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RESUMO

Muitos efeitos biologicos sdo atribuidos aos complexos de ruténio A (trans-
[RuCly(nic)4]) e B (trans-[RuClx(i-nic)4]), onde nic: acido piridina-3-carboxilico e i-
nic: &cido piridina-4-carboxilico, incluindo a inibicdo da o6xido nitrico sintetase.
Neste estudo, nés avaliamos os efeitos farmacologicos destes complexos na
ansiedade e na formagado de memoria, além de avaliarmos os efeitos pré e anti
oxidantes dos mesmos. A meméria foi avaliada com os testes da esquiva inibitéria
e habituacdo em campo aberto e a ansiedade foi testada com o labirinto elevado.
Ratos Wistar machos adultos (230 a 321¢g) receberam injecdes intraperitoniais do
veiculo, do complexo A (45.2, 90.4 ou 180.7 umol/Kg), ou complexo B (0.08, 4.5
ou 13.6 umol/Kg) 30 min antes do treinamento no campo aberto ou do teste do
labirinto elevado e 30 min antes ou imediatamente apds a sessao de treinamento.
Nenhum efeito foi observado nos parametros de ansiedade e habituacdo em
campo aberto. Os complexos de ruténio pioraram a retencdo de memdéria quando
comparados com 0 grupo controle na esquiva inibitéria, quando os complexos
foram administrados 30 min antes e imediatamente apés o treino. A piora da
retencdo de memoria induzida pelos complexos de ruténio deve estar associada
com a capacidade destes complexos inibirem a Oxido nitrico sintetase. Para
avaliacdo de danos lipidicos utilizou-se a medida de espécies reativas ao &cido
tiobarbiturico (TBARS) e danos a proteinas (CARBONIL). Para a determinacao
das defesas antioxidantes enzimaticas utilizou-se a superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT). Ambos os complexos, A e B, danificaram lipideos e proteinas e

alteraram as defesas antioxidantes enzimaticas.



ABSTRACT

Many biological effects have been attributed to ruthenium complex A (trans-
[RuCly(nic)4]) and ruthenium complex B (trans-[RuClx(i-nic)4]) including nitric oxide
synthase inhibition. In this study, we evaluated pharmacological effects of these
complexes on anxiety and memory formation, and its pro and antioxidants effects.
Memory was evaluated with inhibitory avoidance and habituation to an open-field
and anxiety was tested with elevated plus-maze. Adult male rats Wistar (230 to
321g) received ip injections of vehicle, ruthenium complex | (45.2, 90.4 or 180.7
umol/Kg), or ruthenium complex Il (0.08, 4.5 or 13.6 umol/Kg) 30 min prior open-
field training or elevated plus-maze test and 30 min prior or immediately after the
training session. No effects were observed in the anxiety parameters and
habituation to an open-field. The ruthenium complexes impaired memory retention
compared with vehicle group in the inhibitory avoidance, as when administrated 30
min prior as immediately after training. The memory impairment induced by
ruthenium complexes may be due to their nitric oxide synthase inhibition capacity.
For evaluation of lipids damages was use the measurement of thiobarbituric
reactive species and carbonyl for protein damages. To determinate the enzimatic
antioxidants defense was used the superoxide dismutases (SOD) and catalases
(CAT). Both complexes, A and B, have caused a lipid and protein damages and

changes the enzimatic antioxidants defense.
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1. INTRODUCAO

1.1. COMPLEXOS METALICOS DE INTERESSE BIOLOGICO

Pesquisas sobre complexos de metais de transi¢cdo tém sido o principal foco
de varios grupos de pesquisa, com atencao especial no potencial terapéutico e
acao biolégica destes compostos (Beirith et al., 1999; Seifriz et al., 1999).

Complexos metalicos sdo usados comumente como medicamentos. O
complexo de ouro K[Au(CN),], por exemplo, foi introduzido na virada do século
passado para o tratamento da tuberculose e logo apds substituido pelos tiolatos
de ouro (l), que foram usados no anos 30 para o tratamento da artrite reumatéide.
Atualmente, varias formas de tiolatos de ouro (l), injetaveis ou orais, sao utilizados
clinicamente (Price e Sadler, 1996).

Outro exemplo é o nitroprussiato de sodio, usado especialmente em
emergéncias de crise hipertensiva (vasodilatacao), € um complexo metalico que
carrega o ligante reativo, o 6xido nitrico, ao seu sitio de agdo (Stochel et. al.,
1998).

Complexos de platina, como a cisplatina e a carboplatina, aumentaram o
sucesso no tratamento de certos tipos de cancer, especialmente nos casos de
cancer testicular (Price e Sadler, 1996).

Complexos metalicos que mimetizam a acado da superoxido dismutase
(SOD) (Zhang e Lippard, 2003) demonstram a amplitude de atividades bioldgicas

que esses complexos podem apresentar. Por exemplo, os complexos de vanadio
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(IV) e zinco (ll) que tém sido estudados para o tratamento de diabetes mellitus, por
possuirem efeitos miméticos a insulina (Sakurai et al., 2002).

Além destes, os complexos metélicos apresentam outros usos como
agentes de diagnésticos, por exemplo, o sulfato de bario insolivel, usado como
contraste para raio-X do trato gastro-intestinal (Price e Sadler, 1996; Stochel,
1998).

Diversos trabalhos (Sava et al., 1996; Carbalho et al.,1997; Sava et al.,
1999; Seifriz, 1999) demonstram que alguns complexos de ruténio apresentam
atividade biolégica de interesse para aplicacao farmacologica, como sera visto no

item seguinte.

1.2. COMPLEXOS DE RUTENIO COM ATIVIDADE BIOLOGICA

A quimica sintética dos complexos de ruténio estd bem desenvolvida,
principalmente a de ligantes piridinicos, o que indica a aproximagao de inovadores
metalofarmacos. Devido a estabilizacdo do campo ligante, os estados de oxidagao
mais comuns (Ru(ll), Ru(lll) e Ru(lV)) sao normalmente octaédricos e
freqlientemente inertes a substituicao dos ligantes (Clarke, 2003).

Complexos de ruténio sdo de grande interesse, pois as propriedades destes
compostos podem ser moduladas pela escolha do ligante, o que significa que
estes complexos podem ser preparados visando uma vasta gama de aplicagdes
(Beirith et al., 1999). As vantagens de se usar complexos de ruténio com ligantes

piridinicos no desenvolvimento de drogas inclui: (1) possibilidade de sintetizar
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complexos estaveis com previsibilidade de estruturas; (2) um conhecimento
crescente sobre os efeitos bioldgicos dos complexos de ruténio (Clarke, 2003).

Tém-se atribuido aos complexos de ruténio a capacidade de redugédo de
metastases de tumores pulmonares (Sava et al., 1996, 1999), e outros tipos de
tumores (Alessio et al., 1989; Keppler et al., 1989). Alguns complexos de ruténio
demonstraram ter um efeito similar as drogas de platina (ll) ja utilizadas no
tratamento de tumores, porém apresentam uma toxicidade mais baixa (Brabec e
Novakova, 2006). Ainda, atuam na excitacdo de neutréfilos humanos que
penetram profundamente no tumor que esta se proliferando e produzem moléculas
téxicas, como o anion Oy

E também atribuido a alguns complexos de ruténio, importantes atividades
anticarcinogénicas associadas a uma alta seletividade pelas células cancerigenas
(Carbalho et al.,1997); a inibicdo da proliferacédo de linhas de células cancerigenas
no cancer de colo retal (Galeano et al., 1992); a ligacdo covalente entre moléculas,
tais como a histidina ou o DNA (Heijden et al., 1993; Zhao et al.,, 1999) e a
habilidade para interagir com proteinas como albumina (Gonzalez-Vilchez et al.,
1998; Trynda-Lemiesz et al., 1999) e apotransferrina (Gonzalez-Vilchez et al.,
1998).

