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RESUMO

Os complexos de ruténio (Ru) formam uma classeodgostos cujos mecanismos
de potencial terapéutico ainda nao foram totalmestéarecidos. Os nitrosilo complexos de
Ru Trans-cafeina, teofileno, benzoimidazol, mefinidazol e o0 Rwis-nitroso
desempenham um importante papel como sequestraderespécies reativas de oxigénio
(EROs) . O objetivo de nosso trabalho foi estudpotencial antioxidante e o possivel papel
neuroprotetor dos nitrosilo complexos de Ru neesist nervoso central de rato. Observamos
gue os nitrosilo complexos de Ru apresentam pakrsgquestrador, prevenindo a

lipoperoxidacadn vitro em homogenato total de cérebro de rato frentarsodtos com os

radicais OH e ASC . Verificamos que o nitrosilo complexo de Ris-nitroso (10uM)

previne a diminuicao da viabilidade celular emastile hipocampsubmetidas a 15 minutos
de privacdo de glicose e oxigénio (PGO), seguid®s?2dhoras de reperfusdo, portanto
apresenta efeito neuroprotetor no modelo de isquemiitro. Este composto foi capaz de
diminuir a producédo de EROs e aumentar a captag&@aluno modelo de isquemiavitro.

A protecdo celular por este composto parece envaluga menor producdo de EROs e
aumentar de captacdo de glutamato, no entantag aé € possivel correlacionar os efeitos
de sequestro de EROs e neuroprotecdo dos nitmsikplexos de Ru. Logo sdo necessarios

mais estudos para maior entendimento destes meuis
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ABSTRACT

The complexes of ruthenium (Ru) are a class of @mgs whose mechanisms
of therapeutic potential have not been fully cladf The nitrosyl complexes Ru Trans-
caffeine, theofilene, benzimmidazole, methyl-1-irdarole and Ru-cis-nitroso play an
important role as scavengers of reactive oxygeriepgdROS). The aim of our work
was to study the antioxidant potential and possit#eroprotective role of nitrosyl

complexes of Ru in the central nervous system ts. /e observe that the nitrosyl

complexes of Ru prevent lipid peroxidation indudsdthe radicalsOH and ASCin

vitro in total homogenate of rat brain. We found that thtrosyl complex Ru-cis-
nitroso (1QuM) prevents the decrease in cell viability in hippmpal slices subjected to
15 minutes of deprivation of oxygen and glucoséofeéd by 2 hours of reperfusion.
Therefore, it presents neuroprotective effect amémia modein vitro. This compound
was able to decrease the production of ROS an@aserthe glutamate uptake in the
ischemiain vitro. The cellular protection promoted by this compoumaly be related to
its effect of decreasing the production of ROS ancreasing glutamate uptake,
although it is not yet possible to correlate thée@s of ROS sequestration and
neuroprotection of nitrosyl complexes of Ru. Thereffurther studies are needed to

understand these neuroprotective mechanisms.
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“A mente que se abre a uma nova idéia jamaisnéodta seu tamanho original”

(Albert Einstein)
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INTRODUCAO

1-COMPLEXOS DE RUTENIO

Ha pelo menos 3500 anos, 0os metais preciosos esaniosl cCoOmo proposta
medicinal. Os registros mostram que o ouro fazitepda variedade de procedimentos
medicinais da Arabia e da China, pois acreditavgugeseu potencial terapéutico estava
diretamente relacionado aos valores de preciosidaggidade deste metal (Orgiv &
Abrams, 1999). Atualmente as pesquisas buscamifidantdrogas inorganicas com
propriedades medicinais, as quais possam intecagir meio biolégico para possiveis
aplicacdes terapéuticas. Os estudos continuos amsnismos de acdo de muitos
farmacos combinados com metais tém sido de grangeriancia para descoberta de
novos metalofarmacos com maior potencial terap@uéicmenos efeitos colaterais
(Allardyce & Dyson, 2001).

Os complexos de ruténio (Ru) formam uma classe a®postos cujos
mecanismos de potencial terapéutico ainda ndo fdaimente esclarecidos. No
entanto, sdo compostos que podem ser sintetizagagiade uma escolha apropriada
do ligante ao metal de transicdo, podendo esteedoities potencial para varias
aplicacdes biologicas (Creczynski-Pasa, 2001). &dsdcos cujo centro metalico € o
Ru, possuem boa aplicacdo clinica, principalmemrtie jpaixa toxicidade desse ion
metalico. Isso se deve em parte, a semelhancardpsgulades fisico-quimicas deste
ion metalico com as do ion de ferro. O organismasegue defender-se dos efeitos
causados pelo excesso de ferro, aumentando suacgmde proteinas captadoras de
ferro, como a transferrina e a albumina. Acredéagge o mecanismo de protecao do
Ru seria 0 mesmo. Além disso, 0 Ru é capaz deiatidgos estados de oxidagédo Ru

(I, 1l e IV) em condicbes fisiologicas. E posslivgpie isto esteja contribuindo para a



baixa toxicidade apresentada pelo metal (Allardgc®yson, 2001; Alessio et. al.,
1993).

Os nitrosilo complexos de ruténio sdo compostospgaem ser utilizados como
agentes potencialmente capazes de liberar ou eapéxido nitrico (NO)in vivo
(Holanda et. al., 2008).

Nos ultimos anos foi demonstrado que o 6xido mt(MO) desempenha varios
papéis fisioldégicos e patoldgicos na célula depetedda sua concentragdo no sistema
bioldgico. Por exemplo, NO participa da neurotraissép, do controle da presséo
sanguinea, da resposta a processos inflamatérieswifK et. al., 1995; Moncada &
Higgs, 1993). Todavia a producdo enddgena de Gxitico a partir da arginina pela
enzima Oxido nitrico sintase (NOS) ocorre em niveés concentracfes na faixa
nanomolares (nm) nas ceélulas endoteliais e newpeaguanto a producado de NO por
macréfagos ocorre em concentracdes na faixa deomatares (LM) nos tecidos
infectados ou com malignidade. Logo a descoberta afeitos bioldégicos do NO
impulsionaram pesquisas na area de investigac@oatiores exdgenos de NO, capazes
de libera-lo em locais especificos para o tratameet patologias (Wang et. al., 2002;
2005).

Os nitrosilo complexos de Ru como doadores de Oritlico despertaram o
interesse de pesquisadores em estudar as suaeg@ades, dentre estas a estabilidade
térmica do Ru ligado ao 6xido nitrico (Ru-NO) e asgbilidade de liberagdo do NO
para alvos fisiolégicos especificos, a partir daredacéo eletroquimica ou fotoquimica
(Sauaia et. al., 2003; Oliveira et. al., 2003). thesstrutura de nitrosilo complexos de
Ru, Trans-[Ru (NO) (Nb)4L], constituida por um metal de transi¢édo (rutérémyinas e
ligantes, o complexo sob estimulo fotoquimico éizxétb e tém como produto o Trans-

Ru (NHs)4L(H20) e liberacdo do radical 6xido nitrico (Lopesatt. 2001; Lopes et. al.,



2004). Os compostos nitrosilados e tetraaminospscujgantes sdo moléculas
heterociclicas: cafeina, teofileno, imidazol, métimidazol, demonstraram dissocia¢ao
do NO gquando foram reduzidos (Holanda et. al., a0Blanda et. al., 2004b).
Wieraszko e colaboradores (2000) demonstraram qoigrasilo complexo de
Ru Trans-[(NO) (P(OEt})(NH3)4sRu](PFs)3) em cultura de hipocampo, apresenta efeito
liberador de NGn situ. Estudo realizado com células da musculaturavésaular de
ratos hipertensos incubadas na presenca de umsilotroomplexo de Ru na
concentracdo de 0,1mmol/L durante trés horas apeesen auséncia de citotoxicidade,

efeitos de relaxamento vascular e hipotensdo (@aitaal., 2009).

Os compostos de Ru capturadoreshi@ foram desenvolvidos, com o objetivo

de diminuir o excesso d&NO produzido no organismo, em algumas situagoes

especificas. As culturas de macréfagos ativadasubadas com os complexos deiRu
vitro, apresentaram reducdo dos niveis de nitrito piddszdemonstrando o potencial
sequestrador dos complexos de ruténio (Frickealgt1997; Creczynski-Pasa et. al.,
2001).

Muitos complexos de Ru com estado de oxidacdo Illlotém apresentado
atividade antitumoral (Clarke, 2003; Zang, and kimp 2003). Keppler e colaboradores
(1989; 1990), focalizaram seus estudos nos compldgdRu lll, descrevendo a sintese
e a atividade anti-neoplasica dos complexos de iidazol (Rulm) e Ru indazol
(Rulnd).

