
endoteliais de aortas controle. Basal: apenas células endoteliais com sonda, RuBPY: células
endoteliais com RuBPY, sem sonda, nos tempos de 5 a 65 min de incubacdo das células
endoteliais com a RuBPY, com sonda. Os dados foram analisados por One-way ANOVA e
pos-teste de Dunnett, com nivel de significancia com p<0,05.
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4.9.2. Medida das ERO liberadas pelo RuBPY em células do musculo liso

vascular

Os resultados demonstram que nao houve aumento estatisticamente
significativo de espécies reativas de oxigénio apds a incubagcdo das células do
musculo liso vascular de aorta com a ECso e com a ECi00 de RuBPY (Figura 23). O

ativador da proteina quinase C (PMA) foi utilizado como controle positivo.

RuBPY - DHE
5000+ 5
* T — Ctrl
5\ 40004 * i /1 PMA
L~ k3 ] EC
S . _ Bl ECs
9 O 30007 - Bl EC,y
TS @ B
'g @ 2000-
c @
O 0
2 1000
0 L o L L
(0} 5 10' 30 45' 60'

Figura 23: Medida da [ERO] liberado pelo RuBPYem células do musculo liso. Todas as
medidas foram realizadas em triplicata, nos tempos de 5 a 60 min de incubagcdo com o RuBPY
e com sonda.* indica diferengca em relagdo ao respectivo controle (Ctrl). Os dados foram
analisados por One-way ANOVA e pds-teste de Dunnett, com nivel de significAncia com
p<0,05.
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4.9.3. Medida das ERO liberadas pelo NaNO2 em células do musculo liso

vascular

Os resultados demonstram que nao houve aumento estatisticamente
significativo de espécies reativas de oxigénio apds a incubagcdo das células do
musculo liso vascular de aorta com a ECsoe com a ECi00 de NaNOz2 (Figura 24). O

PMA foi utilizado como controle positivo.
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Figura 24: Medida da [ERO] liberada pelo NaNO.em células do musculo liso. Todas as
medidas foram realizadas em triplicata, nos tempos de 5 a 60 min de incubac&o com o NaNO-
e com sonda.* indica diferengca em relagdo ao respectivo controle (Ctrl). Os dados foram
analisados por One-way ANOVA e pds-teste de Dunnett, com nivel de significAncia com
p<0,05.
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4.10. Avaliacao da indugéo detolerancia cruzada entre NTG e RuBPY em aortas

com e sem endotélio

Verificamos anteriormente que a pré-exposicdo de aortas a NTG por 5 min,
seguida por 60 min de lavagem, desencadeia o processo de tolerancia. Para avaliar
se ha inducdo de tolerancia cruzada entre NTG e RuBPY, foram realizadas curvas
concentracéo-efeito para o RUBPY em aortas com e sem endotélio, tolerantes a NTG.

Os resultados demonstram que apoés inducdo de tolerancia com a NTG (pré-
incubacédo por 5 min, seguida por 60 min de lavagem), o RuBPY foi capaz de induzir
vasodilatacdo em aortas com e em aortas sem endotélio, sem alterar o seu efeito

maximo ou poténcia em relacdo ao controle (Figura 25, Tabela 9).
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Figura 25: Efeito do RuBPY em aortas tolerantes a NTG.Curvas concentragao-efeito
cumulativas para RuBPY, ap06s pré-exposicdo a NTG obtidas em aortas com (E+) e sem
endotélio (E-), isoladas de ratos. Os pontos representam a média + EPM de 4 a 8
determinagBes independentes. AT: auto tolerédncia, TC: tolerdncia cruzada, NTG:
nitroglicerina. Os dados foram analisados por One-way ANOVA e pés-teste de Dunnett com
nivel de significancia com p<0,05.
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Tabela 9: Efeito da pré-exposicdoa NTG sobre o relaxamento da aorta de ratos,
com e sem endotélio estimulada com RuBPY

E+ E-

Grupos C AT TC C AT TC

Emax (%)  100,3+1,3 99,1+1,7 101,0+41,0 100,06+4,4 100,5+0,3 105,0+2,2

pD2 7,31+0,1 7,56+0,3 7,20 0,2 7,20+0,1 7,65+0,2 6,91+0,1
n 5 6 4 5 6 8

One-Way ANOVA, pés teste de Dunnett. As preparacdes controle foram incubadas pelo mesmo tempo
em solucdo de Krebs. n = nimero de experimentos obtidos em aortas isoladas de diferentes ratos.C:
controle, AT: auto tolerancia, TC: tolerancia cruzada.
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4.11. Avaliacdo da dimerizagcdo da eNOS em aortas tolerantes a NTG

Para averiguar se o processo de tolerancia desencadeado pela NTG esta
relacionado a formacédo de dimeros da eNOS, foi realizado Western Blot para
avaliacao de sua expressao proteica.