Os exemplos acima demonstram o potencial terapéutico de metalofarmacos
a base de ruténio. Contudo, um dos fatores limitantes para a utilizacao clinica de
diversos complexos, deve-se a baixa solubilidade em meio fisiolégico (aquoso)
para a maioria deles. Isto dificulta e até mesmo impede que os complexos possam
ser testados in vitro e in vivo (modelos animais) em sistemas simulando condi¢des

fisiolégicas. No sentido de contornar este obstaculo, nosso grupo de pesquisa tem
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sintetizado novos complexos de ruténio de formula geral trans-[RuClx(L)4] (Figura
1), dando especial atencdo a selecdo adequada dos ligantes coordenados. A
estratégia tem sido empregar ligantes contendo um ou mais grupos substituintes,
que possam conferir solubilidade em agua ao complexo. Temos obtido sucesso
com o uso de ligantes derivados de &cidos piridinicos carboxilicos, isto €,
contendo um ou mais grupos carboxilicos por unidade de ligante.

Dois complexos sdo objeto de estudo desta dissertacdo, a saber: trans-
[RuCly(nic)4] (A) e trans-[RuCly(i-nic)4] (B) onde nic = &cido piridina-3-carboxilico e

i-nic = &cido piridina-4-carboxilico.

Figura 1: Estrutura quimica geral proposta para os complexos de formula geral

trans-[RuClz(L)4].

A escolha destes complexos foi feita com base em estudos anteriores, os
quais demonstraram interessantes efeitos em sistemas biolégicos, tanto in vivo,

quanto in vitro (Fricker et al., 1997; Seifriz, 1999; Creczynski-Pasa et al., 2001).

Além dos complexos A e B, os complexos trans-[RuClx(dinic)4] e o trans-

[RuClx(idinic)4]ClI (Figura 2), onde dinic = acido piridina-3,5-dicarboxilico e idinic =
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acido piridina-3,4-dicarboxilico, também foram sintetizados pelo nosso grupo, a
partir de solugdes de azul de ruténio como precursor. Diferente dos complexos A e

B, estes complexos possuem dois grupos carboxilicos por ligante.

Cl ﬁ (2) ?003 COCH
HOOC i | COCH
Hooc’@"'--., _ __.--""NO COOH @. @

o cl
HOO0 N / \\: COCH HOCC . / Ru\\' CO0H
O © 0 ©f
L HOOC a COCH
COCH COOE _

Figura 2: Estruturas quimicas gerais propostas para os complexos trans-

[RuClx(dinic)4] (1) e trans-[RuClx(idinic)4]Cl (2).

O complexo trans-[RuClx(dinic)4] ndo apresenta citotoxicidade, pelo menos
em macrofagos, e nao afeta significativamente a resposta motora de animais
quando avaliados em teste de rota-rod, nem aumenta a laténcia da resposta em
ensaio de placa quente (hot-plate). Ele ndo tem acao consideravel sobre a éxido
nitrico sintetase induzida (INOS) ou sobre a 6xido nitrico sintetase neuronal
(NNOS), porém é capaz de capturar radicais hidroxila, sendo esta uma importante
propriedade, pois esta espécie reativa de oxigénio € uma das mais agressivas em
processos biolégicos. Este radical é o principal produto da alta energia de
ionizagdo da agua, e sua mais importante fonte é a reacdo de Haber-Weiss
envolvendo o anion O e H>O, (Figura 3). Estas propriedades tornam o complexo
um possivel agente antioxidante com provavel agao protetora do DNA (Seifriz,

1999).
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HQOQ + 02_ — 02 + OH + OH

Figura 3: Reacao de Haber-Weiss.

O complexo trans-[RuCly(idinic)4]Cl foi recentemente sintetizado e
caracterizado pelo nosso grupo e sua atividade bioldgica esta sendo alvo de uma
dissertagdo de mestrado junto ao Programa de P6s Graduagdo em Ciéncias da
Saude.

Outros dois complexos foram sintetizados recentemente, a saber: trans-
[RuClx(pyami)4] e o trans-[RuClx(pycarb)s] onde pyami = isonicotinamida e pycarb

= piridina-4-carboxialdeido.

1.2.1. COMPLEXOS DE RUTENIO E O OXIDO NiTRICO (NO)

Os complexos de ruténio sdo de potencial valor terapéutico por sua
habilidade de interferir com a via do 6xido nitrico (NO) em sistemas biol6gicos
(Abrams, 1996; Fricker et al., 1997).

O NO é uma molécula que desempenha importante papel nos processos
biolégicos, atuando como transmissor em comunicagao celular, além de ser um
importante segundo mensageiro que tem a habilidade de controlar o ambiente
onde é produzido. Foi identificado como sendo um fator relaxante derivado do
endotélio, onde desempenha um importante papel no controle do ténus vascular
(Bonaventura et al., 2006) além de atuar em varios processos fisioldgicos, como
por exemplo, na neurotransmissao no sistema nervoso periférico (Belvisi et al.,

1992). Os efeitos fisioldgicos do NO sao atribuidos ao seu pequeno tamanho, ao
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grande potencial de difusdo, aliada a potente agdo como radical livre (para
revisdo, veja Kerwin et al., 1995; Quinn et al., 1995; Christopherson e Bredt,
1997).

Em experimentos anteriores, sugeriu-se que o NO atua nos processos de
memoéria no hipocampo (Fin et al., 1995). Como descrito anteriormente, os
complexos A e B interferem na rota do NO, podendo consequientemente, interferir
também na memoria e aprendizado dos animais.

Do ponto de vista bioquimico, denomina-se 6xido nitrico sintetases (NOS),
uma familia de enzimas complexas que catalisam a oxidagdo da L-arginina,
formando o éxido nitrico e a L-citrulina. As trés formas humanas de NOS
identificadas até agora foram: Oxido nitrico sintetase endotelial constitutiva
(ecNOS), 6xido nitrico sintetase neuronal (NNOS) e éxido nitrico sintetase induzida
(INOS). Estas enzimas sao encontradas nos cromossomos humanos 7, 12 e 17,
respectivamente, e assim foram nomeadas, com base nos tecidos dos quais foram
primeiramente clonadas e caracterizadas (Rees et al., 1989; Cooke e Dzau, 1997).

Ficou demonstrado que os complexos A e B, sendo este ultimo mais ativo,
previnem notoriamente a atividade da éxido nitrico sintetase (NOS), e tém um
pequeno tropismo pela 6xido nitrico sintetase neuronal (Creczynski-Pasa et al.,
2001).

Trabalhos anteriores (Seifriz et al., 1999) demonstraram que o complexo B
exibe agao analgésica, além de inibir a atividade da o6xido nitrico sintetase
induzida (iINOS) e constitutiva (ecNOS). O efeito analgésico foi quase

completamente revertido pelo uso da L-arginina, um conhecido precursor do NO.

25



Isto confirma que ha mediagdo através da via do NO. Finalmente, ndo foi
observada agéo analgésica para o complexo A.

Quando incubados com S-nitroso-N-p_-penicilamina (SNAP), um doador de
NO, os complexos A e B demonstraram um comportamento diferente. Enquanto o
complexo A (em concentracdo maior que 100uM) induziu um efeito muito fraco de
liberacao de NO em resposta ao SNAP, o complexo B demonstrou um forte efeito
em concentragdes relativamente pequenas (Creczynski-Pasa et al., 2001).