Constituem propriedades bioldgicas atribuidas aosptexos de Ru: atividade
anti-neoplasica associada a sua seletividade éispegicélulas cancerigenas (Carballo
et. al., 1997); capacidade de ligacdo com biomtdédais como DNA (Zhao & Clarke,

1999); capacidade para interagir com proteinasc@iso albumina e apotransferina



(Gonzalez-Vilchez et. al., 1998), capacidade derfetir na via do NO (Fricker et. al.,
1997).

Outros complexos de Ru I, que ndo possuem NO aeestrutura, ditos nao
nitrosilos, tém sido estudados, dentre estes, snmiaocarboxilados. Foi demonstrada
a atividade sequestradora de radicais livres doptea de Ru poliaminocarboxilado,
Trans-[RuC} (i-nic)4 ] cujo o grupo ligante é acido nicotinico. Estenptexo diminuiu
0s niveis de nitrito nas culturas ativadas por gfagos, protegendo os hepatécitos
vivo da peroxidacao (Creczynski-Pasa et. al., 200Bst@do do Trans-[Rugtl-nic), ]
por Beirith et. al.,, 1999, revelou sua acdo antceptiva frente a resposta de dor
induzida por formaldeido, nas fases inicial (neéroggp) e tardia (inflamatéria). Outros
efeitos farmacoldgicos destes compostos tambémmfaealiados nos modelos de
ansiedade e formacdo da memaénaivo. O complexo Trans-[Rugli-nic),] injetado
em animais 30 minutos antes da sesséo de treitouafeetencdo da memaiia vivo.
Nao foi observado nenhum efeito nos parametrosndee@ade. O resultado sugeriu
inibicdo da NOS induzida pelos complexos de Ruv@&dori et. al.; 2006).

Buscando conhecer melhor suas propriedades, dsvéipsms de complexos de
Ru tém sido amplamente sintetizados e investigpdosarios grupos de pesquisadores
(Donnici et. al., 2009; 2008; Holanda et. al., 200&ardi et. al., 2008; Bonaventura et.
al., 2006). Neste estudo, tendo-se em vista ososfdioldgicos apresentados pelos
complexos de Ru, tivemos o propdsito de investigar efeitos antioxidantes e
neuroprotetores de cinco nitrosilo complexos de R&o eles: cloreto de trans-
tetraamina cafeina nitrosilo ruténio I, cloreto tlans-tetraamina teofileno nitrosilo
ruténio I, hexafluorfosfato de trans-tetraaminanzmmidazol nitrosilo ruténio I,

hexafluorfosfato de trans-tetraamina metil-1-immlazitrosilo ruténio Il e cloret@is-



tetraamina nitroso nitrosilo ruténio 1l (Holanda at., 2004; Lopes et. al., 2001). A

estrutura dos nitrosilo complexos de Ru esta reptada na Figura 1.
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Fig.1. Estruturas dos nitrosilo complexos de rwtérfA) Cloreto trans tetraamina
cafeina nitrosilo ruténio Il, (B) Cloreto transré&mina teofileno nitrosilo ruténio lI,
(C) Hexafluorfosfato trans tetraamina benzoimidamwbsilo ruténio Il, (D)

Hexafluorfosfato trans tetraamina meti-1-imidazitasilo ruténio 1l, (E) Cloretais-

tetraamina nitroso nitrosilo ruténio Il



Tabela 1 Caracteristicas fisico- quimicas dos nitrosilmptexos de Ru (Holanda et.

al., 2004; Lopes et al., 2001).

Complexo Nomenclatura Ligante PM
(A)Trans-[Ru(NH)4(CafC)(NO)]Ck Cloreto trans tetraamina Cafeina 498,59
cafeina nitrosilo ruténio Il
(B)Trans-[Ru(NH)4(TeoC)(NO)]Ck Cloreto trans tetraamina | Teofileno 4845 g
teofileno nitrosilo ruténio Il
(C)Trans-[Ru(NH)4(BzoC)(NO)](Pk)3 Hexafluorfosfato trans | Benzoimida| 422,5g
tetraamina benzoimidazol zol
nitrosilo ruténio Il
(D)Trans-Ru(NH)4(MetN)(NO)](PF)3 Hexafluorfosfato trans Metil-1- 386,59
tetraamina meti-1-imidazol imidazol
nitrosilo ruténio Il
(E)Cis-[Ru(NHs)4(NO ),]Cl3 Cloretocis- tetraamina Nitroso 335,59

nitroso nitrosilo ruténio Il

Caf C = Cafeina coordenado ao Ru via atomo de narbo

Teo C = Teofileno coordenado ao Ru via atomo deccar

Bzo C = Benzoimidazol coordenado ao Ru via &tomcadlkono

Met N = 1-metilimidazol coordenado ao Ru via atotemitrogénio

Nit N = Nitroso coordenado ao Ru via atomo de gi&mo

PM= peso molecular



2-EXCITOTOXICIDADE GLUTAMATERGICA

A acdo excitatoria do glutamato no cérebro e naumaesspinhal dos mamiferos
€ conhecida desde 1950 (Hayshi, 1952; Curtis Waitki®60). O glutamato (Glu) é
considerado o mais importante mediador de sinaitatéirios no sistema nervoso
central (SNC) dos mamiferos e esta envolvido enmeasp funcionais normais do
cérebro incluindo cognicdo, memoéria e aprendizageonnum, 1984; Ottersen &
Storm-Mathisen, 1984; Collingridge & Lester, 198#%adley & Grillner, 1990).

O Glu pode ser liberado do terminal pré-sinapticogxocitose (Danbolt, 2001).
Este neurotransmissor € armazenado nas vesicul@sndimal pré-sinaptico e liberado
por um mecanismo dependente de célcio. O Glu &gando seus receptores de
membrana, classificados como receptores do tipétiopicos e metabotrdpicos. Os
receptores ionotropicos sdo canais i6nicos depéssleda ativacdo por ligantes
especificos. S&o trés os tipos de receptores {piotrs identificados
farmacologicamente por suas afinidades com agensitdééticos: AMPA (alfa-amino-
3-hidréxi-metilisoxazole-propionato), Cainato e NMKD (N-metil-D-aspartato)
(Madden, 2002). Os receptores metabotrépicos darghto estdo acoplados a proteina-
G e sdo nomeados de mGIuR1 ao 8. Estes receptoaps identificados e classificados
em trés grupos (I, Il e lll), baseados na homolaogiaeqiéncia de aminoacidos, vias de
transducéo de sinais e seletividade farmacolodfiearty & Markou 2004).

O papel paradoxal do glutamato, ora indispensawelocmediador dos sinais
excitatérios, por exemplo, na plasticidade do sistenervoso, ora téxico causando
morte celular, € dependente dos seus niveis dectyacao extracelular, como também

do tempo de exposicao do Glu na fenda sinapticali@lg 2001).



No cérebro, apds a liberacdo do glutamato na feidgptica, a sua retirada é
feita por transportadores de membrana neuronaistrecddrios, visto que na fenda
sinaptica ndo ha uma enzima capaz de degrada-lmo cocorre com outros
neurotransmissores (Takahashi et. al., 1997). Bsdasportadores especificos e com
alta afinidade pelo glutamato sdo essenciais [aatiziar a transmissédo sinaptica, bem
como para manter a concentracdo de glutamato ehitac abaixo dos niveis de
neurotoxicidade. S&o cinco os subtipos de transgpores de glutamato estruturalmente
distintos: GLT-1(Transportador de Glutamato-1), &IJA (Transportador de
Glutamato/Aspartato), EAACI (Carreador Aminoacideciatorio), EAAT4 e EAATS
(Transportador Aminoacido Excitatério), identificesde caracterizados por clonagem
em roedores (Sims & Robinson, 1999). O GLAST e olGLséao transportadores
expressos predominantemente em astrocitos enqea®€1, EAAT4 e EAATS estdo
expressos nos neurdnios (Figura 2). Em humanoddsgtificados como EAAT1-5
respectivamente (Seal & Amara, 1999).

