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Resumo



SILVA, B.R. Efeito vasodilatador do novo composto doador de 6xido nitrico
“Ru-4-Mercapto-NO (GOLD) (AuNPs-{Ru-4PySH},)” em aorta de ratos.
2009.147f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

O 6xido nitrico (NO) tem importante papel no controle do ténus vascular. O NO ativa
as enzimas guanilato-ciclase soluvel (GCs) e Proteina quinase-G (PKG),
promovendo reducdo da concentracdo citoplasmatica de calcio ([Ca?*]c) nas células
do musculo liso vascular (CMLV). AuNPs (Nanoparticulas de Ouro) tem sido
sintetizadas e funcionalizadas pelo composto de ruténio doador de NO para
modificar a liberagdo de NO. Esse estudou teve o objetivo de investigar se a
funcionalizagdo das AuNPs pelo composto Cis-[Ru(bpy)2(NO)(4PySH)].(PF6); -(Ru-
4PySH)- formando AuNPs-{Ru-4PySH}, potencializa o relaxamento induzido pelo
doador de NO Ru-4PySH, além de estudar seus efeitos sobre a ativagdo da GCs,
[Ca*']c e contribuicdo das células endoteliais para o relaxamento vascular. Curvas
concentragcao-efeito para AuNPs, Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, foram
construidas para aortas desprovidas de endotélio e pré-contraidas com fenilefrina na
auséncia ou presencga do inibidor seletivo da GCs (ODQ). Curvas concentragao-
efeito também foram construidas para anéis adrticos com endotélio intacto na
auséncia ou presenca do inibidor da NO-Sintase (L-NAME) ou antagonista
muscarinico (Atropina). A [Ca?']c foi medida em CMLV com FLUO-3AM usando
microscopia de fluorescéncia. A liberacdo de NO pelos compostos Ru-4PySH e
AuNps-{Ru-4PySH}, foi quantificada por amperometria com sensor seletivo para NO.
Ambos o0s compostos induziram relaxamento vascular de forma concentracio-
dependente em anéis adrticos desprovidos de endotélio: Ru-4PySH teve efeito
semelhante ao AuNPs-{Ru-4PySH},, enquanto AuNPs nao induziram relaxamento
vascular. ODQ reduziu o relaxamento induzido por ambos os compostos Ru-4PySH
e AuNPs-{Ru-4PySH},. O composto AuNPs-{Ru-4PySH}, teve o relaxamento
vascular potencializado em anéis aodrticos com endotélio intacto, porém essa
resposta foi abolida por L-NAME ou Atropina. O composto AuNPs-{Ru-4PySH},
reduziu mais a [Ca®*]c em CMLV do que Ru-4PySH. Em conclus3o, esse trabalho
demonstra que o relaxamento vascular induzido pelos compostos Ru-4PySH e
AuNPs-{Ru-4PySH}, envolve a ativagdo de GCs e reducdo de [Ca*']c. O composto
AuNPs-{Ru-4PySH}, tem o relaxamento vascular potencializado em anéis adrticos
com endotélio intacto. Esse mecanismo parece envolver ativagcao de receptores
muscarinicos e NO-sintase endoteliais, com conseqliente producédo de NO.

Palavras-Chave: Oxido Nitrico, AuNPs, relaxamento vascular, [Ca®**]c.



Abstract



SILVA, B.R. Vasodilator effect of the new nitric oxide donor compound “Ru-4-
Mercapto-NO (GOLD) (AuNPs-{Ru-4PySH},)” in rat aorta. 2009. 147f. Thesis
(Master degree) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao
Paulo, Ribeirao Preto, 2009.

Nitric Oxide (NO) plays an important role in the control of vascular tone. NO activates
the soluble guanylyl-cyclase (sGC) and G-kinase protein, which decreases the
cytosolic calcium concentration ([Ca?‘]c) in the vascular smooth muscle cells
(VSMC). Gold nanoparticles (AuNPs) have been synthesized and functionalized to
NO donor ruthenium complex to modify the NO release. This study aimed to
investigate whether the functionalization of AuNPs to Cis-
[Ru(bpy)2(NO)(4PySH)].(PF6);  (Ru-4PySH)-  forming  AuNps-{Ru-4PySH},—
potentiates the relaxation induced by the NO donor (Ru-4PySH) and to study their
effects on sGC activation, [Ca**]c, and the contribution of the endothelial cells (EC) to
the vascular relaxation induced by the NO donors. Concentration-effect curves for
AuNPs, Ru-4PySH and AuNps-{Ru-4PySH}, were constructed in rats aortics rings
pre-contracted with phenylephrine in the presence and absence the selective sGC
inhibitor (ODQ). Concentration-effect curves were also constructed in endothelium
intact aortas ring in the presence and absence of NO-synthase inhibitor (L-NAME) or
muscarinic antagonist (Atropine). [Ca®*]c was measured in VSMC with FLUO-3AM by
using a fluorescence microscope. The compounds Ru-4PySH and AuNps-{Ru-
4PySH}, released NO as detected by amperometry with a selective NO sensor.
These compounds induced concentration-dependent relaxation in endothelium
denuded aortic rings. The relaxation induced by Ru-4pySH was similar to AuNPs-
{Ru-4PySH},, whereas AuNPs almost did not induce vascular relaxation. ODQ
reduced the relaxation to Ru-4PySH and AuNPs-Ru-4PySH. AuNPs-Ru-4PySH was
more potent than Ru-4PyH to induce relaxation in endothelium intact aortic ring, and
this response was inhibited by L-NAME or by Atropine.The complex AuNPs-Ru-
4PySH decreased [Ca?'] in VSMC, which effect was greater than that obtained for
Ru-4Py-SH. In conclusion, our results demonstrate that the relaxation induced by the
new NO donors Ru-4PySH and the form AuNPs-{Ru-4PySH}, involves the activation
of sGC and reduction of [Ca®*]..The compound AuNPs-Ru-4PySH had greater effect
than Ru-4Py-SH in reducing [Ca®**]c. The functionalization of the AuNPs potentiated
the vasodilatation induced by the compound Ru-4PySH in endothelium intact aortics
rings. These mechanisms seem to involve endothelial muscarinic receptor and
endothelial NO-synthase activation with consequent NO production.

Key Words: Nitric Oxide, AuNPs, vascular relaxation, [Ca®*].
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1 INTRODUCAO

O Oxido Nitrico (NO) é um radical livre, gasoso, incolor, que possui sete
elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, apresentando um elétron desemparelhado.
Assim, até meados da década de 1980 era considerado apenas mais um dos
poluentes ambientais indesejaveis e potencialmente carcinogénico. Uma das
fungdes fisiologicas do NO foi descoberta nos vasos quando foi constatado que o
fator de relaxamento derivado do endotélio, descrito por Furchgott e Zawadzki
(Furchgott & Zawadzki, 1980), era o NO produzido pela enzima NO-sintase nas

células endoteliais da aorta de coelhos.

A biossintese do NO resulta da oxidacdo de um dos dois nitrogénios
guanidino da L-arginina, que é convertido em L-citrulina, sendo esta reagéo
catalisada pela enzima NO-sintase (NOS) (Moncada et al., 1991). Existem trés
isoformas da NOS, uma € induzida pelo estimulo imunolégico (iINOS) e duas delas
sdo constitutivas, a NOS endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS), sendo que a
isoforma constitutiva depende de ions calcio (Ca®**) e de calmodulina para sua

ativacado (Moncada et al., 1991).

Atualmente, o NO constitui um dos mais importantes mediadores de
processos intra e extracelular e exerce primordial fungdo na modulagao do processo
de vasodilatagdo. Assim, este atua como ativador endégeno da enzima guanilato-
ciclase soluvel no citoplasma das células do musculo liso vascular, onde tal ativagao
produz o segundo mensageiro GMPc, importante agente vasodilatador, que em
cascata ativa a proteina quinase-G. A proteina quinase-G € capaz de fosforilar

varias proteinas, entre elas a Ca**ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA),
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que podem levar a redugdo da concentracdo citoplasmatica de calcio ([Ca®‘]c) e
relaxamento. Embora varios mecanismos sejam propostos para explicar a
vasodilatagao promovida via NO, ainda nao esta totalmente esclarecido como isto
ocorre e parece haver diferengas na ligagdo do NO enddgeno e de doadores de NO

ao sitio ligante da guanilato-ciclase soluvel (Tseng et al., 2000).

Por outro lado, o NO também exerce efeitos celulares independentes do
GMPc como ativacdo da bomba Na-K-ATPase, modulacéo de canais de Ca** e de
K" e reducdo da sensibilidade a agentes vasoconstritores (Bolotina et al., 1994;
Kanagy et al., 1996; Paolocci et al., 2000; Adachi et al., 2004). Embora se apresente
na forma radicalar, o NO se mostra uma molécula nao-carregada, capaz de se

difundir para dentro e fora das células e também entre compartimentos celulares.

Assim é valido ressaltar que o NO pode existir em varias formas, como radical
livre (NOP), como ions nitroxil (NO") ou nitrozénio (NO*) e a forma que predomina
pode depender da fonte de NO. A ativacdo da guanilato-ciclase soluvel pode
depender da espécie de NO predominante (Dierks & Burstyn, 1996; Tseng et al,
2000; Wanstall et al, 2001). Por ser uma espécie radicalar, o NO reage rapidamente
com outros radicais, como 0 O, e o anion superoéxido (O2’). Quando reage com o Oy,
o NO forma dioxido de nitrogénio (NO), porém quando reage com o O, ocorre a
formagao de peroxinitrito (ONOQO") que € um potente oxidante (Ischiropoulos & Al-
Mehdi, 1995). Varios sistemas enzimaticos oxidantes podem produzir O,", como as
xantinas oxidases, ciclooxigenases, lipoxigenases, citocromo P450 e a NOS. Porém,
a maior fonte desta espécie reativa de oxigénio em células vasculares é o complexo
enzimatico nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NAD(P)H) oxidase
(Griendling et al., 1994). Tem sido demonstrado, tanto em modelo animal (De Nifris et

al.,, 2001) quanto em humano (Higashi et al., 2002), que o estresse oxidativo
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(resultado da excessiva produgao de espécies quimicas reativas, como Oy’) deve ser
um dos mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento de hipertensao arterial e

disfuncdes no miocardio.

Normalmente nos vasos, o0 NO produzido pela eNOS se difunde do endotélio
para 0 musculo liso vascular promovendo relaxamento em artérias submetidas a
estimulo contratil, o qual pode ser propiciado por agonistas contrateis ou utilizagao
de alta concentracdo de KCI. A utilizacdo de KCI em altas concentragdes induz
despolarizagcdo da membrana das células do musculo liso vascular promovendo
contracdo muscular devido & abertura de canais de Ca** dependentes de voltagem,

resultando em aumento da [Ca*']c.

by

Por outro lado, ativagdo de receptores ligados a proteina G como os
receptores o-adrenérgicos, com agonistas contrateis como fenilefrina, leva a
contragdo das células do musculo liso vascular devido ao aumento da [Ca®‘]c. Isto
ocorre tanto pela ativagdo de canais de Ca®* da membrana plasmatica (Park &
Rasmussen, 1985) como pela liberagdo de Ca®* armazenado em organelas

celulares, principalmente no reticulo sarcoplasmatico (Putney et al., 1986).

As principais vias de influxo de Ca?* do meio extracelular ocorrem através de
canais operados por voltagem, canais operados por receptor e canais operados por
estoque. Além disso, pode ocorrer um aumento da [Ca?‘]c pela acdo do segundo
mensageiro IP3 pelo mecanismo de liberagdo de Ca*? do reticulo sarcoplasmatico.
Nesse contexto, o NO uma vez atingindo células do musculo liso vascular se liga ao
grupo heme da enzima guanilato-ciclase soluvel e produz GMPc que desencadeia

uma cascata de sinalizagdo de eventos que promovem a reducéo da [Ca**]c.
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O NO pode também interagir com outras vias de modulacdo do tdnus
vascular. Os efeitos vasculares exercidos pelo NO produzido endogenamente séo
frequentemente mediados em conjunto com outros importantes vasodilatadores e
eicosandides inibitérios plaquetarios liberados do endotélio. A exemplo, a
prostaciclina (PGl,), que é formada pela bioconversdo do Acido Araquidénico (AA)
pela enzima Ciclooxigenase, exerce efeito antitromboético e vasodilatador por
ativacao da Adenilato Ciclase e aumento nos niveis de Adenosina Monofosfatada

Ciclica (AMP¢) (Vane et al., 1990), reduzindo o Ca®* do musculo liso vascular.

O NO produzido constitutivamente apresenta multiplos papéis fisioldgicos na
regulacdo de numerosas e diversas fungdes organicas. Assim sendo, defeitos na sua
produgdo ou alteragbes na sua biodisponibilidade permitem o desenvolvimento de
muitas doengas cardiovasculares. Estas incluem hipertensdo essencial, aterosclerose,
doenga arterial coronariana, agregacao plaquetaria pds-angioplastia transluminal
coronariana, isquemia e outras doencgas sistémicas (Ignarro; 2002). Além disso, a
reposicdo ou aumento do NO enddégeno por administracdo exdgena de NO é um

importante avango no tratamento de doencas cardiovasculares (Katsumi et al., 2007).

Dentro desse contexto, alguns compostos doadores de NO tém sido
estudados pelo nosso grupo de pesquisa, quanto as suas propriedades fisico-
quimicas e farmacoldgicas. Estudos com o complexo trans-RuCl([15]aneN;)NOJ** -
denominado 15-ANE - (Bonaventura et al., 2004) demonstraram que este composto
libera NO no meio extracelular e induz relaxamento vascular na presenca de agente
redutor com eficacia comparavel ao efeito do NPS. Para esse composto a ativacao
dos canais de K* contribuem para o relaxamento vascular somente em aortas de
ratos normotensos. Em aortas de ratos hipertensos renais (2R-1C) este composto

n&o ativa canais de K* (Bonaventura et al, 2005).
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Dessa forma, o presente trabalho apresenta o desenvolvimento e o estudo
farmacoldgico de um novo composto doador de NO. Para tal fim, esse trabalho
consistiu na utilizagdo de uma nova estratégia quimica para liberagao de NO baseando-
se na ligagdo de doadores de NO a nanoparticulas. Conforme Moghimi e cols. (2001)
essa estratégia possibilitaria aumentar a solubilidade da droga e sua especificidade
tecidual. Recentemente, Rothrock e cols. (2005) relataram a sintese do
diazeniumdiolate-modificado (MPCs - monolayer-protected clusters), capaz de liberar
baixos niveis de NO. Porém, o perfil de liberagdo de NO poderia variar de um composto

para outro em virtude das alteragdes eletrénicas induzidas pelas nanoparticulas.

A tecnologia para o controle do tamanho das particulas € amplamente
descrita para o desenvolvimento de nanoparticulas de ouro (AuNPs). Tidis tais como
6-Mercaptopurina (6-MP) e seus similares, como 6-Mercaptopurina-9-p-D-
ribofuranosideo (6-MPR), apresentam conveniéncias moleculares que as
possibilitam ser carregadas sobre a superficie de AUNPs através da ligacao enxofre-
ouro, conhecida pela sua for¢ca de interacdo. Giersig e Mulvaney (1993) foram
pioneiros em desenvolver preparagdes de AuNPs estabilizadas por tidis. A
manipulacao das condi¢des de reagdes como proporgcao de ouro (Au), temperatura e
a proporgao de agente redutor, sdo primordiais para determinacdo do tamanho do

centro aurico ao qual se ligara o tiol (Hoestetler et. al, 1998).

Dessa forma, dentro dessa nova linha de sintese de farmacos, foi desenvolvido
por mim, no Departamento de Fisica e Quimica, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP, sob supervisdo do Prof. Dr. Roberto Santana da
Silva, um novo complexo de ruténio doador de NO o cis-[Ru(bpy)2(NO)(4pySH)].(PF6)s,
(4PySH = 4-Mercaptopiridina, bpy = 1,2’ bipiridina), para simplificar, denominado Ru-

4PySH. Houve grande expectativa sobre as propriedades quimicas desse novo



Introducéo - 26

complexo, uma vez que trata-se de um composto doador de NO, onde um dos seus
ligantes € uma 4-Mercaptopiridina (4Py-SH) que numa segunda etapa interagiria com
uma base de ouro de forma irreversivel, originando o complexo Ru-4-Mercapto-NO
(GOLD) ou AuNPs-{Ru-4PySH},. Isto nos possibilitou considerar ser este um
mecanismo farmacotécnico que tangeria tanto a veiculagdo como a possibilidade de

usar esta tecnologia como um sistema liberador de droga.

Conforme relatado para preparacbes congéneres, seria possivel que o
conjunto protegido pelo atomo de ouro fornecesse um atrativo recurso como veiculo
de liberagdo devido ao seu pequeno tamanho, ao denso centro de ouro para
identificacdo em imagens e propriedades fisicas e quimicas unicas definidas para a
protecao dos ligantes usados em sua sintese (Polizzi et al., 2007). Essa propriedade
quimica tem apresentado resultados satisfatéorios em sistemas de liberagao
multifuncionais para terapias génica (Sandhu et al., 2002), antitumoral (Paciotti et al.,

2004) e antibacteriana (Tom et al., 2004).

Com base nos estudos farmacolégicos dos complexos de ruténio doadores de
NO realizados em nosso laboratorio (Bonaventura et al., 2004; Bonaventura et al.,
2005), os quais os apontam como possiveis agentes terapéuticos, principalmente
para doencas relacionadas ao sistema cardiovascular, a hipotese do nosso trabalho
foi de que na aorta de ratos o relaxamento vascular promovido por esse novo
composto AuNPs-{Ru-4PySH}, deveria-se a ativagdo da Guanilato Ciclase soluvel,
ativacdo de canais para K e reducdo da [Ca'c, visto que a adicdo de
Nanoparticulas de Ouro ao composto Ru-4PySH possibilitaria liberacdo de NO no
meio intracelular, conferindo ao composto poténcia equivalente ao doador classico

de NO, nitroprussisto de sodio (NPS).



Objetivos



Objetivos - 28

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste projeto consistiu em estudar os mecanismos celulares de
relaxamento da aorta de ratos, induzidos pelos compostos doadores de 6xido nitrico
Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, tendo por parametro as caracteristicas do doador

de NO, Nitroprussiato de Sodio (NPS).
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2.2 Objetivos Especificos

1. Estudar o efeito relaxante do composto isolado, o Ru-4PySH e de sua
forma funcionalizando nanoparticulas de ouro, o AuNPs-{Ru-4PySH},, contrapondo

ao efeito do NPS.

2. Quantificar e comparar o tempo necessario para ambos os compostos

produzirem o efeito maximo de relaxamento em relagdo ao NPS.

3. Estudar o efeito de ativacdo de canais para K* da membrana das células
do musculo liso vascular despolarizada com altas concentragcdes de KCI para os

compostos Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-PySH}, e NPS.

4. Avaliar o efeito do bloqueio seletivo de canais para K* da membrana das
células do musculo liso vascular sobre o efeito relaxante do composto AuNPs-{Ru-

PySH},.

5. Analisar o efeito do inibidor da guanilato ciclase e/ou do bloqueador de
canais para K* sobre o efeito relaxante dos compostos Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-

PySH}, e NPS.

6. Avaliar a localizag&o de liberagdo do NO (intra ou extracelularmente) para
os compostos Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-PySH}, e NPS por meio de incubagdo com um

sequestrador extracelular de NO.

7. Avaliar o efeito de sequestradores de diferentes formas de NO, radical livre
e anion hidroxil, sobre o efeito relaxante dos compostos Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-

PySH}, e NPS.

8. Analisar o efeito do inibidor da Ca*ATPase do reticulo sarcoplasmatico

sobre o efeito relaxante dos compostos Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-PySH}, e NPS.



Objetivos - 30

9. Analisar a quantidade de Ca®* armazenada no reticulo sarcoplasmatico por

indugao dos compostos Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-PySH}, e NPS.

10. Medir a variacdo da [Ca*?]c nas células do musculo liso vascular e células
endoteliais da aorta de ratos mediante exposicdo a ambos os compostos Ru-4PySH

e AuNPs-{Ru-PySH},.

11. Verificar o envolvimento da via ciclooxigenase no efeito de relaxamento

induzido pelos compostos Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-PySH}, e NPS.

12. Analisar a participagado de espécies reativas de oxigénio sobre a indugao
de relaxamento vascular proporcionada pelos compostos Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-

PySH}, e NPS.

13. Avaliar a participagao do endotélio sobre o efeito de relaxamento vascular

induzido por ambos os compostos, Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-PySH},.
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3 METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso entre 180 e 200 g,
provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto — USP. Os animais
foram mantidos no biotério a temperatura constante de 22°C, em ciclo claro/escuro
de 12h, com ragdo e agua a vontade. Os ratos foram anestesiados com o anestésico
geral inalatério Isoflurano e em seguida sacrificados por decapitagdo, para entédo
serem exsanguinados. Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo
com as normas do Comité de Etica no Uso de animais do Campus da USP- Ribeirdo

Preto (Protocolo n* 07.1.608.53.8).

3.2 Sintese do complexo de ruténio

A sintese do complexo de ruténio Ru-4PySH, a obtenc&o de nanoparticulas
de ouro (AuNPs) e a funcionalizagdo das AuNPs com tal complexo gerando o
composto  AuNPs-{Ru-4PySH}, ocorreram em momentos distintos e

sequencialmente.

A rota sintética do complexo de ruténio do tipo cis-
[Ru(bpy)2(NO)(4pySH)].(PF6); , (4pySH = 4-Mercaptopiridina, bpy = 1,2’ bipiridina),
cuja féormula estrutural é apresentada na Figura 1, € formada por quatro etapas

como apresentadas na Figura 2.
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Figura 1. A. Férmula estrutural do complexo cis-[Ru(4pySH)(bpy).(NO)](PFs)s, onde L indica

a posigao do ligante 4-mercaptopiridina representado em B.

RuCl,.3H,0
l Etapa 1

l Etapa 2
lEtapa 3

l Etapa 4

Cis-[RuCl,(bpy),].2H,0

Cis-[Ru(NO,),(bpy),].H,0

Cis-[Ru(NO,)(bpy),(NO)](PF,),

Cis-[Ru(4pySH)(bpy),(NO)I(PF,),

Figura 2. Rota sintética do complexo de ruténio cis-[Ru(4pySH)(bpy).(NO)]J(PFes); com

ligante 4-mercaptopiridina, simplificadamente denominado Ru-4PySH.