Alguns complexos de ruténio sdo sugeridos como sequestradores de NO
por causarem um decréscimo na formacdo de nitrogénio pelos macrofagos

(Fricker et al., 1997).

1.2.2. COMPLEXOS DE RUTENIO E OS RADICAIS LIVRES

A habilidade dos complexos A e B em atuarem como sequestradores de
radicais livres ja foi reportada em Creczynski-Pasa et al., 2001. Ambos compostos
parecem atuar como sequestradores do radical anion superéxido e do radical
hidroxila (Paula et al., 2005).

Os complexos demonstraram potencial antioxidante a partir de baixas
concentragdes (0,1 - 10uM). Os resultados ainda sugerem que o complexo A tem
um poder antioxidante mais acentuado, quando comparado ao complexo B.
Ambos, em altas doses (acima de 200uM) sdo genotdxicos (Paula et al., 2005).

Tendo em vista o efeito genotoxico apresentado, € razoavel supor que
estes complexos interagem com o DNA nas células, direta ou indiretamente. Pela

via indireta, supbe-se que haja a formacao de radicais livres, que por sua vez,
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atuardo no DNA. Pela via direta, o complexo atua diretamente sobre proteinas que
tenham funcao de protecao ou reparacdao do DNA (Amboni, 2003). Entretanto, até
o momento, nado foi possivel estabelecer 0 mecanismo de acao destes complexos
sobre o DNA.

Com base nos resultados apresentados acima, pode-se entao justificar o
interesse em dar continuidade aos estudos, ampliando e aprofundando o

conhecimento da acao destes complexos sobre sistemas bioldgicos.

Ressalta-se que tanto o complexo A quanto o complexo B ja séao
conhecidos da literatura (Creczynski-Pasa et al., 2001; Paula et al., 2005), porém
esta sera a primeira dissertacdo do Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias da

Saude a abordar estudos acerca destes complexos.

Finalmente, pretende-se gerar novos conhecimentos e aprofundar o
entendimento sobre os mecanismos de agao destes complexos, contribuindo para

0 avancgo nesta area de conhecimento.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade biolégica in vivo e in vitro dos complexos
polipiridinicos de Ru (ll), a saber: trans-[RuCla(nic)4] (A) e trans-[RuCla(i-nic)4] (B),

onde: nic = acido piridina-3-carboxilico e i-nic = acido piridina-4-carboxilico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sintetizar e caracterizar os complexos A e B empregando as técnicas
espectroscopicas de: UV-vis, infravermelho (FTIR), RMN de 'H e *C.

- Caracterizar a atividade redox dos complexos A e B empregando a técnica de
voltametria ciclica.

- Avaliar as atividades pr6 e antioxidantes dos complexos A e B.

- Avaliar o efeito comportamental dos complexos A e B com relacao a ansiedade,

formacgao e retengcdo de memoria em modelos animais.
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CAPITULO |

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. REAGENTES

Os complexos A (trans-[RuClx(nic)s]) e B (trans-[RuCly(i-nic)s]) foram
sintetizados e purificados em nosso laboratério.

O RuClI3.3H20O (Aldrich, EUA) e os ligantes (Aldrich, 99%) foram usados
sem purificagao prévia. Solventes comercialmente disponiveis (F. Maia, Vetec) de
grau analitico também foram empregados ao longo deste trabalho. Argonio ultra
puro (White Martins) forneceu uma atmosfera inerte para as sinteses.

Nas analises espectroscopicas e eletroquimicas, foram utilizados solventes
de grau espectroscopicos e cromatogréaficos, respectivamente. E nos estudos
bioquimicos foram utilizados, em grande parte, reagentes da Sigma Companhia

Quimica (St. Louis, MO, EUA).

3.2. EQUIPAMENTOS

Medidas de andlise elementar de CHN foram realizadas em um Analisador
Elementar da Perkin-Elmer, modelo 2400. Os espectros de infravermelhos foram
obtidos em pastilhas de brometo de potassio (KBr) em um espectrofotdmetro
Perkin-Elmer, modelo 1GPC FTR-IR. Os espectros eletrénicos foram obtidos num

espectrofotémetro UV-Vis da Carl Zeiss, modelo M500.
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Espectros de RMN 'H foram obtidos em um equipamento da Brucker
AC200F, sendo que as amostras foram dissolvidas em solvente deuterado
apropriado.

As técnicas mais usadas na caracterizacao eletroquimica dos compostos
foram a voltametria ciclica e a voltametria de pulso diferencial, sendo realizadas
em um Potenciostato/Galvanostato da Princeton Applied Research (PARC),
modelo 273A, interfaceado a um microcomputador PC, via cartdo de interface
GPIB da National Instruments Co. Os dados obtidos foram tratados com o
“software Analysis M270”, versao 4.0, também da PARC. Todos os experimentos
foram conduzidos utilizando-se compensador de iR para minimizagdo da queda
6hmica. A célula eletroquimica utilizada nos experimentos € convencional, com
capacidade méxima para 20cm®, consistindo de trés eletrodos a saber: o eletrodo
de trabalho de platina (area geométrica de 0,115 cm?); o eletrodo auxiliar, que
consistiu de um fio de platina e, finalmente, o eletrodo de referéncia, um fio de
prata imerso em uma solugdo 0,10 mol.dm™ de nitrato de prata em acetonitrila,
isolado por uma membrana de Vycor®. As medidas foram conduzidas &

temperatura ambiente.

3.3. SINTESE DO trans-DICLORO TETRAQUIS ACIDO-3-PIRIDINA

CARBOXILICO RUTENIO (Il) (COMPLEXO A)

Os passos gerais seguidos na preparacao do trans-[RuCly(nic)4] podem ser
encontrados na literatura (Paula et al., 1999), entretanto foram efetuadas algumas

alteracbes no procedimento original, como descritas a seguir. Uma solugao de
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azul de ruténio preparada a partir da dissolucdo de 260 mg (1.0 mmol) de
RuCl3.3H20 em etanol/agua (2:1 v/v), seguida de refluxo em atmosfera inerte de
arg6nio durante aproximadamente 3 h, ou até a solugdo adquirir coloracao azul
intensa. Um indicativo da formacao do intermediario “azul de ruténio” é a
deposicao de um “espelho metalico” nas paredes do baldo, devido a formacao de
clusters de ruténio. A seguir, adicionou-se 98 mg (8.0 mmol) de &cido piridina-3-
carboxilico foi adicionado. O sistema foi refluxado por aproximadamente 40
minutos, mantido sob atmosfera de argbnio e vigorosa agitacao. O progresso da
reacao foi monitorado por TLC e espectroscopia de UV-vis. O meio reacional foi
resfriado por 12 horas e filtrado a vacuo para eliminar o excesso de ligante. Apés,
a fracao liquida foi coletada e transferida para um funil de separacao, a qual foi
acrescentado éter etilico e agua até formagéo de duas fases. Um volume pequeno
de acetona também foi adicionado para aumentar a solubilidade do complexo na
fase etérea, melhorando assim, a eficiéncia da extragdo. O sistema foi agitado
vigorosamente e o complexo transferido para a fase etérea. Subseqlientemente, a
fase etérea foi coletada e os passos da extragcdo foram repetidos com a fase
aquosa, até a extracao total. Finalmente, a fase organica (etérea) foi concentrada
a vacuo e o complexo A, obtido na forma de um pé amorfo. Sempre que
necessario, o produto foi redissolvido em acetona e agua para outra extragdo. O

rendimento foi de 49.6% baseado na massa inicial de RuCl3.3H>0.
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Figura 4: Estrutura quimica proposta para o trans-[RuClz(nic)4].