Os resultados apresentados demonstram que nado houve diferenca na
dimerizacdo da eNOS entre preparacfes controle e preparacfes que foram pré-

incubadas com NTG, por 5 min (Figura 26).
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Figura 26: Expresséo proteica da enzima eNOS dimerizada em aortas controle e pré-
incubadas com NTG por 5 min. As barras representam a média + EPM de n=6 preparacdes
isoladas de diferentes ratos. As respostas foram comparadas pelo teste t de Student.
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4.12.Avaliacdo da participacéo dos receptores TRPV1 no relaxamento induzido

pelo RuBPY

Para avaliar se os receptores TRPV1 participam do relaxamento induzido pelo
RuBPY, que contém ruténio em sua molécula, foram utilizados vermelho de ruténio
(RuRed), antagonista ndo seletivo dos receptores TRPV, capsazepina e AMG9801,

antagonistas TRPV1 seletivos.
A Figura 27 demonstra que nenhum dos antagonistas utilizados alterou 0 Emax

e 0 pD2 do RuBPY em relag&o ao controle (Tabela 10).
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Figura 27: Efeito dos antagonistas TRPV1 sobre o relaxamento induzido pelo RuBPY
em aortas com endotélio.Curvas concentragdo-efeito cumulativas para RuBPY, apoés pré-
incubacdo com vermelho de ruténio (RuRed), capsazepina (CPZ) ou AMG9801 (AMG),
obtidas em aortas com endotélio,isoladas de ratos. Os pontos representam a média + EPM
de 4 a 7 determinagfes independentes. Os dados foram analisados por One-way ANOVA e
pés-teste de Dunnett com nivel de significAncia com p<0,05.
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Tabela 10: Efeito dos antagonistas TRPV1 sobre a vasodilatacao induzida pelo
RuBPY em aorta de ratos, com endotélio

Tratamento RuBPY CpPZz RuRed AMG

Emax (%) 101,840,5 93,0456 105,2+2,2 100,805

pD2 7,05+0,1 6,89+0,1 7,33+0,1 6,80+0,1
n 6 7 5 4

One-Way ANOVA, pés teste de Dunnett. As preparacdes controle foram
incubadas pelo mesmo tempo em solucdo de Krebs. n = nlmero de
experimentos obtidos em aortas isoladas de diferentes ratos.
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4.13. Determinacao da geracao de NO pelo RuBPY e NaNO:2

A Figura 28 demonstra a taxa producdo de NO estimulada pelo NaNO:2 (A) ou
pelo RuBPY (B) em ambiente acido (pH 5,0) ou fisiolégico (pH 7,4). A producéo de
NO,induzida com a maior concentracdo utilizada de NaNOg, foi maior em pH &cido
(Figura 28A). O RuBPY produziu maior quantidade de NO que o NaNO2 com a
concentracdo de 100 mol/L em ambos pH: acido e basico (Figura 28B).
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Figura 28. Curva concentragdo-efeito para o NaNO: (A) e RuBPY (B) avaliada por
quimioluminescéncia de ozbnio, em pH 5,0 e pH 7,4 (n=6, para cada ponto). *indica p=0.0001
para Two-way ANOVA, seguido de pos-teste de Bonferroni. Houve interacéo entre os fatores
analisados (pH e concentracdo da droga).



Resultados | 59

4.14. Efeito do RuBPY e NPS sobre a agregacao plaquetéria

Os agonistas ADP e colageno foram utilizados para induzir a agregacao
plaquetaria. O plasma rico em plaquetas (PRP) foi incubado com duas concentragfes
de RuBPY (30 pumol/L e 100umol/L) e uma concentracdo de nitroprussiato de sédio
(NPS, 100umol/L). O experimento de agregacdo plaquetéaria, por agregometria por
transmissao de luz, demonstrou que as plaquetas sao ativadas por ADP e por
colageno de maneira dependente de concentragéo (Figura 29).

A menor concentracdo de RuBPY (30 pmol/L) ndo alterou a resposta de
agregacdo plaguetaria para ambos os agonistas. Pelo contrario, a incubacdo das
plaguetas com 100 pumol/L de NPS e 100 umol/L de RuBPY, causou significante

atenuacao da resposta de agregacao plaquetéria (Figura 29).
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Figura 29. Efeito do RuBPY e NPS sobre a agregacéo plaquetaria. Agregacao plaquetaria
avaliada por agregometria por transmissdo de luz em resposta ao ADP e ao colageno, apos
incubacdo com os doadores de NO (NPS ou RuBPY). Os dados estao expressos em média
+ EPM (n=7). * indica p<0.05 para Two-way ANOVA, seguido de pés-teste de Bonferroni.
Houve interacdo entre os fatores analisados (tratamento e concentragcdo do agonista
plaquetario).
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5. Discussao

O composto cis-[Ru(bpy)2(py)NO2(PFs)], denominado pelo nosso grupo de
pesquisa como RuBPY, € um novo complexo de ruténio. Este composto foi caracterizado
como nitrito-ruténio devido a presenca do grupo NO2 em sua molécula, o que o torna
diferente dos demais compostos estudados por nosso grupo de pesquisa.
(BONAVENTURA et al., 2004, RODRIGUES et al., 2008, LUNARDI et al., 2007 e 2009).

Complexos com metal ruténio em sua molécula apresentam menor
citotoxicidade, uma vez que devido a semelhanca entre ferro e ruténio, ha
possibilidade deste ligar-se a moléculas biolégicas como a albumina e transferrina,
sendo eliminado da mesma maneira que o ferro e impedindo assim seus efeitos
toxicos (ALLARDYCE; DYSON, 2001). Em 2011, Pereira e colaboradores
demonstraram por meio do ensaio de MTT que de fato, o RUBPY néo é citotdxico para
CMLV, quando expostas a concentracdo que causa relaxamento maximo em aorta de
ratos. Este composto libera NO de modo instantaneo, na regido do visivel qguando
diluido em agua (SAUAIA; SILVA, 2003). Portanto, no presente trabalho foi diluido em
tampao fosfato, em pH 7,4 e mantido sempre ao abrigo da luz.