O transporte de Glu é dependente de’.NRara cada molécula de Glu
transportada para o meio intracelular, pelas prageitransportadoras, gliais ou
neuronais, ocorre simultaneamente o transporteédeidns de sodio (Nge um fon de
hidrogénio (H), acompanhado da saida de um fon de potassip [f&ra meio
extracelular. Portanto este mecanismo é dependerttem funcionamento das bombas
de N&/K* ATPases, responsaveis pela manutencdo do gradgient®ncentracdo de
fons de (N§ (K"), o qual produz a forca necessaria para condusiansporte de
glutamato do meio extracelular para o citoplasnmeni{&cho & Massieu, 2006). Logo os
niveis de ATP sdo importantes para o controle dasmissdo glutamatérgica e a
captacdo do Glu diminui os niveis desse neurotrmsem na fenda sinaptica,

prevenindo a excitotoxicidade do Glu (Danbolt, 2001



Em alguns casos de dano celular, como a isquern@reoum desequilibrio
ibnico, diminuicdo nos niveis de ATP intracelulacarretando acimulo de Nao
interior das células, podendo ocasionar a revedkiidransporte de glutamato. O
transporte reverso destes transportadores levaaamanor liberacdo de Glu no espaco
extracelular, aumentando a sua concentracdo na feindptica (Rossi et. al., 2000;
Camacho & Massieu, 2006).

Na excitotoxicidade glutamatérgica ocorre uma [sfpesicdo de receptores
glutamatérgicos, AMPA e, em especial os do subltimMbA, com ativacao indireta de
canais de ions calcio dependentes de voltagenlfaieda em um grande influxo de
calcio intracelular. Consequentemente aumento daetdracdo deste ion no interior
das células. O aumento de calicitracelular pode ativar proteinas cisteinas psa®a
denominadas calpainas e caspases, que por suaoslem glegradar uma série de
substratos como: proteinas de citoesqueleto, m@esptde membrana e enzimas
metabdlicas ((Meldrum, 2000; Mattson, 2000).

Molz e colaboradores (2008b) demonstraram no modelaoxicidade por
glutamato (Glu) em fatias de hipocampo de ratwitro, uma significante reducéo da
viabilidade celular apds 6 horas de incubacédo caio uhe cultura. Foi observado que a
morte celular induzida por Glu ocorreu através idaapoptotica, pois o Glu induziu a
liberagcdo do citocromo c¢ da mitocOndria, ativac&ocdspase-3 e fragmentacdo de

DNA.



Glu @
Presynaptic
T Neuron

GIn

Postsynaptic
Neuron

Glial cell

Figura 2. Sinapse glutamatérgica:O glutamato liberado na fenda sinaptica interage
com seus receptores de membrana (AMPA, KA, NMDA@IuR). A recaptacdo do
glutamato ocorre através da atividade de seuspwaiasiores de membrana localizados
nos astrocitos (GLT-1, GLAST) e nos neurdnios (EAACEAAT4). Nos astrocitos, o
glutamato (Glu) pode ser convertido em glutamindnGa qual € liberada dos
astrocitos e captada pelos neurdnios, onde a Gava&mente convertida em Glu. O Glu
entdo é armazenado nas vesiculas sinapticas (ddajgaGONZALEZ & ROBINSON,
2004).

10



3- I SQUEMIA E ESTRESSE OXIDATIVO

A isquemia cerebral focal ou global é caracterizada uma interrup¢do do
fluxo de sangue cerebral em regifes especificagédebro (Chan, 2001). Embora
ocorrendo de forma transitoria, a isquemia causaragibes neuropatolégicas que
resultam em dano cerebral severo, inclusive a moetgronal em areas onde o0s
neurdnios sdo mais vulneraveis, tais como a redéAl do hipocampo (Kirino,
1982; Pulsinelli et. al., 1982; Uchino et. al., 2D0A deficiéncia de nutrientes no
cérebro que ocorre durante a isquemia, constifiatios primario pelo qual se inicia uma
cascata de eventos celulares que levam a neurcztegéon pelos seguintes
mecanismos: necrose e apoptose (Banasiak et.0dl; Ziepfel et. al., 2000).

Na isquemia ocorre necrose rapida no tecido isqréroentral enquanto a
apoptose neuronal se manifesta na area isquémaavizinha. Esta area é chamada
de zona de penumbra, que se forma por um periodmi@ds a dias apds o inicio do
evento isquémico. Portanto a apoptose seria 0 @@opossiveis intervencdes
terapéuticas, na qual esta presente esta janeldisgenibilidade. O processo de
apoptose isquémica talvez seja o gatilho pararess& oxidativo e hiperativacdo dos
receptores de glutamato (Marzo et al., 1998; Direagl, 1999; Mattson and Kroemer,
2003). Durante a isquemia, a liberacdo excessivgletamato tem papel importante
como mediador do dano neuronal isquémico (RothmarOl&ey, 1986). Ocorre
ativacdo sustentada dos receptores glutamatérigicosopicos, dentre estes o receptor
de NMDA. Este quando ativado torna-se permeavei@us C&% contribuindo para o
aumento da concentracdo de calcio livre intracelel@onseqientemente para ativagéo
de uma cascata de eventos metabdlitos que levaprta oelular (Siesjo, 1988; Choi,

1992).
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No dano isquémico ha uma diminuicdo na producaéd e, que resulta em
uma falha na atividade das bombas ibnicas, como @&/KNATPase, cujo
funcionamento é relevante para manutengcdo do grtadi@nico através da membrana.
Esse prejuizo metabdlico contribui para uma malmerdcdo de neurotransmissores
excitatorios como o0 glutamato. Este evento conleecobmo excitotoxicidade
glutamatérgica, €& caracteristico em alteracBes amguthipoxia, encefalopatias
iIsquémicas, traumatismo craniano) ou alteracoeniaa® (epilepsia, esquizofrenia,
alcoolismo, doencas neurodegenerativas como Parkinkluntington, Alzheimer
(Olney et. al., 1990; Segovia et. al., 2001).

Assim, a elevada concentracdo de calcio duranteqaeimia, decorrente da
liberacdo massiva do Glu do terminal pré-sindpticontribui para o aumento da
formacdo de espécies reativas de oxigénio e nitiog@Nhite, et. al., 2003). Os
transportadores de Glu, responsaveis pela capt@gaBlu na fenda sinaptica, sdo
vulneraveis a oxidagdo, pois possuem sitios deioes regulados pelo estado redox
(Camacho & Massieu, 2005). Logo o aumento das &spéeativas de oxigénio pode
diminuir a captacdo de Glu (Trotti et. al., 1998pmyholi et. al., 2006), o que pode ser
um mecanismo associado ao dano celular induzigoigpgliemia.

Na isquemia, a privacdo de glicose e oxigénio quere nas células pode ser
seguida de reperfusdo. A reperfusdo como tentalévanormalizar o fluxo na area
afetada, oferta “excesso” de oxigénio, que podepdissar a demanda mitocondrial,
favorecendo a formacao de radicais livres, inafigado sistema de detoxificacdo e
aumento do consumo de antioxidantes (Vaugh&elanty, 1999; Cucchia& Kasner,
2001).

S&o varios os estudos sobre os radicais livregentas oxidantes, também
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conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ER@spécies reativas de nitrogénio
(ERNSs), envolvidas em diversas patologias neuro&®dentre elas, a isquemia cerebral
e reperfusdo (Chan, 2001). Sao espécies reativagigénio: anion superéxido (Q),
radical hidroxila (-OH), radical hidroperoxila (-@Hradical peroxila (ROO-) e o radical
alcoxila (RO-). Existem outras espécies derivadasoxigénio, porém que ndo séo
tratadas como radicais livres, como por exempl@exido de hidrogénio @D,),

acido hipocloroso (HOCI) (Halliwell & Gutteridge929). Sdo consideradas espécies
reativas de nitrogénio: mondéxido de nitrogénid) e dioxido de nitrogénio (NG e o

peroxinitrito (ONOO-), embora este Uultimo sejalwecido como néo-radical (Halliwell
& Gutteridge, 1999; Kehrer, 1993).

O desequilibrio que favorece a producédo de agemtesxidantes em relacéo
aos agentes antioxidantes € chamado de estreskdivxi Nesta condicdo, em que ha
uma producdo excessiva de EROs e ERNSs, as célofaant-se incapazes de
detoxificar o organismo. Estas espécies reativdempocausar danos a varias moléculas
bioldgicas, tais como DNA, proteinas, carboidradgpideos (Sies, 1993). Os lipideos
que fazem parte das membranas biolégicas sao e quimicamente por radicais
livres alterando a permeabilidade da membrana lamcéom conseqiente ativacédo de
fosfodiesterase, e eventual ruptura da membranm &aleterioracdo da membrana
celular, acredita-se que o0 acumulo dos produtosnddos na lipoperoxidacao
(malonildialdeido e 4-hidroxialquenil), aumenta igidez e diminui a eficiéncia
funcional da membrana causando o envelhecimentiugrgSies, 1993; Kehrer, 1993;
Halliwell & Gutteridge, 1999).