3.4. SINTESE DO trans-DICLORO TETRAQUIS ACIDO-4-PIRIDINA

CARBOXILICO RUTENIO (Il) (COMPLEXO B)

O complexo B foi preparado e purificado de um modo semelhante ao
complexo A, porém, o ligante usado foi o acido piridina-4-carboxilico. Para este
composto, na maioria das vezes, foi necessario dissolver o produto novamente em
agua e proceder a uma segunda extracdo com éter etilico. A fase orgéanica foi
evaporada e o produto final coletado. Este procedimento foi repetido até se obter
um solido de cor vermelha. Rendimento de 43.5% baseado no valor inicial de

RUC”&3FEC1

HOOC cl 2 COOH
@1|| & II,l'@

Cul

~0

HOOC COOH

Cl

Figura 5: Estrutura quimica proposta para o trans-[RuClx(i-nic),].
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3.5. ANIMAIS

Foram empregados ratos Wistar adultos machos (230-321 g) obtidos de
nossa colénia de procriacdo, dispostos cinco animais por gaiola com comida e
agua ad libitum, mantidos em um ciclo de luz/escuro de12 horas (luzes as 7:00 da
manha).

Os procedimentos efetuados estiveram de acordo com um protocolo
previamente aprovado pelo comité de ética da Universidade do Extremo Sul
Catarinense. Os procedimentos comportamentais foram feitos entre 10:00 e 16:30
e 0s experimentais executados conforme o guia do Instituto Nacional de Saude
(NIH) para o cuidado e uso de animais de laboratério e as recomendagbes da
Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento (SBNeC) para cuidado de
animais.

Os animais tratados foram sacrificados com uma overdose de Fenobarbital,
posteriormente guilhotinados e seus cérebros e 6rgaos foram removidos. Isolou-se
do sistema nervoso central o pré-frontal, o hipocampo, o cortex, o estriado e o
cerebelo, também foram removidos o figado, o rim, o pulméo, o quadriceps e o
coracao. As estruturas foram mantidas a -80°C até a mensuragao dos parametros
de estresse oxidativo.

Com base em estudos prévios para ter uma diferenca de até 20% nos
parametros a serem analisados entre os grupos, com uma variancia de no maximo
10% entre as médias, calculou-se uma amostra de 5 ratos por grupo, para obter

um poder de 80%, com uma margem de erro a = 0,05.

34



3.6. AVALIACAO DOS EFEITOS COMPORTAMENTAIS

3.6.1. ESQUIVA INIBITORIA

O aparato da esquiva inibitéria foi uma caixa acrilica de 50x25x25cm cujo
chao consiste em barras de aco paralelas (1mm de didametro) espacadas de 1cm.
Uma plataforma de 7cm de largura e 2,5cm de altura foi colocada no chao da
caixa contra a parede esquerda. Foram colocados animais na plataforma e um
dispositivo automatico mediu o tempo de permanéncia em que os animais ficaram
com todas as quatro patas na grade. Imediatamente depois de pisar abaixo da
grade, nas sessdes de treinamento, os animais receberam um choque de 0,4mA
por 2 segundos. Na sessao de teste ndo foi administrado nenhum choque e a
permanéncia (maxima 180s) era usada como uma medida de retencédo (Fin et al.,
1994; Jerusalinsky, 1994; lzquierdo et al., 1995; Roesler et al., 1998). O intervalo
entre treinamento e teste foi de 24 horas. Os animais receberam uma injegao
intraperitonial (ip) de veiculo, complexo A ou B 30 minutos anterior ou

imediatamente apos a sessao de treinamento.

3.6.2. HABITUACAO EM CAMPO ABERTO

A habituacdo em campo aberto foi feita em um campo aberto de 40x60cm
cercado por paredes de 50cm de altura feitas de madeira compensada marrom
com uma parede de vidro fronteirica. O chdo do campo aberto foi dividido em 12
retangulos iguais através de linhas pretas. Os animais foram colocados

suavemente no quadrante esquerdo da parte anterior, e deixados para explorar a
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arena por 5 minutos (sessao de treinamento). Imediatamente apds a exploragcéao
da arena, os animais foram levados de volta as suas gaiolas e depois de 24 h
foram submetidos a uma nova sessao em campo aberto (sesséo de teste). Foram
contados os cruzamentos através das linhas pretas e os “rearings” (movimento
exploratério em que o animal fica ereto sobre as patas traseiras) executados em
ambas as sessbOes. Para a medicdo da habituacdo foi levada em conta a
diminuicdo no numero de cruzamentos e “rearings” entre as duas sessoes (Vianna
et al., 2000; 2001; Picada et al., 2002). O intervalo entre o treinamento e o teste foi
de 24 h. Os animais receberam uma injecao ip de veiculo, complexo A ou B 30

min antes de sessdo de treinamento.

3.6.3. TESTE DO LABIRINTO ELEVADO

O aparato do teste do labirinto elevado consiste em dois bragos abertos
(50x10cm) e dois bragos inclusos (50x10x40cm) separados por uma plataforma
central (5x5cm). Os dois bracos de cada tipo sdo opostos a um ao outro. A altura
do labirinto é 50cm e os testes foram administrados sobre uma suave luz
vermelha. Os animais foram deixados 5 minutos em exposi¢ao a luz vermelha em
suas préprias gaiolas antes do procedimento. Logo, eles foram colocados
individualmente na plataforma central do labirinto elevado que possui um brago
aberto. Durante um periodo de teste de 5 minutos, o nimero de entradas nos
bracos abertos e fechados e o numero total de entradas nos bragos foram

registrados (Roesler et al., 1999; 2004).
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3.7. AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo foi definido em 1991 como um disturbio do equilibrio
pro-oxidante/antioxidante em favor do pré-oxidante, levando ao dano potencial
(Halliwell e Gutteridge, 1999).

Em principio, o estresse oxidativo pode resultar de uma diminuicdo dos
antioxidantes e/ou da producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio
(ERO)/espécies reativas de nitrogénio (ERN). A diminuicdo dos antioxidantes pode
ser causada pela diminuicdo da atividade das enzimas de defesa antioxidante
[cobre-zinco superéxido dismutase (Cu/ZnSOD), manganés superéxido dismutase
(MnSOD), catalase (CAT) ou glutationa peroxidase (GSH-Px)] ou pela deficiéncia
nutricional de antioxidantes e/ou outros constituintes dietéticos essenciais (alfa-
tocoferol, acido ascérbico, aminoacidos contendo enxofre necessario para a
sintese de glutationa, ou riboflavina, necessaria para a producdo de FAD, um
cofator da glutationa redutase). A produgdo aumentada de ERO/ERN pode ser
causada pela exposi¢do elevada de oxigénio, pela presenca de toxinas que sdo
metabolizadas para produzir ERO/ERN, ou pela excessiva ativagdo de sistemas
“naturais” de producdo de ERO/ERN (ativagéo inapropriada de células fagociticas
em doencas inflamatorias crénicas, como na artrite reumatéide e colite ulcerativa)
(Halliwell e Gutteridge, 1999).

O desequilibrio pro-oxidante pode causar dano a todos os tipos de

biomoléculas (DNA, proteinas e lipidios).
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Para avaliar os possiveis danos oxidativos causados pelos complexos A e B
foram utilizados os seguintes métodos: método de formacdo de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), dano oxidativo das proteinas através do
grupo carbonil, catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD). Os reagentes
utilizados foram da marca Sigma St. Louis, MO. Glicina fornecido pela Nuclear,

Diadema, SP, Brasil.