Métodos - 34

Etapa 1: cis-[RuCl,(bpy),].2H,0O

Em um baldo de 50 mL contendo 8 mL de dimetilformamida, adicionou-se 1,0 g de
cloreto de ruténio (lll) (RuCls.3H0), 1,20 g de 2, 2-bipiridina (bpy) e 1,10 g de cloreto de
litio (LiCl). Acoplou-se um condensador ao baldo que foi submetido a aquecimento por
banho de glicerina. A solugao atingiu o refluxo a uma temperatura de 130°C e permitiu a
reacdo por um tempo de 8 horas. Ao término do tempo de reacao, desligou-se o
aquecimento e a seguir, o balao foi levado a geladeira por 1 hora. A solugao foi filtrada e o
solido escuro recuperado foi lavado com varias porcoes de éter. A massa obtida do

composto cis-[RuCly(bpy)2].2H.0 foi de 1,452 g. Rendimento de 73,0%.

Etapa 2: cis-[Ru(NO),(bpy).].H-0O

Um volume de 60 mL de agua destilada, contida em um baldao de 250 mL de 2
bocas, foi submetido a borbulhamento de argbnio por um periodo de 15 min para retirada
de oxigénio. Foram dissolvidos, neste baldo, 0,20 g do composto Cis-[RuCl,(bpy),].2H,0
(obtido na etapa 1), o qual foi submetido a aquecimento a 80°C. Apds 15 min, a solugéao
quente foi filtrada e ao filtrado adicionou-se 0,90 g de NaNO; previamente dissolvido em
agua destilada e desaerada. Deixou-se reagindo durante 90min. Colocou-se o baldo sob
refrigeracdo por 1 hora, filtrou-se e obteve-se um sodlido vermelho intenso, o qual foi
lavado com varias porgdes de éter. A massa obtida do composto cis-[Ru(NO)(bpy)z].H20

foi de 0,1816 g. Rendimento de 90,35%.

Etapa 3: cis-[Ru(NO)2(bpy)2(NO)](PFe):

Suspendeu-se em 24 mL de metanol uma massa de 0,1816 g do composto

cis-[Ru(NO)(bpy)2].H2O (obtido na etapa 2). Sem aquecimento e sob agitacao,
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gotejou-se 1,6 mL de HPFs concentrado. Apds 15 min, filtrou-se a solugao e o sélido
amarelo retido foi lavado com metanol e éter. A massa obtida do composto cis-

[Ru(NO)2(bpy)2(NO)](PFs), foi de 0,2293 g. Rendimento de 85,11%.

Etapa 4: cis-[Ru(4pySH)(bpy)2(NO)](PFs)3

Uma massa de 0,2293g (2,93 x 10* moles) do composto cis-
[Ru(NO)2(bpy)2(NO)](PFs)2 (obtido na etapa 3) foi dissolvida em cerca de 20 mL de
metanol. Gotejou-se uma solucdo de 0,0198 g (2,93 x 10 moles) de azida de sddio
(NaN3) dissolvida em 5 mL de metanol. Apés 10 min acrescentou-se uma massa de
0,1067 g (9,6 x10™* moles) do ligante 4-mercaptopiridina previamente dissolvido em
20 mL de metanol e deixou-se reagir em refluxo durante 17 horas. Ao término do
tempo da reacdo, acrescentou-se éter em excesso e colocou-se o baldao no
congelador por 1 hora, filtrou-se o sélido retido no filtro e posteriormente lavou-o com
porcoes de éter, ressuspendendo-o em 20 ml de acetonitrila. A esta solucéo
adicionou-se 1 mL de HPFs concentrado, deixando reagir por 15 min. Adicionou-se
éter em excesso e apds o baldo ficar 1 hora no congelador a solugao foi filtrada. O
sélido retido no filtro (cis-[Ru(4pySH)(bpy)2(NO)](PFs)s — obtido na etapa 4) foi

submetido a purificacao.

3.2.1 Purificagdo do composto cis-[Ru(4pySH)(bpy)2(NO)](PFs)3

A purificagdo do composto foi realizada através da recristalizagao. O sélido foi
dissolvido em acetonitrila e esta solucdo, apds ser filtrada, foi submetida a
evaporagao a vacuo até praticamente a secura. Posteriormente, dissolveu-se o

sélido em pequeno volume de agua (= 2,0 mL) contendo 0,500g do sal
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hexafluorfosfato de aménio (NH4PFg). Apds duas horas na geladeira, o sélido foi
recuperado por filtracdo e secado a vacuo. O sodlido obtido pesou 0,1706 g
(rendimento de 58,83%). O rendimento levou em consideragao todas as 4 etapas da

rota de sintese.

3.2.2 Caracterizacao espectrofotométrica do composto cis-
[Ru(4pySH)(bpy)2(NO)](PFe)s - denominado Ru-4Py-SH - na regido do

ultravioleta-visivel (UV-visivel)

A caracterizagdo por espectrofotometria na regido UV-visivel do composto foi
realizada em solugdo de Tampao Fosfato pH 7,4. Uma massa de 0,001g do
composto foi solubilizada em 10 mL da solu¢do de Tampao Fosfato pH 7,4 ,
originando uma solugéo do composto [Ru(4pySH)(bpy)2(NO)](PFs)s (Peso molecular:
995,48 g/mol) 1,0 x 10 mol/L. Tal solugdo do composto foi submetida a varredura
espectrofotométrica de 800 nm a 200 nm, utilizando uma cubeta de quartzo de 1,0
cm de caminho o6ptico. A Figura 3 mostra a varredura espectrofotométrica obtida
para a solucdo do composto, a partir da qual foi calculado o coeficiente de

absortividade molar (¢ = 30.179 mol.L".cm’).

Trabalhos realizados no Depto. de Fisica e Quimica, da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP, sob coordenacdo do Prof. Dr.
Roberto Santana da Silva utilizando o Meétodo de Deconvolucido de Lorentz,
mostram que os complexos de ruténio doadores de NO apresentam bandas
definidas em determinadas faixas espectrofotométricas que indicam a presenca de

ligantes especificos incorporados ao complexo.
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Sauaia e cols. (2001) descreveram a presenca de uma banda em forma de
ombro (comprimento de onda préximo de 330nm) para compostos de ruténio quando
em solug¢ao de HCI 0,1 mol/L indicando a presencga do ligante NO, aspecto que pode
variar de um composto para outro conforme a variacdo do pH do meio. Conforme
descrito por Lima e cols. (2006) bandas na regido de 230nm a 332nm indicam

transigdes internas de ligantes insaturados como bipiridina (bpy).

Por outro lado, bandas na regido de 363nm a 480nm podem ser definidas
como transicbes de ligantes como NO, que podem estar mais evidentes sob
condi¢cbes de pH mais elevado, podendo se estabelecer assim uma condi¢do de

equilibrio entre as formas NO, e NO, prevalecendo a forma NO em pH mais baixos.

Assim, como pode ser obsevado na Figura 3, a n&do nitidez de ombro na
banda da regido de 330nm (indicativo do ligante NO) indiferente a variagdo de pH
(dados nédo apresentados), levou a dedugdo de que tal banda poderia estar

encoberta pela banda da bpy (230nm a 332nm).



Métodos - 38

— Ru-4PySH / tampao PO4'3 pH 7,4
A = 0,76108

286n

0,8 1

0,6 -

0,4

Absorbancia

0,2

0,0

T T T T T T 1
300 400 500 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 3. Varredura espectrofotométrica na regido do UV-Visivel (800 nm a 200 nm) do
composto [Ru(4pySH)(bpy)2(NO)](PFe)s - Ru-4PySH.

Nesse contexto, procedemos a analise por Infravermelho para verificar a

existéncia do ligante NO ao composto [Ru(4pySH)(bpy)2(NO)](PF6); sintetizado.

3.2.3 Caracterizacao por Infravermelho do complexo cis-

[Ru(4pySH)(bpy)2(NO)](PF6); ou Ru-4Py-SH

Estudos de espectroscopia na regiao do infravermelho sédo muito uteis para
verificar a coordenacdo de NO™ ao ion metdlico ruténio(ll). Este ligante, quando
coordenado ao ruténio, geralmente apresenta uma banda de intensa absorgdo na
regido de 1800 a 1970 cm™ (Schroder & Stephenson, 1987; Ford et al., 1998). A
variagao da frequéncia de estiramento para deteccdo de NO em compostos de

coordenagao depende do metal, do estado de oxidagdo do ligante nitrosilo e da
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estereoquimica do ligante NO. O registro da Figura 4 apresenta o resultado de um
estudo espectroscopico para o composto [Ru(4pySH)(bpy)2(NO)](PF6); na regiao do
infravermelho em solugdo aquosa. Observa-se nesse registro a detecgao do ligante

NO em uma banda de estiramento na regiéo de 1942 cm™.
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Figura 4. Espectro na regido do infravermelho, em solugdo aquosa, do composto
[Ru(4pySH)(bpy)2(NO)I(PFe)s (Ru-4Py-SH).

3.3 Sintese de Nanoparticulas de Ouro (AuNPSs)

Para obtencao de AuNps fez-se a principio uma extensa revisao bibliografica,
a fim de selecionar trabalhos que melhor se adequassem as técnicas laboratoriais
disponiveis no Laboratorio de Quimica do Departamento de Fisica e Quimica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto e entédo tentar reproduzi-los

o melhor possivel.
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Nesse contexto, o trabalho desenvolvido por Pyrpassopoulos e cols. (2007) relata
um procedimento relativamente simples e econdmico que possibilita a obtencdo de
nanoparticulas de ouro em fase organica organizadas bi- e tridimensionalmente, que
posteriormente as AuNPs poderiam ter sua polaridade invertida pelo uso de tensoativo
anidnico Sulfato de Dodecil de Sédio. Devido a indisponibilidade da fase, a oleosa Oleil
Amina foi substituida por Azeite de Oliva. Nessas condi¢des, obtivemos a formagéo de
um coldide marrom altamente instavel, cujo espectro ndo correspondia ao esperado para
AuNPs (banda préxima de 520nm), como descrito pelos autores. Em seguida, utilizando
uma técnica simples descrita por Turkevitch e cols. (1951) e aprimorada por Frens et al.
(1970) foi possivel a obtengdo da suspensao coloidal de AuNPs. No entanto, algo que
limitava sua utilizagdo era o fato de obté-las isoladas do meio aquoso como solido para
caracterizagdo quimica, pois todas as formas de isolamento das AuNPs utilizadas
culminavam na fusdo do ouro, que imediatamente assumia sua forma metalica. Como
outros trabalhos indicavam a possibilidade de tal isolamento prosseguiu-se na tentativa
de obter as AuNPs isoladas. Segundo relatos de Zhang e cols. (2003) as AuNPs podem
ser obtidas e passivadas por mercaptopiridinas e derivados mercaptopirimidinicos.
Seguindo os procedimentos experimentais relatados pelo autor, ndo foi possivel obter o

produto descrito.

Anteriormente, Da Silva e cols. Sugeriram a possibilidade de obtencéo das
AuNPs em 6leo de mamona e seus aspectos espectrofotométricos em solventes de
diferentes polaridades como Tolueno, Diclorometano e Etanol. Apds extenso
levantamento dos trabalhos, percebeu-se que para obtencdo das AuNPs era
necessario uma fonte de ouro (geralmente o Acido Tetracloro Aurico trihidratado),
uma fase diluente (geralmente organica), um agente redutor (geralmente Citrato de

Saédio ou Boro hidreto de Sédio) e uma fase estabilizante (ora apresentado como a
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prépria fase diluente, ora o préprio redutor, ora um tensoativo). Tentou-se produzir
as AuNPs em diferentes solventes como Tolueno, Diclorometano, Etanol e
Cloroférmio, na tentativa de oferecer ao meio as condi¢gdes anteriormente

observadas e relatadas, contudo nao obteve-se éxito .

Conforme descrito, apds inumeras variagdes de solventes, redutores e
estabilizantes sem sucesso, tentou-se a sintese como proposto por Hoestetler et. al
(1998). Neste trabalho, AuNPs sdo passivadas com uma fonte de enxofre, o
Dodecanotiol, que foi substituida por Tioglicerol. O procedimento de sintese e os
reagentes envolvidos na sintese ainda mantiveram os pré-requisitos observados em
todas as sinteses executadas, ainda sem resultados plausiveis. Posteriormente a
inumeras tentativas, observando que dificilmente obteria-se AuNPs isoladas,
determinou-se voltar ao método proposto por Turkevitch e cols. (1951), porém com
algumas alteragbes. Embora por esse método as AuNPs nao tivessem sido
passiveis de serem isoladas, o método apresentava a vantagem de obté-las ja na
forma aquosa, o que seria ideal para ensaios bioldgicos. Assim, a obtengdo das

AuNPs se deu seguindo os seguintes procedimentos:

Inicialmente pipetou-se o volume de 7 mL de solugdo aquosa de Cloreto de Ouro
trihidratado 0,1% (HAuCl4.3H,0O) que foi adicionado a um Erlenmeyer de 100 mL. Em
seguida, adicionou ao Erlenmeyer 98 mL de agua deionizada. Posteriormente, o
Erlenmeyer foi colocado em agitador magnético e sob agitagéo o sistema foi aquecido
até que a solugao alcancasse o ponto de ebulicdo. Nesse momento, adicionou-se ao
Erlenmeyer 5 mL de solugdo de Citrato de Sodio 0,2%. O sistema foi mantido em
agitacdo e aquecimento, sendo observadas alteragées na coloragdo da solugdo que
passou por azul claro, azul escuro, coloragédo rosea e chegando a Vermelho Rubi. O

aquecimento foi mantido até que pela evaporagdo da fase aquosa fosse obtida uma
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solugcdo com leitura UV-visivel de intensidade proxima de 1 unidade de absorbancia.
Nesse momento, suspendeu-se a agitagdo e aquecimento. O produto obtido € uma

suspenséo coloidal de Nanoparticulas de Ouro (AuNPs).

3.3.1 Caracterizacao espectrofotométrica das AuNPs

A caracterizagado por espectrofotometria das AuNPs na regido UV-visivel foi
realizada pela varredura espectrofotométrica de 800nm a 200nm, utilizando uma cubeta
de quartzo de 1,0 cm de caminho Optico. A Figura 5 mostra a varredura
espectrofotométrica obtida para um volume de 3,32 mL da suspensao coloidal de
nanoparticulas de ouro, onde percebe-se nitidamente uma banda de absor¢do na
regido de 520 nm, caracteristica para AuNPs também conhecida como banda de

absorcao de plasmon.

1,4

1,2

AuNPs (pH 4,0)

1,0 -
0,8 1

0,6 -
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02-
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Figura 5. Varredura espectrofotométrica na regiao do UV-Visivel (800 nm a 200 nm) onde é

evidente a banda de absorgao de plasmon (AuNPs) em 520 nm.



Métodos - 43

3.4 Obtencao do composto AuNPs-{Ru-4PySH}, pela passivacao das AuNPs

pelo composto cis-[Ru(4pySH)(bpy)2(NO)](PFs)s— denominado (Ru-4PySH)

Experimentalmente, observa-se que a passivacao das AuNPs deve ocorrer
por meio da adigdo gradual do composto cis-[Ru(4pySH)(bpy)2(NO)](PFs)s a
suspensdo coloidal de AuNPs. A adicdo maciga do composto promove a
desestruturacdo da suspensao coloidal de ouro com consequente fusdo e
precipitacdo da AuNPs, uma vez que a estabilidade dessa suspensao depende da
forca de repulsdo existente entre as AuNPs, que é proporcionada pela carga

negativa dos ions Citrato na superficie das AuNPs.

Dessa forma, observado o processo de redimensionamento das AuNPs frente
a substituicdo de agentes passivadores (Citrato de Sédio por Ru-4PySH), por meio
de um mensurador de distribuicdo de tamanhos de particulas (Malvern Instruments —
ZetaSizer) verificou-se qualitativamente o comportamento das AuNPs frente a
diferentes propor¢gdes de Ru-4PySH e outras fontes de enxofre como a Cisteamina.

Abaixo segue quatro condigdes relevantes utilizadas para nortear o estudo proposto.

A figura 6A retrata a distribuigdo de tamanho das AuNPs quando passivadas por
Citrato de Sédio. Observa-se no painel A, a existéncia do predominio de trés dimensdes
de particulas na suspensdo coloidal das AuNPs, as quais sdo representadas por
3,44nm (7,8%) ; 39,0nm (29,1%) e 246,0 (61,1%) nm de didmetro. A fim de testar
qualitativamente a capacidade reorganizacional das AuNPs, o painel B representa as
AuNPs em presenca de Cisteamina, a qual mediante passivacdo das AuNPS
substituindo o Citrato de Sodio do meio promove um redimensionamento dessas
AuNPs. Verifica-se que em B, a simples presenca de Cisteamina no meio foi capaz de
promover uma redistribuicdo no tamanho das particulas passando a ser representadas
por 4980,0nm (2,2%); 92,8 nm (18,2%) e 504,0nm (79,6%). Partindo dessas

observagdes, parecia coerente investigar que propor¢ao deveria ser empregada para
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passivacdo AuNPs com Ru-4PySH, a fim de se obter maior homogeneidade na
dimensao das particulas. De posse da absorbancia das AuNPs e utilizando uma
concentragdo da ordem de 10°M de Ru-4PySH, foram propostas duas possiveis
proporcbes em volume, 1AuNPs : 2 Ru-4PySH e 2AuNPs : 1 Ru-4PySH,
representadas nos painéis C e D, respectivamente. De maneira geral, ambos os painéis
(C e D) evidenciam que as AuNPs na presenca de Ru-4PySH originam uma distribuigao
mais homogénea no tamanho de particulas. No entanto, observa-se no painel D que as
AuNPs na presenga de menor quantidade de Ru-4PySH confere uma distribuicdo
grafica de tamanho das particulas ainda mais concéntrica, um indicativo de

homogeneidade superior a proporgao contraria (painel C).
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Figura 6. Analise da distribuicdo do tamanho das AuNPs por intensidade (Malvern
Instruments — ZetaSizer) na auséncia ou presenca de agentes passivadores substituidores
do Citrato de Sddio. A- AuNPs passivadas apenas por Citrato de Sodio. B- AuNPs
passivadas por Citrato de Sdédio na presenga de Cisteamina. C- Analise qualitativa da
proporcdo 1 AuNPs : 2 Ru-4PySH. D- Analise qualitativa da proporgdo 2 AuNPs : 1 Ru-
4PySH.

Com base nas informacdes apresentadas, foi sequencialmente proposto uma
titulagdo espectrofotométrica em UV-Visivel (800 a 200nm) das AuNPs pelo
composto Ru-4PySH, a fim de avaliar quantitativamente o comportamento da
passivacao de forma tempo e concentragcdo dependentes. Dessa forma, utilizando
uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico, a Figura 7 mostra a varredura

espectrofotométrica obtida para um volume de 3,32 mL da suspensao coloidal de
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nanoparticulas de ouro (Absorbancia 1 em 520 nm), na auséncia e presenga de 10
ML de solugdo do composto cis-[Ru(4pySH)(bpy)2(NO)](PF6);s em concentragao
1,3771165 x 10™ mol/L, sendo a suspensao coloidal monitorada nos tempos (0, 1, 2,
5, 10, 20, 30 e 60 minutos) apdés a adigdo do complexo, submetida a varredura
espectrofotométrica de 800nm a 200nm respectivamente indicados to t, to, t3, s, 5, ts

ets.

Observa-se nitidamente que a banda de absor¢do na regido de 520 nm
diminui seu maximo de absorgcdo até 30 minutos apds a adigdo do complexo e
posteriormente estabiliza, enquanto ocorre um aumento de absorcdo em regides
superiores a 650 nm. Tal fendbmeno, conforme descrito por Leonardo da Silva
Bonifacio em seu trabalho de mestrado em Quimica (USP) em 2007, pode ser
indicativo da interagdo da interagao entre as AuNPs e o complexo adicionado, pois

a formacéao da banda na regido de 650 nm pressupde agregagao da AuNPs.

A agregagdo de AuNPs pode ser entendida como alteragdo entre as
distancias das AuNPs na suspensao coloidal, o que n&o implica em fusdo dessas, o
que seria indicado pelo decaimento da intensidade de absor¢do nas regides
superiores a 650 nm, decorrente de precipitacao da suspensio . Nota-se que nem
mediante ao aumento da concentracdo do complexo ocorre a fusdo das AuNPs, o
que sinaliza que determinada por¢cédo do complexo permanece passivando AuNPs

coexistindo no meio as AuNPs e complexo em suas formas livres.

Como pode ser observado na Figura 8, foram realizadas 23 adi¢des
sucessivas de 10 yL de solugdo do composto cis-[Ru(4pySH)(bpy)2(NO)](PF6)s em
concentracéo 1,3771165 x 10 mol/L até a obtengdo de uma suspensao de coloidal

passivada que tivesse uma concentragdo final de 2 x 10™* mol/L do composto cis-
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[Ru(4pySH)(bpy)2(NO)](PFé)s, concentracao representada pelo perfil

espectrofotométrico equivalente a 23° adicdo do composto as AuNPs.

AuNps + 4-Py-SH (17)
AuNps + 4-Py-SH (t6)
AuNps + 4-Py-SH (t5)
AuNps + 4-Py-SH (t4)
)
)
)

AuNps + 4-Py-SH (t3
AuNps + 4-Py-SH (t2
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Figura 7. Varredura espectrofotométrica obtida para um volume de 3,32 mL da suspenséao
coloidal de nanoparticulas de ouro, na auséncia e presenga de 10 uyL de solugdo do
composto cis-[Ru(4pySH)(bpy)2(NO)I(PF¢); em concentragdo 1,3771165 x 10 mol/L, sendo
a suspensdao coloidal monitorada nos tempos (0, 1, 2, 5, 10, 20, 30 e 60 minutos) apds a

adigdo do composto.
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Figura 8. Varredura espectrofotométrica obtida para um volume de 3,32 mL da suspenséao
coloidal de nanoparticulas de ouro em 23 adigbes sucessivas (P1 a P23) de 10 uL de
solugdo do composto cis-[Ru(4pySH)(bpy)2(NO)](PFs)s em concentracdo 1,3771165 x 10
mol/L até a obtencdo de uma suspenséao de coloidal passivada que com uma concentragao
final de 2 x 10 mol/L do composto cis-[Ru(4pySH)(bpy)>(NO)](PFs)s.