Neste trabalho, demonstramos que o RuBPY é um doador de NO e néo de
NO2, como era esperado. O NO2 pode ser encontrado em altas concentra¢cdes no
figado, rins, coracdo e aorta (BRYAN et al., 2005, TOTZECK et al., 2012). Diversos
estudos demonstraram que o nitrito pode ser convertido a NO no sistema bioldgico
sob condi¢des &cidas (WEITZBERG; LUNDBERG, 1998) ou hipéxia (MAHER et al.,
2008) como no caso do estbmago humano (BENJAMIN et al., 1994, LUNDBERG et
al., 1994, MODIN et al., 2001), coracdo isquémico (ZWEIER et al., 1995), urina
(LUNDBERG et al., 1997) e cavidade oral (DUNCAN et al., 1995), demonstrando que
o0 NO enddgeno pode ser formado de maneira independente das enzimas NO sintases
(WEITZBERG; LUNDBERG, 1998).

Sabe-se também que a isquemia pode reduzir a atividade da NO-Sintase
endotelial e consequentemente a producgéo de NO (LI et al., 2008, GIRALDEZ et al.,
1997) e que sob baixas tensbes de oxigénio e condi¢des de baixo pH a reducéo de
NO2 a NO é favorecida. Desta forma, em situacdo de isquemia, a maior parte do NO
liberado ndo ocorre por acdo da NO-Sintase endotelial (SAMOUILOV et al., 1998).
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Para avaliar se o RuBPY libera NO ou NOz2’, foram realizados experimentos na
auséncia de tecido, por quimioluminescéncia de o0zb6nio, em condicbes de pH
fisiologico (pH 7,4) e acido (pH 5,0). Em condic¢des &cidas, o NO2™ esta em equilibrio
com o acido nitroso. Ambos estdo em equilibrio com intermediarios de oxigénio que
séo quebrados para formar NO2" e NO (COSBY et al., 2003, SAMOUILOV et al., 1998;
LUNDBERG et al., 2005). Em condi¢Bes acidas e na presenca de ions H*, a liberacéo
de NO é favorecida por simples desprotonacdo do NO2. Em casos como hipoxia e
acidose, o NO2 pode ser considerado uma fonte de NO que compensa a atividade
reduzida da NO-Sintase (OMAR; WEBB, 2014).

Os nossos resultados demonstraram que o NaNO2, usado como controle, ndo
libera NO em ambiente fisiol6gico. Entretanto, a quantidade de NO gerado aumentou
de maneira dependente da concentracdo de NaNO:2 no ambiente acido, como era
esperado, por acidificagdo, corroborando com WEBB e colaboradores (2008). Por
outro lado, altas concentragbes de RuBPY foram capazes de liberar grande
quantidade de NO tanto em ambiente 4cido quanto em ambiente em pHfisiologico.
Estes resultados mostram claramente que o novo complexo de ruténio, (RuBPY) é um
doador de NO, j& que mesmo em condi¢Bes fisioldégicas foi possivel detectar altas
concentracdes de NO.

Estes resultados também indicam que o RUBPY é uma fonte de NO
independente de tecido, ao contrario dos resultados obtidos por PEREIRA e
colaboradores (2011a), que demonstraram que o RuUBPY so era capaz de liberar NO
na presenca de tecido. Este resultado pode ser atribuido & sensibilidade na faixa de
deteccdo de NO obtida pelas diferentes técnicas utilizadas e pelas diferentes
grandezas avaliadas. E importante ressaltar que os resultados obtidos neste trabalho
foram obtidos na auséncia de tecido e em condi¢des de hipdxia, ou seja, em condi¢cdes
bastante diferentes daquelas em que Pereira e colaboradores (2011a) avaliaram a
liberacdo de NO pelo RuBPY.

O NO é uma das menores e mais simples moléculas biossintetizadas e
apresenta caracteristicas que lhe conferem alta difusdo pelas células, podendo ser
classificado como mensageiro que nao depende de transporte especifico (CHEN et
al., 2007). De acordo com varios autores, a producédo endogena de NO é importante
para modulacdo do tonus vascular, controle da pressdo arterial, modulagdo de
respostas imunes e também para inibicdo da agregacao plaquetaria (PALMER et al.,
1987, MONCADA et al., 1991 e 1993, REES et al., 1989, WHITTLE, 1985).
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Um fendbmeno comum as doencas cardiovasculares € a reducdo da
biodisponibilidade de NO e esta condicdo pode ser acompanhada da redugédo da
liberacdo de NO nas plaquetas, um fator que pode agravar a tendéncia a formacao de
trombos (GKALIAGKOUSI et al., 2007).

Alguns doadores de NO séo capazes de inibir a agregacéo plaquetaria como é
0 caso da S-nitroso-cisteina (TSIKAS et al., 1999), S-nitrosohemoglobina
(PAWLOWISKY et al, 1998), S-nitrosoglutationa (GSNO), dietilamina
diazeniumdiolata (DEA/NO) e NPS (SOGO et al., 2000). ANFOSSI e colaboradores
(2001) demonstraram que o NPS, quando utilizado na concentracdo de 100 pmol/L, é
capaz de inibir a agregacdo plaquetéria induzida pelo ADP e que 20 pumol/L sdo
suficientes para inibir a resposta plaquetaria ao colageno.