Dentre as enzimas pro-oxidantes ativadas no estosgsativo para formacéo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONAIResta a enzima Oxido Nitrico

Sintase (NOS). Existem trés isoformas da NOS n@ngmima do SNC: a NOS
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neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS) e a NOS zndl (iNOS). Além disto, a
NOS desempenha um papel importante na protecdoventos isquémicos (Chan,
2001). A NOS endotelial cuja atividade dependedlei@, quando ativada por aumento

na concentracdo de célcio intracelular, a partiratigacdo dos receptores NMDA,

produz o6xido nitrico NO), cujo papel vasodilatador poderia minimizarpvavenir o

dano neurolégico (Vaughan & Delanty, 1999). A NO&unmonal, a isoforma com

distribuicdo abundante no SNC, também estd enwwlvia neuroprotecdo, pois 0s
estudos no modelo de isquenifavitro e in vivo mostraram que 0s neurbnios que
expressam nNNOS sdo resistentes aos danos isquég@oedt and Snyder, 1990;

Ferriero et. al., 1988; Wei, et. al., 1999)

Diferentes modelos de isquenim@mvivo e in vitro sdo estudados, entre eles a
privacdo de glicose e oxigénio (PGO) utilizandeafade hipocampo (Oliveira et. al.,
2002; Brongholi et. al., 2006). As fatias de hipopa constituem um excelente modelo
de estudo por manterem as conexdes e circuito®magriocais e também pela facil
aplicacdo de drogas as mesmas (Schmidt-Kastnee@ndy 1991).

Nos resultados obtidos no nosso laboratério conodeto de isquemi vitro
através da privacdo de glicose e oxigénio por 18 eminutos,houve diminuicao
significante na viabilidade celular. Entretantoeparfusdo durante 60 ou 120 minutos
nao aumentou morte dessas ceélulas (Brongholi.e2G06).

Acidentes cérebro-vasculares constituem uma dasipais causas de morte no
mundo, com isso varios estudos vém sendo realizadosgentativa de encontrar
compostos capazes de proteger as células aposnomsdg@émico @] Collins, et. al.,
2006). S&o varios eventos intracelulares que atoem insultos neurologicos, tais
como isquémico, traumatico ou convulsivo. Dentre egentos intracelulares

neuropatoldgicos esta a producdo de EROs, cujmqatedeletério esta relacionado a
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vérias patologias. Portanto tornam-se relevantesuglos realizados na tentativa de se
identificar estratégias antioxidantes e neuropoodst Nosso trabalho justifica-se pela
importancia do estudo de novos compostos (nitrasilmplexos de Ru) com possivel

potencial antioxidante e papel neuroprotetor fraoinsultos neurologicos.
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4- OBJETIVO GERAL

Estudar o potencial antioxidaritevitro e de neuroprotecéo celular dos Nitrosilo
Complexos de Ruténio (Run vitro em um modelo de isquemia cerebral e de

toxicidade glutamatérgica.

4.1- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito sequestradde radicais livres dos nitrosilo complexos de Run
vitro;

2. Avaliar o efeito protetor dos nitrosilo complexde Ru frente a lipoperoxidacao
em homogenato de cérebro de rato, induzida pethisaia hidroxila {OH) e ascorbila
invitro ;

3. Avaliar se os nitrosilo complexos de Ru altermmiabilidade celular em fatias de
hipocampo de ratas vitro;

4. Avaliar um possivel efeito protetor dos nitrosdomplexos de Ru em fatias de
hipocampo de ratos submetidas a privacdo de glieoseigénio (PGO) e toxicidade

com glutamaton vitro.
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5-MATERIAIS E METODOS

5.1-REAGENTES

2-deoxiglicose, Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazoliRd,5-difeniltetrazdlico (MTT),

Dimetilsulfoxido (DMSO), deoxirribose, Acido Tiolgtirico (TBA), Acido

tricloroacético (TCA), Trolox, acido L- ascorbicéidroxido de sodio (NaOH),
Sacarose, Sulfato ferroso (FeSO4), cloreto de (fee©l3) cloreto de sodio (NacCl),
fosfato dibasico de soédio (BHPO;), fosfato monobasico de sédio (N&HD),

peréxido de hidrogénio @#@,), Manitol 25mM, HCI, L-[H]glutamato adquirido pela
Perkin Elmer, Liquido de cintilacdo adquirido peRerkin Elmer, 201,71

diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFDA).

5.2-NITROSILO COMPLEXOS DE RUTENIO
Foram utilizados neste estudo cinco nitrosilo caxpé de ruténio, a seguir:

trans-[Ru(NH),cafeina(NO)]C, trans-[RuNH)teofileno(NO)]Ck, trans-[Ru
NHz3)smetil-1-imidazol(NO)]PE, trans-[RuNH)sbenzoimidazol(NO)|P§& Cis
[RuNHz)4; nitroso(NO)]C4 Eles foram sintetizados no laboratério do Departamde
Quimica Organica e Inorganica da Universidade Rédakr Ceara (UFC), coordenado
pelo Prof. Dr. Luis Lopes e gentilmente cedidosgebfessora Dr2. Tania Creczynski-
Pasa, do Departamento de Pds-Graduacdo em Ci&raiascéuticas da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Estes nitrositgptexos de ruténio sao soliveis em
agua e fotossensiveis. A solucéo estoque paraccawigosto foi solubilizada em agua e
armazenada em eppendorffs envolvidos com papelimiora mantidas no freezer. As

concentracdes finais de 1, 10, 50, 100 e 500uM aha ccomposto usadas nos
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experimentos foram preparadas minutos antes dautdimacdo, a partir da solugéo

estoque.

5.3-EQUIPAMENTOS

Banho Maria Biomatic

Estufa de cultura modelo 002 CB FANEM LTDA
Leitora de Elisa — Labsystems Multiskan MS
Fatiador de tecidos Mcllwain — Brinkmann Laboratory
Agitador tipo Vortex- PHOENIX/AP-56

Balanca analitica-SARTORIUS/Basic

Centrifuga —-EPPENDORF/5410

Centrifuga refrigerada- MPW/350 R
Espectrofotdmero- PHAMARCIA/LKB- Ultospec Il
Tecan (Leitor de Placa Multifuncional)

Cintilador Tri-Carb 1600 TR — Packard

5.4-ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (@D alias), provenientes do
Biotério Central da UFSC e mantidos no biotérimsat em ciclo claro/escuro de 12
horas, e com agua e racad libitum. Os “Principios Eticos do COBEA” foram
seguidos para todos os experimentos. O protocolpeadguisa foi aprovado pela

CEUA/UFSC (23080.006902/2003-61).
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5.5-PREPARAQAO DO HOMOGENATO DE CEREBRO TOTAL

Apbés a morte dos animais por decapitacdo, os @¥ebtlos ratos, foram
removidos rapidamente, colocados em 10 mL do tardp&acarose 0,32M e mantidos
no gelo para posterior pesagem e prepara¢do dodematm. O cérebro do animal foi
homogeneizado sob banho de gelo a 4°C, em umattdude tecidos, na proporgéo 1:5
(p/v), em tampéao de solubilizagdo contendo pR® 20mM, NaHPO, 20mM (pH
=7,4), NaCl 150mM e Triton X-100 0,1%. O homogendiz foi centrifugado a 10.060
durante 10 min., sob 4°C. O sobrenadante foi detira dividido em aliquotas para
determinacdo de proteinas. O restante do homogetwefai armazenado (Knowels et.

al., 1990).