3.7.1. MEDIDA DE SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO

(TBARS) — PEROXIDACAO LIPIDICA

Método utilizado para a avaliacdo do estado de oxidacao dos &cidos graxos
em sistemas biologicos. O dano em lipideos de membrana é determinado pela
formagdo de subprodutos da lipoperoxidagdo (malondialdeido-MDA), que séao
substancias reativas ao aquecimento do acido tiobarbitdrico formada durante a
peroxidacdo em sistemas de membranas e microssomos. MDA reage com TBA
gerando um produto colorido réseo.

Mediu-se a quantidade de TBARS plasmatico durante uma reacao acida
aquecida como previamente descrito (Dal-Pizzol et al., 2000). As amostras foram
misturadas com 1 mL de &cido tricloroacético 10% e 1 mL de é&cido tiobarbiturico,
fervidas por 15 minutos e ap6s a quantidade de TBARS foi determinada pela

absorbancia em 535 nm.
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3.7.2. MEDIDA DO DANO OXIDATIVO EM PROTEINAS (CARBONIL) -

OXIDACAO DE PROTEINAS

Método utilizado para dosagem de oxidacdo de proteinas, baseia-se no
principio de que varios radicais livres atacam residuos de proteinas como
aminoacidos (histidina, arginina, lisina e prolina) para produzir produtos como o
carbonil, o qual pode ser medido através da reacdo com 2,4-dinitrofenilhidrazine.

O dano oxidativo em proteinas plasmaticas foi determinado pela medida de
grupos carbonil conforme previamente descrito (Levine et al., 1990). As amostras
foram precipitadas e as proteinas dissolvidas com dinitrofenilidrazina. Os

grupamentos carbonil foram medidos pela absorbancia em 370nm.

3.7.3. SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD) — DETERMINAGAO DAS DEFESAS

ANTIOXIDANTES ENZIMATICAS

A SOD constitui a primeira linha de defesa do organismo contra a produgao
intracelular de radicais livres, catalisando a dismutacao do O." (Hollander et al.,
2000). Esta presente na matriz mitocondrial (Mn-SOD), no citosol (Cu/Zn-SOD) e
no meio extracelular. O produto resultante da reacdo catalisada pela SOD ¢é o
peroxido de hidrogénio (H20.) que deve ser retirado do meio o mais rapido
possivel. Uma unidade de enzima é definida pela quantidade transformada em 1
umol de substrato por minuto. A atividade enzimatica foi estimada pela auto-
oxidagdo da adrenalina medida espectrofotometricamente (480nm) conforme
previamente descrito (Lissi et al., 1995). A adrenalina € oxidada pelo O, para

formar um produto réseo, adrenocromo.
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3.7.4. CATALASE (CAT) — DETERMINAGAO DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES

ENZIMATICAS

A catalase é uma hemoproteina que catalisa a degradagcdo do H>O.. Na
reacdo uma das moléculas de peroxido de hidrogénio € oxidada a oxigénio
molecular e a outra é reduzida a agua. Estd localizada, principalmente no
peroxissoma, entretanto, outras organelas como as mitocéndrias podem conter
alguma atividade da CAT. A catalise do H.O. é importante, pois, na presenca de
Fe*?, leva a formacgdo do radical hidroxil (HO) (reacdo de Fenton), altamente
reativo e danoso as biomoléculas. O método mede a atividade da enzima
produzida pelas células e organelas em resposta a quantidade de peréxido de

hidrogénio, medido espectrofotometricamente (240nm).

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os dados do teste do labirinto elevado e do campo aberto reportados foram
analisadas pela analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste
Duncan. No campo aberto, as diferengas entre as sessdes de treinamento e de
teste foram analisadas pelo teste t de Student. As analises dos dados obtidos no
teste da esquiva inibitéria ndo foram paramétricas porque o0 procedimento
envolveu corte de resultados. Os dados foram reportados como medianas
(interquartil ranges) e foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo

teste de Mann-Whitney quando necessario. As diferencas entre as sessodes de
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teste e treinamento foram avaliadas pelo teste de Wilcoxon. Valores de P menores
que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

A diferenca entre os grupos, para a avaliacdo de estresse oxidativo, foi
avaliada pela analise de variancia de uma via (ANOVA). Para os valores de F
significativos, comparagdes post hoc foram feitas pelo teste de Newman-Keuls,
método da diferenca minima significativa (LSD). A diferenca entre grupos foi

avaliada com diferenca de P < 0,05.
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CAPITULO II

4. RESULTADOS

Sinteses e caracterizacao espectroscopica:

Os complexos A e B foram sintetizados via rota do azul de ruténio com bons
rendimentos, isto é, 49,6% para o complexo A e 43,5% para o complexo B. Os
rendimentos apresentados correspondem a uma média de trés sinteses, e foram
calculados com base na massa inicial de RuCl3.3H20.

Espectros eletronicos registrados em diversos pH’s (sistema binario agua /
acetona 1:1 vol) mostraram valores semelhantes ao reportado anteriormente por
Paula e colaboradores, 1999. Em acetona pura, o complexo A apresentou uma
banda intensa em 410 nm e outra menos intensa, em forma de ombro, sobreposta
a primeira, em 466 nm. O complexo B apresentou caracteristicas espectrais
similares as do complexo A, com 0 Amnax. €m 466 nm, e uma segunda banda em
forma de ombro, em 540 nm (Figura 6). Detalhes acerca da influéncia do pH nos

espectros eletrénicos podem ser obtidos na literatura (Paula et al., 1999).

42



1,2 —

410 nm .
l' 456 nm
1,0 . _
trans-[RuCl,(nic),] (A)
trans-[RuCl_(i-nic) ] (B)
0.8
]
o
=
¢m 0,6
2
o
sl
]
L o.4]
0.2
0.0 T Y T Y T J T Y 1
400 500 800 700 200
L (nm})

Figura 6: Espectros eletrdnicos para os complexos A e B em acetona.

Os espectros de infravermelho foram registrados em pastilhas de KBr e as
principais bandas que caracterizam a presengca dos ligantes sdo descritas a
seguir:

O espectro do complexo A apresenta banda correspondente a deformacao
angular fora do plano de C-H em 752 cm™ e deformagéo axial de C-H aromatico
em 3070 cm™'. A deformacéo axial das ligagdes C-C e C-N do anel piridinico esta
situada em 1604 cm™. A deformagdo angular fora do plano para o grupo OH,
aparece em 934 cm™. A banda caracteristica de deformacgéo angular no plano do
C-O-H aparece em 1420 cm™. A deformacdo axial do grupamento carbonilico,
esta situada em 1712 cm™ e finalmente, a deformagdo axial O-H aparece na

regido de 3520 cm™.
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O complexo B apresenta banda correspondente a deformacao angular fora
do plano de C-H em 768 cm™. A deformacéo axial de ligacdo C-H aromatico esta
situada em 3074 cm™', enquanto que a deformacdo angular fora do plano para o
OH aparece em 914 cm™. a banda de deformacdo angular no plano C-O-H
aparece em 1416 cm™'. A deformacéo correspondente ao grupamento carbonilico
esta situada em 1712 cm™ e finalmente, a deformagéo axial de O-H, situada em
3588 cm™.

O espectro de RMN 'H do complexo A apresenta os seguintes picos
caracteristicos: a integracdao dos picos do espectro revela a presenca de (1H,m)
em 0 7,4 referente ao préton da posicao 5 do anel; em & 8,3 aparece outro préton
(1H,d) localizado na posicao 4 do anel. Em & 8,8 tem-se mais um préton (1H,d).
Bem proximos, em 6 9,0 (1H,d) e 9,2 (1H,d) temos os prétons correspondentes ao
hidrogénio acido e posicéao 1 do anel, respectivamente.