Para avaliar se 0 RuBPY seria capaz de inibir a agregacéao plaquetéaria, assim
como muitos doadores de NO, foi utilizado o protocolo de agregometria por
transmissao de luz. Como agonistas ou ativadores plaquetérios foram utilizados ADP,
colageno e adrenalina. Nao foi observado efeito de ativacdo plaquetaria pela
adrenalina, que pode ser considerada um agonista fraco. A adrenalina liga-se ao
receptor az-adrenérgico acoplado a proteina Gi e causa reducdo da producdo de
AMPc, levando a agregacao plaquetéria. Entretanto, parece que o efeito da adrenalina
S0 é relevante quando combinada com outro agonista forte, como por exemplo, o ADP
(SAITOH et al., 1989). Uma vez que o ADP e coldgeno apresentaram respostas
satisfatorias, foi descartado o uso da adrenalina.

Tanto o ADP quanto o colageno induziram agregacédo plaguetaria de maneira
dependente de concentracdo. O NPS foi capaz de inibir a agregacédo plaquetéaria
causada por ambos agonistas, o que esta de acordo com o observado por ANFOSSI
e colaboradores (2001).

Os dados obtidos no presente trabalho, demonstraram que a mais alta
concentracdo de RuBPY (100 pumol/L) utilizada foi capaz de inibir a resposta de
agregacdo plaquetaria estimulada com ADP e colageno. Baixas concentracdes de
RuBPY néo tem efeito sobre a agregacao de plaquetas humanas. Desta forma,
nossos resultados sugerem que o RuBPY inibe a agregacao plaguetaria de maneira
dependente de concentracdo.Este pode ser um achado interessante com possivel
aplicacéo clinica. Porém, estudos a respeito da via de sinalizacdo desencadeada pelo
RuBPY em plaquetas precisam ser melhor explorados.
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Sabe-se que a ativacdo da GCs pelo NO é importante tanto para a sinalizacéo
em plaguetas quanto para o relaxamento vascular em condi¢des fisiolégicas.

Recentemente, PEREIRA e colaboradores (2011a) avaliaram o papel da
enzima GCs na vasodilatacao induzida pelo RuBPY. Sabe-se que o ODQ & inibidor
seletivo da GCs (GARTHWAITE et al., 1995) e que seu efeito é devido a altera¢cbes
no estado de oxidac&o do radical heme, sem que haja prejuizos na atividade catalitica
da enzima (FEELISCH et al., 1999). Desta forma, a inibicdo do relaxamento vascular
pelo ODQ pode indicar um mecanismo predominante de ativacao do sitio heme da
GCs. Por outro lado, a resisténcia ao ODQ pode sugerir que mecanismos alternativos
a ativacdo da GCs participem da resposta relaxante induzida pelo RuBPY. Os
resultados apresentados pelos autores demonstraram que o relaxamento induzido
pelo RuBPY é parcialmente inibido pelo ODQ, indicando que parte do relaxamento
vascular induzido pelo RuBPY é via GCS, mas que uma via secundaria, independente
da ativacao do sitio heme da GCs participa da resposta do novo doador de NO.

O vermelho de ruténio (RuRed) é uma sonda inorganica (AMANN; MAGGI,
1991) amplamente utilizada como ferramenta para avaliar diversos processos
celulares que envolvem o Ca?* (ISRAELSON et al., 2007). O primeiro relato de que
este composto poderia interferir no fluxo de célcio transmenbrana foi feito por MOORE
(1971), que demonstrou a inibi¢cdo do transporte ativo de célcio em mitocondrias do
figado de ratos com concentracBes micromolares de RuRed. Estudos demonstram
gue o vermelho de ruténio pode interagir com canais de anion 1 dependentes de
voltagem (VDAC1) (ISRAELSON et al., 2007), pode bloquear canais para calcio do
tipo receptor de rianodina (JIANJIE, 1993), canais para célcio e sodio (MALECOT et
al., 1998), canais TRPA (NAGATA et al., 2005), e antagonizar os receptores vaniloides
(TRPV) por mecanismos desconhecidos (AMANN; MAGGI, 1991, SZALLASI,
BLUMBERG, 1999), dentre outros mecanismos. E utilizado e comercializado como
antagonista TRP.

Os autores TOTH e colaboradores (2014) estudaram diversos leitos vasculares
de ratos e demonstraram que os canais TRPV1 sédo expressos em aorta.

Com estas informacgdes e sabendo que o ruténio € uma molécula que pode ser
combinada com muitas outras e que um novo complexo de ruténio doador de NO,
[Ru(bpy)2(NO)SOs3](PFs) bastante semelhante ao RuBPY, é capaz de bloquear canais
TRPV1 e induzir analgesia (STAURENGO-FERRARI et al., 2013), avaliamos se a “via

secundaria” de relaxamento induzido pelo RuBPY poderia ser decorrente da perda de
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contracao causada pelo blogueio de TRPV1 pelo ruténio presente no RuBPY. Para
tanto utilizamos o antagonista néo seletivo TRPV (RuRed) e os antagonistas seletivos
TRPV1, capsazepina e AMG9801. Os resultados deste trabalho demonstram que néo
houve alteracéo da resposta vasodilatadora do RUBPY em presenca de nenhum dos
antagonistas utilizados, indicando que o ruténio presente no novo doador de NO nao
atua sobre receptores TRPV.