5.6- DETECCAO DO RADICAL HIDROXILA (*OH) in vitro

A formacé@o e monitoramento do radical *OH foi deiieado pelo método da
deoxirribose de acordo com Gutteridge & Halliwell988). O radical «OH foi
produzido pela reacdo do peréxido de hidrogénio ooferro, levando a oxidacdo da
deoxirribose. Para um volume final de 350ul, comssvespectivas concentragdes
finais, inicialmente foi incubado por 5 min. a 25°%2uM cloreto de ferro (FeG) e
agua destilada ou 100uM EDTA. Em seguida forantiad@dos 50ul de: 10 mM
tampéao fosfato de potassio pH 7.4, 2,8 mM dedadse, 100uM ascorbato, 2,8mM
peroxido de hidrogénio e incubados por 60 min.“&€3Ap0ds o periodo de incubacao, a
reacao foi paralisada pela adicdo de 300ul acidoeracético (TCA) 2,8% e de acido
tiobarbitdrico (TBA) 1%. Por fim, foram incubadoserpl5 min. & 100°C, e 5 min. em

gelo. A absorbancia das solugdes foi medida esgetimetricamente efk= 532nm.
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5.7- DETECCAO DO RADICAL ASCORBILA

Este método baseia-se na oxidacdo induzida peioatagiscorbila (As3 no

modelo de membrana lipidica em homogenato de cerébrratoin vitro. Em um
volume final de 200ul, o radical ascorbila foi puaitio pela reacdo de acido ascorbico
500uM com sulfato ferroso 25uM em tampéao Tris- BQIM em pH 7,4 , na presenca
de 25ul homogenato de cérebro de rato total, cojacentracédo de proteina foi mantida
em 1,5mg/mL. Os ensaios foram realizados em tafdice ap0s a preparacado das
reacdes mencionadas acima, os eppendorffs foramvados em banho-maria a 37°C
por 20 min., seguidos da adicdo de 200ul aciddéotdacético (TCA 12%) e acido
tiobarbittrico (TBA 0,73%). Por fim, foram novamenincubados a 100°C por 15
minutos (Sanz et. al., 1994).

A peroxidacao lipidica foi determinada pela fogd@ de coloracdo rosea nas
solucbes analisadas pelo método do &cido tiobadwtu(TBA). O nivel de
lipoperoxidacdo é indicado pela formacdo majoatadie malondialdeido e outras
substancias que reagem com o acido tiobarbitUlB8ARS), sendo acompanhado por
analise espectrofotométricaia532nm (Halliwell & Gutteridge, 1981-1987; Bird &
Draper, 1984; Ohkawa et.al., 1979). O teste avalidano celular induzido pelo radical
ascorbila e a acdo protetora dos nitrosilo comgede Ru. Os resultados foram
expressos em percentagem, tomando-se os valoréssna@d absorbancias dos ensaios,
tendo-se como valor controle 100% de peroxidagéiditia para os homogenatos (Bird

& Draper, 1984; Buege &Aust,1978; Ohkawa et. #79; Sanz et. al., 1994).
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5.8-DETECQAO DO RADICAL HIDROXILA

Este método baseia-se na oxidagéo induzida peicatdddroxila (-OH) em um
modelo de membrana lipidica. Em um meio de reag@itendo 50ul homogenato de
cérebro total de rato, cuja concentracdo de prtieirmantida em 1,5mg/mL, o radical
hidroxila (-OH) foi produzido pela reacdo de acdaodrbico 0,1 mM e cloreto de ferro
20uM, peroxido de hidrogénio com 2,8mM em tampasfai® 10mM. Apds a
preparacao da reacao cujo volume final foi igud@58ul, os tubos de ensaio foram
incubados em banho-maria a 37°C por 40 minutos.sEguida foram adicionados
300u! &cido tricloroacético (TCA 12%) e de acidobérbitarico (TBA 0,73%), e
novamente incubados a 100°C por 30 minutos. A paag&o lipidica foi determinada
pela formacdo de coloracdo rosea nas solucbessadtadi pelo método do acido
tiobarbitdrico (TBA). O nivel de lipoperoxidagddrélicado pela formacdo majoritaria
de malondialdeido e outras substancias que reagem @ acido tiobarbitlrico
(TBARS), sendo acompanhado por analise espectroiitaca a 532nm (Halliwell &
Gutteridge, 1981-1987; Bird & Draper, 1984; Ohkastal., 1979). O teste avaliou 0
dano celular induzido pelo radical hidroxila e @@protetora dos nitrosilo complexos
de Ru. Os resultados foram expressos em percentagerando-se os valores médios
das absorbéancias dos ensaios, tendo como valaotaD0% de peroxidagéo lipidica

para os homogenatos (Ohkawa et. al., 1979; Sank,e1994).

5.9-PREPARAC}AO DAS FATIAS HIPOCAMPAIS E PRIVA(;AO DE GLICOSE
E OXIGENIO

Os animais foram mortos por decapitacdo e os hippoa foram rapidamente
removidos e mantidos em tampéao Krebs-Ringer bicetoo(KRB = 10mM composto

de NaCl 122mM; KCI 3mM; Cagll,3mM; MgSQ 1,2mM; KH,PO,0,4 mM; NaHCQ
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25mM; D-glicose 10mM) gelado e gaseificado com agémio (95% @ - 5% CQ)
para atingir o pH 7,4. As fatias (0,4mm de esp@gdoram obtidas utilizando-se um
fatiador de tecidos de Mcllwain, sendo separadesi@adas em tubo contendo KRB.
Estas foram gaseificadas com carbogénio por apemdamente 15 segundos para pré-
incubacdo por 30 min. a 37TC. Apds o periodo da pré-incubacéo, iniciou-se a
incubagdo, com a troca de meio do KBR da pré-ingéutgelo tratamento escolhido
para cada grupo de fatias em triplicata. Fatiagralenforam incubadas por 1 hora no
tampédo KRB e gaseificadas com carbogénio.

Para obter-se o0 modelo de privacado de glicose géoid (PGO), a glicose do
tampdo KRB foi substituida por 10 mM de 2-deoxégdie (um analogo nao utilizavel
da glicose) e o tampéo foi gaseificado com nitrag@Rocock & Nichols, 1998). As
fatias foram incubadas neste tampdo em PGO pornifos. O tampao da PGO foi
substituido por tampdo KRB na auséncia ou presdaganitrosilo complexos de Ru
(10uM), gaseificado com carbogénio (fisiolégicok katias foram mantidas por um
periodo de 2 horas de reperfusdo e a incubacdimétizada colocando-se as fatias em

banho de gelo (4° C).

5.10-TRATAMENTO DAS FATIAS

Para avaliagdo da participacdo dos nitrosilo coxggslede Ru na protecao
celular, os complexos (10pMoram incubados em 200ul, em todwss grupos: fatias
controle com tampao KRB; 15 minutos de PGO e ngarde 15 minutos PGO
seguidos de 2 horas de reperfusdo. Foram feitamule concentragcdo dos nitrosilos
complexos de Ru para identificagdo de concentrag@egoxicas (1, 10, 50, 100 e 500

uM) para as fatias hipocampais e com possivel efeitwoprotetor contra a PGO. Os
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compostos avaliados foram os seguintes: Trans-Rositdo (Cafeina)Gl Trans-Ru-
nitrosilo (Teofileno)Cd, Trans-Ru-nitrosilo (Benzoimidazol)BF Trans-Ru-nitrosilo
(Metil-1-imidazol)PE e o cis-Ru-nitrosilo(NO}Cl;. Estes compostos foram

inicialmente avaliados em concentracdes micromsl@eeczynski-Pasa, 2001).

5.11-ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada pela reducaoMoT (3-[4,5-Dimetiltiazol-2-
il]-2,5-difenil-tetrazolium brometo = Thiazolyl b&). O MTT € um sal de tetrazolium
solivel em &gua, que é convertido a um formazamuparinsoltvel apds clivagem do
anel de tetrazélio por desidrogenases mitocondflasmann, 1983). Apos o periodo
de PGO e reperfusédo, as fatias hipocampais foranbadas com 0,5mg/ml de MTT
por 20 minutos a 3T e o formazam reduzido foi solubilizado pela adlidé dimetil-
sulfoxido. A viabilidade celular foi proporcional léitura da absorbéancia medida em

leitor de Elisa (540nm).