O espectro de RMN 'H do complexo B apresenta os seguintes picos
caracteristicos: a integragdo dos picos do espectro revela a presenga de 2 protons
em & 7,8 (2H,d) correspondentes as posicdes 3 e 5 do anel piridinico e mais 2
protons em o 8,8 (2H,d) referentes as posi¢coes 1 e 6 do anel. Cabe ressaltar, que
embora estes complexos ja tenham sido caracterizados anteriormente, fez-se
necessaria a repeticdo destas andlises, para confirmar a pureza das amostras a
serem empregadas.

A figura 7 ilustra um voltamograma ciclico tipico do complexo A, em sistema
binario agua/acetona 1:1 v/v, empregando eletrodo de platina, registrado a uma

velocidade de variagdo de potencial de 100 mV.s"'. Verificou-se somente um
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processo redox centrado no metal, com Ei, de -15,8 mV e AEp 85,7 mV, no
intervalo de potencial de -0,2 a 0,3 V vs. Ag/Ag*. A razdo entre as cargas
anddicas e catddicas, obtida pela integracao das respectivas ondas voltamétricas,
revelam valores préximos a unidade em toda a faixa de velocidade estudada (25 a
500 mV.s"); o mesmo é observado para a relagdo iy/i., demonstrando que o

complexo é quimicamente reversivel.
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Figura 7: Voltamograma ciclico do complexo A obtido em pH 5,46.

A figura 8 ilustra um voltamograma ciclico tipico, do complexo B, em
sistema binario agua/acetona 1:1 v/v, empregando eletrodo de platina, registrado a
uma velocidade de variagdo de potencial de 100 mV.s™'. Verificou-se somente um
processo redox centrado no metal, com Ei, de -24,6 mV e AEp 83,5 mV, no
intervalo de potencial de -0,2 a 0,3 V vs. Ag/Ag®. A razido entre as cargas

anddicas e catddicas, obtida pela integracao das respectivas ondas voltamétricas,
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revelam valores proximos a unidade em toda a faixa de velocidade estudada (25 a
500 mV.s"); o mesmo é observado para a relagdo is/ia, demonstrando que o

complexo é quimicamente reversivel.
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Figura 8: Voltamograma ciclico do complexo B obtido em pH 6,25.

Os resultados da analise elementar de CHN para os complexos A e B sao

apresentados na tabela 1.

Composto Férmula molecular C H N
tedrico % (experimental %)

A RuCI,C2aH20NsOs 43,38 (45,02) 3,03 (3,84) 8,43 (8,42)

B RuCl:CosHaoN4Os 43,38 (44,19) 3,03 (3,12) 8,43 (7,53)

Tabela 1: Analise Elementar de CHN para os complexos A e B.
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Esquiva Inibitéria:

Complexo A: Nao houve nenhuma diferencga significativa entre os grupos na
esquiva inibitéria na sessdo de treino. Na sessdo de teste, todos os grupos foram
tratados com o complexo A (45,2, 90,4 ou 180,7umol/Kg) 30 minutos antes (Figura
9) ou imediatamente depois do treino (Figura 10), as doses usadas foram
baseadas em estudos prévios (Beirith et al., 1999). Os resultados mostraram uma
diminuicdo significativa no tempo de permanéncia na plataforma quando
comparados ao grupo controle. Estes resultados indicam um prejuizo de memoria,
possivelmente causado por esta droga.

. . O Treino
NIC-30 min antes do treino B Teste

180 1

[ N |
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[n7]
[ ]
1

L
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(]

Complexo NIC (umalika)

Figura 9: Tempo de laténcia (s) em que 0s animais permaneceram com todas as
patas acima da grade. Os animais receberam complexo A ou veiculo 30 minutos

antes da sessao de treinamento.
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Figura 10: Tempo de laténcia (s) em que os animais permaneceram com todas as
patas acima da grade. Os animais receberam complexo A ou veiculo

imediatamente apos a sessao de treinamento.

Complexo B: O mesmo comportamento observado para o complexo A foi
observado para os animais injetados com o complexo B. Na sessao de teste,
todos os grupos foram tratados com o complexo B (0,08, 4,5, ou 13,6 umol/Kg) 30
minutos antes (Figura 11) ou imediatamente depois do treinamento (Figura 12),
doses baseadas em estudos prévios (Beirith et al., 1999). Obteve-se resultados
que mostraram uma diminuicdo significativa no tempo de permanéncia na
plataforma quando comparados ao grupo controle. Estes resultados mostram um

prejuizo de memdria, possivelmente induzido por esta droga.
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Figura 11: Tempo de laténcia (s) em que os animais permaneceram com todas as

patas acima da grade. Complexo B ou veiculo injetado 30 minutos antes da

sessao de treinamento.
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Figura 12: Tempo de laténcia (s) em que os animais permaneceram com todas as

patas acima da grade. Complexo B ou veiculo injetado imediatamente apés a

sessao de treinamento.
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Habituacao em Campo Aberto:

O complexo A (Figura 13) e o complexo B (Figura 14) nédo afetaram a
locomogao ou comportamento exploratério durante a habituacdo do campo aberto,
observou-se a falta de diferenca significativa entre os grupos, tanto no nimero de
cruzamentos quanto no numero de “rearings” feitos no teste ou no treinamento. Na
sessdo de teste, nenhuma diferenga foi observada no niumero de cruzamentos e
rearings entre 0os grupos. Todos os grupos mostraram diferenca significativa entre
a sessao de teste-treinamento, enquanto demonstraram habituacdo em campo
aberto (medido pela diminuicdo no numero de rearings e cruzamentos executados

entre os treinos e os testes).

4 o Treing
35 + m Teste
30 1 +

I
20 -|_ -|_
15
10

= h
1

Mimero de cruzamentos e "rearings"

Complexo MIC (umolk)

Figura 13: Nimero de cruzamentos e “rearings” apresentados pelos animais. Os
animais receberam o complexo A ou o veiculo 30 minutos antes da sessado de

treinamento.
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Figura 14: Nimero de cruzamentos e “rearings” apresentados pelos animais. Os
animais receberam o complexo B ou o veiculo 30 minutos antes da sessado de

treinamento.

Teste do Labirinto Elevado:

O numero de entradas nos bracos abertos e fechados nao foram afetados
pelo complexo A (Figura 15) e do complexo B (Figura 16) no labirinto elevado.

O tempo gasto nos bragos abertos e nos bracos fechados ndo foram
diferentes entre os grupos tratados com ambos os complexos A (Figura 17) e B

(Figura 18).