Este conjunto de resultados demonstra que o efeito RUBPY provavelmente seja
decorrente da combinacdo de mecanismos como: ativacado da GCs com relaxamento
parcialmente dependente de GMPc (PEREIRA et al., 2011a) e ativacao de canais para
K*, promovendo hiperpolarizagdo da membrana das células do musculo liso com
consequente vasodilatacdo de maneira independente de GMPc (PEREIRA et al.,
2013), excluindo a possibilidade de perda de contracdo via TRPV1.

Sabendo do potencial deste composto como gerador de NO, com efeito
vasodilatador, hipotensor atoxico e inibidor da agregacao plaquetaria e, conhecendo
melhor seu mecanismo de acgao, nos interessou avaliar se o composto RuBPY e o
NaNO: desencadeiam tolerancia, efeito que limitaria 0 uso destes na clinica. Para
tanto, avaliamos o efeito da pré-exposicdo de aortas ao RUBPY e NaNO: e se esta
pré-exposicao levaria a perda ou diminui¢éo do relaxamento total destes doadores ou
alteraria sua poténcia em aorta de ratos com ou sem endotélio, contraidas com
fenilefrina.

Para estudar o relaxamento vascular é necessario utilizar um agente contratil.
Neste trabalho, foi utilizado o agonista seletivo para os receptores ai-adrenérgicos,
fenilefrina. Os receptores ai-adrenérgicos sao acoplados a proteina Gq, que envolve
a ativagdo da enzima fosfolipase C, promovendo a sintese de diacilglicerol (DAG) e
inositoltrisfosfato (IP3) (HUANG et al., 2004). O IP3 ativa receptores da membrana do
reticulo sarcoplasmatico, liberando o calcio armazenado nesta organela e o DAG ativa
o influxo de calcio extracelular, via proteina quinase C e fosforilacdo dos canais para
calcio da membrana plasmética, induzindo o aumento da concentragdo citoplasmatica
de célcio ([Ca*?]c) e levando a contracdo muscular.

O relaxamento vascular foi avaliado pelos parametros farmacologicos de efeito
maximo (Emax) e poténcia (pD2: -log ECso). Estes valores foram obtidos por regresséo
nao linear das curvas concentracao-efeito para o RuBPY e para o NaNO:2. O valor de
pD2 é um parametro utilizado para avaliar variagdes na poténcia do agonista. O valor

de Emax, definido como efeito maximo que um agonista produz em um dado tecido sob



Discussdao | 66

condi¢gbes experimentais (KENAKIN, 1997), é utilizado para analisar os efeitos do
tratamento sobre a eficacia dos diferentes agonistas (ROSSUM, 1963).

Investigamos a melhor tensdo basal sob a qual as aortas deveriam ser
submetidas para os estudos funcionais de contracdo e relaxamento vascular. Os
resultados obtidos mostraram que a melhor tensédo basal para manter as respostas
ocorre a partir 1,5 g. Logo, os anéis de aorta foram estabilizados sob tenséo basal de
1,5 g em todos os protocolos de reatividade vascular. Este valor de tensédo basal foi
utilizado em outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa (LUNARDI et al., 2007,
BONAVENTURA et al., 2007, PEREIRA et al., 2011a, RODRIGUES et al., 2012).

Inicialmente, foram realizadas curvas concentracéo-efeito para o RuBPY ou
NaNO2, em aortas com e sem endotélio vascular. Os resultados demonstram que o
RuBPY induziu relaxamento total sobre a contracdo induzida pela fenilefrina, de
maneira dependente de concentragdo, em aortas sem endotélio, assim como descrito
por PEREIRA e colaboradores (2011a). No presente estudo, verificamos que isto
ocorre também em aortas com endotélio intacto, sem diferenca significativa no efeito
maximo ou poténcia. Este dado demonstra que a presenca ou auséncia do endotélio
nao altera o efeito relaxante induzido pelo RuBPY.

O mesmo padrao de resposta foi observado para o NaNOz, sendo que este é
bem menos potente que o RuBPY, ou seja, foi necessaria uma menor concentracédo
de RuBPY para produzir 50 % do efeito maximo desencadeado pelo NaNO:2. Segundo
ALZAWAHRA e colaboradores (2008), a concentracdo de NaNO:2 necessaria para
obter relaxamento total, também em aorta de ratos, € de 2 mmol/L, concentracdo
qguase 1.000 vezes maior que a utilizada com o RuBPY (3 pmol/L), demonstrando que
o nitrito coordenado com uma molécula de ruténio é bem mais potente que o nitrito
isolado.

Estudamos, entdo, se a pré-exposicdo dos anéis de aorta, por diferentes
tempos de incubacado com RuBPY ou NaNO:2 eram capazes de induzir auto tolerancia.