5.12-TOXICIDADE COM GLUTAMATO

As fatias foram incubadas com glutamato (10mM) eRBKpor 1 hora. O
nitrosilo complexo de Ru nitroso quando presenteifoubado por 30min antes da
adicdo do glutamato. Apds esse periodo o meiefobrido e substituido pelo meio de
cultura composto de 50% DMEM, Gibco (Meio ModificaBtade!! s Dulbeccol] S),
20mM de HEPES e 100ug/ml de gentamicina a 37°Cteraséera carbbnica (Molz et.
al., 2008b). As fatias foram mantidas por 6hs adigis de incubacdo no meio de
cultura para avaliagdo da viabilidade celular petsaio do MTT. A absorbéancia

medida no leitor de Elisa (540nm) é proporcionalkhilidade celular.
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5.13-ENSAIO DE CAPTAGAO DE L- [°*H] GLUTAMATO

A captacdo L-JH] glutamato foi realizada segundo descrito por Mel. al.,
2005. ApGs a incubacgdo, o meio contendo tampdo KWRBampao isquémico foi
retirado e as fatias foram incubadas com HBSS (Che9 mM, NaCl 136,9mM, KClI
5,36mM, MgSQ 0,65mM, NaHPQ, 0,27mM, KHPO, 1,1mM, Glicose 2mM, Hepes
5mM) ou HBSS colina (para tirar Nao NaCl e NgHPQ, foram substituidos por
Cloreto de colina (137mM) por 15 min. A captacéabirficiada apos a adicdo de 0,33
uCi/ml L-[*H]glutamato e glutamato ndo marcado na concentrégdlode 100uM, por
7 min. Apos esse periodo o meio foi descartadofatas lavadas 2 vezes com HBSS
ou HBSS-colina gelados. Em seguida as fatias fa@lbilizadas em uma solucédo de
0,1 N NaOH/0,01% SDS. A determinacéo do contetittadelular deH]L-Glutamato

foi avaliada em um contador de cintilacao liquida.

5.14-MONITORAMENTO DA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE

OXIGENIO

As fatias de hipocampo inicialmente foram submetida modelo PGO 15
minutos e PGO 15 minutos seguido de 2 h de re@afoa presenca ou ndo do nitrosilo
complexo de Ru-nitroso (C). Em seguida foram indalsacom 80uM2(],7[]
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFDA) em BseRinger bicarbonato por 30
min., a 37°C.Apoés o periodo de incubacéao, as fatias foram Evadm KRB e seguiu-
se a leitura no leitor de placas multifuncional q@®). A excitacdo e emissdo do
comprimento de ondas foram de 485 e 520nm respewtinte. O DCFDA foi usado

para mensurar o0s niveis intracelulares de espeésaéisas de oxigénio (EROS).
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5.15-DOSAGEMDE PROTEINAS

O conteudo proteico das fatias de hipocampo ferdehado pelo método de

Lowry e colaboradores (1951). Foi utilizada albuanvina sérica como padrao.

5.16-ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram avaliados através diésarde variancia de uma via

(ANOVA), seguido do Teste de Duncan, quando necess®s resultados foram

considerados significativos quando p < 0,05.
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6- RESULTADOS

6.1-Avaliacdo da oxidacdo da deoxirribose pelo radal hidroxila ((OH) in vitro

pelos nitrosilo complexos ruténio

Na interacdo do ion de ferro com perdxido de hiéinog € produzido o radical
hidroxila, a partir da reacdo de Fenton. Essaagé ocorrendo no sistema bioldgico,
causa dano celular, pois esse radical é altameatiwd (Halliwell & Gutteridge, 1999).
A figura 3 ilustra a atividade sequestradora doiceddhidroxila pelos nitrosilo
complexos de Ru através da oxidacdo da deoxirripekein vitro. Foram testados os
cinco nitrosilo complexos de Ru nas concentrac@d ca 100uM, dos quais, dois
destes, inibiram em 50% a oxidac&o da deoxirrib@senitrosilo Ru Benzoimidazol e
Metil-1-imidazol diminuiram a oxidagdo da deoxio#fe induzida pelo radical

hidroxila, alcangcando os respectivos valores dg(|{0M) 37,9+10,2 e 25,8+6,9.
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Figura 3. Efeito dos nitrosilo complexos de ruténicna oxidacdo da deoxirribose
pelo radical hidroxila (*OH) in vitro. As reagdes de formacéo e deteccéo do radical
*OH foram feitas de acordo com a reacdo de Fentoridacdo da deoxirribose. A
analise foi feita espectrofotometricamente a 532@mresultados estdo expressos pela
média_+erro padréo de trés experimentos realizados enicétigs e comparados ao
controle de 100 % de deoxirribose oxidada.
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6.2-Avaliacdo da protecdo da lipoperoxidagcdo induda pelo radical ascorbila

(Asc ) em homogenato total de cérebro de rato pelos nitrils complexos ruténio

Avaliamos o efeito protetor dos nitrosilo complexdes Ru na lipoperoxidacéo
de homogenato total de cérebro de rato induzida padlical ascorbilan vitro,
detectado com o método do TBARS. A figura 4 moairaliacdo de cinco nitrosilo
complexos de Ru nas concentracfes de 1 a 500uM, ondtrosilo Benzoimidazol
apresentou inibicdo de 50% da lipoperoxidacdo, agtor do IGo = 17,82uM,
constatando-se o efeito protetor de lipoperoxidad@sie composto, neste modelo de
membrana frente ao dano com radical ‘A$®i demonstrado ainda que, nos nitrosilo
complexos de Ru cafeina e teofileno o efeito deigib de 50% da lipoperoxidacao,

ocorreu em concentracdes maiores que 2001 M.
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Figura 4. Efeito dos nitrosilo complexos de ruténiosobre a lipoperoxidacao
induzida pelo radical ascorbila (ASCe) em homogenatde cérebro total de ratosO
radical ASCe foi gerado pelo sistema *#eacido ascérbico. A andlise foi feita
espectrofotometricamente a 532 nm. Os resultadés expressos pela médiaetro
padrdo de trés experimentos realizados em tripcatcomparados ao controle 100 %
peroxidacao lipidica.
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6.3-Avaliacdo da protecdo da lipoperoxidagdo em havgenato total de cérebro de

rato pelos nitrosilo complexos ruténio induzida porradical hidroxila (*OH) in vitro

Considerando-se que todos 0s componentes cels@esusceptiveis as EROs,
particularmente aos radicais hidroxilas (Sies, 19%8aliamos os efeitos protetores da
peroxidacao lipidica pelos nitrosilo complexos deri® homogenato total de cérebro de
rato (Fig.5). O dano foi induzido pelo sistemgdbkiFerro/ascorbato, onde foi observado
o potencial de 50% de inibicdo da oxidacgdo lipighoa grande parte dos compostos
testados. Sao estes 0s respectivos valores f4€il) para cafeina, benzoimidazol,
metil-1-imidazol e nitroso: 12,4+6,2; 6,7+0,0; 214%;, 30,7+£3,4. Somente o teofileno

nao atingiu o Igynas concentracdes usadas (1 a 50uM).
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Figura 5. Efeito dos nitrosilo complexos de ruténiocontra a lipoperoxidacéo
induzida pelo radicalhidroxila (*OH) em homogenato total de cérebro deatos. O
radical *OH foi gerado pelo sistema *#el,0, e andlise foi feita
espectrofotometricamente a 532nm. Os resultadé@® estpressos pela médiaetro
padréo de trés experimentos realizados em tripbcatcomparados ao controle 100 %
peroxidacao lipidica.
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Na Tabela 2 estdo resumidas as concentracoes de 50% de mifiig&a) dos
cinco nitrosilos complexos de Ru testados, obtidesseguintes condigdes: oxidacao da
deoxirribosein vitro e peroxidacao lipidica em homogenato total debcéree rato
induzida pelos radicai®H e ASCe. Foram avaliados os efeitos dos nitraslmplexos
de Ru obtidos em conjunto. Observou-se que o0 Bemdarol apresentou um bom
potencial antioxidante, a partir dos resultadosdobtnos modelos e testes realizados,
cujos valores foram de ¥g< 50uM. Demonstrou-se que, com excecao do teofileso,
demais compostos apresentaram potencial protet@ @aperoxidacédo lipidica em
homogenato total de cérebro de rato induzida ela@al-OH. Este pode ser um dado
importante, por se tratar de um radical bem reatintbe as EROs. Essas espécies
reativas normalmente sao produzidas em ambientgewmado, podendo estar

relacionados a varias patologias (Halliwell & Grittge, 1999).

Nitrosilo Radical Radical ASC" | Radical "OH
Complexos “OH Homogenato | Homogenato
Ruténio In vitro | Total Cerebral |Total Cerebral
Trans-Caf C
n.d 204,7+17,8 12,4+6,2
Trans-Bzo C
ICs0 UM [ 37 9410,2] 17,8439 6,700
Trans-Met N
25,8+6,9 n.d 2,4+1,1
Cis-Nit N
n.d n.d 30,7+3,4
Trans-Teo C
n.d 282,1+7,6 n.d

Tabela 2. Tabela comparativa do efeito dos nitrosilo compéedte Ru (1 - 500puM) na
oxidacao da deoxirriboge vitro, e em um modelo de membrana lipidica (homogenato
total de cérebro de rato)n vitro. Avaliamos os parametros de lipoperoxidacao
induzida por radicai®©OH e Asc. n.d = ndo detectado. Os resultados estdo apaessn

pela 1Go dos experimentos média efro padréo de trés experimentos realizados em

32



triplicatas e comparados ao controle 100 % oxidat@aleoxirribose e peroxidacao

lipidica.