A segquir, a Figura 9 ilustra esquematicamente uma representagao simplificada
das etapas de obten¢do quimica dos compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}..
Onde n representa o numero de moléculas do composto Ru-4PySH interagindo com

as AuNPs, cujo valor sera posteriormente determinado.
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Figura 9. Representacao esquematica do processo de obtengcao dos compostos Ru-4PySH
e AuNPs-{Ru-4PySH},. Legenda: 4PySH = ligante 4 Mercaptopiridina; Ru = Complexo de
ruténio na auséncia do ligante; Ru-4PySH = cis-[Ru(4pySH)(bpy)2(NO)](PF6); ; AuNPs =
Nanoparticulas de Ouro; AuNPs-{Ru-4PySH}, = Ru-4-Mercapto-NO (GOLD).

De posse de ambos os compostos propostos no estudo, procedeu-se a
analise amperométrica (nA) com auxilio de um eletrodo sensivel a variagoes de NO
para verificagdo do perfil de liberagdo de NO de ambos os compostos. A
quantificacdo de NO foi realizada para a adicdo de 5 x 10°M de cada composto
simulando o efeito de liberagdo de NO mediante condigdes experimentais de estudo
de reatividade vascular. Para tal efeito, como apresenta a Figura 10, o perfil de

liberagdo foi determinado em Solugdo de Krebs na presenca de fenilefrina e
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segmento de anel aodrtico de rato. Observa-se na Figura 10 que a liberagao de NO
do composto Ru-4PySH ocorre de forma mais intensa e em um menor intervalo de
tempo do que do composto AuNPs-{Ru-4PySH},, seguida de decaimento de
liberagdo de NO. Por outro lado, o composto AuNPs-{Ru-4PySH}, apresenta uma
liberagdo de NO menor e mais lenta que o Ru-4PySH, que no entanto se mantém

constante por um maior intervalo de tempo.

— Ru-4PySH 5x10°M + (Anel Adrtico de rato + Phe)
AuNPs-{Ru-4PySH} 5x10°M + (Anel Adrtico de rato + Phe)

0,0292

0,0290

Corrente (nA)

0,0288
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Figura 10. Curva de variacdo de corrente (nA) em funcdo do tempo apds adicdo dos
compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, em Solu¢cdo de Krebs na presencga de anel
aortico de rato e fenilefrina (Phe).

Uma vez sintetizados e caracterizados quimicamente, o composto Ru-4PySH
e a suspensdo coloidal denominada composto AuNPs-{Ru-4PySH},, foram entdo
empregados em estudos para caracterizacdo de seus efeitos farmacoldgicos

vasculares em anéis de aorta isolados de ratos normotensos.
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3.5 Teste da atividade biolégica do composto Ru-4PySH, das AuNPs e AuNPs-

{Ru-4PySH},

3.5.1 Montagem de preparacdes isoladas

Como modelo experimental foram utilizadas preparacdes de aorta isolada de
ratos machos (200g) da linhagem Wistar, para registro da tensdo isométrica. Os
ratos foram anestesiados com isoflurano e sacrificados por decapitagao e a aorta foi
isolada, dissecada de tecidos conjuntivos e gorduras, da qual foram retirados anéis
de 4mm de comprimento de sua parte distal. O endotélio vascular foi removido
mecanicamente e a remocao efetiva foi considerada para relaxamento induzido pela
acetilcolina (ACh) (1 umol/L) igual ou inferior a 10% , em anéis de aorta, pré-
contraidos com a ECsy da fenilefrina (Phe). Para protocolos especificos com
necessidade de integridade endotelial, foi considerado como presencga do endotélio
intacto preparagdes que sobre acdo da ACh apresentaram relaxamento vascular
igual ou superior a 80%. Os anéis foram montados entre dois ganchos de metal
inseridos no lumen da artéria para produzir tensdo. Um dos ganchos foi conectado a
um suporte fixo ajustavel e o outro a um transdutor de registro de forga. O sistema
foi montado em camara para orgao isolado contendo 10 mL de solugao fisiologica de
Krebs modificado com a seguinte composi¢do (em mmol/L): NaCl 130,0; KCI 4,7;
KH,PO4 1,2; CaCl, 1,6; MgSO4 1,2; NaHCO3; 14,9; glicose 5,5, em pH 7,4, sob
aeragao com mistura de carbogénio (95% O, e 5% CO,), a 37°C. As preparagdes
permaneceram em repouso por 60 min sob tensao basal constante de 1,5g para
estabilizacdo. Em seguida, os anéis foram estimulados com Phe em ECs, (100

nmol/L) até que as contracbes fossem reproduzidas antes de dar inicio aos
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protocolos especificos. A tensdo isométrica foi registrada através de transdutor

acoplado a um poligrafo.

3.5.2 Preparacdo de anéis de aorta de ratos para estudo em microscopia

confocal

O estudo das células endoteliais foi realizado utilizando anéis de aorta de
ratos, com endotélio intacto, isolados e segmentados delgadamente. Os anéis foram
colocados em laminulas pré-tratadas com poli-L-lisina, para facilitar a aderéncia
desses & laminula. As laminulas foi adicionada solugéo de Hanks incompleta com a
seguinte composigado (em mmol/L): 145,0 NaCl, 5,0 KClI, 0,5 NaH,PO4, 10,0 dextrose
e 10,0 HEPES (pH 7,4) e acondicionadas em placas que foram mantidas em
incubadora de CO; 5% a 37° C durante 4h. Estes anéis foram utilizados para a
medida da concentragcdo citoplasmatica de calcio das células endoteliais e
paralelamente, das células do musculo liso vascular, utilizando a sonda fluorescente

Fluo 3-AM 10 umol/L em microscépio confocal.

3.5.2.1 Isolamento das células do muasculo liso vascular (MLV)

As células do MLV foram isoladas da aorta de ratos. Os anéis aérticos foram
cortados longitudinalmente para remocgédo do endotélio (com rodinho) e da camada
adventicia. Apos duas lavagens dos segmentos de aorta em solugdo de Hanks
incompleta, em placa de Petri para remocao de células endoteliais e outros debris da
preparagao, os segmentos sofreram pequenos cortes para aumentar a superficie de
contato com a solugdo e proporcionar maior remocao de células musculares

mecanicamente por succido e extrusao do tecido em solucdo de Hanks em uma
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pipeta de Pasteur. Esses segmentos foram colocados em um frasco de 15mL
contendo solucdo de Hanks incompleta. Apds sofrer dispersdo mecanica, os anéis
foram removidos e a solugao contendo as células em suspenséo foi centrifugada por
3 min a 1.000 rpm. Removeu-se o sobrenadante e uma aliquota do concentrado de
células foram colocados em laminulas pré -tratadas com poli-L-lisina, para facilitar a
aderéncia das células a laminula. As laminulas foram acondicionadas em placas
que foram mantidas em incubadora de CO; 5% a 37° C durante 4h. Estas células
foram utilizadas para a medida da [Ca®']lc. Em células isoladas do musculo liso
vascular da aorta de ratos foi medida a [Ca*']c utilizando a sonda fluorescente Fluo

3-AM 10 umol/L em microscépio confocal.

3.5.3 Protocolos especificos para estudo de reatividade vascular

3.5.3.1 Efeito relaxante dos compostos Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-4PySH}, e

Nitroprussiato de Sédio (NPS) em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina

Objetivo: Estudar os efeitos relaxantes dos compostos Ru-4PySH e AuNPs-
{Ru-4PySH}, contrapondo-os ao do NPS e verificar se estes sdo dependentes da

concentracao.

Sobre a contragdo mantida com fenilefrina (Phe)(ECso: 100 nmol/L) foram
adicionadas concentracdes crescentes e cumulativas dos compostos até a obtengao
do relaxamento maximo (Emax). Com base na experiéncia do laboratério no estudo
de doadores de NO, nossa proposta inicial para obtencao da curva de relaxamento

foi de uma grandeza de 1 nmol/L a 10 umol/L.
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3.5.3.2 Efeito Temporal dos compostos

Objetivo: Comparar o tempo para obtencao do efeito maximo de relaxamento
dos compostos doadores de NO Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, e o NPS.

Apds pré-contracdo induzida com fenilefrina (ECsg), foi adicionado os
compostos doadores de NO (Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH},), em concentragdes
necessarias para producao do relaxamento maximo em curva concentracao-efeito.
Concomitantemente, foi observada a vasodilatagdo em fungdo do tempo, até o
momento da obtencdo do efeito maximo. O mesmo procedimento foi realizado para

o NPS.

3.5.3.3 Efeito da ativacéo de canais para potassio da membrana das células do

musculo liso vascular despolarizada com altas concentracdes de KCI

Objetivo: Estudar o efeito do agente despolarizante KCI sobre o relaxamento
induzido pelos compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, e NPS. Indiretamente,

avaliar a contribuicdo dos canais para K* para estes relaxamentos.

Em diferentes preparacdes de aorta de rato, a solugdo de Krebs normal (KCI
4,7 mmol/L) foi substituida por solu¢gdes contendo KCI 60 mmol/L, sendo valido
ressaltar que para nao alterar a osmolaridade da solugdo a massa do NaCl foi
corrigida de 7,59g para 3,7g. Sobre a resposta de contragdo induzida pelo KCI,
adicionamos concentragdes crescentes dos compostos até concentragcdes

equivalentes a obtencao do relaxamento maximo em pré-contragédo com Phe.
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3.5.3.4 Efeito do bloqueio ndo seletivo de canais para potassio da membrana

das células do musculo liso vascular

Objetivo: Estudar o efeito relaxante induzido pelos compostos Ru-4PySH e
AuNPs-{Ru-4PySH}, , avaliando a contribuicdo dos canais para K’ para este

relaxamento.

Foi utilizado como bloqueador ndo seletivo para canais para K' o
Tetraetilamonio (TEA) (1Tmmol/L). Foram realizadas curvas concentrag&o-efeito para
os compostos doadores de NO sobre a pré-contracdo com ECs5p da fenilefrina apos a

incubacé&o por 30 minutos com tal inibidor.

3.5.3.5 Efeito do bloqueio seletivo de canais para potassio da membrana das
células do musculo liso vascular sobre o relaxamento induzido pelo composto

AUNPs-{Ru-4PySH},

Objetivo: Estudar o efeito relaxante induzido pelo composto AuNPs-{Ru-
4PySH}, , avaliando a contribuicdo de diferentes canais para K’ para este

relaxamento.

Foi utilizado como bloqueador seletivo de canais para K' voltagem-
dependente a 4-Aminopiridina (4-AP) (1mmol/L), como bloqueador seletivo de
canais para K* ativados por alta condutancia a Ca*?, Iberotoxina (0,1umol/L) e como
bloqueador seletivo de canais para K dependentes de ATP, Glibenclamida
(3umol/L). Foram realizadas curvas concentragao-efeito para o composto doador de
NO sobre a pré-contracdo com ECs5p da fenilefrina apds a incubagao por 30 minutos

com tais bloqueadores.
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3.5.3.6 Efeito do inibidor seletivo da guanilato ciclase soluvel (GCs) e do
blogueador de canais para potassio sobre o relaxamento induzido pelos

compostos doadores de NO

Objetivo: Verificar a contribuicdo da GCs e dos canais para K* para o efeito

relaxante dos compostos doadores de NO.

Foi utilizado como inibidor da guanilato ciclase soluvel o (1H)-
(1,2,4)oxadiazole(4,3-a)quinoxalin-1-one (ODQ) e como bloqueador n&o seletivo
para canais para potassio o Tetraetilamobnio (TEA). Foram realizadas curvas
concentracio-efeito para os compostos doadores de NO sobre a pré-contragédo com
ECso da fenilefrina apos a incubagdo com o inibidor seletivo da GCs (ODQ 1 pymol/L)
ou bloqueador n&o seletivo para canais de potassio (TEA 1 mmol/L). Em seguida,
nas mesmas condicbes de pré-incubacao, foram realizadas curvas concentracio-
efeito utilizando a associacdo de ODQ e TEA, examinando se o NO liberado dos
compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, e NPS atuam diretamente sobre
canais de potassio promovendo sua abertura ou se isso ocorreria via formagao de

GMP¢.

3.5.3.7 Efeito da Oxi-hemoglobina no relaxamento induzido pelos compostos

Objetivo: Verificar se a liberacdo de NO dos compostos Ru-4PySH e AuNPs-

{Ru-4PySH}, e NPS ocorre extra ou intracelularmente.

A Oxihemoglobina (HbO, 10 pmol/L), sequestrador de NO extracelular, foi
adicionado 30 minutos antes da adi¢ao da fenilefrina (ECsp). Em seguida, curvas

concentracdes-efeito foram realizadas para os compostos em estudo.



Métodos - 58

3.5.3.8 Efeito dos seqiestradores (Hidroxicobalamina e L-Cisteina) das formas

de NO no relaxamento induzido pelo compostos

Objetivo: Investigar se as formas de NO (radical livre e/ou anion nitroxil)
participam do efeito relaxante dos compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, e

NPS .

A Hidroxicobalamina (0,1 mmol/L) atua como sequestrador de radicais livres
do NO (NO°), enquanto que a L-Cisteina (1 mmol/L) age como sequestrador de
anions hidroxil (NO"). Os sequestradores foram incubados 30 minutos antes da pré-
contragdo com ECsp da fenilefrina. A seguir, foram realizadas curvas concentragao-

efeito cumulativas para os compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, e NPS.

3.5.3.9 Efeito de prostandides endégenos envolvidos no relaxamento induzido

pelo compostos doadores de NO

Objetivo: Avaliar o envolvimento de prostandides enddégenos no efeito dos

compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, e NPS.

Os efeitos vasculares exercidos pelos compostos doadores de NO podem ter
acgao sinérgica ou adicional mediada por outros importantes vasodilatadores como a
prostaciclina (PGl,) que é formada pela bioconversdo do Acido Araquidénico (AA)
pela enzima Ciclooxigenase (COX). Assim para avaliar a possibilidade da
participacdo de eicosanodides no mecanismo de relaxamento vascular promovido
pelos compostos doadores de NO Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-4PySH}, e NPS Foram
realizadas curvas concentragao-efeito para os compostos doadores de NO sobre
pré-contragcdo de anéis aodrticos sem endotélio com ECsy da fenilefrina apos a

incubac&o com o inibidor n&o seletivo da COX (Indometacina 10 pmol/L),
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3.5.3.10 Medida da concentracao citoplasmatica de célcio ([Ca*’]c) nas células
isoladas do musculo liso vascular (CMLV) e em anéis adrticos com endotélio

intacto

Objetivo: Quantificar a reducdo da [Ca*)]c em CMLV e células endoteliais

pelos compostos doadores de NO.

As amostras de células do musculo liso da aorta de ratos, em cultura em
confluéncia parcial e anéis aérticos foram colocadas em laminulas com tamanho
compativel com o suporte do microscopio de fluorescéncia Olympus. As amostras
foram carregadas com a sonda fluorescente sensivel ao Ca*? (Fluo 3-AM 10 umol/L)
em tampado HEPES-bicarbonato. A sonda fluorescente foi diluida em DMSO na
razdo de 1:1000. As amostras foram incubadas com a sonda Fluo 3-AM 10 umol/L
45 min a 37°C para andlise da [Ca*?]c determinada pela analise da fluorescéncia

com emissdo em 510nm e excitagdo em 490nm.

Um “software” de analise temporal (“time-course”) foi utilizado para capturar
as imagens das células em intervalos de 800 milisegundos ao longo do tempo e
calcular o transiente de Ca®*. Este transiente foi obtido pela mudanga na intensidade
de fluorescéncia (IF), que é diretamente proporcional a [Ca®*"]c. Foi calculada a
diferenca (A) entre IF inicial (IF;) e IF final (IF), sendo esta diferenga convertida em
%. IF; foi considerado como basal que corresponde a 100% da IF. Sendo assim, o
transiente de Ca®" foi expresso como porcentagem da diferenga na intensidade de
fluorescéncia (%AIF), a qual indica queda na [Ca®*]c que foi calculada pela formula
abaixo. A intensidade de fluorescéncia inicial ou basal foi obtida antes da adicdo dos
compostos doadores de NO Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, . %AIF = (IF; — IF¢ /

IF)) x 100
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3.5.3.11 Efeito da inibicdo da enzima Ca*ATPase sobre o relaxamento induzido

pelos compostos

Objetivo: Verificar se o armazenamento de Ca*? via Ca*ATPase da membrana
do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) contribui para o relaxamento induzido pelos

compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, e NPS.

Foi utilizado a tapsigargina (10 pymol/L), inibidor seletivo da Ca*ATPase da
SERCA, o qual foi adicionado 30 minutos antes da adicdo de ECs5p de fenilefrina. Em
seguida, foram desenvolvidas curvas concentragdo-efeito cumulativas para os

compostos Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-4PySH}, e NPS.

3.5.3.12 Avaliar a capacidade de armazenamento de calcio no reticulo

sarcoplasmaético sobre o efeito relaxante induzido pelos compostos

Objetivo: Analisar a capacidade de armazenamento de Ca®* do reticulo
sarcoplasmatico induzido pelos compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, e NPS

em comparagao com sua atividade fisiolégica em auséncia de estimulo.

Os anéis aorticos foram contraidos com 100 pmol/L de fenilefrina em solugao
de Krebs (1,6 mmol/L Ca*?). Em seguida, o estoque de Ca*? intracelular foi
depletado lavando a preparagdo com solucdo de Krebs livre de calcio contendo
immol/lL de EGTA por 20 minutos. Posteriormente, o Ca*? intracelular foi
recarregado pela adicdo de solugdo de Krebs (1,6 mmol/L Ca+2) por 20 minutos,
seguido da adigdao dos compostos doadores de NO em concentragbes para indugéo
de relaxamento maximo, aguardando o devido tempo (conforme estudo do efeito
temporal) para cada composto induzir seu efeito maximo. Sequencialmente, a

solugdo do meio foi substituida por solucdo de Krebs sem Ca*? e sem EGTA, por
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trés vezes no intervalo de 10 minutos. A solucdo de Krebs sem Ca*? 'oi substituida

por solucdo de Krebs sem Ca*? com Cafeina 20mmol/L,

Tal condigdo possibilta inferir indiretamente sobre a atividade da SERCA (em
virtude da quantidade de calcio armazenada induzida pelos compostos doadores de NO)
por meio da contragdo muscular promovida pela disponibilidade de Ca®* citoplasmatica
apos deplecao desse estoque por Cafeina via receptores de rianodina (Callera et al.,
2004), considerando que a amplitude de contracdo apresentada pelo anel adrtico

estabelece relagao direta com a quantidade de Ca** liberada do reticulo sarcoplasmatico

3.5.3.13 Efeito do anion superdoxido sobre o relaxamento induzido pelos

compostos doadores de NO

Objetivo: Avaliar o envolvimento do anion superdxido sobre o efeito relaxante

dos compostos doadores de NO Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-4PySH}, e NPS.

Foram realizadas curvas concentracao-efeito para os compostos doadores de
NO sobre pré-contracdo de anéis aodrticos sem endotélio com Ecsp da fenilefrina
apo6s a incubagao por 30 minutos com Tiron (100 ymol/L), sequestrador de anions
superoéxido e Apocinina (100 umol/L), inibidor da NADPH Oxidase, a maior fonte de

especie reativa de oxigénio em células vasculares.

3.5.3.14 Participacdo do endotélio no relaxamento induzido pelos compostos

doadores de NO

Objetivo: Avaliar o envolvimento de fatores endoteliais sobre o efeito

relaxante dos compostos doadores de NO Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, .
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Foram realizadas curvas concentragao-efeito para o composto doador de NO
em anéis aorticos com endotélio sobre pré-contracdo com Ecso da fenilefrina apds a
incubacado por 30 minutos com N(omega)-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME)
(100 umol/L), inibidor ndo seletivo da NO sintase (NOS) e Atropina (100 umol/L),
antagonista de receptores muscarinicos, a fim de avaliar se uma possivel
potencializacdo da resposta relaxante poderia estar correlacionada a ativacao de
receptores muscarinicos endoteliais com particapagdo da eNOS e consequente

producao de NO endotelial.

3.6 Andlise estatistica

As determinagdes da ECsy (concentragdo que produz 50% da resposta
maxima) e de efeito maximo foram realizadas utilizando o método de regressao nao-
linear dos minimos quadrados (MEDDINGS et al., 1989) utilizando-se o programa

GraphPad Prism (graphPad software, verséo 3.00,2000).

Para a andlise da poténcia do agonista, foi utilizado o valor de pD; (-Log
ECs0), que assume distribuigdo normal, compativel com manipulagbes e
comparagoes estatisticas (KENAKIN, 1997). Os valores de pD, foram obtidos a partir
do valor de ECs5p utilizando-se o programa GraphPad Prism (graphPad software,
versdo 3.00,2000). E valido destacar que para curvas concentracdo-efeito cujo efeito
maximo foi significativamente inferior a 100%, desconsiderou-se a existéncia do
parametro pD, uma vez que seu valor esta associado a concentracdo necessaria

para indugao 50% do efeito maximo.

A analise estatistica utilizada para comparacado entre os valores de pD, ou

efeito maximo foi a andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido do pds-teste
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de Newman-keuls pelo programa GraphPad Prism (GraphPad Software Corporation,
versao 3.00,2000). Valores com P<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

As curvas controle e as curvas de relaxamento para o composto em presencga
dos inibidores e bloqueadores foram realizadas em preparagdes independentes.