51



0 “eiculo

OMIC 452 pmallg
aMIC 90,3 pmallg
BHIC 120,7 pmolk g

Mamero de entradas

0 : . .
Bragos abettos Bragos fechados  Total de entradaz

Figura 15: Grafico apresenta o niumero de entradas dos animais nos bracos
abertos e nos bragos fechados do labirinto elevado, assim como o numero total de
entradas em ambos os bragos. Os animais receberam o complexo A ou veiculo 30

minutos antes da sessao de treinamento.
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Figura 16: Grafico apresenta o tempo gasto, em segundos, pelos animais nos
bracos abertos e nos bragcos fechados. Os animais receberam complexo A ou

veiculo 30 minutos antes da sessdo de treinamento.
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Figura 17: Gréafico apresenta o numero de entradas dos animais nos bragos
abertos e nos bracos fechados do labirinto elevado, assim como o nimero total de

entradas em ambos os bracos. Os animais receberam complexo B ou veiculo 30

minutos antes da sessao de treinamento.
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Figura 18: Grafico apresenta o tempo gasto, em segundos, pelos animais nos
bracos abertos e nos bragcos fechados. Os animais receberam complexo B ou

veiculo 30 minutos antes da sessdo de treinamento.
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Medida de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS):

Na concentragao de 45,2 umol/Kg, para as medidas nas estruturas do SNC,
o composto A causou peroxidagao lipidica no cerebelo, hipocampo e cértex. Na
concentracdo de 90,4 umol/Kg, observou-se dano nas seguintes estruturas:
cerebelo, hipocampo, estriado e cortex. J&4 na concentracdo mais alta, ou seja,
180,7 umol/Kg, o complexo A mostrou peroxidacao lipidica no cerebelo, no pré-
frontal, e no cortex (Figura 19). Nas medidas em érgaos, a concentracao de 45,2
pumol/Kg foi a que mostrou poder de causar danos. Nas demais concentragdes nao

houve significancia (Figura 20).
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Figura 19: Quantidade de espécies reativas ao acido tiobarbiturico no sistema

nervoso central em presencga do composto A.
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Figura 20: Quantidade de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico em érgaos na

presenca do composto A.

Para o composto B, no SNC, observou-se peroxidacado lipidica na
concentracao de 0,08 pmol/Kg no cerebelo, pré-frontal e hipocampo; na
concentracao de 4,5 umol/Kg observou-se danos significativos no cerebelo, pré-
frontal, hipocampo e estriado e a concentragdo de 13,6 umol/Kg mostrou causar
peroxidagao lipidica no pré-frontal, hipocampo, estriado e cértex (Figura 21). Nas
medidas dos o6rgdos, o figado apresentou dano significativo em todas as
concentracbes do composto B, o coragdo teve o mesmo comportamento,
enquanto no pulmao e rim somente a concentragédo de 0,08 pmol/Kg danificou tais
orgaos, finalmente no quadriceps, danos significativos foram causados pelas

concentracdes de 0,08 e 4,5 umol/Kg (Figura 22).
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Figura 21: Quantidade de espécies reativas ao acido tiobarbiturico no sistema

nervoso central em presenga do composto B.
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Figura 22: Quantidade de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico em érgaos na

presenca do composto B.
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Medida do dano oxidativo em proteinas (carbonil):

O composto A, nas medidas de dano oxidativo em proteinas das estruturas

do SNC, mostrou danos significativos na concentracdo de 45,2 um/Kg nas

seguintes estruturas: cerebelo e pré-frontal, e na concentracdo de 90,4 um/Kg no

cerebelo e cértex. Nas demais estruturas e concentracées os danos nao foram

significativos (Figura 23).

Nas medidas feitas nos 6rgaos, o coragcdo, nas concentracdes de 45,2 e

90,2 um/Kg e o rim na concentracao de 90,4 um/Kg, foram os Unicos a sofrerem

dano oxidativo significativo em proteina (Figura 24).
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Figura 23: Quantidade de carbonil nas estruturas do SNC em presenca do

complexo A.
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Figura 24: Quantidade de carbonil nos 6rgaos em presenca do complexo A.

Quando as medidas foram feitas utilizando-se o composto B, nas estruturas
do SNC, a concentracao de 13,6 umol/Kg foi a que causou danos em todas elas.
No cerebelo a concentracao de 0,08 umol/Kg também mostrou-se danosa, ja as
demais concentragdes nao demonstraram significancia (Figura 25).

Nos 6Orgaos, o figado mostrou danos em todas as concentracdes, no
pulmao e quadriceps a concentracao que apresentou danos significativos foi a de
4.5 umol/Kg, a qual também mostrou-se danosa no quadriceps, enquanto no rim o
dano ocorreu na concentracdo de 0,08 umol/Kg; o coragdo ndo sofreu nenhum

dano significativo (Figura 26).
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Figura 25: Quantidade de carbonil nas estruturas do SNC em presenca do

complexo B.
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Figura 26: Quantidade de carbonil nos 6rgaos em presenca do complexo B.
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Superoéxido dismutase (SOD) — determincao das defesas antioxidantes

enzimaticas:

O cerebelo foi o que mais sofreu oxidagdo quando em presenca do
composto A, principalmente na concentragao de 180,7 umol/Kg (Figura 27).
A concentracao de 90,4 umol/Kg, nas medidas em 6rgaos, foi a que afetou

o rim significativamente (Figura 28).
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Figura 27: Atividade da SOD nas estruturas do SNC na presenca do composto A.
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Figura 28: Atividade da SOD nos 6rgaos na presenga do composto A.

Houve danos significativos somente no hipocampo e no estriado e estes se
deram em todas as concentra¢des do composto B (Figura 29).

Pode-se observar, nas medidas feitas em 6rgaos, que o figado e o coracao
sofreram oxidacdo na presenca do complexo B, o figado em todas as
concentragdes, porém o coracao somente na concentracao de 0,08 umol/Kg, os

demais érgaos nao apresentaram danos significativos (Figura 30).
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Figura 29: Atividade da SOD nas estruturas do SNC na presencga do composto B.

Clol LI O Salina
1 40E-01 - B 0,08 pmolikg
145 umaolik
1.20E-01 4 4 HM VY
_ B 13,6 pmolikg
T 1,00E-01 4 1
Oz
o
@ & §00E-02 4
sz
2% 6,00E-02 4
L ]
22
£ 2 4,00E-02 4 o %
2 %' _I.
2 O0E-02 i
%.
0,00E+00 it . .
. =
& & K
& ,ba’\\
oS

Figura 30: Atividade da SOD nos 6rgaos na presenga do composto B.
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Catalase (CAT) — determinacao das defesas antioxidantes enzimaticas:

Nas medidas para determinacdo das defesas antioxidantes enzimaticas, o
complexo A, nas estruturas do SNC, ndo mostrou efeito significativo em nenhuma
estrutura independente da concentragédo utilizada (Figura 31). Ja nos 6rgaos, na
concentracao de 45,2 umol/Kg, o figado demonstrou efeito, enquanto nas demais

concentragcées em todos os outros érgaos, ndao observou-se alteracbes (Figura

32).
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Figura 31: Atividade da catalase nas estruturas do SNC em presenca do

complexo A.
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Figura 32: Atividade da catalase nos 6gaos em presenca do complexo A.

O complexo B mostrou ter mais efeito sobre a catalase quando comparado
aos resultados obtidos pelo complexo A. Na figura 33 observa-se que apenas o
cerebelo sofreu a acdo do complexo B nas seguintes concentragdes: 4,5 umol/Kg
e 13,6 pmol/Kg, porém as demais estruturas do SNC nao apresentaram
significancia em nenhuma dosagem.

Nos érgaos; o figado, o pulmao e o rim, tiveram uma atividade da catalase
significativa em todas as concentracdes. Os demais 6rgaos nao demonstraram
alteracbes significativas em presengca do complexo B em nenhuma das

concentracoes (Figura 34).
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Figura 33: Atividade da catalase nas estruturas do SNC em presenca do

complexo B.
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5. DISCUSSAO

Caracterizacao Fisico-Quimica:

As sinteses tiveram um bom rendimento quando comparadas aos
rendimentos apresentados na literatura (Paula et al., 1999).

Em relacdo aos espectros UV-vis, foi observado um desvio batocromico
para o complexo B, que pode ser atribuido a presenca do grupo carboxilico na
posicdo 4 do anel piridinico. Isto altera a densidade eletrbnica do atomo de
nitrogénio e, conseqlientemente, afeta a interagcdao metal-ligante.