Estudos anteriores demonstraram que para os nitrovasodilatadores, como a
NTG, o processo de tolerdncia esta relacionado a presenca de endotélio vascular
(MUNZEL et al., 1995, 2005; KLESCHYOV et al., 2003; LANDE et al., 2004). Assim,
em nosso estudo, realizamos todos os protocolos experimentais em aortas com e sem
endotélio, para avaliar se também ha inducao de tolerancia, in vitro, apés incubacao
com RuBPY e NaNO:z.
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Resultados obtidos em nosso grupo de pesquisa (dados n&o publicados)
demonstraram que o processo de tolerancia a NTG pode ocorrer em um curto espaco
de tempo, apos apenas 5 min de incubacdo dos anéis de aorta com NTG (EC1o0).
Desta forma, os protocolos de inducdo de tolerancia foram iniciados a partir dos
tempos de 5 min e 10 min de incubacao, até tempos maiores de 30 min e 45 min
descritos na literatura (NEEDLEMAN e JOHNSON, 1972; ZIMMERMANN et al., 1990;
ISONO et al., 1994).

Os resultados obtidos ap6s a incubacédo de aortas com e sem endotélio, com a
EC100 do RUBPY por 5 min e 10 min, ndo apresentaram diferengas de Emax € pD2, em
relacdo aos respectivos controles. Portanto, podemos concluir que para estes tempos
e para esta concentracéo, ndo ha inducao de tolerancia. Porém, apos a pré-exposicao
de aortas sem endotélio a ECso do RuBPY por 5 min e 10 min, houve deslocamento
da curva concentracao-efeito para a direita, indicando perda de poténcia do doador e,
portanto, inducao de auto tolerancia.

A alteragéo de pD2 pode ser decorrente de diversos fatores como densidade
de receptores, afinidade do agonista pelo receptor, acesso da droga ao receptor ou
alteracdo dos mecanismos de transdugao de sinal intracelular (KENAKIN, 1997).
Neste caso, como ndo ha ligacdo do doador a um receptor, é possivel que haja
alteracdes na transducgéo de sinal intracelular. Este deslocamento ndo foi mantido
guando as preparacdes foram incubadas por 30 min. Supreendentemente, apds a pré-
exposicdo de aortas sem endotélio & EC100 do RuBPY, houve deslocamento da curva
para a esquerda. Este deslocamento indica potencializacéo do efeito vasodilatador do
RuBPY e ndo um processo de tolerancia (menor efeito vasodilatador), como esperado.

Apés longo tempo de incubacdo, as alteracbes na resposta do RuBPY
passaram a envolver o endotélio. A pré-exposi¢cao a ECi00 do RuBPY por 45 min levou
a potencializacao da resposta relaxante do RuBPY. Por outro lado, a pré-exposicéo a
ECso induziu efeito oposto, indicando que assim como a NTG (KNORR et al., 2011,
DAIBER et al., 2008, MUNZEL et al., 2011 e 2005), o processo de tolerancia pode
estar intimamente relacionado com mecanismos celulares que ocorrem na camada
endotelial.

E interessante notar que a exposicdo prévia a concentracdo que induz 50 % do
efeito maximo (ECso) desencadeou o processo de tolerancia (ap6s 5, 10 e 45 min de
incubacdo), porém a pré-exposicdo prolongada (30 e 45 min) a uma maior
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concentracdo (ECio0) de RuBPY causou efeito oposto, de potencializacdo da
vasodilatacao.

A ativacdo da GCs é o principal mecanismo de relaxamento vascular medeado
pelo NO. O NO quando liga-se a GCs altera sua conformacdo, aumentando sua
atividade e consequentemente a degradacao de GTP a GMPc (TRAYLOR; SHARMA,
1990). O GMPc atua como segundo mensageiro e ativa algumas proteinas como a
proteina quinase G (GK). A GK fosforila diversas proteinas celulares num processo
que resulta em reducéo na [Ca*?]c e em vasodilatacdo (MURAD, 1994). A diminuigdo
da atividade da GCs pode estar relacionada ao processo de tolerancia (MULSCH et
al., 1988). Nossos resultados sugerem um mecanismo oposto ao relatado por estes
autores, ou seja, que o aumento da atividade da GCs, possa induzir potencializacdo
do efeito relaxante induzido pelo doador de NO (RuBPY).

Na tentativa de avaliar se a GCs poderia estar envolvida no processo de
potencializacdo da resposta relaxante do RuBPY, foi utilizado o inibidor seletivo desta
enzima, ODQ. A associacdo de ODQ e exposi¢ao por 30 min a EC100 de RuBPY néo
alterou a poténcia do RuBPY em relacdo a resposta de potencializacdo obtida
somente em presenca do RuBPY. Desta forma, os resultados n&o indicam alteracao
na atividade da GCs na potencializagéo da vasodilatagao induzida pelo RuBPY.

O NO atua como mensageiro intercelular e intracelular em diversos tipos
celulares. O NO é sintetizado por uma familia de enzimas denominadas 6xido nitrico
sintases (NOS), a partir do substrato L-arginina. Trés diferentes isoformas da NOS
foram identificadas. As isoformas constitutivas, neuronal e endotelial (NOS1/nNOS e
NOS3/eNOS) foram clonadas a partir de células neuronais e endoteliais,
respectivamente. A isoforma induzida (INOS/NOS2), como seu nome sugere, é
induzida e foi originalmente isolada a partir de macrofagos ativados (BUCHWALOW
et al., 2002).