6.4-Avaliacao de Neurocitotoxicidade dos Nitrosil@omplexos de Ruténio

A citotoxicidade dos nitrosilo complexos de RafCTeo, BZO, Met e Nit
foram avaliadas em fatias hipocampais obtidas debeé de ratos pelo ensaio do MTT.
As fatias de hipocampo de rato foram incubadaslpana auséncia e na presenca dos
nitrosilo complexos de Ru em diferentes concenegs¢d, 10, 50, 100 e 500uM).

Os ensaios demonstraram que os nitrosilo complged®u Caf, Teo, BZO, Met
e o Nit, nas concentragdes de 1 a 500uM, n&o eltara viabilidade celular em relagéo
aos controles, ndo apresentando efeitos neuroBxifo viabilidade celular foi
considerada 100% na auséncia dos nitrosilo compled® Ru. Na presenca dos
compostos os valores da médiarro padrao foram de 104+3,74; 103+5,71; 97+1,35;
92+0,02 102+0,04; na concentracdo de 500uM para os nitrasinplexos de Ru Caf,
Teo, BZO, Met e Nit, respectivamente (Fig. 6).

Nossos resultados estdo de acordo com trabalhasicaes cujos efeitos
citotoxicos de nitrosilo complexos de Ru nao foralpservados (Gaitani et. al., 2009;

Bonaventura et. al., 2006).
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Figura 6. Avaliagdo da Neurotoxicidade dos Nitrosd Complexos de Ruténio Cafeina,
Teofileno, Benzoimidazol, Metil-1-imidazol e oCis-Ru-nitrosilo Nitroso, em fatias de
hipocampo de ratos.As fatias de hipocampo foram incubadas na presdaosanitrosilo
complexos de Ru Cafeina (Caf), Teofileno (Teo), ZBémidazol (BZO), Metil-1-imidazol
(Met) e oCis-Ru-nitrosilo (Nit), por 60 minutos nas concentregdde 1, 10, 50, 100 e

500uM. Os grupos controles foram mantidos em tampdo KRipger por 1 hora. A
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avaliacao da viabilidade celular foi realizada pahsaio do MTT. Os valores representam a
média _+erro padrdo de trés experimentos realizados epficéiias. (ANOVA seguido do
teste de Duncan).

6.5-Avaliacdo do possivel papel neuroprotetor dositxbsilo Complexos de Ruténio
em fatias de hipocampo de ratos expostas a privacde glicose e oxigénio (PGO) e
oxigenagao.

As fatias de hipocampo apresentaram uma reducadicagte da viabilidade
celular guando submetidas a 15 min. de PGO (FigeY.ANo entanto durante o periodo
de 2h de reperfusdo das fatias, ndo houve dancemals as células; sendo observado
um aumento da viabilidade celular. A adicdo dossito complexos de Ru durante os
15min de PGO, nao alterou a diminui¢éo da viatdeleelular promovida pela PGO.

As fatias de hipocampo foram submetidas a 15 narRP@O, seguidas de 2h de
reperfusdo, na presenca de 10uM dos seguintesilutommmplexos de Ru: Caf, Teo,
BZO, Met e Nit (Figs. 7A-E respectivamente). Naodbservado efeito neuroprotetor
em quatro dos nitrosilo complexos de Ru frente @Psgguido de reperfusdo. O
nitrosilo complexo de Ru Nit apresentou um efeidoc@al de protecdo contra o dano
celular pela PGO e reperfusédo (Fig. 7E). O aumelataconcentracédo do nitrosilo
complexo de Ru Nit, para @M ou 5QuM, ndo promoveu aumento no efeito protetor
parcial demonstrado com a concentracdo devilGconforme observado na Fig. 7E

(dados ndo mostrados).
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Figura 7. Viabilidade celular em fatias de hipocamp de ratos submetidas a

privacdo de glicose e oxigénio (PGO) e reperfusdQuando presentes, 0s nitrosilo
complexos de Ru Cafeina (Caf), Teofileno (Teo), Z&&midazol (BZO), Metil-1-
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imidazol (Met) ecis-Nitroso (Nit), permaneceram durante todo o perideloncubacao

(PGO = 15 min. PGO + reperfusédo = 15 min + 2h).r@pg controle foi considerado
como 100% de viabilidade celular nas fatias incabasomente com Krebs Ringer
bicarbonato. A avaliacdo da viabilidade celularriealizada pelo ensaio do MTT. Os
valores representam a média + erro padrdo dos esgisrimentos realizados em
triplicatas. * indica diferenca estatisticameniggndicante de todos os outros grupos;
p<0.05. # indica a média diferente do grupo PGgp, IRit, e Pgo R (ANOVA seguido

do teste de Duncan)

6.6-Avaliacdo do efeito protetor dos nitrosilo comigxos de ruténio frente ao dano

glutamatérgico em fatias de hipocampo de ratos

Considerando o efeito protetor parcial observado pirosilo complexo de Ru
cis-nitroso frente ao modelo de isquenmavitro, testamos seu possivel efeito protetor
em outro modelo de toxicidade glutamatérgica.

As fatias de hipocampo de ratos foram incubadadlp@om glutamato 10mM e
mantidas por adicionais 6h em meio de cultura pasderior avaliacdo da viabilidade
celular. Quando presente o nitrosilo complexo de d&nitroso (1@M) foi pré-
incubado 30 min. antes de iniciar o insulto comutagnato (10mM). Como observado
na figura 8, o glutamato 10mM promove significatreglucdo da viabilidade celular.
No entanto, o nitrosilo complexo de Ris-nitroso (Nit) ndo foi capaz de prevenir o

dano celular induzido por glutamato nas fatiasigedampo de ratos.
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Figura 8. Viabilidade celular em fatias de hipocamp incubadas com glutamato na
presenca do nitrosilo complexo de ruténi@is-nitroso (Nit). As fatias de hipocampo
de ratos foram incubadas com glutamato 10mM porQilando presente o nitrosilo
complexo de Ruwis-nitroso 10 uM (Nit) foi pré-incubado por 30 mimtas do insulto
com glutamato. Apos este periodo, 0 meio de ind&a removido e substituido por
um meio de cultura e mantido por mais 6h a 37°@Grtupo controle (C) foi considerado
100% e representa a viabilidade celular das fatrasibadas somente com meio. As
fatias foram incubadas por 20 min. com MTT 0,5mgén87°C e a viabilidade celular
foi mensurada a 540nm. Os valores representam aamédrro padrdo de quatro
experimentos realizados em triplicatas. * indicanédia com diferenca estatistica
significativa para todos os grupos; p<0,05(ANOVAwdo do teste de Duncan).
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6.7-Avaliacao do envolvimento do transporte de L-Gitamato na neuroprotecéo

parcial promovida por nitrosilo complexo de ruténiocis-nitroso

Os eventos ocorridos na isquemia, como menor péadde ATP, disfuncao de
bombas que mantém o gradiente de concentracamidaicélula, podem acarretar em
alteragbes no funcionamento dos transportadoreglitamato. Estes, presentes na
membrana plasmatica possuem atividade dependerimslele N§ s&o responsaveis
pela retirada do excesso de glutamato da fendatgiadée previnem a excitoxicidade
glutamatérgica (Danbolt, 2001). Em estudos reatigzaém nosso laboratério foi
demonstrado que a PGO e a PGO seguida de repenfusdmvem diminuicdo na
captacao de glutamato. (Dal-cim, T.A; 2008). Comsiddo esses resultados, avaliamos
no modelo privacdo de glicose e oxigénio as possiakeracdes promovidas pelo
nitrosilo complexo de ruténi@is-nitroso na captacdo do glutamato em fatias de
hipocampo de ratos.