Ainda sobre o espectro eletrénico, com o aumento do pH, houve um desvio
nas bandas de absorcdo dos complexos, que foi mais acentuado no complexo B.
Pode-se deduzir, entdo, que as transicdes eletrbnicas foram influenciadas nao
apenas pela posicao, mas também pelo grau de protonagao do grupo presente no
anel piridinico. Tal comportamento pode ser racionalizado com base na teoria do
campo cristalino. O grau de protonacao e a posi¢cao do grupo carboxilico afeta a
intensidade da energia de ligacao entre o nitrogénio do anel piridinico e o centro
metdlico de ruténio.

A analise dos voltamogramas em vaérias velocidades do complexo A,
demonstra que a separagao de pico-a-pico (AEp) ndo varia substancialmente,
mantendo-se constante em torno de 80 mV, com o aumento da velocidade de
variacdo de potencial, tendo apenas uma suave ascensio em 250 mV.s™.

A separacao de pico-a-pico (AEp) do complexo B, a exemplo do complexo

anterior, ndo varia significativamente em fungdo do aumento da variacdo de
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potencial, sendo 72 mV para velocidades de varredura 25 mV.s™ e atingindo 88

mV para velocidades de 500 mV.s™.

Avaliacao dos Efeitos Comportamentais e Avaliacao do Estresse Oxidativo:

Os resultados demonstraram que os complexos de ruténio A e B
prejudicaram a retencdo de meméria na esquiva inibitéria em animais tratados 30
minutos antes ou imediatamente apds o treinamento. Porém, nenhum efeito foi
observado nos testes de campo aberto e labirinto elevado.

Estudos prévios demonstraram que ambos os complexos, A e B, podem
inibir a éxido nitrico sintetase (Beirith et al, 1999). Varios estudos demonstraram a
importancia da NO sintetase (Misko et al., 1993; Sessa et al., 1993) no processo
de formacado de memoria (Marleta, 1994). Quevedo et al. (1997) demonstraram
que o inibidor da NO sintetase, N-nitroarginina (NO-arg), infuso no hipocampo
imediatamente apds o treino prejudica a retencdo de memoria, 0 que pode
confirmar a acao prejudicial dos complexos A e B neste processo.

Recentes pesquisas indicam que tanto a aplicacdo subcutanea periférica
quanto a administracao intracerebroventricular de L-arg, um conhecido precursor
do NO (Fiorucci et al., 1995; Greaves et al., 1998), prolonga significativamente o
tempo de laténcia no teste de esquiva passiva. O que significa que a L-arg
melhora a consolidacao da meméria e aprendizado (Plech et al., 2003).

Estas duas afirmagdes demonstram que a quantidade de NO é
determinante para a consolidacao da retengcdo de meméria, como os complexos A

e B reduzem a liberacdo de NO, por inibirem a éxido nitrico sintetase, reduzem
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também a quantidade de NO intracerebral, interferindo de forma prejudicial na
retengcdao da memoria.

Ha evidéncias consideraveis de que a via do 6xido nitrico desempenha um
papel de modulador na transmissao da dor, tanto no sistema nervoso central como
no periférico (Moore et al., 1991; Meller e Gebbart, 1993).

Injegbes  pré-treinamento  de  nitro-L-arginina,  intracerebrais  ou
intraperitonias, competem com a L-arginina inibindo a liberagdo do NO pela
enzima o6xido nitrico sintetase, o que produz uma amnésia profunda no teste de
esquiva passiva em pintos sem qualquer outro efeito observavel no
comportamento destes (Holscher e Rosa, 1993). E possivel que o NO e outras
substancias que agem como mensageiros nas sinapses possam ter um papel
coordenado na meméria (Fin et al., 1995).

Os complexos A e B, afetaram notoriamente a retengcdo de memaria no
teste de esquiva. Os resultados também demonstraram prejuizos ha memorizagao
e efeitos amnésicos independente da dose. Supbe-se que isto deve-se a
habilidade dos complexos em interferir na via do NO.

Em resumo, nossos resultados evidenciam que complexos de ruténio agem
na modulacdo da memdéria em tarefas de comportamento incentivada pelo medo,
como comprovado no teste de esquiva inibitéria. Entretanto ndo demonstram acao
em tarefas de memdria espacial, como no teste de habituagdo em campo aberto
ou em tarefas de ansiedade, como no teste do labirinto elevado.

Os testes de avaliacdo do estresse oxidativo mostraram que os dois
complexos causam dano oxidativo em lipideos e proteinas na maioria das

estruturas do SNC, bem como nos demais 6rgaos estudados.
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O mesmo foi verificado nas medidas das espécies reativas ao acido
tiobarbiturico.

Para o complexo A, o maior indice de dano foi observado no cerebelo e no
hipocampo. Em relacdo aos demais érgaos, rim e coracao sofreram maior indice
de dano, sendo que a menor concentracao foi a mais danosa, ndo encontrou-se
uma explicacao plausivel para este fato.

Com o complexo B, os resultados demonstraram-se semelhantes. O
hipocampo, juntamente com o pré-frontal, foram as estruturas que apresentaram
maior indice de dano. Todas as concentracbes mostraram-se significativas para
estas duas estruturas. O cerebelo e o estriado sofreram danos nas concentracdes
de 0,08 e 4,5 umol/Kg e, finalmente, o cortex apresentou indice de dano
significativo apenas na maior concentracao (13,6 umol/Kg). Nos demais 6rgaos, o
figado e o coragédo sofreram danos em todas as concentragdes (0,08, 4,5 e 13,6
umol/Kg). Pulméo e rim apenas na dose mais baixa (0,08 umol/Kg), o quadriceps
na dose mais baixa e na mediana (0,08 e 4,5 pmol/Kg).

E possivel supor que o dano causado pelos complexos A e B no
hipocampo, regido do cérebro responsavel pela memoria, possa estar causando
um prejuizo na retengcdo de memoria, o que, associado com a capacidade de
ambos os complexos em interferirem na rota do NO, venha a causar o efeito
amnésico apresentado nos testes da esquiva inibitoria.

Através dos resultados encontrados podemos dizer que os complexos A e
B, por serem neutros, sao lipossoluveis, o que facilita a passagem dos mesmos

pela barreira lipidica, conferindo-os assim, um alto poder oxidante.
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Na medida do dano oxidativo em proteinas, a lipossolubilidade dos
complexos pode estar danificando proteinas lipossoluveis.

Tanto nas medidas da atividade da SOD quanto para CAT, os complexos
demonstraram aumentar a atividade destas duas defesas antioxidantes, o que

demonstra que estes complexos tém um efeito pré-oxidante.
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6. CONCLUSAO

Os complexos de ruténio apresentaram resultados que comprovam seus
efeitos na via do NO em sistemas bioldgicos, o que prové varias possibilidades de
aplicacoes.

Entretanto, os resultados no teste da esquiva inibitéria, demonstraram que
ambos os complexos atuaram de forma negativa na retengdo da memoria e
causaram amnésia nos ratos, o que contrapée a evidéncia anterior.

Nos testes de habituagdo em campo aberto e labirinto elevado,
relacionados a atividades de meméria espacial e ansiedade, respectivamente, os
complexos A e B ndo obtiveram resultados significativamente diferentes dos
apresentados pelos grupos controle.

Ambos os complexos A e B causaram danos tanto em lipideos quanto em
proteinas e interferiram na defesa antioxidante enzimatica o que nao € uma boa
perspectiva para aplicacdes futuras como farmaco.

Ambos complexos danificaram o hipocampo, area do cérebro responsavel
pela retengao de memoria, o que pode estar causando o efeito amnésico descrito

anteriormente.
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8. ANEXOS

8.1. ANEXO 1: Artigo publicado na revista Neurochemical Research.
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