Desta forma, utilizamos analise estatistica ndo-pareada para analise dos resultados.
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4 MATERIAIS

O composto doador de NO, complexo de ruténio cis-[Ru(bpy)2(py)NO](PF6)3
(Ru-4PySH) e sua forma funcionalizando Nanoparticulas de Ouro (AuNPs-{Ru-
4PySHY},) foram sintetizados sob supervisdo do Prof. Dr. Roberto Santana da Silva
no Laboratorio de Quimica Analitica, do Departamento de Fisica e Quimica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP. Acetilcolina, NPS,
Fenilefrina, Tetraetilamonio, ODQ, L-Cisteina, Hidroxicobalamina, Tapsigargina,
Cafeina, Sonda FLUO-3AM, Indometacina, Tiron, Apocinina foram obtidas da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). A Oxi-hemoglobina foi também sintetizada no
Laboratério de Quimica Analitica, do Departamento de Fisica e Quimica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP conforme descrito

por Martin et al., 1984.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito relaxante dos compostos Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-4PySH}, e

Nitroprussiato de Sédio (NPS) em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina

O complexo doador de NO cis-[Ru(bpy)2(NO)(4pySH)].(PF6)s, tanto em sua
forma isolada (Ru-4PySH) quanto funcionalizando AuNPs (AuNPs-{Ru-4PySH},),
promoveu relaxamento dependente da concentragcdo em aortas sem endotélio e pré-
contraidas com fenilefrina (Figuras 11 e 12). O relaxamento induzido pelo composto
Ru-4PySH teve efeito maximo (Emax) de 104,9 £ 0,9% e pD, 6,22 £ 0,13, enquanto
o relaxamento induzido pelo composto AuNPs-{Ru- 4Py-SH}, teve um Emax de
102,2 £ 2,2% e pD, 6,34 £ 0,07. Apenas a adicao de Nanoparticulas de Ouro puras
(AuNPs), em concentragdes proporcionais as funcionalizadas com o composto Ru-
4PySH, nao foi capaz de induzir o relaxamento da musculatura lisa vascular de aorta

de ratos ( Figura 12).
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Figura 11. Resposta relaxante induzida pelo composto cis-

Ru(bpy)2(NO)(4pySH)].(PFe¢): (Ru-4PySH) em aorta isolada de ratos. A curva
concentragao-efeito expressa o relaxamento vascular percentual induzido por concentragoes
crescentes doador de NO (Ru-4PySH) apés pré-contragdo com fenilefrina (Phe). Cada ponto

representa média + EPM obtidas em 10 preparacdes isoladas de diferentes ratos.
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Figura 12. Resposta relaxante induzida pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH}, e AuNPs
em aorta isolada de ratos. As curvas concentracido-efeito expressam o relaxamento
vascular percentual induzido por concentragdes crescentes do doador de NO (AuNPs-{Ru-
4PySH}n) e AuNPs apos pré-contragdo com fenilefrina (Phe). Cada ponto representa média

+ EPM obtidas em 5-10 preparacoes isoladas de diferentes ratos.
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Ambos os compostos (Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH},) ndo apresentaram
Emax nem pD, significativamente diferentes entre si. Embora ndo se tenha
observado diferenca entre os Emax de ambos os compostos e 0 Emax do NPS em
aortas pré-contraidas com fenilefrina (Ru-4PySH 104,9 + 0,9% / AuNPs-Ru-4PySH
102,2 + 2,2% / NPS 107,6 £ 1,6%) (Figura 13 e Tabela 1), ambos os compostos
foram menos potentes do que o NPS, como mostram os valores de pD, (Ru-4PySH:
6,22 + 0,13 / AuNPs-Ru-4PySH: 6,34 + 0,07 / NPS: 8,07 + 0,08) (Figura 13 e Tabela
1). Estes dados demonstram que os trés compostos apresentam magnitude de
respostas semelhante, porém a poténcia do NPS é maior do que a poténcia dos
compostos Ru-4PySH e AuNPs-{RU-4PySH},. Em funcdo da nitida discrepancia
entre a poténcia do NPS e dos compostos Ru-4PySH e AuNPs-{RU-4PySH}, (Figura
13), algumas curvas concentragao-efeito do NPS foram omitidas ao longo da
descricdo dos resultados, salvo situagcdes em que as curvas concentragao-efeito
apresentam informacdes relevantes ao estudo. Dessa forma, os resultados de
relaxamento induzidos pelo composto NPS, na auséncia ou presencga de inibidores
ou bloqueadores, foram apresentados em sua maioria sobre os parametros

farmacolégicos Emax e pD, apenas nas tabelas, para posterior discussao.
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Figura 13. Resposta relaxante induzida pelos compostos Ru-4Py-SH, AuNPs-{Ru-4Py-
SH}, e NPS em aorta isolada de ratos. As curvas concentragido-efeito expressam o
relaxamento vascular percentual induzido por concentragdes crescentes dos doadores de
NO em aortas pré-contraidas com fenilefrina. Cada ponto representa média £+ EPM obtidas

em 7-10 preparagdes isoladas de diferentes ratos.

5.2 Efeito Temporal dos compostos doadores de NO

Analisando o] tempo necessario para o] complexo cis-
[Ru(bpy)2(NO)(4pySH)].(PF6); (Ru-4PySH) induzir o relaxamento maximo,
observamos que a forma isolada Ru-4PySH apresenta um tempo de 360 segundos,
enquanto que a forma AuNPs-{Ru-4PySH}, apresenta um tempo de 720 segundos,

valores esses superiores ao tempo do NPS, que é de 210 segundos (Figura 14).
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Figura 14. Tempo para obtengcdo do relaxamento total induzido pelos compostos Ru-
4PySH, AuNPs-{Ru-4PySH}, e NPS em aorta isolada de ratos. As curva representativas
do efeito temporal expressam o relaxamento vascular induzido pelos doadores de NO nas
concentragdes (Emax) de 5 umol/L, 3 umol/L e 0,1umol/L respectivamente, em aortas pré-
contraidas com fenilefrina. Cada ponto representa média + EPM obtida em 5 preparacoes

isoladas de diferentes ratos.

5.3 Efeito da ativagdo de canais para potassio da membrana das células do

musculo liso vascular despolarizada com altas concentrag6es de KCI

Com objetivo de avaliar a contribuicdo dos canais para K* para o efeito
relaxante do complexo Ru-4PySH, as aortas foram pré-contraidas com KClI
60mmol/L, o que deve promover despolarizagdo da membrana das células do
musculo liso vascular e bloqueio dos canais para K*. Em aortas pré-contraidas com
KCI, o relaxamento maximo induzido pelo Ru-4PySH foi significativamente menor
(68,6 £ 4,9% n=6) do que o Emax obtido com o composto em aortas pré-contraidas
com Phe (104,6+0,9%, n=10) como demonstrado na Figura 15 e Tabela 1. Além
disso, observa-se um deslocamento a direita da curva concentragao-efeito,
caracterizando uma reducédo na poténcia do composto Ru-4PySH em aortas pré-

contraidas com KCI (Figura 15).
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Figura 15. Resposta relaxante induzida pelo composto cis-

[Ru(bpy)2(NO)(4pySH)].(PF6); (Ru-4PySH) em aorta isolada de ratos apoés pré-
contracdo com KCI 60mM. As curvas concentragio-efeito expressam o relaxamento
vascular percentual induzido por concentracdes crescentes do doador de NO (Ru-4PySH)
em aortas pré-contraidas com fenilefrina, ou com solugdo de KCI 60mmol/L. Cada ponto
representa média £+ EPM obtidas em 6-10 preparagbes isoladas de diferentes ratos.
*representa diferenga significativa de Emax (p<0,001) em relagdo as preparagdes pré-

contraidas com fenilefrina (Phe).

Em aortas pré-contraidas com KCI, assim como para o Ru-4PySH, o
relaxamento maximo induzido pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH}, foi menor (39,8 +
3,5%, n=3) do que o Emax obtido com o composto em aortas pré-contraidas com
Phe (102,2+2,8%, n=10) como demonstrado na Figura 16 e Tabela 1. Além disso,
ocorreu deslocamento a direita da curva concentracao-efeito, indicando reducéo de
poténcia do composto quando comparado aos resultados obtidos em preparacdes
pré-contraidas com Phe (Figura 16). Observa-se ainda que a redugédo do efeito
maximo em aortas pré-contraidas com KCI foi significativamente maior para a forma
AuNPs-{Ru-4PySH}, (Emax: 39,8 + 3,5% n=3) do que para Ru-4PySH (Emax: 68,6 +

4,9%, n=3) como apresentado na Tabela 1.
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Figura 16. Resposta relaxante induzida pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH},, em aorta
isolada de ratos pré-contraida com KCl 60mM. As curvas concentragdo-efeito expressam
o relaxamento vascular percentual induzido por concentragdes crescentes do doador de NO
ap6s em aortas pré-contraidas com fenilefrina, ou com solugdo de KClI 60mM. Cada ponto
representa média £+ EPM obtidas em 3-10 preparagbes isoladas de diferentes ratos.
*representa diferenga significativa de Emax (p<0,001) em relagdo as preparagdes pré-

contraidas com fenilefrina (Phe).

5.4 Efeito do bloqueio ndo seletivo de canais para potassio da membrana das

células do musculo liso vascular

Apos incubagdo com o bloqueador ndo seletivo para canais para K™ (TEA
1mmol/L) ndo houve alteracéo no relaxamento maximo induzido pelo doador de NO
Ru-4PySH (sem TEA: 104,6+0,9% e com TEA: 108,6 + 3,9%). Porém, o TEA reduziu
significativamente a poténcia do doador de NO Ru-4PySH como mostram os valores
de pD; (sem TEA: 6,22 + 0,13 n=10 e com TEA: 5,51 + 0,12 n=7, p<0,001) (Figura
17 e Tabela 1). Por outro lado, a incubagdo com TEA n&o alterou significativamente
o relaxamento maximo induzido pelo doador de NO na forma AuNPs-{Ru-4PySH},

(sem TEA: 102,212,2% e com TEA: 99,9 + 3,9%) nem o seu pD; (sem TEA:
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6,34+0,07% n=10 e com TEA: 6,22 + 0,05% n=7) como mostram a Figura 18 e

Tabela 1.
O- B Ru-4PySH
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Figura 17. Resposta relaxante induzida pelo composto cis-

[Ru(bpy)2(NO)(4pySH)].(PF6); (Ru-4Py-SH), em aorta isolada de ratos, com ou sem pré-
incubacdo com Tetraetilaménio (TEA) (1mmol/L). As curvas concentragcao-efeito
expressam o relaxamento vascular percentual induzido por concentragbes crescentes do
doador de NO em aortas pré-contraidas com fenilefrina, com ou sem pré-incubagcdo com o
bloqueador ndo seletivo de canais para K*, TEA. Cada ponto representa média + EPM
obtidas em 7-10 preparagdes isoladas de diferentes ratos. *representa diferencga significativa

de pD, (p<0,001).
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Figura 18. Resposta relaxante induzida pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH},, em aorta
isolada de ratos, com ou sem pré-incubacdo com Tetraetilaménio (TEA) (Immol/L). As
curvas concentracio-efeito expressam o relaxamento vascular percentual induzido por
concentragdes crescentes do doador de NO apds pré-contragdo com fenilefrina, com ou
sem pré-incubagcdao com TEA. Cada ponto representa média + EPM obtidas em 7-10

preparacoes isoladas de diferentes ratos.

A principio, a pré-contracdo com KCI 60mmol/L bloqueia a ativagcdo dos
canais para K" de forma n&o seletiva. Observa-se nas Figuras 15 e 16 que ambos 0s

compostos apresentam o relaxamento prejudicado pela pré-contragao com KCI. No
entanto, o composto AuNPs-{Ru-4PySH}, apresenta seu efeito relaxante inalterado na

presenga do bloqueador ndo seletivo de canais para K* (TEA) (Figura 18). Dessa

forma, procedeu-se o bloqueio seletivo de canais para K* para o composto AuNPs-

{Ru-4PySH},,.
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5.5 Efeito do bloqueio seletivo de canais para potassio da membrana das
células do musculo liso vascular sobre o relaxamento induzido pelo composto

AUNPs-{Ru-4PySH},

Observa-se na Figura 19 e Tabela 1 que a presenca de bloqueadores seletivos
para canais de K* como 4-Aminopiridina (canais K* voltagem-dependente) (Emax:107,2
+7,1%; pD2: 6,33 + 0,02; n=4) , Iberotoxina (canais K" ativados por alta condutancia ao
Ca*?) (Emax:102,1 + 0,9%; pD2: 6,21 + 0,05; n=4) e Glibenclamida (canais K* ATP-
dependente) (Emax:103,0 £ 1,7%; pD2: 6,55 + 0,04; n=4) n&o alteraram os parametros
Emax e pD; se comparados ao relaxamento induzido na auséncias destes

bloqueadores (Emax:102,2 + 2,2%; pD2: 6,34 £ 0,07; n=10).
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Figura 19. Resposta relaxante induzida pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH},, em aorta
isolada de ratos, com ou sem incubagdo com TEA (Immol/L), 4-Aminopiridina (4-AP)
(Immol/L), Iberotoxina (0,1umol/L) ou Glibenclamida (3umol/L) . As curvas
concentragao-efeito expressam o relaxamento vascular percentual induzido por
concentragdes crescentes do doador de NO apods pré-contragao com fenilefrina, com ou
sem pré-incubacdo com o bloqueador ndo seletivo de canais para K*, bloqueador seletivo de
canais para K* voltagem-dependente, bloqueador seletivo de canais para K* ativados por
alta condutancia ao Ca* ou bloqueador seletivo de canais para K* dependentes de ATP,
respectivamente. Cada ponto representa média + EPM obtidas em 4-10 preparacoes

isoladas de diferentes ratos.
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5.6 Efeito do inibidor seletivo da guanilato ciclase soluvel (GCs) e do
blogueador de canais para potassio sobre a inducdo de relaxamento dos

compostos

A incubacdo com o inibidor da enzima guanilato-ciclase soluvel (GCs) (ODQ
1umol/L) praticamente aboliu o relaxamento induzido pelo composto Ru-4PySH de
104,6+0,9% (n=10) para 6,2 £ 3,3% (n=7) (Figuras 20 e 24). No entanto, a inibicdo
da GCs reduziu parcialmente o relaxamento estimulado com o composto AuNPs-

{Ru-4PySH},, de 102,2 + 2,2% (n=10) para 25,4 + 8,0% (n=7) (Figuras 21 e 25).
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Figura 20. Resposta relaxante induzida pelo composto cis-

[Ru(bpy)2(NO)(4pySH)].(PF6); (Ru-4-PySH) em aorta isolada de ratos, com ou sem pré-
incubacdo com ODQ (1umol/L). As curvas concentracao-efeito expressam o relaxamento
vascular induzido por concentragdes crescentes do doador de NO em aortas pré-contraidas
com fenilefrina, com ou sem pré-incubagado com o inibidor da guanilato ciclase soluvel, ODQ.
Cada ponto representa média + EPM obtidas em 7-10 preparacgdes isoladas de diferentes
ratos. **representa diferenga significativa de Emax (p<0,001) em relacdo ao resultado

observado na preparagao controle Ru-4PySH



Resultados - 78

O Y ®m AuNPs-{Ru-4PySH},
e (n=10)
C
25

£ * % A AUNPs-{Ru-4PySH}, + ODQ
% 50d (n=7)
o)
o
X 75«

100+

| v
-8 7 6 5

Log [AuNPs-{Ru-4PySH},] mol/L

Figura 21. Resposta relaxante induzida pelo composto AuNPs-{Ru-4-PySH},, em aorta
isolada de ratos, com ou sem incubacdo com ODQ (1umol/L). As curvas concentracéo-
efeito expressam o relaxamento vascular percentual induzido por concentracdes crescentes
do doador de NO em aortas pré-contraidas com fenilefrina, com ou sem pré-incubagao com
o inibidor da guanilato ciclase soluvel, ODQ. Cada ponto representa média + EPM obtidas
em 7-10 preparagbes isoladas de diferentes ratos. **representa diferenca significativa de
Emax (p<0,001) em relagdo ao resultado observado na preparacao controle AuNPs-{Ru-
4PySH}n

Com a incubagao simultanea de ODQ e TEA, verificamos o efeito simultédneo
da inibicdo da guanilato ciclase e do bloqueio ndo seletivo dos canais para K*. O
relaxamento maximo obtido com o composto Ru-4PySH apds a incubagao com ODQ
e TEA foi praticamente abolido (sem: 104,6 + 0,9% e com ODQ + TEA: 6,2 + 2,8%
n=7) (Figuras 22, 24 e Tabela 1). O grupo pré-tratado com ODQ e TEA nao
apresentou Emax significativamente diferente do grupo de aortas incubadas apenas
com ODQ (com ODQ: 6,2 + 3,3%, n=7) (Figuras 22, 24 e Tabela 1), porém
apresentou diferenga significativa do grupo incubado apenas com TEA (com TEA:
108,6 + 3,9%, n=7) (Figura 24 e Tabela 1). Por outro lado, o relaxamento maximo
induzido pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH}, apds incubagdo com ODQ e TEA

(21,71£9,9% , n=6) foi parcialmente inibido (Figuras 23, 25 e Tabela 1), que n&o foi
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diferente do efeito obtido com incubag¢ao apenas com ODQ (25,4+8,0%, n=7) (Figura
23). Ao contrario do observado para Ru-4PySH, o relaxamento induzido pelo
complexo AuNPs-{Ru-4PySH}, ndo apresentou seu Emax (102,2+2,2%, n=10) nem
pD2 (6,34+0,07%, n=10) prejudicados pelo bloqueio dos canais para K* com TEA
(Emax: 99,9+3,6%, n=7; pD,: 6,22+0,05, n=7) (Figuras 23, 25 e Tabela 1), embora
ambas os compostos tenham apresentado seus Emax reduzidos pela pré-contragao

com KCI 60mmol/L (Figuras 15,1 6 e Tabela 1).
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O Ru-4PySH + ODQ + TEA (n=7)

% Relaxamento
(&)}
o
[

75+
100=
v v L
-8 -7 -6 -5
Log [Ru-4PySH] mol/L
Figura 22. Resposta relaxante induzida pelo composto cis-

[Ru(bpy)(NO)(4pySH)].(PF6); (Ru-4-PySH), em aorta isolada de ratos, sem ou com
incubacdo com ODQ (1pmol/L) e TEA (Immol/L), simultaneamente ou n&o. As curvas
concentragao-efeito expressam o relaxamento vascular percentual induzido por
concentragoes crescentes do doador de NO em aortas pré-contraidas com fenilefrina, sem
ou com pré-incubacado com ODQ e TEA. Cada ponto representa média £+ EPM obtidas em 6-
10 preparacbes isoladas de diferentes ratos. *representa diferenca significativa de pD;
(p<0,001) entre Ru-4PySH e Ru-4PySH + TEA. **representa diferenca significativa de Emax

(p<0,001) em relagao ao resultado observado na preparag¢ao controle Ru-4PySH.
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Figura 23. Resposta relaxante induzida pelo composto AuNPs-{Ru-4-PySH},, em aorta
isolada de ratos, sem ou com incubagdo com ODQ (1pmol/L) e TEA (Immol/L),
simultaneamente ou ndo. As curvas concentragdo-efeito expressam o relaxamento
vascular percentual induzido por concentragoes crescentes do doador de NO em aortas pré-
contraidas com fenilefrina, sem ou com pré-incubagcdo com ODQ e TEA. Cada ponto
representa média £+ EPM obtidas em 6-10 preparacgdes isoladas de diferentes ratos.
**representa diferencga significativa de Emax (p<0,001) em relagdo ao resultado observado

na preparacao controle AuNPs-{Ru-4PySH}n.
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Figura 24. Valores de Emax induzido pelo composto doador de NO Ru-4PySH, em
aorta isolada de ratos pré-contraida com fenilefrina (Phe) ou KCI na presenca ou
auséncia de TEA 1mmol/L e/ou ODQ 1lumol/L. Cada barra representa média + EPM
obtidas em 6-10 preparagdes isoladas de diferentes ratos. *representa diferencga significativa
(p<0,001) em relacdo ao resultado observado na preparacéo controle (Ru-4Py-SH + Phe).
**representa diferenca significativa (p<0,001) em relacdo ao resultado observado na
preparacgao controle (Ru-4-PySH + Phe, Ru-4-PySH + KCI).
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Figura 25. Valores de Emax induzido pelo complexo AuNPs-Ru-4PySH, em aorta
isolada de ratos pré-contraida com fenilefrina (Phe) ou KCI na presen¢a ou auséncia
de TEA Immol/L e/ou ODQ 1lpumol/L. Cada barra representa média + EPM obtidas em 3-10

preparacgdes isoladas de diferentes ratos. *representa diferenca significativa (p<0,001) em

relacao ao resultado observado na preparacao controle (AuNPs-{Ru-4Py-SH}, + Phe).
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Tabela 1. Valores de Emax e pD; induzidos pelos compostos doadores de NO Ru- 4PySH,
AuNPs-Ru-4PySH e NPS em aorta isolada de ratos pré-contraida com fenilefrina (Phe) ou
KCI, na auséncia ou presenga de TEA 1mM (Inibidor n&o seletivo da canais para K'), 4-
Aminopiridina 1mM (Inibidor de canais para K* voltagem-dependente), Iberotoxina 0,1uM
(Inibidor de canais para K* ativados por alta condutancia a Ca*?), Glibenclamida 3uM
(Inibidor de canais para K* ATP-dependente) ou ODQ 1uM (Inibidor da Guanilato Ciclase

soluvel).
Composto Pré-contracdo/Incubacéao Emax pD2 n
NPS Phe 107,6 + 1,6% 8,07 £ 0,08 7
KCI 43,9 + 1,8%* -— 4
Phe / ODQ 29,3 +2,6%* -—-- 5
Phe / TEA 110,4 + 3,2% 8,03 + 0,08 9
Phe / ODQ + TEA 3
Ru-4PySH Phe 104,6 + 0,9% 6,22 +0,13 10
KCl 68,6 + 4,9% 6
Phe / ODQ 6,2+3,3%* -— 7
Phe / TEA 108,6 £3,9% 5,51+0,12* 7
Phe /ODQ + TEA 6,2 +2,8%" -—- 7
AUNPs-{Ru-4PySH}, Phe 102,2 £ 2,2% 6,34 + 0,07 10
KCl 39,8+3,5% © 3
Phe / ODQ 25,4 + 8,0%* -—-- 7
Phe / TEA 999+39% 6,22+0,05 7
Phe /ODQ + TEA 21,7 + 9,9%* -——= 6
Phe / 4-Aminopiridina 107,2+71% 6,33+0,02 4
Phe / Iberotoxina 102,1+0,9% 6,20+ 0,05 4
Phe / Glibenclamida 103,0£1,7% 6,54+0,04 4

Os valores representam média + EPM do Emax (expresso em % de relaxamento) e
pD, (-logECs), obtidos em 3-10 preparagdes isoladas de diferentes ratos. *representa
diferenca significativa (p<0,001) em relagao as preparagdes pré-contraidas com fenilefrina
(Phe) para cada composto. #representa diferenca significativa (p<0,001) entre os

compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, pré-contraidos com KCI.
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5.7 Efeito da Oxi-hemoglobina no relaxamento induzido pelos compostos
doadores de NO