BONAVENTURA e colaboradores (2008) demonstraram que o doador de NO
(NPS) ativa as NO-Sintases presentes no endotélio da aorta de ratos e potencializam
a resposta vasodilatadora induzida pelo NPS. Considerando que a ativagdo das NOS
constitutivas podem modular positivamente o relaxamento induzido pelo NPS e que
BUCHWALQOW e colaboradores (2002) demonstraram a presenca das trés isoformas
de NOS em células do musculo liso de diversos vasos sanguineos, avaliamos se a
expressdo de eNOS estava alterada em preparagbes que tiveram seu efeito

potencializado pelo RuBPY.
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Os resultados demonstraram que em aortas controle sem endotélio, havia
expressdo de eNOS, o que estd de acordo com dados publicados na literatura
(BUCHWALOW et al., 2002, ROSSI et al., 2005). Porém, nas preparacdes que foram
pré-expostas ao RuBPY por 30 min, a expressdo de eNOS foi significativamente
reduzida. E possivel que este resultado seja decorrente da ativacio da fosforilagdo do
residuo inibitério (Thr*°) da eNOS, apds incubagéo das prepara¢ées com RuBPY, por
30 min. Por outro lado, aortas com endotélio, pré-expostas ao RuBPY por 45 min
tiveram a expressao da eNOS aumentada em relacdo ao controle. Estes resultados
demonstram que, de fato, a ativacdo das NO-Sintases constitutivas do endotélio pode
estar relacionada com a potencializagao do efeito vasodilatador induzido pelo RuBPY.

Outra possibilidade para explicar a potencializacdo da resposta ao RuBPY,
poderia ser o aumento da liberacdo de NO por este composto, em células endoteliais
ou em células do musculo liso vascular. Os nossos resultados demonstram que o
RuBPY libera NO em células endoteliais, porém que variacfes crescentes no tempo
de incubacdo destas células com o RuBPY nado alteraram esta liberacdo. Em
contrapartida, nas células do musculo liso vascular foi observado aumento da
liberacdo de NO de maneira dependente do tempo de incubacdo com o RuBPY. Desta
forma, é possivel inferir que o aumento da liberacdo de NO, em células do musculo
liso vascular, ap6s um longo periodo de pré-exposi¢cao ao RUBPY seja importante para
a potencializacdo da resposta vasodilatadora observada apos 30 e 45 min de
eXposi¢do ao composto.

Diversos estudos demonstraram que o processo de tolerancia é multifatorial
(CHEN et al., 2002, GORI, PARKER, 2002a, IGNARRO, 2002; MUNZEL et al., 2000;
PARKER, GORI, 2001). Porém, a causa primaria da tolerdncia € o aumento na
biodisponibilidade do &nion Oz e de outras espécies reativas de oxigénio (GORI et al.,
2001, KAESEMEYER et al., 2000, LANDMESSER et al., 2003, MUNZEL et al., 1995).

A partir destes achados e porque verificamos em nossos estudos o processo
de tolerancia ap0s a exposicdo das preparacbes por 5, 10 e 45 min ao RuBPY,
avaliamos os niveis totais de ERO, em células endoteliais e do muasculo liso de aorta
de ratos. Para tanto, utilizamos a técnica de citometria de fluxo, utilizando a sonda
fluorescente DHE. Os resultados indicam que independentemente do tempo de
incubag&o com o composto RuBPY, a quantidade liberada de ERO néao foi alterada.

Estes resultados ndo estdo de acordo com a hipétese de que o processo de

tolerancia estaria relacionado ao desacoplamento da NOS, com consequente
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producéo exacerbada de Oz, ao invés de NO (GORI, PARKER, 2002b), como ocorre
para a NTG (SCHULZ et al.,, 2002, DAIBER et al., 2009). Ou seja, 0 processo de
tolerancia ao RUBPY ndo esta relacionado a geracdo de ERO.

BAUER e colaboradores (1996) avaliaram as diferencas vasculares e
hemodinamicas entre nitritos e nitratos organicos. Estes autores relataram que a NTG
gera auto tolerancia e demonstraram que 0s nitritos geram menos tolerancia vascular
gue nitratos organicos. A NTG é bioconvertida a NO tanto em células endoteliais como
em células do musculo liso vascular (MARKS et al., 1991, CHEN et al., 2002). De
acordo com BONINI e colaboradores (2008), a NTG ao fosforilar o residuo de Ser!'’’
aumenta a atividade da eNOS, com consequente liberacdo de NO em células
endoteliais, especialmente apds 5 min de incubagdo com a NTG.

Resultados obtidos em nosso grupo de pesquisa demonstraram que 0 processo
de tolerancia a NTG, pode ocorrer em um curto espaco de tempo, em aortas com
endotélio. Os resultados mostram que apds apenas 5 min de exposicédo a EC100 NTG
houve reducdo de sua poténcia e efeito maximo e que este fendbmeno é dependente
da ativacdo da eNOS.

A eNOS ativa encontra-se na forma de dimero, constituida por monémeros
idénticos e a dissociacdo deste dimero poderia inibir a sintese de NO. As fracdes
monomeéricas poderiam interagir com ERO (RAFIKOV et al., 2011). Estes processos
poderiam explicar a diminuicdo da poténcia e efeito maximo da NTG, apds sua pré-
incubacéo por 5 min. Desta forma, avaliamos a expressao da eNOS dimérica em anéis
de aorta tolerantes a NTG. Verificamos que a expressdo da eNOS na forma
dimerizada néo foi diferente da obtida em aortas controle. Desta maneira, podemos
concluir que o processo de tolerancia desencadeado pela pré-exposicdo a NTG por 5
min ndo esta relacionado a dissociagdo dos dimeros da enzima eNOS.