Uma importante caracteristica dos compostos doadores de NO determinada é
o meio onde o NO esta sendo liberado, intra ou extracelularmente. Para avaliar tal
parametro foi utilizado Oxi-hemoglobina (HbO,) (10umol/L), um sequestrador
extracelular de NO. Observa-se na Figura 26, que a presencga do sequestrador de
NO extracelular (HbO2) ndo promoveu relaxamento para o composto Ru-4PySH com
reducdo de Emax de 91,414,2% (n=5). Entretanto, a poténcia do composto foi
significativamente reduzida como mostra o valor de pD; (4,70 £ 0,15, n=5). Contudo,
o relaxamento induzido pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH}, na presengca da HbO,
foi abolido, como mostra a Figura 27. Por outro lado, embora a presenga de HbO,
tenha promovido deslocamento a direita da curva-concentracao efeito para o NPS,
observa-se que a reducao do pD- foi visivelmente inferior a reducédo de pD, para os

compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, (Figura 28 e Tabela 2).
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Figura 26. Resposta relaxante induzida pelo composto Ru-4PySH, em aorta isolada de
ratos, com ou sem incuba¢cdo com Oxi-hemoglobina (HbO;) (10umol/L). As curvas
concentragao-efeito expressam o relaxamento vascular percentual induzido por
concentragoes crescentes do doador de NO em aortas pré-contraidas com fenilefrina, com
ou sem pré-incubagdo com um sequestrador extracelular de NO, Oxi-hemoglobina (HbO,)
10umol/L. Cada ponto representa média £+ EPM obtidas em 5-10 preparagdes isoladas de
diferentes ratos. *representa diferenga significativa de pD, (p<0,001) em relagdo a
preparagao controle (sem incubagao).
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Figura 27. Resposta relaxante induzida pelo complexo AuNPs-{Ru-4PySH},, em aorta
isolada de ratos, com ou sem incubacdo com Oxi-hemoglobina (HbO,) (10umol/L). As
curvas concentracio-efeito expressam o relaxamento vascular percentual induzido por
concentragoes crescentes do doador de NO em aortas pré-contraidas com fenilefrina, com
ou sem pré-incubagdo com um sequestrador extracelular de NO, Oxi-Hemoglobina (HbO,)
10umol/L. Cada ponto representa média + EPM obtidas em 5-10 preparagdes isoladas de
diferentes ratos. *representa diferenca significativa de Emax (p<0,001) em relagdo a

preparacgao controle (sem incubagao).
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Figura 28. Resposta relaxante induzida pelo composto NPS, em aorta isolada de ratos,
com ou sem incubac¢do com Oxi-hemoglobina (HbO,) (10pumol/L). As curvas concentragao-
efeito expressam o relaxamento vascular percentual induzido por concentragcdes crescentes do
doador de NO em aortas pré-contraidas com fenilefrina, com ou sem pré-incubagdo com um
sequestrador extracelular de NO, Oxi-hemoglobina (HbO;) 10umol/L. Cada ponto representa

média £ EPM obtidas em 4-7 preparacdes isoladas de diferentes ratos.
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5.8 Efeito dos sequestradores (Hidroxicobalamina e L-Cisteina) das formas de

NO no relaxamento induzido pelos compostos doadores de NO

Com o intuito de investigar se as formas de NO radical livre (NO®) e/ou anion
nitroxil (NO’) participam do efeito relaxante do composto, foram utilizados
sequestradores especificos como Hidroxicobalamina (0,1immol/L), em cuja
concentragdo atua como sequestrador de NO°, bem como a L-Cisteina (1 mmol/L),
que age como sequestrador de NO'. Conforme apresentado nas Figuras 29, 30 e
Tabela 2, ambos os compostos doadores de NO (Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH})
nao apresentaram alteragdes significativas nos valores de Emax e pD, quando pré-
incubados com L-Cisteina (Ru-4PySH + L-Cisteina Emax: 101,7£1,9% e pD2:
6,14+0,04, n=4 ; AuNPs-{Ru-4PySH}, + L-Cisteina Emax: 103,946,0% e pDa:
6,23+0,05, n=5) se comparados com os valores de Emax e pD, dos respectivos
controles na auséncia dos sequestradores de NO (Ru-4PySH sem L-Cisteina e sem
Hidroxicobalamina Emax: 104,6+0,9% e pD,: 6,22+0,13, n=10; AuNPs-{Ru-4PySH},
sem L-Cisteina e sem Hidroxicobalamina Emax: 102,2+2,2% e pD,: 6,3410,07,

n=10).

Por outro lado, quando incubados com Hidroxicobalamina, ambos os
compostos apresentaram significativa redugao de pD, (Figuras 29, 30 e Tabela 2) se
comparados com os respectivos controles na auséncia de sequestradores de NO.
Dentre os resultados, o composto doador de NO Ru-4PySH nao apresentou
alteracao significativa para o valor de Emax, enquanto que o composto AuNPs-{Ru-
4PySH}, teve seu Emax significativamente reduzido (Ru-4PySH + Hidroxicobalamina
Emax: 94,4,7+2,0% e pD2: 5,00+0,26, n=4; AuNPs-{Ru-4PySH},+ Hidroxicobalamina
Emax: 62,719,8% e pD2: 4,62+0,19, n=6) se comparados com os valores de Emax

dos respectivos controles na auséncia de sequestradores de NO (Tabela 2).
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Figura 29. Resposta relaxante induzida pelo composto Ru-4PySH, em aorta isolada de
ratos, com ou sem incubacéo com L-Cisteina ou Hidroxicobalamina, 1 mmol/L e 0,1 mmol/L
respectivamente. As curvas concentragao-efeito expressam o relaxamento vascular percentual
induzido por concentragdes crescentes do doador de NO em aortas pré-contraidas com fenilefrina,
com ou sem pré-incubagao com Hidroxicobalamina, sequestrador de radicais livres do NO (NO°) e
L-Cisteina, sequestrador de anions hidroxil (NO"). Cada ponto representa média + EPM obtidas
em 4-10 preparagbes isoladas de diferentes ratos. *representa diferenga significativa de pD»

(p<0,001) em relagéo a preparagao controle (sem incubacao).
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Figura 30. Resposta relaxante induzida pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH},, em aorta
isolada de ratos, com ou sem incubagao com L-Cisteina ou Hidroxicobalamina, 1 mmol/L
e 0,lmmol/L respectivamente. As curvas concentracido-efeito expressam o relaxamento
vascular percentual induzido por concentragdes crescentes do doador de NO em aortas pré-
contraidas com fenilefrina, com ou sem pré-incubacdo com os sequestradores de NO,
Hidroxicobalamina, seqiiestrador de radicais livres do Oxido Nitrico (NO°) e L-Cisteina,
seqUestrador de anions hidroxil (NO’). Cada ponto representa média + EPM obtidas em 5-10
preparagdes isoladas de diferentes ratos. ® ** representam respectivamente diferenca

significativa de pD, e Emax (p<0,001) em relagdo a preparagao controle (sem incubacgao).
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Figura 31. Resposta relaxante induzida pelo composto NPS, em aorta isolada de ratos,
com ou sem incubacdo com L-Cisteina ou Hidroxicobalamina, 1 mmol/L e 0,Immol/L
respectivamente. As curvas concentragdo-efeito expressam o relaxamento vascular
percentual induzido por concentragdes crescentes do doador de NO em aortas pré-
contraidas com fenilefrina, com ou sem pré-incubagdo com os sequestradores de NO,
Hidroxicobalamina, sequestrador de radicais livres do NO (NO°®), e L-Cisteina, sequestrador
de anions hidroxil (NO’). Cada ponto representa média £+ EPM obtidas em 4-7 preparagbes
isoladas de diferentes ratos. *representa diferenca significativa de Emax (p<0,001) em

relagdo a preparacgao controle (sem incubagéo).
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Tabela 2. Valores de Emax e pD, induzidos pelos compostos Ru- 4PySH, AuNPs-{Ru-

4PySH}, e NPS em aorta isolada de ratos pré-contraida com fenilefrina (Phe) apés pré-

incubagdo com Oxi-hemoglobina (HbO;) 10 wpmol/L, L-Cisteina (1 mmol/L) e
Hidroxicobalamina (0,1 mmol/L), seqiiestradores de NO extracelular, NO° e NO,
respectivamente.
Composto Incubacéo Emax pD2 n
NPS Ausente 107,6 + 1,6% 8,07 £ 0,08 7
Oxi-hemoglobina 95,0+ 4,4% 7,73+ 0,20 4
L-Cisteina 100,5 + 1,3% 7,99 + 0,05 4
Hidroxicobalamina 25+0,8%* - 4
Ru-4PySH Ausente 104,6 £ 0,9% 6,22 £ 0,13 10
Oxi-hemoglobina 91,4+4,2% 4,70%£0,15* 5
L-Cisteina 101,7+1,9% 6,1410,04* 4
Hidroxicobalamina 94,4,7£2,0% 5,00+0,26 4
AuNPs-{Ru-4PySH}, Ausente 102,2 + 2,2% 6,34 £ 0,07 10
Oxi-hemoglobina -—-- -—-- 5
L-Cisteina 103,916,0% 6,23+0,05 5
Hidroxicobalamina 62,719,8% 4,62+0,19 6

Os valores representam média + EPM do Emax (expresso em % de relaxamento) e pD,
(-logECso) obtidos em 4-10 preparagdes isoladas de diferentes ratos. *representa
diferenca significativa (p<0,001) em relagao a preparagao controle (sem incubagao) para

cada composto.
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5.9 Efeito de prostanodides enddgenos envolvidos no relaxamento induzido

pelos compostos doadores de NO

De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que a Indometacina nao
alterou a resposta relaxante dos compostos como mostram as Figuras 32, 33 e
Tabela 4 (Ru-4PySH + Indometacina Emax: 102,5+0,6% e pD2: 6,25+0,08%, n=4;
AuNPs-{Ru-4PySH}, + Indometacina Emax: 99,942,1% e pD2: 6,42+0,05, n=7)
quando comparados com o controle em auséncia de Indometacina (Ru-4PySH
Emax: 104,6+0,9% e pD»: 6,22+0,13, n=10 ; AuNPs-{Ru-4PySH}, Emax: 102,2+2,2%

e pDy: 6,3420,07, n=10).
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Figura 32. Resposta relaxante induzida pelo composto Ru-4PySH, em aorta isolada de
ratos, com ou sem incubacdo com Indometacina (10umol/L). As curvas concentracéo-
efeito expressam o relaxamento vascular percentual induzido por concentragdes crescentes
do doador de NO em aortas pré-contraidas com fenilefrina, com ou sem pré-incubagdo com
o inibidor ndo seletivo da COX, Indometacina. Cada ponto representa média + EPM obtidas

em 4-10 preparacgoes isoladas de diferentes ratos.
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Figura 33. Resposta relaxante induzida pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH},, em aorta
isolada de ratos, com ou sem incubagdo com Indometacina (10pmol/L). As curvas
concentracao-efeito expressam o relaxamento vascular percentual induzido por
concentragoes crescentes do doador de NO em aortas pré-contraidas com fenilefrina, com
ou sem pré-incubagdo com o inibidor ndo seletivo da COX, Indometacina. Cada ponto

representa média + EPM obtidas em 7-10 preparacgdes isoladas de diferentes ratos.
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Figura 34. Resposta relaxante induzida pelo composto NPS, em aorta isolada de ratos,
com ou sem incubacdo com Indometacina (10umol/L). As curvas concentracao-efeito
expressam o relaxamento vascular percentual induzido por concentragcdes crescentes do
doador de NO em aortas pré-contraidas com fenilefrina, com ou sem pré-incubagdo com o
inibidor ndo seletivo da COX, Indometacina. Cada ponto representa média + EPM obtidas
em 4-7 preparacoes isoladas de diferentes ratos. *representa diferenga significativa de pD,

(p<0,05) em relacao ao controle (auséncia de incubacao).
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Tabela 3. Valores de Emax e pD; induzidos pelos compostos doadores de NO Ru- 4PySH,
AuNPs-Ru-4PySH e NPS em aorta isolada de ratos pré-contraida com fenilefrina (Phe)

mediante pré-incubagao com Indometacina 10umol/L.

Composto Incubacao Emax pD2 n
NPS Ausente 107,6 + 1,6% 8,07 £ 0,08 7
Indometacina 96,2 +2,2% 8,53+0,11* 4

Ru-4PySH Ausente 104,6 + 0,9% 6,22 + 0,13 10
Indometacina 102,5+0,6% 6,25%£0,08% 4

AuNPs-{Ru-4PySH}, Ausente 102,2 £ 2,2% 6,34 + 0,07 10
Indometacina 99,9+2,1% 6,42+0,05 7

Os valores representam a média + EPM do Emax (expresso em % de relaxamento) e pD,
(-logECsp), obtidos em 4-10 preparagdes isoladas de diferentes ratos. *representa diferenca
significativa (p<0,05) entre os grupos analisados com seus respectivos controles (auséncia
de incubacao).

5.10 Medida da concentracdo citoplasmatica de célcio ([Ca*?]c) nas células do

musculo liso vascular (CMLV)

Dentre os varios mecanismos associados ao relaxamento vascular, um dos
mecanismos primordiais envolvidos no relaxamento do musculo liso vascular por doadores
de NO consiste na redugédo da concentracdo citoplasmatica de calcio ([Ca*‘Ic), seja por
extrusdo citoplasmatica, seja pelo aumento da estocagem de Ca?* no reticulo
sarcoplasmatico pela Ca®*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA). Uma vez avaliada
varias das possiveis vias de inducéo de relaxamento vascular envolvidos no mecanismo de
acao de ambos os doadores de NO (Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH},), utilizando
microscopia de fluorescéncia (Olympus), foi investigado o efeito do NO liberado por ambos

os compostos sobre a [Ca**]. em células do musculo liso vascular de ratos normotensos.

Nesse estudo, conforme apresentado nas Figuras 35A e 35B, observamos

que a forma do doador AuNPs-{Ru-PysH}, teve a capacidade de diminuir a [Ca®*'].



Resultados - 93

em relagao ao basal (%AFI= -13.411.3%, n=4, P<0.05) significativamente superior a
reducdo da [Ca®*]. promovida pela forma Ru-4PySH em relagdo ao basal (%AFI= -
5.8410.54%, n=3, P<0.05). Comparando o tempo para indugdo da maxima redugao
da [Ca®*]; entre os compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH},, observa-se que o
efeito maximo de reducdo da [Ca®']. ocorreu também em tempo superior para a
forma AuNPs-{Ru-4PySH},, em concordancia com o efeito temporal de relaxamento

vascular apresentado anteriormente na Figura 14.

te: -

T= 180 seg T=270 seg T=500 seg

T=0seg T=750 seg T=1200 seg T=2100 seg

AUNPs-{Ru-4PySH},

Figura 35A. Experimento representativo do efeito dos doadores de NO na redugédo da
[Ca?']., apds adicdo de 10 pmol/L das formas Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, em
células do musculo liso vascular de ratos, utilizando a sonda fluorescente FLUO-3AM

(20 umol/L) em 510nm, ao longo do tempo (0 a 2.500 segundos).
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Figura 35B. Medida da variacdo percentual maxima de Intensidade de Fluorescéncia
(%IF) apo6s adicdo de 10 pmol/L das formas Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, em
células do musculo liso vascular de ratos, utilizando a sonda fluorescente FLUO-3AM
(20 umol/L) em 510nm, ap6s 500 e 2100 segundos (seg), respectivamente. *representa

diferenca significativa (p<0,001) entre os dois compostos.

5.11 Efeito da inibicdo da enzima Ca’ATPase sobre o relaxamento induzido

pelos compostos

Para avaliar a contribuicdo do aumento do armazenamento de Ca®" no
reticulo sarcoplasmatico pela SERCA para o efeito relaxante induzido pelos
compostos doadores de NO em estudo, foi entdo induzido o relaxamento vascular
em presenga de Tapsigargina, inibidor seletivo da SERCA. Os resultados obtidos
(Figuras 36 e 37 e Tabela 4) mostram redugéo significativa para os valores de Emax
para ambos os compostos doadores de NO e significativa redugdo de pD, apenas
para AuNPs-{Ru-4PySH}, em presenca de Tapsigargina 1umol/L (Ru-4PySH +
Tapsigargina Emax: 76,1+10,5% e pD,: 5,6810,15, n=4; AuNPs-Ru-4PySH +

Tapsigargina Emax: 41,2+8,0% e pDj: 5,184£0,35, n=6) quando comparados aos
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valores controles em auséncia do inibidor (Ru-4PySH Emax: 104,6+0,9% e pD.:

6,22+0,13, n=10 ; AuNPs-{Ru-4PySH}, Emax: 102,2+2,2% e pD,: 6,34+0,07, n=10).

E valido destacar que a redugdo de Emax foi significativamente maior para o
composto AuNPs-{Ru-4PySH}, do que para o composto Ru-4PySH com ambos

compostos, em presencga de Tapsigargina (Figura 39 e Tabela 3).
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Figura 36. Resposta relaxante induzida pelo composto Ru-4PySH, em aorta isolada de
ratos, com ou sem incubacdo com Tapsigargina (lumol/L). As curvas concentracéo-
efeito expressam o relaxamento vascular percentual induzido por concentragdes crescentes
do doador de NO em aorta pré-contraida com fenilefrina, com ou sem pré-incubagdo com o
inibidor seletivo da SERCA, a Tapsigargina. Cada ponto representa média + EPM obtidas
em 4-10 preparagdes isoladas de diferentes ratos. *representa diferenga significativa

(p<0,01) em relagao ao Ru-4PySH na auséncia de Tapsigargina (Taps).
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Figura 37. Resposta relaxante induzida pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH},, em aorta
isolada de ratos, com ou sem incubacdo com Tapsigargina (1umol/L). As curvas
concentracao-efeito expressam o relaxamento vascular percentual induzido por concentragdes
crescentes do doador de NO em aorta pré-contraida com fenilefrina, com ou sem pré-incubagao
com o inibidor seletivo da SERCA, Tapsigargina. Cada ponto representa média £ EPM obtidas em
6-10 preparacdes isoladas de diferentes ratos. *representa diferenga significativa (p<0,01) em
relacdo ao AuNPs-{Ru-4PySH}n na auséncia de Tapsigargina (Taps).
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Figura 38. Resposta relaxante induzida pelo composto NPS, em aorta isolada de ratos,
com ou sem incubacdo com Tapsigargina (1umol/L). As curvas concentracao-efeito
expressam o relaxamento vascular percentual induzido por concentragdes crescentes do
doador de NO em aorta pré-contraida com fenilefrina, com ou sem pré-incubagdo com o
inibidor seletivo da SERCA, Tapsigargina. Cada ponto representa média + EPM obtidas em
5-7 preparacgdes isoladas de diferentes ratos. * representa diferenca significativa (p<0,05)
em relacao a preparacao controle (auséncia de incubacao).
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Figura 39. Valores de Emax induzido pelos compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-
4PySH},, em aorta isolada de ratos pré-contraida com fenilefrina (Phe), na presenca
ou auséncia de Tapsigargina 1umol/L. ** representa diferenca significativa (p<0,01) em
relacio a Ru-4PySH na auséncia de Tapsigargina (Taps). ***representa diferenca

significativa (p<0,001) em relagdo ao resultado AuNPs-{Ru-4PySH}, na auséncia de

Tapsigargina e em relagao ao Ru-4PySH na presenga de Tapsigargina.

Tabela 4. Valores de Emax e pD, induzidos pelos compostos Ru- 4PySH, AuNPs-Ru-4PySH
e NPS em aorta de ratos pré-contraida com fenilefrina (Phe) mediante pré-incubagcao com

Tapsigargina 1umol/L.

Composto Incubacéo Emax pD2 n
NPS Ausente 107,6 + 1,6% 8,07 £ 0,08 7
Tapsigargina 101,3 £ 5,0% 7,69 + 0,08% 5

Ru-4PySH Ausente 104,6 + 0,9% 6,22 +0,13 10
Tapsigargina 76,1£10,5%** 5,68+0,15 4
AUuNPs-{Ru-4PySH}, Ausente 102,2 £ 2,2% 6,34 + 0,07 10
Tapsigargina 41,2+8,0%*** 5,18+0,35 6

Os valores representam média £ EPM do Emax (expresso em % de relaxamento) e pD,
(-logECs), obtidos em 4-10 preparagdes isoladas de diferentes ratos. # representa
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo a preparagdo controle (auséncia de
incubacao) **representa diferenca significativa (p<0,01) em relagdo ao Ru-4PySH na
auséncia de Tapsigargina (Taps). ***representa diferenca significativa (p<0,001) entre os

compostos AuNPs-{Ru-4PySH}, e Ru-4PySH na presencga de Tapsigargina.
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5.12 Avaliar a capacidade de armazenamento de calcio no reticulo

sarcoplasmaéatico sobre o efeito relaxante induzido pelos compostos

Para avaliar a possibilidade de um aumento do armazenamento de Ca®* no reticulo
sarcoplasmatico induzido pelos compostos doadores de NO em estudo, estudamos a
contracdo da aorta promovida apés deplecdo de Ca®* desse estoque. Assim, utilizando a
Cafeina (20 mmol/L) para liberar calcio dos estoques do reticulo sarcoplasmatico via
receptores de rianodina, apods incubagao com os compostos, observamos na Figura 40 que
ambos os doadores de NO, Ru-4PySH (0,36+0,05g, n=6) e AuNPs-{Ru-4PySH},
(0,41+0,04g, n=5), apresentaram contragdo superior a promovida pelo NPS (0,27+0,02g,
n=4). No entanto, a contragéo induzida pela cafeina, promovida pela deplecao dos estoque
de calcio do reticulo sarcoplasmatico apds exposi¢ao aos trés compostos analisados, teve
valores significativamente inferiores aqueles observados na auséncia de incubagdo com

tais compostos (Controle: 0,59+0,07g, n=4).
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Figura 40. Resposta contratil (g) induzida por Cafeina 20mmol/L na auséncia e
presenca dos compostos NPS, Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH},, em aorta isolada de
ratos em solucdo de Krebs sem Ca?'. *representa diferenca significativa (p<0,01) em
relacdo ao controle. “representa diferenga significativa (p<0,05) em relagdo ao NPS.

#representa diferenca significativa (p<0,05) em relagao ao controle.
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5.13 Efeito do anion superéxido sobre o relaxamento induzido pelos

compostos doadores de NO

Por ser uma espécie altamente reativa, o NO pode rapidamente reagir com
outros radicais, como o anion superoéxido (O2), o que consequentemente diminui a
biodisponibilidade do NO, seja oriundo de fonte endégena ou exégena como o caso
dos doadores de NO. Dessa forma, com intuito de avaliar o comportamento dos
compostos doadores de NO Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-4PySH}, e NPS, mediante a
suscetibilidade do NO a essa via de degradagcao, utilizando como agente
sequestrador de anions superéxido o Tiron (100umol/L) e um inibidor da principal
fonte de anions superéxido a Apocinina (100 ymol/L), conforme apresentado nas
Figuras 41 e 44, observa-se que o composto Ru-4PySH nao apresenta alteracoes
nos seus parametros farmacoldgicos, seja em presenga de Tiron (Emax:
106,0+1,5%; pD2: 6,2710,05; n=5), ou em presengca de Apocinina (Emax:
108,9+5,4%; pD2: 6,2310,05; n=6), quando comparados as respostas na auséncia
destes agentes (Tabela 5). No entanto, nota-se que assim como para Indometacina
(10umol/L) (Figura 32), a presenca desses agentes possibilitou uma alteragdo na

inclinagao da curva concentracao-efeito do composto Ru-4PySH.

Avaliando o efeito do composto AuNPs-{Ru-4PySH}, (Figuras 42 e 44) nas
mesmas condigdes de incubacgéo anteriores para composto Ru-4PySH, observa-se
que da mesma forma, ndo ocorreu alteracbes nos parametros farmacolégicos seja
em presencga de Tiron (Emax: 104,2+2,5%; pD,: 6,26+0,07; n=5), seja em presenca
de Apocinina (Emax: 104,61£2,7%; pD2: 6,41+0,09; n=5), quando comparados a
condigdo de auséncia de tais agentes (Tabela 5). Contudo, evidencia-se que, ao

contrario do composto Ru-4PySH, a presenca desses agentes n&o promoveu
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alteracdo na inclinacdo das curvas concentracao-efeito do composto AuNPs-Ru-

4PySH, assim como para Indometacina (10umol/L) (Figura 33).

Por outro lado, a incubagdo com Tiron possibilitou potencializacdo do
relaxamento vascular induzido pelo NPS, marcada pelo deslocamento paralelo a

esquerda da curva concentragao-efeito, como pode ser observado na Figura 43.
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Figura 41. Resposta relaxante induzida pelo composto Ru-4PySH em aorta isolada de
ratos com ou sem incubacdo com Tiron. As curvas concentragdo-efeito expressam o
relaxamento vascular percentual induzido por concentragdes crescentes do doador de NO
em aortas pré-contraidas com fenilefrina, na auséncia ou presenga do sequestrador de
anions superoéxido, Tiron(100umol/L). Cada ponto representa média + EPM obtidas em 5-10

preparacoes isoladas de diferentes ratos.
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Figura 42. Resposta relaxante induzida pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH}, em aorta
isolada de ratos com ou sem incubagdo com Tiron. As curvas concentragéo-efeito
expressam o relaxamento vascular percentual induzido por concentragbes crescentes do
doador de NO em aortas pré-contraidas com fenilefrina, na auséncia ou presenca do
sequestrador de anions superoxido, Tiron 100umol/L. Cada ponto representa média £+ EPM

obtidas em 5-10 preparacdes isoladas de diferentes ratos.
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Figura 43. Resposta relaxante induzida pelo composto NPS em aorta isolada de ratos
com ou sem incubagdo com Tiron. As curvas concentracado-efeito expressam o
relaxamento vascular percentual induzido por concentragcbes crescentes do doador de NO
apos pré-contragao com fenilefrina, na auséncia ou presenca do sequestrador de anions
superoxido, Tiron 100umol/L. Cada ponto representa a média + EPM obtidas em 4-7
preparacgdes isoladas de diferentes ratos. *representa diferenga significativa (p<0,05) entre

presenca e auséncia de incubacao.
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Figura 44. Resposta relaxante induzida pelo composto Ru-4PySH, em aorta isolada de
ratos, com ou sem incubagdo com Apocinina. As curvas concentracéo-efeito expressam
o relaxamento vascular percentual induzido por concentragdes crescentes do doador de NO
em aortas pré-contraidas com fenilefrina, na auséncia ou presenca do inibidor de NADPH
Oxidase, Apocinina 100umol/L. Cada ponto representa média + EPM obtidas em 6-10

preparacoes isoladas de diferentes ratos.
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Figura 45. Resposta relaxante induzida pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH},, em aorta
isolada de ratos, com ou sem incubacdo com Apocinina. As curvas concentracio-efeito
expressam o relaxamento vascular percentual induzido por concentragbes crescentes do
doador de NO em aortas pré-contraidas com fenilefrina, na auséncia ou presenca do inibidor
de NADPH Oxidase, Apocinina 100pmol/L. Cada ponto representa média £+ EPM obtidas em

5-10 preparacoes isoladas de diferentes ratos.
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Considerando que para obtencdo das AuNPs, precursoras do composto
AuNPs-{Ru-4PySH},, emprega-se uma concentracdo de 8 umol/L de Citrato de
Sédio, foi proposto a incubagdo dessa mesma concentracdo de Citrato de Sddio
para realizagdo de curvas concentragao-efeito para o composto Ru-4PySH, a fim de
verificar se tal concentragdo seria o fator de alteracdo da inclinacdo da curva
concentragao-efeito para o composto AuNPs-{Ru-4PySH}. Foi avaliada também a
participacédo do Citrato de Sddio 100 umol/L, como um possivel agente antioxidante
como o Tiron. Observa-se que nao houve diferenga nos parametros farmacologicos
em presenga de Citrato 8 umol/L (Emax: 102,11£0,5%; pD.: 6,45+0,07; n=4) se
comparados com sua auséncia na situagao controle (Tabela 5). Nota-se que embora
tenha havido uma alteragdo na curva concentragdo-efeito (Figura 46), essa foi
visivelmente diferente da situacdo em que se tem incubacdo de um agente
antioxidante em concentracdo de 100 pmol/L, como pode-se observar para a
incubagao com Citrato de Sdédio 100 pymol/L. Mesmo com a incubacgao do Citrato de
Saédio 100 ymol/L (Emax: 104,4+2,1%; pD: 6,37+0,01; n=4) ndo houve diferenga de
Emax em relagdo ao controle (em sua auséncia). No entanto, a concentragdo de
Citrato de Sddio 100 umol/L foi capaz de alterar a inclinacdo da curva concentragao-
efeito (Figura 46), tal qual o perfil da curva concentragédo-efeito para AuNPs-{Ru-
4PySH}, em auséncia ou presenca de Indometacina 10 ymol/L, Tiron 100 ymol/L ou

Apocinina 100 umol/L.
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Figura 46. Resposta relaxante induzida pelo composto Ru-4PySH, em aorta isolada de
ratos, sem ou com incubacdo com Citrato de Sdédio (Cit) nas concentracdes de
8umol/L e 100pumol/L. As curvas concentracdo-efeito expressam o relaxamento vascular
percentual induzido por concentragdes crescentes do doador de NO em aortas pré-
contraidas com fenilefrina. As concentracbes simulam respectivamente as concentragoes
utilizadas na formulagcdo do composto AuNPs-Ru-4PySH e incubag¢des com antioxidante
como Tiron (100umol/L). Cada ponto representa média £+ EPM obtidas em 4-10 preparagbes

isoladas de diferentes ratos.
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Tabela 5. Valores de Emax e pD; induzidos pelos compostos doadores de NO Ru- 4PySH,
AuNPs-Ru-4PySH e NPS em aorta isolada de rato contraida com fenilefrina e pré-incubagao

com Tiron ou Citrato de Sddio e Apocinina.

Composto Incubacéo Emax (%) pD2 n
NPS Ausente 1076 +1,6 8,07 £ 0,08 7
Tiron 100umol/L 1048+ 1,4 8,47 £ 0,03* 4
Ru-4PySH Ausente 104,6 + 0,9 6,22 +0,13 10
Tiron 100pumol/L 106,0£1,5 6,27+0,05 5
Apocinina 100umol/L 108,915,4 6,23+0,05 6

Citrato de Sadio 104,4+2 1
100umol/L 6,37+0,01 4
Citrato de Sodio 8umol/L 102,1+0,5 6,48+0,07 4
AuUNPs-{Ru-4PySH}, Ausente 102,2 £ 2,2 6,34 + 0,07 10
Tiron 100umol/L 104,2+2,5 6,26+0,07 5
Apocinina 100umol/L 104,612,7 6,41+0,09 5

Os valores representam média + EPM do Emax (expresso em % de relaxamento) e pD,
(-logECsp), obtidos em 4-10 preparacdes isoladas de diferentes ratos. *representa diferenca
significativa (p<0,05) entre presenca e auséncia de incubacdo para os respectivos
compostos analisados.

Em virtude das alteracdes dos perfis das curvas concentragao-efeito mediante
incubacdo com agentes antioxidantes, observa-se que o NO do composto Ru-4-
PySH apresenta possivel suscetibilidade a via de degradacgéo por espécies reativas
de oxigénio como anions superdxido. Assim sendo, utilizando como agente
antioxidante o Citrato de Sdédio nas concentracbes de 8 pmol/L € 100umol/L, foi
analisado o tempo necessario para o complexo Ru-4PySH induzir o relaxamento
vascular maximo. Observando a Figura 47 nota-se que a presenca de agentes
antioxidantes em baixa (8umol/L) ou alta concentracdo (100umol/L) prejudicaram o
relaxamento vascular induzido pelo composto Ru-4PySH, reduzindo sua efetividade

ao longo do tempo, visto que em tais condigdes obtém-se um relaxamento vascular
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médio de 50% em tempo equivalente aquele necessario para obtengao de 100% de

relaxamento para o composto AuNPs-{Ru-4PySH},.

—&— Ru-4PySH

2 (n=5)

é —8— Ru-4PySH+ Cit 100uM
S (n=4)

E —— Ru-4PySH + Cit 8 uM
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X
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Figura 47. Tempo para obtencdo do relaxamento total induzido pelo complexo Ru-
4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH},. Para o composto Ru-4PySH foram realizados estudos na
auséncia e presencga de Citrato de Sodio 8umol/L e 100umol/L, simulando respectivamente
as concentracdes utilizadas na formulacdo do composto AuNPs-Ru-4PySH e incubagobes
com antioxidante como Tiron (100pmol/L) em aorta isolada de ratos. A curva representativa
do efeito temporal ilustra o relaxamento induzido pelos doadores de NO nas concentragoes
necessarias para obtengao do efeito maximo, 5 umol/L e 3 ymol/L, respectivamente. Cada

ponto representa média £ EPM obtida em 4-5 preparacdes isoladas de diferentes ratos.

5.14 Participacdo do endotélio no relaxamento induzido pelos compostos

doadores de NO

Com intuito de averiguar a influéncia do endotélio sobre o efeito relaxante
induzido pelos compostos doadores de NO em estudo, procedeu-se a realizagédo de
curvas concentragao-efeito para Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, em anéis adrticos
providos de endotélio intacto. Conforme pode ser observado na Figura 48 e Tabela

6, o endotélio ndo alterou significativamente os parametros farmacolégicos para Ru-
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4PySH (Emax: 102,2+4,5%; pD.: 6,70+0,32; n=5). No entanto, a presenca do
endotélio para o composto AuNPs-{Ru-4PySH}, promoveu alteragao significativa
(p<0,01) do parametro farmacolégico pD, (Emax: 94,7+4,3%; pD,: 6,821+0,18; n=5),
alteracao essa que foi revertida pela incubacdo com inibidor ndo seletivo da NOS L-
NAME (Emax: 104,3+2,0%; pD2: 6,38+0,03; n=5) ou com antagonista muscarinico

Atropina (Emax: 101,1+3,2%; pD,: 6,09+0,05; n=4), dados apresentados na Figura

49 e Tabela 6.
0
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Figura 48. Resposta relaxante induzida pelo composto Ru-4PySH, em aorta isolada de
ratos com endotélio intacto. As curvas concentragdo-efeito expressam o relaxamento
vascular percentual induzido por concentracdes crescentes do doador de NO em aortas pré-
contraidas com fenilefrina. Cada ponto representa média + EPM obtidas em 5-10

preparacgoes isoladas de diferentes ratos.
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Figura 49. Resposta relaxante induzida pelo complexo AuNPs-{Ru-4PySH},, em aorta
isolada de ratos com endotélio intacto (End+) ou removido (End-), com ou sem
incubacdo com L-NAME (100 umol/L) ou Atropina (0,5 umol/L). As curvas concentragao-
efeito expressam o relaxamento vascular percentual induzido por concentracdes crescentes
do doador de NO em aortas pré-contraidas com fenilefrina. Cada ponto representa média +
EPM obtidas em 4-10 preparagdes isoladas de diferentes ratos. *representa diferenca

significativa pD, (p<0,01) entre o grupo End+ e o grupo End-.

Tabela 6. Valores de Emax e pD; induzidos pelos compostos doadores de NO Ru- 4PySH,
AuNPs-Ru-4PySH e NPS em aorta isolada de ratos pré-contraida com fenilefrina com ou
sem endotélio, na auséncia ou presenca de L-NAME 100uM (inibidor ndo seletivo da NO-

Sintase) ou Atropina 0,5uM (antagonista muscarinico).

Composto Endotélio / Incubacéo Emax (%) pD2 n
Ru-4PySH - / Ausente 104,6 £ 0,9 6,22 + 0,13 10

+ / Ausente 102,2+45 6,70 £ 0,32 5

AUNPs-{Ru-4PySH}, - / Ausente 102,2+2,2 6,34 £ 0,07 10
+/ Ausente 94,7+4,3 6,82 +0,18 5

+/ L-NAME 104,3+2,0 6,38 + 0,03* 5

+ / Atropina 101,1+3,2 6,09 £ 0,05* 4

Os valores representam média + EPM do Emax (expresso em % de relaxamento) e pD,
(-logECsp), obtidos em 4-10 preparacdes isoladas de diferentes ratos. *representa diferenca
significativa (p<0,01) em relagdo ao controle ( + / Ausente) do respectivo composto.
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A partir destes resultados, realizou-se um protocolo experimental para avaliar
a mobilizacdo de Ca®** em células do musculo liso vascular em presenga do
endotélio vascular. Para estudar tal efeito, utilizando novamente microscopia de
fluorescéncia (Olympus), foi investigado o efeito do composto AuNPs-{Ru-PysH},
sobre anéis adrticos delgadamente segmentados avaliando a mobilizagcédo da [Ca®'].

em células do musculo liso vascular e endoteliais de ratos.

A Figura 50A mostra a imagem representativa da [Ca®*]. antes da adi¢do dos
doadores de NO Ru-4PySH e AuNPs-Ru-4PySH em anéis adrticos de ratos com
endotélio intacto, utilizando a sonda de fluorescéncia FLUO-3AM (10 umol/L) em 510
nm. Observa-se a esquerda o campo claro com a delimitagdo entre células
endoteliais e células do musculo vascular, seguida do painel intermediario
confirmando a marcacdo da sonda e a direita a representacdo em pseudocores

indicando a [Ca®"].

Conforme apresentado na Figura 50B, observa-se que nas células do
musculo liso vascular, o composto doador de NO AuNPs-{Ru-PysH}, promoveu
significativa reducdo da [Ca?']. em relagdo ao basal (%AFI= -50,83%,30%, n=3,
P<0,05), que foi superior a redugdo da [Ca®*]. promovida pela forma Ru-4PySH em
relacdo ao basal (%AFI=-40,44+2,58%, n=3, P<0,05). Por outro lado, nota-se que o
composto doador de NO AuNPs-{Ru-PysH}, em células endoteliais apresentou uma
reducdo da [Ca®**]. em relacdo ao basal (%AFl= -40,25+0,55%, n=3, P<0.05)
significativamente inferior & reducdo da [Ca®*]. promovida pela forma Ru-4PySH em

relacao ao basal (%AFI=-48,48+2,59%, n=3, P<0,05).
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Endotélio

Endotélio Endotélio Endotédlio

AUNPs-{Ru-4PySH},

Figura 50A. Imagem representativa da [Ca®'] antes da adic&o dos doadores de NO Ru-
4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, em anéis adrticos de ratos com endotélio intacto,
utilizando a sonda de fluorescéncia FLUO-3AM (10 umol/L) em 510 nm. Observa-se no
campo claro a esquerda, a delimitacdo entre células endoteliais e células do musculo
vascular, no campo intermediario a marcagcdo da sonda e a direita o sistema de

pseudocores.
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Figura 50B. Medida da variacdo percentual de Intensidade de Fluorescéncia (%IF)
ap6s adicdo de 10 pumol/L das formas Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, em anéis
aorticos de ratos. As medidas foram realizadas em células do musculo liso vascular
(MLV) e células endoteliais (End), utilizando a sonda de fluorescéncia FLUO-3AM (10
umol/L) em 510 nm. *representa diferenca significativa (p<0,05) em relagcéo ao efeito do
composto Ru-4PySH (End). **representa diferenga significativa (p<0,05) em relagdo ao
efeito do composto Ru-4PySH (MLV). Cada grupo representa média + EPM obtidas em 3

preparacdes isoladas de diferentes ratos

A analise dos tragcados representativos dos estudos do efeito relaxante
induzido pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH}, em preparacdes de anéis adrticos na
auséncia do endotélio, observa-se que apds a pré-contragao da preparagdo com
fenilefrina, nas concentracdes do composto (na ordem de 10® e 107 mol/L), abaixo
daquelas capazes de induzir o inicio do relaxamento vascular em anéis desprovidos
de endotélio, promovem sutis contragées do anel adrtico acima do valor da pre-
contragao apo6s cada adigdo do composto AuNPs-Ru-4PySH, como mostra o tracado

representativo da Figura 51.



Resultados - 112

| 3x 1060 || 5 1060 ” 7 x 10-M || Lz 107 || 3x 10 |

¥

(g) 20-

15-

1.0-

05-

0.0 -

Figura 51. Tracado representativo do efeito inicial do composto AuNPs-{Ru-4PySH}, sobre
anéis aorticos de ratos pré-contraidos com fenilefrina (Phe). Observa-se no tragado pontos
de contra¢des adicionais posteriores as adigdes do composto AuNPs-{Ru-4PySH}, em

concentragoes inferiores as concentragdes que induzem inicio do efeito relaxante vascular.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho, estudamos os efeitos vasculares de complexos de
ruténio, potenciais doadores de NO. Estes complexos sao sintetizados pelo Prof. Dr.
Roberto S. da Silva, do Laboratorio de Quimica Analitica, do Departamento de Fisica
e Quimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP. A
possibilidade de inovacbes em sinteses de complexos de ruténio € enorme, visto
que a simples alteragdo de um ou mais ligantes de uma estrutura pré-definida foi
capaz de atribuir ao complexo resultante caracteristicas distintas de outros até entao

estudados.

Alguns compostos doadores de NO anteriormente estudados pelo nosso
grupo de pesquisa, mostram aspectos distintos quanto as suas propriedades fisico-
quimicas e farmacologicas. Dentre os complexos de ruténio caracterizados até
entdo, o [Ru(terpy)(bdq)NO']** (TERPY) apresenta efeito vasodilatador tdo rapido
quanto o nitroprussiato de sdédio (NPS), porém com menor poténcia e sem efeitos
citotoxicos. Estudos com o complexo trans-RuCl([15]aneN;)NO]** (15-ANE)
(Bonaventura et al., 2004) demonstraram que este composto libera NO no meio
extracelular e que embora menos potente que o NPS, induz relaxamento vascular na
presenca de agente redutor com eficacia comparavel ao efeito do NPS. Os canais
para K' contribuem para este relaxamento somente em aortas de ratos
normotensos. Em aortas de ratos hipertensos renais (2R-1C) este composto nao
ativa canais de K" (Bonaventura et al, 2005). Ha ainda estudos relacionados as
propriedades fotoquimicas dos compostos visando sua utilizacdo como fontes
liberadoras da molécula de NO através de foto-indugédo (Bonaventura et al., 2004;

Oliveira et.al, 2004).
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Dessa forma, os compostos doadores de NO representam um grupo de
drogas que, cada qual com propriedade quimica, farmacodinamica e farmacocinética
especifica, mostram-se promissores como possiveis agentes terapéuticos,

principalmente para doencas relacionadas ao sistema cardiovascular.

Nesse contexto, sob supervisdo do Prof. Dr. Roberto Santana, foi por mim
sintetizado o complexo de ruténio estudado no presente trabalho, de forma que o
mesmo pudesse apresentar caracteristicas que possibilitassem sua interacdo com
AuNPs. Assim como Giersig e Mulvaney (1993), autores pioneiros em desenvolver
preparagdes de AuNPs estabilizadas por tiois, foi adicionado ao complexo de ruténio
o ligante 4-mercaptopiridina (tiol). Foi possivel obter o complexo cis-
[Ru(bpy)2(NO)(4pySH)].(PF6); (Ru-4PySH) para propiciar a interacdo do atomo de

enxofre do complexo com as AuNPs, originando o composto AuNPs-{Ru-4PySH},.

Tratando-se de compostos novos, Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH},, ainda
nao se dispde de informagdes fisico-quimicas desses compostos. Assim, no intuito
de atender a proposta de caracterizargdo do composto AuNPs-{Ru-4PySH},,
mostrou-se viavel a realizagdo do estudo do composto Ru-4PySH em paralelo como
parametro de comparacao para eventuais alteragdes proporcionadas pelo processo
de funcionalizagdo em AuNPs. A fim de assegurar as ferramentas de estudo, os
dados obtidos foram comparados com o classico doador de NO, NPS, amplamente
descrito na literatura cientifica. Dessa forma, é valido ressaltar em nossos estudos
que isoladamente as AuNPs e o composto Ru-4PySH apresentam-se altamente
estaveis a luz e ao tempo. Todavia, embora a ligagdo enxofre-ouro seja forte, a
forma funcionalizada AuNPs-{Ru-4PySH}, apresenta-se como uma suspens&o
coloidal de coloragao violacea relativamente instavel a variacbes de temperatura e

ao tempo, provavelmente por se estabilizar por meio de repulsdo eletrostatica.
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Dessa maneira, as AuNPs foram funcionalizadas com o composto Ru-4PySH
sempre uma hora antes do inicio dos experimentos farmacoldgicos (respeitando o
tempo padrao estabelecido para total interacdo das AuNPs com o composto Ru-
4PySH e mantidas a temperatura ambiente (25°C), como mostra a Figura 7. Uma
vez estocada sob baixas temperaturas ou por periodos prolongados, houve a
progressao do processo de fusdo das AuNPs com consequente sedimentagao
irreversivel, o que invalida a caracterizagdo do composto AuNPs-{Ru-4PySH},.