Sabe-se que o tratamento com a NTG pode reduzir a resposta vasodilatadora
a outros nitratos organicos, doadores de NO e até mesmo ao NO derivado de
endotélio. Este fendbmeno é conhecido como tolerdncia cruzada e é bastante
observado em modelos experimentais ap6s uso crénico de NTG (ABRAMS, 1992,
MUNZEL et al., 1995). Estudos demonstraram que os nitratos organicos, quando
administrados in vivo podem resultar em tolerancia cruzada a outros nitratos
(CRANDALL et al. 1931, SCHELLING, LASAGNA, 1967).

Uma vez que foi observada tolerancia apds 5 min de incubacdo com a NTG,

investigamos se em aortas tolerantes a NTG, o efeito do RuBPY seria alterado. Os
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resultados demonstraram que nao ha alteracdo de poténcia ou efeito maximo do
RuBPY em aortas tolerantes a NTG, com ou sem endotélio. Estes resultados indicam
gue para a resposta vasodilatadora estimulada pelo RuBPY néo ha tolerancia cruzada
com a NTG.

Avaliamos também se o NaNO: é capaz de induzir auto tolerédncia em aorta de
ratos. A pré-incubacdo com a ECio0 de NaNO2 ndo alterou seu efeito relaxante em
nenhum dos tempos estudados. Porém a pré-incubacdo com a ECso de NaNOg, por 5
min, reduziu seu efeito vasodilatador maximo, o que € proprio do processo de
tolerancia. Estes resultados foram obtidos em aortas sem endotélio, excluindo a
participacédo de fatores endoteliais na resposta.

O processo de tolerancia também foi observado apds a incubacdo por 30 min
de aortas sem endotélio, com a ECso do NaNO2. Porém, neste caso ndo houve
prejuizo no efeito maximo desencadeado pelo nitrito, mas sim deslocamento da curva
concentracéo-efeito para a direita, indicando perda de poténcia deste composto em
induzir relaxamento, o que também é caracteristico de tolerancia. Estes resultados
estdo de desacordo com o comportamento dos demais nitritos (BAUER, 1996).

De acordo com KOWALUK e FUNG (1991), alguns nitritos organicos geram NO
na fracéo soluvel, no citoplasma das células do musculo liso. Para avaliar se o NaNO:2
libera NO em células do musculo liso de aorta de ratos e se esta liberacdo seria
alterada em funcao do tempo de incubacéo, realizamos experimentos de citometria
de fluxo, com a sonda fluorescente DAF-2/DA nestes tipos celulares, como tentativa
de explicar a tolerancia observada.

Os dados demonstram que houve liberacdo de NO a partir do NaNO2, em
células do musculo liso e que esta liberagéo foi aumentada apés 45 min de incubacéo,
0 gque torna o resultado de tolerancia ainda mais surpreendente.

Como mencionado anteriormente, nos ultimos anos alguns grupos de pesquisa
tém direcionado o estudo do fenébmeno da tolerancia para a chamada “hip6tese de
tolerancia associada ao estresse oxidativo”, que tem como principal caracteristica a
producdo aumentada de ERO e/ou reducdo da degradacdo enzimatica destas
espécies (MUNZEL et al., 2010, 2011, 2015, DAIBER et al., 2008 e 2010). Neste
sentido, no presente trabalho avaliamos se a producdo de ERO estava aumentada
nas células do muasculo liso vascular, apds exposicdo por tempos crescentes ao
NaNO:2. Ao contrario do que relatam outros autores, ndo houve aumento na formacgéo

de ERO nos tempos em que o NaNO: induz o processo de tolerancia, indicando mais
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uma vez que para 0s compostos estudados neste trabalho, o processo de tolerancia
ndo esta associado ao estresse oxidativo.

Apesar de ser um fenbmeno comprovado e muito estudado, as causas da
tolerancia aos nitratos e nitritos organicos bem como ao novo composto doador de NO
(RuBPY) ainda néo estdo totalmente elucidadas. Os diversos estudos realizados
nesta area demonstraram que a inducdo de tolerancia € um processo bastante
complexo e claramente medeado por diversos fatores. Este trabalho contradiz varios
dados ja publicados a respeito dos mecanismos envolvidos neste processo. Porém,
vale ressaltar que o composto avaliado € novo e ndo se trata de um nitrato orgéanico,
como é o caso da NTG. A grande maioria dos estudos de tolerancia avalia a tolerancia
aNTG.
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6. Conclusao

O novo complexo de ruténio cis-[Ru(bpy)2(py)NO2](PFs)(RuBPY) é doador de
NO, que ndo ativa receptores TRPV1 para induzir relaxamento. E um vasodilatador
mais potente que o NaNO2, capaz de inibir a agregacao plaquetaria quando utilizado
em altas concentracdes. Em aortas de ratos, com ou sem endotélio, ndo desencadeia
tolerancia cruzada a NTG. Porém, em aortas sem endotélio desencadeia o processo
de auto tolerancia apés os tempos de exposicédo de 5 min e 10 min e em aortas com
endotélio, pré-expostas por 45 min ao RuBPY.
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