Assim, no presente estudo foram resguardadas tais premissas.

Considerando que alguns doadores de NO necessitam de redugdo quimica
para a liberacdo do NO (Bonaventura et al., 2004), verificou-se que o NO liberado
por ambos os compostos (Ru-4Py-SH e AuNPs-{Ru-4Py-SH},) induziram
relaxamento da aorta pré-contraida tanto com fenilefrina quanto com KCI. Estes
resultados sugerem que ambos 0s compostos ndo precisam ser necessariamente
reduzidas quimicamente por uma catecolamina como a fenilefrina, para liberar o NO
e induzir relaxamento (Figuras 14 e 15). Utilizando um eletrodo para quantificacao
de NO por amperometria (NOmeter), foi avaliado o perfil de liberacdo de NO de
ambos os compostos em condigdes mimeéticas aos protocolos realizados em anéis
de aorta pré-contraidos com fenilefrina, garantindo aos compostos a presenca de
algum fator tecidual eventualmente favoravel a indugcao de relaxamento vascular. A
funcionalizagdo do composto Ru-4PySH em AuNPs possibilitou uma moderacéo no
perfil de liberagcdo de NO do composto (Figura 10), representado por AuNPs-{Ru-
4Py-SH},, caracterizando uma liberagdo mais sustentada que o composto Ru-4PySH
porém menos intensa e mais lenta, conforme relatado po Rothrock e cols. (2005) na

sintese do diazeniumdiolate-modificado.
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No presente estudo, com o objetivo de analisar o relaxamento induzido por
ambos os compostos, se fez necessario pré-contrair a musculatura lisa vascular. A
ativacdo de receptores ligados a proteina G como os receptores o4-adrenérgicos
pela fenilefrina, leva a contragdo das células do musculo liso vascular devido ao
aumento da [Ca®']c. Isto ocorre tanto pela ativagdo de canais de Ca?* da membrana
plasmatica como pela liberacdo de Ca?* armazenado em organelas celulares,

principalmente no reticulo sarcoplasmatico (Park & Rasmussen, 1985).

O relaxamento vascular via NO ocorre classicamente via ativagdo da enzima
guanilato ciclase soluvel (GCs), que leva ao aumento da concentragéo intracelular
do nucleotideo ciclico guanosina 3':5 — monofosfato ciclico (GMPc). Esse segundo
mensageiro ativa a enzima proteina quinase dependente de GMPc (PKG), que
fosforila varias proteinas, dentre elas canais idnicos como canais para Ca " e canais
para K" (Tseng et al., 2000). O NO poderia também ativar diretamente canais para
K*, por via independente da GCs (Bolotina et al., 1994). A ativagdo da GCs e de
canais para K" promovendo hiperpolarizacdo da membrana celular sdo as principais

vias de relaxamento vascular induzidas pelo NO.

No presente estudo foram analisados os parametros farmacoldgicos pD- (-log
ECsp) obtido por regressdo nao linear das curvas concentracéo-efeito e efeito
maximo de ambos os compostos (Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH},), doadores de
NO. O valor de pD, foi utilizado como parametro para avaliar as variacbes na
poténcia dos complexos e os valores de efeito maximo (Emax) foram utilizados como

parametro farmacolégico para analisar a eficacia dos doadores (Rossum, 1963).

Mediante as consideragdes iniciais, analisando a Figura 13 observa-se que

ambos o0s compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4Py-SH}, apresentam-se
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farmacologicamente equipotentes, porém menos potentes que o NPS, embora
ambos também sejam capazes de induzir relaxamento vascular aértico maximo
como o NPS. Conforme nota-se na Figura 16, o NPS induz seu efeito maximo em
tempo inferior aos demais compostos, seguido pelo composto Ru-4PySH e
sequencialmente pelo AuNPs-{Ru-4Py-SH}, Considerando o perfil de liberagcdo de
NO (Figura 10) dos compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4Py-SH},, o tempo
necessario para indugao do relaxamento maximo pode estar relacionado a
quantidade de NO liberado, ou seja, liberagdo macica de NO possivelmente induz
um relaxamento vascular mais rapido. No entanto, fatores como: local de liberagao,
resisténcia a degradacao e biodisponibilidade de NO, poderiam estar modulando
diferentes mecanismos responsaveis pelo relaxamento induzido pelos compostos

em estudo.

A GCs, embora apresente estrutura enzimatica e esteja soluvel no citoplasma
contrario a GC particulada na membrana plasmatica, comporta-se como um receptor
biolégico para moléculas de NO (Kuhn, 2003). Tendo em vista os relatos de
Stephenson (1956) em seu trabalho sobre “A Modificagdo da Teoria do Receptor” e
suas hipbéteses com relacdo a eficacia de compostos hipotéticos com iguais
afinidades, é possivel considerar que o composto AuNPs-{Ru-4Py-SH}, apresente-
se mais eficaz que o composto Ru-4PySH na indugao de relaxamento vascular em
aorta. Embora Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4Py-SH}, apresentem pD, equivalentes,
observa-se que apesar do composto AuNPs-{Ru-4Py-SH}, liberar NO com menor
intensidade (Figura 10) esse apresenta seu efeito maximo em concentracdes
inferiores aquelas apresentadas pelo composto Ru-4PySH (Figura 13). Tal diferencga
de eficacia pode estar associada a possibilidade do composto AuNPs-{Ru-4Py-SH},

dispor de mecanismos de relaxamento vascular distintos do composto Ru-4PySH.
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A hiperpolarizagdo da membrana plasmatica tem sido sugerida como
importante mecanismo para o relaxamento induzido por alguns nitratos em leitos
vasculares (Nelson et al., 1990; Nelson & Quayle, 1995; Gollash et al., 1992). A
atividade dos canais para K determina o potencial de membrana em células do
musculo liso vascular. Com a adi¢ao de altas concentragdes de KCI (60mmol/L) no
meio extracelular, é possivel promover despolarizagdo da membrana das células do
musculo liso vascular e abertura de canais de Ca®* dependentes de voltagem com
consequente contragao vascular (Figuras 14 e 15). Diante dessa resposta ao KClI,
ambos os compostos induziram um relaxamento de menor magnitude do que aquele
obtido em artérias pré-contraidas com fenilefrina, ressaltando que o efeito maximo
para o composto AuNPs-{Ru-4PySH}, foi significativamente mais reduzido do que

para o composto Ru-4PySH.

Desse modo a alteragdo no relaxamento induzido por ambos os compostos
doadores de NO, apoés pré-contracao com KCI, pode ter sido prejudicada devido ao
bloqueio dos canais para K pela alta concentracdo extracelular de KCI. Tal
concentracdo pode bloquear a abertura de canais de K* promovendo despolarizacéo
da membrana plasmatica pela abertura de canais para Ca*?> dependentes de
voltagem. Este efeito se contrapde ao possivel efeito de abertura dos canais de K*
promovido pelos doadores de NO, prejudicando o consequente bloqueio dos canais
para Ca*?, o que culminaria com o fendmeno de relaxamento vascular. Com base
nos resultados das Figuras 14 e 15, é possivel que ambos os compostos doadores
de NO (Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH},) possam promover a ativacdo e abertura
de canais para K*, como um dos mecanismos de indugdo de relaxamento vascular

na aorta de ratos.
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A verificagdo da participagdo dos canais para K' no relaxamento dos
compostos em estudo pdde ser ainda mais explorada utilizando-se um bloqueador
nao seletivo desses canais, o tetraetilaménio (TEA) (Demirel et al., 1994; Terluk et
al., 2000; Lo et al., 2005). Analisando o efeito relaxante do composto Ru-4PySH em
presenca do TEA (Figura 17), reforca-se a possibilidade da participagado dos canais
para K* no relaxamento vascular induzido pelo composto, uma vez que tanto altas
concentracdes de KCI quanto o bloqueio dos canais para K* promoveram redugéo
do pD. e deslocamento a direita da curva concentragao-efeito. Embora na presenca
do TEA o efeito maximo induzido por Ru-4PySH néo tenha sido reduzido como com
altas concentracbes de K*, a reducdo do pD, indica envolvimento de abertura de
canais para K* para o relaxamento vascular, uma vez que foi necessaria uma maior
concentragcdo do composto para induzir 50% do efeito maximo. Por outro lado,
embora altas concentragcdes de KCI tenha reduzido Emax e pD, para o composto
AuNPs-{Ru-4PySH},, observa-se que o uso do bloqueador de canais para K* néo
seletivo (TEA) nao alterou significativamente o Emax nem o pD, desse composto.
Tais resultados sugerem que para o composto AuNPs-{Ru-4PySH}, n&o haja
contribuicdo da abertura de canais para K na inducédo do seu efeito relaxante, o que
justificaria 0 seu maior tempo para indugcédo de efeito maximo quando comparado

com os compostos Ru-4PySH e NPS (Figura 16).

Considerando os aspectos de substancias contrateis revisados por Karaki e
cols. (1997) que relatam que altas concentracbes de KCI possibilitam uma pré-
contragao de maior magnitude absoluta do que com fenilefrina por disponibilizar uma
maior elevacéo dos niveis de calcio citoplasmatico ([Ca®*]c). Dessa forma, é possivel
que nessas condicdes a forma AuNPs-{Ru-4PySH}, ndo esteja eficazmente

reduzindo a [Ca®*]., seja por aumento do armazenamento de Ca*? pela SERCA, seja
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por mecanismos de bloqueio de influxo de Ca*? ou ativagdo de efluxo de Ca*?, o que
resultaria na reducdo de seu Emax e pD,, visto que o0 mecanismo de contragcao se

contrapbe com maior poténcia ao seu efeito relaxante.

A resposta de relaxamento para os compostos AuNPs-{Ru-4PySH}, e NPS
foram semelhantemente afetadas por KCI 60mmol/L e TEA (Tabela 1). No entanto,
Bonaventura et al. (2007) assim como Lovren e Triggle (2000) e Yousif et al. (1998),
demonstraram a participag¢éo de canais de K* no relaxamento vascular induzido por
NPS em células do musculo liso vascular aortico de ratos. A fim de certificar a ndo
participacéo de canais para K* no relaxamento induzido pelo composto AuNPs-{Ru-
4PySH}, procederam-se estudos com bloqueadores seletivos para canais de K,
uma vez que o TEA poderia ndo estar promovendo um bloqueio totalmente nao
seletivo. Nenhum dos bloqueadores seletivos utilizados alteraram significativamente
Emax ou pD, para o relaxamento induzido pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH}
indicativo que possivelmente os canais para K* sensiveis a estes bloqueadores ndo

estejam envolvidos no relaxamento induzido por este composto.

Considerando que a GCs pode ser ativada pelo NO enddgeno ou proveniente
de um composto exdégeno doador desse gas, e ainda por ions nitrito (NOz") (Ignarro
e Gruetter, 1980; Ignarro et al., 1981), com o bloqueio seletivo da atividade da GCs
com o ODQ, verificou-se que esta via € importante para o relaxamento vascular
desencadeado por ambos os compostos (Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH},), bem
como para o NPS, uma vez que o efeito maximo e o pD, foram significativamente

reduzidos na presenca do inibidor (Figuras 20 e 21 e Tabela 1).

Embora a ativacdo da GCs e o mecanismo de hiperpolarizagcdo da membrana
celular sejam as duas principais vias de relaxamento vascular induzidas pelo NO,

mesmo bloqueando simultaneamente essas duas vias com ODQ e TEA, o efeito
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relaxante induzido pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH}, nao foi totalmente abolido
(Figuras 23 e 25), enquanto que para a forma Ru-4PySH observou-se bloqueio total
do efeito relaxante (Figuras 22 e 24). Tais resultados evidenciam que possivelmente
a ativagdo de canais para K* promovido pelo composto Ru-4PySH ocorre pela
ativacao da GCs, formacao de GMPc e ativagao de PKG que consequentemente
fosforila canais para K* promovendo sua abertura. Estes resultados descartam a
hipétese de ativacao direta desses canais pelo NO liberado dos compostos, visto
que o bloqueio promovido por ODQ foi total, ndo apresentando efeito aditivo com o
bloqueio do TEA. Por outro lado o composto AuNPs-{Ru-4PySH}, aparentemente
promoveu seu efeito relaxante exclusivamente pela ativacdo da GCs, sem
participacdo da ativacdo direta ou indireta de canais para K*. O bloqueio parcial do
efeito relaxante induzido por ODQ para o composto AuNPs-{Ru-4PySH}, pode ser
um indicativo de que outra(s) via(s) de relaxamento esta(do) sendo ativada(s),

provavelmente pela PKG, com possivel relevancia para indug¢ao do relaxamento.

Considerando que curvas concentracdes-efeito sdo definidas pelo Limiar
(inicio do efeito), Slope (inclinagcdo central da curva) e Assintota Maxima, é
interessante observar que embora os dois compostos tenham apresentado Emax e
pD, semelhantes, observa-se que o perfil da curva concentragao-efeito apresenta
uma ligeira distor¢ao na inclinagao (slope), o que também pode ser indicativo de
alteragcdo no mecanismo farmacolégico proveniente do processo de funcionalizagao
do complexo em AuNPs. Teoricamente, de acordo com Kenakin, 1997, a
concentracdo da droga que chega ao compartimento do receptor pode sofrer
variacdo, o que pode causar modificagcbes nas suas curvas concentragao-efeito.

Variagcdes no “Slope” (inclinagdo) ou deslocamentos destas curvas podem indicar a
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participacdo de sistemas além daqueles adotados como alvos para o

experimentador.

Entre as possibilidades existentes e considerando os resultados obtidos, uma
importante caracteristica dos compostos doadores de NO determinada foi onde o
NO ¢ liberado, intra ou extracelularmente, bem como a forma de NO liberada por
cada composto. Com base nos resultados da Figura 28 e Tabela 2 observa-se que o
NPS libera NO no meio intracelular, prevalecendo a liberagdo da forma NO°. Estes
dados estdo de acordo com os resultados obtidos por Bonaventura e cols. (2007).
Conforme os resultados apresentados nas Figuras 29 e 30, em presenga de L-
Cisteina ambos os doadores de NO Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, ndo alteraram
significativamente os parametros de Emax e pD,. Entretanto, ambas as formas
reduziram significativamente os valores de pD, em presenga de Hidroxicobalamina,
um indicativo de que ambos os compostos, Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH},,

promovem seus efeitos pela liberacdo de NO em sua forma radicalar (NO°®).

O composto Ru-4PySH (Figuras 26, 29 e Tabela 2) apresenta similar
liberacdo de NO ao NPS (NO° em meio intracelular), uma vez que mesmo na
presenca de sequestrador de NO extracelular foram capazes de induzir efeito
maximo, embora tenha ocorrido uma redug¢ao de suas poténcias. Por outro lado, o
composto AuNPs-{Ru-4PySH}, apresenta somente liberagdo de NO° extracelular
(Figura 27 e Tabela 2), visto que o sequestrador extracelular de NO aboliu sua
resposta relaxante. Tal mecanismo possivelmente ocorre pelo redimensionamento
promovido pela funcionalizacdo em AuNPs impossibilitando ao composto permear a
membrana plasmatica. E interessante observar que no composto AuNPs-{Ru-
4PySH}, possivelmente todas as moléculas do Ru-4PySH , ou pelo menos grande

parte delas, estejam interagindo com as AuNPs visto que se estivessem livres essas
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em presenca do sequestrador extracelular de NO (HbO;) possivelmente permeariam

a membrana induzindo relaxamento vascular.

E valido salientar que apesar de n&o se observar diferenca significativa para a
forma Ru-4PySH em presenca de L-Cisteina para os parametros Emax e pD,,
percebe-se novamente uma alteragao do perfil da curva concentragcao-efeito (Figura
29, ndo observada para AuNPs-{Ru-4PySH}, (Figura 30). Esta alteragdo tornou a
curva Ru-4PySH+L-Cisteina com aspecto semelhante a curva para AuNPs-Ru-
4PySH. Tal resultado fortalece a hipétese de que para a forma Ru-4PySH esteja
ocorrendo uma pequena liberagado de NO', cuja concentragéo parece ser insuficiente
para alterar os parametros de Emax e pD,, uma vez que para esses parametros nao
se observa diferenga estatistica para Ru-4PySH quando em presenga ou auséncia
de L-Cisteina. Por outro lado, o sequestramento de NO™ por L-Cisteina para a forma
AuNPs-Ru-4PySH conserva o perfil da curva concentragdo-efeito de forma

sobreponivel.

Considerando que o NO pode também interagir com outras vias de
modulacdo do tdénus vascular e devido as alteracbes nos perfis das curvas de
relaxamento vascular, foi averiguado a possibilidade de participagdo de outras vias
que poderiam contribuir para o efeito relaxante induzido por ambos os doadores de
NO Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH},. Os efeitos vasculares exercidos pelo NO
produzido endogenamente sdo frequentemente mediados em conjunto com outros
prostandides vasodilatadores liberados do endotélio, como a prostaciclina (PGly),
cuja producao ja tem sido relatada em células do musculo liso vascular. A PGl; é
formada pela bio-conversdo do Acido Araquidénico (AA) pela enzima Ciclooxigenase
(COX), que apresenta assim como a guanilato ciclase soluvel, um sitio heme de

ligacdo com o qual o NO pode interagir promovendo efeito vasodilatador pela
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ativacdo da Adenilato Ciclase e aumento nos niveis de Adenosina Ciclica
Monofosfatada (AMPc) (Vane et al., 1990), reduzindo a [Ca?‘]c nas células do
musculo liso vascular. Avaliando os resultados da Figura 34 e Tabela 3, observa-se
que o NPS aparentemente n&o apresenta como possivel mecanismo de relaxamento
a ativagdo da COX e produgdo de AMPc ou PGl;, uma vez que seu pD, foi
significativamente aumentado na presenga do inibidor da COX, Indometacina. Caso
a COX estivesse envolvida no relaxamento induzido pelo NPS, seria esperada a
reducao de pD,, visto que estaria sendo perdido o fator PGl, ou AMPc, indutores de
relaxamento. No entanto, o perfil da curva concentragao-efeito manteve-se
inalterada ocorrendo apenas um deslocamento a esquerda, indicativo de

potencializagao do efeito do NPS.

Por outro lado, com base nos resultados apresentados nas Figuras 32 e 33
observa-se que em presenca de Indometacina ambos os compostos doadores de
NO Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}, n&o apresentam alteragbes significativas para
os parametros de Emax e pD,. Da mesma forma que para a L-Cisteina, apesar de
nao se observar diferenga significativa para os parametros Emax e pD,, percebe-se
que para o composto Ru-4PySH em presenga de Indometacina novamente uma
alteracdo no perfil da curva concentragido-efeito, ndo observada para AuNPs-{Ru-
4PySH},. A Indometacina tornou a curva concentragdo-efetio do composto Ru-

4PySH com perfil semelhante ao da curva AuNPs-{Ru-4PySH},.

O conjunto de resultados até entao discutidos leva-nos a sugerir que para o
composto Ru-4PySH esteja ocorrendo liberacdo de NO na forma radicalar NO°,
porém como varios sistemas enzimaticos oxidantes podem produzir anions
superoéxido (O2), como as xantinas oxidases, cicloxigenases (Cox), lipoxigenases,

citocromo P50 € a NO-Sintase (Griendling et al., 1994), é possivel que o NO° esteja
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sendo reduzido a NO", que apresenta menor afinidade pela guanilato ciclase soluvel,
ou ainda convertido a peroxinitrito (ONOQO"), gerando como resultado uma curva
concentracido-efeito de menor inclinagdo e com menor eficacia aparente que o
composto AuNPs-{Ru-4PySH}, (Figura 13). Por outro lado, quando a COX ¢ inibida
de forma nao-seletiva por Indometacina, observa-se um aumento da inclinagdo da
curva em virtude de uma possivel menor conversado de NO® em NO', ajustando-a ao

perfil da curva de relaxamento do composto AuNPs-{Ru-4PySH}, (Figura 32).

Dessa forma, é possivel hipotetisar que o doador de NO na forma em que
funcionaliza particulas de ouro (AuNPs-{Ru-4PySH},) apresente seu NO° altamente
estabilizado pelo sitio aurico a ponto de ndo permitir a redugdo do NO° a NO ou a
ONOO' por agentes redox (como Oy’) presentes no tecido, que por hora parecem se

comportar como agentes redutores na auséncia de redutores exdégenos.

Com o objetivo de confirmar tal hipotese foram realizados experimentos para
ambos os compostos doadores de NO em presenca de sequestrador de anions
superoéxido (O2), bem como em presenga de inibidor de outra possivel maior fonte
de geragao de O, (NADPH Oxidase). Analisando as Figuras 41 e 44 observa-se que
tanto a presenca do antioxidante Tiron quanto a presenc¢a do inibidor da NADPH-
Oxidase promoveram alteragdes na curva concentracido-efeito do composto Ru-
4PySH sem ao menos alterar seu Emax e pD, (Tabela 5). Por outro lado, na
presenca desses mesmos agentes, o composto AuNPs-{Ru-4PySH}, nao
apresentou alteracbes de Emax e pD, nem do perfil da curva concentracao-efeito,
como pode ser observado nas Figuras 42 e 45 e Tabela 5. Assim como ocorreu no
relaxamento induzido por NPS em presenga de Indometacina (Figura 34), a
incubagdo com o agente antioxidante Tiron promoveu aumento de pD, (Tabela 5),

marcado por um deslocamento a esquerda da curva concentragao-efeito (Figura
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43). Esse conjunto de resultados sugere que espécies reativas de oxigénio (EROs)
como Oy seriam responsaveis pela redu¢ao da biodisponibilidade do NO em sua
forma radicalar (NO°), a principal forma responsavel pela ativacdo da GCs,
principalmente para os compostos Ru-4PySH e NPS. O composto AuNPs-{Ru-

4PySH}, nessas condicdes, estaria refratario a degradacao pelas EROs.

Com base na premissa que para obtencdo das AuNPs, precursoras do
composto AuNPs-{Ru-4PySH},, emprega-se uma concentracdo de 8 pmol/L de
Citrato de Sddio, foi proposto a incubagao dessa mesma concentracao de Citrato de
Sddio para realizagdo de curvas concentragao-efeito para o composto Ru-4PySH, a
fim de verificar se tal concentragao seria o fator de alteracdo da inclinagdo da curva
concentracao-efeito para o composto AuNPs-{Ru-4PySH}. Oportunamente, foi
avaliado a participacédo do Citrato de Sodio 100 pmol/L, como um possivel agente

antioxidante tal qual o Tiron.

Embora os parametros farmacolégicos para incubagdo com Citrato de Sédio
100 umol/L ndo tenham apresentado diferenca em relagdo ao controle em sua
auséncia, a concentragcao de Citrato de Sodio 100 uymol/L foi capaz de alterar a
inclinagdo da curva concentragao-efeito (Figura 46), tal qual o perfil da curva
concentragdo-efeito para AuNPs-{Ru-4PySH}, em auséncia ou presengca de
Indometacina 10 ymol/L, Tiron 100 ymol/L e Apocinina 100 umol/L. Observa-se ainda
que nao houve diferenca dos parametros farmacolégicos em presencga de Citrato 8

pgmol/L se comparados com sua auséncia na situagao controle (Tabela 5).

A curva concentragao-efeito para o composto Ru-4PySH (Figura 46)
apresenta-se visivel diferenca entre as situacbes em que se tem incubacido de um
agente antioxidante em concentragdo de 8 ymol/L ou 100 pmol/L. Esses dados

sugerem que EROs possam atuar como um gatilho para liberagéo inicial de NO do
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composto Ru-4PySH, uma vez que Indometacina 10 ymol/L, Tiron 100 pmol/L,
Apocinina 100 umol/L e Citrato de Sdédio 100 ymol/L “reduzem sua poténcia” em
concentracdes inferiores a sua ECso. No entanto, as mesmas Eros sao capazes de
reduzir a biodisponibilidade de NO° em concentracdes superiores a sua ECsp via
degradagao do NO, visto que Indometacina 10 umol/L, Tiron 100 ymol/L, Apocinina
100 umol/L e Citrato de Sodio 100 pmol/L “aumentam sua poténcia” nessas

concentragdes; condigdes essas nao alteradas pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH},,

Dessa forma, visando fundamentar esse raciocinio, foi realizado o estudo
apresentado na Figura 47 representando o tempo necessario para indugao do efeito
maximo para o composto Ru-4PySH na auséncia ou presenga do Citrato de Sdédio
8umol/L e 100 ymol/L. Nota-se que na presenca de Citrato de Sdédio, de forma
independente da sua concentracdo, o composto Ru-4PySH perdeu sua eficiéncia em
induzir relaxamento maximo, enquanto que o composto AuNPs-{Ru-4PySH}, mesmo
com 8 umol/L de Citrato de Sédio em sua composicdo, induz efeito maximo,

possivelmente pela modulagao do sitio aurico.

Tais resultados sugerem que a hipétese de que o composto AuNPs-{Ru-
4PySH}, apresente seu NO° altamente estabilizado pelo sitio aurico a ponto de nao
permitir a reducdo do NO° a NO ou a ONOO, seja verdadeira. Esses dados
confirmam a predicdo de que algum mecanismo de agéo além da ativagdo da GCs e
canais para K" (como metabolismo, degradacgéo biolégica) pudesse estar envolvido
no diferente perfil de relaxamento (curvas concentragdo-efeito) induzido pelos

compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH}.

Considerando o mecanismo classico de acao dos doadores de NO, espera-se
que este atue como ativador da enzima GCs no citoplasma das células do musculo

liso vascular - conforme anteriormente caracterizado - onde tal ativacdo produz o
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segundo mensageiro GMPc, importante agente vasodilatador, que em cascata ativa
a proteina quinase-G. A proteina quinase-G é capaz de fosforilar varias proteinas,
entre elas a Ca*ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), que pode levar &

reducdo da [Ca®*]c e relaxamento vascular.

Utilizando microscopia de fluorescéncia para quantificar a redugdo da [Ca**].
em variagao percentual de Intensidade de Fluorescéncia (AIF%), foi observado que
o doador de NO AuNPs-{Ru-4PySH}, promoveu redugdo [Ca?']. significativamente
superior aquela promovida pelo composto Ru-4PySH (Figura 35B) em células do
musculo liso vascular. O conjunto de resultados sugere que o composto AuNPs-{Ru-
4PySH},, embora n&o seja capaz de promover a abertura de canais para K, seria
capaz de promover maior ativagdo das vias responsaveis por reduzir [Ca®*]; que o
composto Ru-4PySH, possivelmente por uma maior efetividade de ativagdo da

SERCA.

Assim, avaliamos a participacdo da SERCA no efeito relaxante induzido por
ambos os doadores de NO Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH},, inclusive para o NPS.
Observa-se na Figura 38 e Tabela 4 que a inibicdo da SERCA promoveu uma
significante redugcdo de pD, para o NPS, ndo alterando seu Emax, assim como
relatado por Bonaventura et al. (2007) mediante utilizagdo da mesma inibigdo da
SERCA por Acido Ciclopiazénico em estudos com NPS. Entretanto, verificou-se que
com a pré-incubagdo com tapsigargina, a inibicio da SERCA promoveu uma
significante redugdo de Emax e pD, para ambos os compostos Ru-4PySH e AuNPs-
{Ru-4PySH}, Porém, nota-se que a reducdo de Emax e pD, foi maior para a forma
AuNPs-{Ru-4PySH}, (Figuras 36, 37 e Tabela 4), o que indica que embora ambos os
compostos ativem a SERCA, a forma AuNPs-{Ru-4PySH}, possivelmente promove

uma ativacdo mais intensa dessa via, visto que seu bloqueio reflete em maior
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reducdo do efeito maximo (Figura 39). Estes dados sugerem que a ativagao da
SERCA pelo NPS como mecanismo de relaxamento deve ocorrer de forma menos

significativa do que as demais vias (Figura 38).

Nesse contexto, seqliencialmente foi avaliada a possibilidade de um aumento
da [Ca®"] armazenada no reticulo sarcoplasmatico promovida pela SERCA induzida
pelos compostos doadores de NO em estudo. A deplecdo do estoque de Ca** do
reticulo sarcoplasmatico apds exposicdo aos compostos Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-
4PySH}, e NPS, possibilitou inferir indiretamente sobre a atividade da SERCA por
meio da contragdo muscular promovida pela disponibilidade de Ca?* citoplasmatica
apos deplecao desse estoque por Cafeina via receptores de rianodina (Callera et al.,

2004).

Considerando que a amplitude de contracdo apresentada pelo anel adrtico
estabelece relagdo direta com a quantidade de Ca?' liberada do reticulo
sarcoplasmatico, observa-se na Figura 40 que ambos os compostos Ru-4PySH,
AuNPs-{Ru-4PySH}, apresentaram maior efeito sobre a atividade da SERCA
comparada ao NPS, uma vez que as contragcbes obtidas sdo maiores para tais
compostos. No entanto, com tal ferramenta farmacoldgica nao foi possivel identificar
diferenca significativa para indugao da atividade da SERCA entre os compostos Ru-

4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH},

Vale ressaltar a evidéncia de um novo dado observado, porém contrario ao
esperado. Os doadores de NO poderiam ativar um aumento do armazenamento de
Ca’* pela SERCA via PKG, no entanto o que justificaria o fato da incubagédo das
aortas com os doadores de NO apresentarem uma quantidade de Ca*" no reticulo
sarcoplasmatico, menor que na condicdo controle em auséncia de doadores.

Possivelmente, os doadores de NO estariam promovendo uma maior extrusao de
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Ca?* para o meio extracelular e conseqiientemente a [Ca®*]c residual estaria sendo
armazenada pela SERCA, mas em concentracdes inferiores aquelas da situagao
controle em auséncia de doadores de NO. No intuito de relacionar o fato aos
possiveis mecanismos descritos na literatura, foram avaliadas as possiveis vias de
mobilizagdo de Ca®* na membrana plasmatica do musculo liso vascular da aorta de
ratos. Estudos realizados por Dong e cols. (2006) evidenciaram a expressao de
trocadores Na*-Ca*?> (NCX) na membrana plasmatica de musculo liso vascular de
ratos. Segundo Blaustein e Jonathan Lederer (1999), os NCX s&o contra-
trasnportadores de ions sodio e calcio, ou seja, transportam tais ions em sentidos
opostos, através da membrana plasmatica. Em sintese, sua atividade é
fisiologicamente regulada pela demanda de controle idnico dos ions Na* e Ca*? entre
os meios intra e extracelular. Sua atividade no sentido de transportar Ca*® para o
meio extracelular e Na* para o intracelular é conhecido como Modo Normal, logo sua
atividade no sentido contrario de mobilizagcdo desses ions € conhecida como Modo

Reverso.

Os estudos desenvolvidos por Dong e cols. (2006) relatam o envolvimento de
NCX nos mecanismos de contragdo da musculatura vascular adrtica de ratos. Tal
trocador poderia contribuir para o aumento da [Ca*’]c no musculo liso vascular
quando essa é estimulada por agentes contrateis como fenilefrina e Noradrenalina.
E vélido ressaltar que para estimulos contrateis como altas concentracdes de KCI
existe uma subclasse de NCX, denominados NCKX (trocadores Na*-Ca* K

dependente), cujos subtipos NCKX3 e NCKX4 estdo expressos em aorta.

Ao contrario das caracterizagdes estruturais descritas sobre os NCX,
pesquisas recentemente desenvolvidas por Nicoll e cols. (2002) mostraram que o0s

NCX1 apresentam em sua estrutura 9 a-hélices transmembrana (ha anos
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classificadas como sendo 12) com duas por¢des distintas, a-1 (proximo a porgcao N-
Terminal) e a-2 (proximo a por¢gao C-Terminal), localizadas no meio extra e
intracelular respectivamente, sendo tais porcdes associadas a sensibilizagdo a ions
Na* e Ca*. Préximo da porcdo a-1 e porcdo N-Terminal (extracelular) também estédo
presentes ligacdes do tipo dissulfeto. Voltado para o meio extracelular encontra-se
residuos de cisteina 792 proximo a porgao C-Terminal (intracelular), aparentemente

responsavel por estabelecer ligagcdes do tipo dissulfeto entre os complexos VIl e IX.

Por outro lado, estudos de NCX-1 em células cardiacas apontam que
algumas substancias ou ions sdo capazes de modular a atividade desse trocador
(Ahlers et al., 2005). Dentre elas, encontram-se ativadores de NCX como o préprio
jon Ca*?, fosfatidil inositol 4,5 bifosfato, agonistas que ativam a fosfolipase C,
ativadores da proteina quinase C (PKC), cations monovalentes (Na*, K*, Li*) e
reagentes redox. Dentre os inibidores de NCX, sdo descritos altas concentragdes de
Na® intracelular em auséncia de ATP ou baixo pH intracelular, céations di e trivalentes
(Ni*?, La*™®, Cd*?) e compostos sintéticos como o derivado isotiouréia (KB-R7943).
Além disso, estudos realizados por Zhao e Majewski (2008) indicam que a
vasoconstricdo mediada por NCX seja possivelmente regulada pelo endotélio via
NO/GCs em preparagdes de anéis aorticos de ratos. Conforme mencionado pelos
autores, sob pré-contracdo do musculo liso vascular, os NCX endoteliais assim como
no musculo liso vascular, operam sob Modo Reverso, aumentando a [Ca®'.
endotelial e consequentemente favorecendo a producao endogena de NO, como

mecanismo modulatério do tbnus vascular.

Nesse contexto, embora ndo se tenha ainda investigado a participagado dos
NCX para os compostos em estudos no presente trabalho, com base nas

informacgdes sobre tal trocador, € possivel que os NCX participem de alguma forma
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na modulagdo da [Ca?']c induzida pelos doadores de NO Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-
4PySH}, e NPS. Considerando que os estudos de reatividade vascular realizados ao
longo desse trabalho foram conduzidos sob pré-contracbées com agentes contrateis
como Phe e KCI em aortas sem endotélio, espera-se nessas condicoes que os NCX
estivessem operando em seu Modo Reverso. No entanto, em virtude da ativacéo da
GCs pelos compostos Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-4PySH}, e NPS, possivelmente via
PKG, esteja ocorrendo inativagdo dos NCX do musculo liso vascular, o que
conseqlientemente bloquearia um dos mecanismo de influxo de Ca*? induzido pelos
agentes contrateis, favorecendo os mecanismos de relaxamento vascular induzidos
pelos compostos. Tal mecanismo poderia entdo contribuir para o bloqueio de uma
das vias de influxo de Ca®** e conseqlentemente o Ca®" citoplasmatico
remanescente estaria sendo armazenado pela SERCA, contudo em concentracdes

inferiores aquelas da situagao controle, em auséncia de doadores de NO.

Sob 0os mesmos parametros, explorando os aspectos descritos pelos autores
citados, é possivel descartar que para o composto AuNPs-{Ru-4PySH}, esteja
ocorrendo um possivel bloqueio adicional dos NCX por agdo de Au*® residual na
suspensao coloidal de ouro, nao convertido a AuO, ou O proprio AuO, assim como o
Lantanio (La*®) descrito como bloqueador de NCX, uma vez que adicdes de AuNPs
puras ndo alteraram a pré-contracéo induzida por Phe (Figura 12). E possivel ainda
descartar a possibilidade de efeito aditivo por interacdo das AuNPs com residuos de

cisteina ou ligacdes dissulfeto que modulariam a atividade do NCX.

Uma vez exploradas as caracteristicas de relaxamento induzidas pelos
compostos Ru-4PySH, AuNPs-{Ru-4PySH}, na auséncia do endotélio e ciente do
importante papel do endotélio como modulador do ténus vascular, foi avaliada a

participacdo do endotélio sobre os efeitos dos compostos. Como mostra a Figura 48,
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a presenca do endotélio n&o alterou os valores de Emax e pD, para o composto Ru-
4PySH (Tabela 6), indicando que aparentemente nenhum fator ou mecanismo
contribua ou prejudique seu efeito relaxante. Por outro lado, a presencga de endotélio
em tais preparacgdes isoladas apresentam um importante papel como mecanismo
adicional de relaxamento induzido pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH},, visto que em
sua presenga houve um significante aumento de pD, (Tabela 6), marcado por um
nitido deslocamento a esquerda de sua curva concentragao-efeito (Figura 49). O
efeito do inibidor da eNOS (L-NAME) reverteu a potencializagdo observada,
indicando que possivelmente o composto AuNPs-{Ru-4PySH}, poderia de alguma

forma estimular a produgdo endégena de NO.

Com base nas observacbes apresentadas na Figura 51, onde séao
apresentadas contragdes transitorias dos anéis aorticos para o composto AuNPs-
{Ru-4PySH}, em concentragdes sub-efetivas para indugao de relaxamento vascular,
foi deduzido que tal composto pudesse estar envolvido na sensibilizacdo ou ativagao
de receptores muscarinicos, cuja ativagdo no musculo liso vascular levaria a
contragao muscular. O composto poderia também ativar receptores muscarinicos no
endotélio, justificando a estimulagdo da producao endégena de NO. Analisando a
resposta obtida para o antagonismo de receptores muscarinicos por atropina para o
composto AuNPs-{Ru-4PySH}, (Figura 49) e os valores de Emax e pD, (Tabela 6),
parece ser possivel que o composto AuNPs-{Ru-4PySH}, esteja interagindo com
receptores muscarinicos do endotélio e induzindo produgcao endogena de NO, uma
vez que o antagonismo dos mesmos promovem um drastico deslocamento a
esquerda da curva concentragao-efeito, marcado por significativa redugao de pDo,
indicando perda de poténcia do composto. Uma vez interagindo com receptores

muscarinicos, o composto AuNPs-{Ru-4PySH}, possivelmente induziria alteracdes
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na mobilizacdo de Ca?* endotelial. Logo, novos protocolos utilizando microscopia de
fluorescéncia para quantificar a reducdo da [Ca®']. em variacdo percentual de
Intensidade de Fluorescéncia (AlIF%) foram realizados, porém a analise consistiu em
estudar anéis aorticos delgadamente segmentados buscando avaliar a mobilizag&o
de Ca*" induzida pelos compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH},, em células

endoteliais e do musculo liso vascular.

Conforme pode ser observado na Figura 50B, o composto AuNPs-{Ru-
4PySH}, promoveu maior reduc¢ao da [Ca®*]. em céluas do musculo liso vascular do
que o composto Ru-4PySH. No entanto, ao contrario ao esperado, observou-se
redugdo da [Ca®*]. em células endoteliais por ambos os compostos. Contudo, a
redugdo da [Ca®']. em células endoteliais induzida por AuNPs-{Ru-4PySH}, foi
significativamente inferior a induzida pelo composto Ru-4PySH. Ou seja, embora os
compostos ndo tenham nessas condigdes promovido aumento da [Ca®*]. endotelial,
o composto AuNPs-{Ru-4PySH}, possibilitou a permanéncia de uma maior [Ca®"].

nas células endoteliais se comparadas ao efeito do Ru-4PySH.

Com base nestes resultados, é dificil pressupor os mecanismos pelos quais a
[Ca*']. tenha sido reduzida nas células endoteliais. No entanto, deve-se considerar
gue nas analises de microscopia confocal ndo se emprega um agente contratil como
fenilefrina, previamente a adicdo dos compostos visto que seu emprego
desestabilizaria a interacdo do Ca*? com a sonda fluorescente. Dessa forma, é
possivel que ao reduzir a [Ca®*], nas CMLV, como um mecanismo homeostatico de
modulagcdo do tbnus vascular, as células endoteliais disponham de alguma
sinalizacdo para reducdo da [Ca®*'], endotelial. Esse mecanismo talvez possa
envolver a inversdo do NCX endotelial, a fim de reduzir ou impedir a producao

enddégena de NO. Nesse contexto, é possivel deduzir que alguns eventos celulares
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poderiam ser perdidos ou erroneamente interpretados devido as limitacbes das

técnicas de analise, como nesse caso.

E possivel que o composto AuNPs-{Ru-4PySH}, atue como um agonista de
receptores muscarinicos. Observando a estrutura quimica do composto (Figura 52)
nota-se que a presenca de grupos funcionais especificos o posiciona potencialmente
capaz de tal atuacdo. E fundamentalmente descrito que os agonistas colinérgicos
apresentam basicamente porgcdes de interacdes especificas com seus receptores,
sendo elas uma porgao éster e outra porgao definida por um grupamento quaternario
de aménio. Analisando estruturalmente o composto AuNPs-{Ru-4PySH}, observa-se
que o sitio aurico, ao modular a liberagdo do NO possibilita um maior tempo de
permanéncia do NO na estrutura composto, possibilitando que o NO atue como o
grupamento carbonila da por¢cdo eéster dos compostos colinérgicos.
Consequentemente, 0 mesmo sitio aurico ao interagir com o atomo de enxofre do 4-
mercaptopiridina gera uma regido com configuracao eletrdnica similar a de um
quaternario de aménio também presente nos compostos colinérgicos, por¢oes estas
necessarias a interagcdo com os receptores e inducdo do efeito farmacoldgico

colinérgico.

Nesses moldes, € possivel supor que o composto AuNPs-{Ru-4PySH},
apresente um mecanismo dual aditivo de relaxamento vascular, estando esses
vinculados a sua capacidade de liberagdo de NO somado a sua atividade colinérgica

com indugao de produgédo endogena de NO.
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Figura 52. A Figura apresenta a estrutura quimica da Acetilcolina a esquerda e o composto
AuNPs-{Ru-4PySH}, a direita. Tracejado em vermelho representa o grupamento carbonila e
seu possivel correspondente no composto, enquanto tracejado azul representa a porgao do

quaternario de amoénio e seu possivel correspondente no composto.
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7 CONCLUSOES

Conforme abordado no presente estudo, a técnica de funcionalizacido do
composto Ru-4PySH em AuNPs originando o composto doador de NO AuNPs-{Ru-
4PySH}, possibilitou o desenvolvimento de um composto doador de NO distinto

daqueles até entdo sintetizados e analisados pelo nosso grupo de pesquisa.

Os resultados apresentados indicam que o sitio aurico estrategicamente
introduzido ao composto Ru-4PySH possibilitou uma moderagao na liberagdo do NO
da sua estrutura quimica que mostrou-se ser uma liberagdo mais sustentada, bem
como forneceu um mecanismo de protecdo ao NO liberado contra as espécies

reativas de oxigénio presentes no tecido vascular aértico.

O redimensionamento molecular do composto em virtude da funcionalizagao
em AuNPs conferiu ao composto AuNPs-{Ru-4PySH}, maior impermeabilidade a
membrana plasmatica e consequente liberagao de NO no meio extracelular. Embora
o processo de funcionalizacdo tenha alterado a liberacdo exclusivamente para o
meio extracelular, o NO liberado pelo composto é ainda capaz de ativar a GCs,

apesar de n&o mais ativar os canais para K.

Aparentemente, a liberagdo moderada de NO somada a perda da capacidade
de ativar canais para K foram alteragbes que contribuiram para que o composto
AuNPs-{Ru-4PySH}, apresentasse um perfil de indugcdo de relaxamento vascular

relativamente mais lento que o composto Ru-4PySH né&o funcionalizado em ouro.

Com a ativagédo da GCs seguida do provavel aumento de producdo de GMPc
e consequente ativagao da PKG, é possivel atribuir a SERCA importante parcela no

efeito de redugdo da [Ca®']. induzido pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH},, pelo
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armazenamento de Ca?* no reticulo sarcoplasmatico, Por outro lado, ndo se pode
descartar a possibilidade do bloqueio dos NCX pelo composto mediado pela PKG,
resultando na perda do mecanismo de influxo de Ca?* contribuindo para reducéo da

[Ca®'].

A poténcia do composto AuNPs-{Ru-4PySH}, ndo foi diferente do seu
precursor Ru-4PySH em preparacdes sem endotélio. As alteracbes apresentadas no
mecanismo de relaxamento vascular pelo composto AuNPs-{Ru-4PySH}, parecem
corroborar para o aparente aumento da eficacia do composto em relacdo ao

composto Ru-4PySH.

Imprevisivelmente, a estrutura molecular projetada para um liberador de NO
com liberagdo modificada aparentemente possibilitou ao composto AuNPs-{Ru-
4PySHY}, interagir estericamente com os receptores colinérgicos, cuja atividade em
células endotelial propicia ao composto uma significativa potencializagdo do seu

efeito relaxante associada a producé&o enddégena de NO.

Parcialmente contrario da nossa hipotese, o composto AuNPs-{Ru-4PySH},
ativou a GCs e apesar de no ativar os canais para K" mostrou-se eficaz na redugéo
da [Ca®*],, apresentando-se como um composto de liberagdo de NO extracelular
menos potente que o NPS em preparacdes aodrticas isoladas desprovidas de

endotélio.
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