Observamos na figura 9, que as fatias de hipocatep@tos submetidas a 15
min. de PGO apresentaram uma diminui¢cdo signifiaahia captacdo de glutamato
guando comparadas com o controle. A adicdo desiidroomplexo de Rwis-nitroso
(Nit 10uM), durante a PGO néo alterou a diminuicdo de cdptale glutamato. Porém,
a diminuicdo da captacdo de glutamato promovida P&O seguida das 2 horas de

reperfuséo foi revertida na presenca do nitrosiloglexo de Ruis-nitroso (Nit).
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Figura 9. Avaliagéo do efeito do nitrosilo complexale ruténio cis- nitroso sobre a
captacéo de L-fH] Glutamato em fatias de hipocampo de ratos submielas & PGO.
As fatias foram incubadas na situacéao controle ¢@)trole com nitrosilo complexo de
Ru cis-nitroso (Nit), 15 min. de Privacédo de Glicose edério (PGO) e 15 min. de
PGO seguidos de 2 h de reperfusdo na auséncia @Gad presenca do nitrosilo
complexo Ruwis-nitroso (PGO R Nit). Quando presente o nitrosdmplexo de Ruis-
nitroso foi utilizado na concentracédo deulD A captacdo de L3H] Glutamato foi
avaliada apos 7 min. de incubacéo. A radioatividail@valiada em um contador de
cintilacdo liquida e os resultados foram expressnsnmol de LJH] Glutamato por
miligrama de proteina por minuto. Os valores regresn a média + erro padrdo de
quatro experimentos realizados em triplicatas. Hida meédias com diferenca
estatisticamente significante de todos os outrapayg; p<0,05. (ANOVA seguido do

teste de Duncan).
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6.8-Avaliacao do efeito do nitrosilo complexo de ténio cis-nitroso na producao de

espécies reativas de oxigénio.

Na isquemia a interrupcdo do fluxo sanguineo, caley@lecdo energética,
culminando em varios eventos cerebrais. Dentres,est@umento da concentracao de
glutamato extracelular. A ativacdo excessiva degp®res de glutamato leva a um
aumento do influxo de célcio, desencadeando prosessmo hidrolise proteolitica,
lipoperoxidacdo, geracao de espécies reativas idérog e nitrogénio causando morte
celular (Choi, 1988). Considerando-se estas evidénavaliamos o efeito do nitrosilo
complexocis-Ru-nitroso frente a geracao de espécies reateaxigénio no modelo de
isquemian vitro.

Observamos na figura 10, que houve um aumento odugfio de EROs nos
grupos submetidos a 15 min. de PGO na presengamdo nitrosilo complexo de Ru
cis-nitroso (Nit). Entretanto, foi observado que asprega do Nit durante o periodo de 2
horas de reperfusdo diminuiu producédo de EROs datae aos grupos PGO na
presenca ou ndao do Nit. Demonstrando que a presigsta composto diminuiu a

producdo de EROs decorrente da PGO e reperfuséo.
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Figura 10. Avaliacéo do efeito do nitrosilo complex de ruténiocis- nitroso sobre a
geracdo de espécies reativas de oxigénio em fatide hipocampo de ratos
submetidas a PGO.As fatias foram incubadas na situacao controled@)trole com
nitrosilo complexo de Ruais-nitroso (Nit), 15 min. de Privacdo de Glicose edéerio
(PGO) e 15min de PGO seguidos de 2 h de reperfnadauséncia (PGO R) ou
presenca do nitrosilo complexo Ris-nitroso (Pgo R Nit). Quando presente o Nit foi
utilizado na concentracdo de M. Apos a PGO e reperfusdo, as fatias foram
incubadas por 30 min. com DCFDA {8@) a 37°C e a leitura feita a 520nm em
fluorimetro de placa (Tecan). Os valores represer@anedia + erro padrdo de quatro
experimentos realizados em triplicatas. * indic&dras com diferenca estatisticamente
significante dos grupos PGO e PGO Nit; p<0,05 (AM™éguido do teste de Duncan).
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7- DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos o potencial antioxidanteeraprotetor dos cinco
diferentes nitrosilo complexos de Ru. Sao elesretbode trans-tetraamina cafeina
nitrosilo ruténio Il (Caf), cloreto de trans-tetnsiaa teofileno nitrosilo ruténio Il (Teo),
hexafluorfosfato de trans-tetraamina benzoimidandrosilo ruténio Il (BZO),
hexafluorfosfato de trans-tetraamina metil-1-imwlaztrosilo ruténio 1l (Met) e cloreto
cis-tetraamina nitroso nitrosilo ruténio Il (Nit) ndNE. Os nitrosilos complexos de Ru

apresentaram os seguintes resultados: protecdoogeioxidacdo em homogenato total

de cérebro de rato produzida pelos radic&@$l e ASCein vitro, auséncia de

neurototoxicidade nas fatias de hipocanpuatro; protecao celular parcial, aumento na
captacdo de Glu e diminuicdo das espécies realamsigénio geradas em fatias de

hipocampo quando submetidas ao modelo de isquemniio.

Inicialmente estudamos a atividade sequestradoraadical OH, produzido

pela oxidacdo da deoxirribose, pelos cinco difeenitrosilo complexos Ru (Caf, Teo,

BZO, Met e Nit). Também avaliamos a protecado pgegeroxidacdo em homogenato

total de cérebro de rato pelos nitrosilo compled®@$Ru contra os radicai®H e ASCe

in vitro. A maioria dos compostos testados nos ensaigdro de lipoperoxidagdo em

homogenato de cérebro de rato frente ao insulto oomadical OH apresentaram

atividade sequestradora (Fig. 5). O radi€#H tem sido estudado como o mais reativo

dentre as EROs geradas, as quais causam danasnagsnentes celulares, inclusive as
macromoléculas, cujos danos constituem a causaapainde lipoperoxidacdo e

conseqguente morte celular. Varios estudos sobrB® ®latam que o cérebro possui
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alto consumo de £é o 6rgdo mais susceptivel a oxidacéo de lipidess gatologias
neurologicas apresentam uma vasta importanciaali#idibhatla and Hatcher, 2009).
Portanto considerando todos estes aspectos em ntmnjacreditamos que estes
compostos poderiam apresentar uma boa proposteerapétitica coadjuvante de
doencgas que comprometem o SNC

Os resultados obtidos demonstraram o0 grande paterde atividade

sequestradora do BZ@os trés ensaios realizados e citados acima (T&)elgste

potencial sequestrador do BZ® vitro frente a estes radicaifOH e ASCe), pode

contribuir para minimizar os efeitos deletériosisados pela producdo de EROs no
organismo, as quais estao envolvidas em variasogs.
Estudo realizado por Cousseau (2009) investigofeitoeprotetor dos nitrosilo

complexos de Trans-Ru (Caf, Teo, BZO, Met e Nit)ramarossomas de figado de rato,

contra a lipoperoxidacdo induzida pelo radic@H. Neste estudo foi demonstrado

potencial seqlestrador dos compostos Met e Nitdran radicalOH na inibicdo de

50% da lipoperoxidacdo, cujas concentracfes pareesygectivos compostos foram:
ICs= 50,30 uM e 88,28 uM. Nos nossos resultados,zatiio o homogenato de
cérebro total, foi possivel demonstrar o potendiakfeito capturador de EROs em um
maior numero de compostos. Obtivemos valores bemoras de concentracdo na
inibicdo de 50% da lipoperoxidacdo para homogenattd de cérebro de rato, cujos
respectivos Igy para Met, BZO, Caf e Nit sdo: 2,44 uM, 6,75 uM;42uM; 30,73

HM.
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Estudos anteriores mostram que o consumo de d® cérebroé de

aproximadamente 20% do total de todo ®cOnsumidopelo organismo, e que ele

possui um grande namero de lipideos de membraoas,menores niveis de enzimas

antioxidantes, portanto apresenta-se mais suseepioxidagdo (Savolainen, 1978;

Bondy, 1997). O figado frente aos processos oxidstpode apresentar vantajosas

condicdes de defesas antioxidantes quando comparadérebro. Portanto a presenca

de substancias com possivel atividade sequestnantérebro contra EROs, podem ter

maior desempenho no seu potencial antioxidante ¥iaia que no cérebro haveria

menor competicdo entre o sistema de defesa ardioed e estes possiveis

sequestradores de radicais livres.

De acordo com Lopes et.al. (2001) e Holanda e{2@D4), o potencial redox

RU-NO' /Ru-NQ@ e os valores dess, destes compostos podem estar correlacionados a

atividade capturadora de radicais livres (ver aelalB). Neste estudo os nitrosilo

complexos de Ru Met e BZO apresentaram menor \ddoCs, (uM), portanto maior

poder redutor destes nitrosilo complexos de Rweeasgta relacionado aos seus valores

de potencial redox.

Tabela 3.Valores de E(versus NHE) e valores de g€dos nitrosilo complexos de

Ruténio para sequestro do radical hidroxila.

Complexo E° (V, VS NHE, NO'/NO) | ICsquM Referéncia
T-Ru(NHs)4(Met N)(NO)](PF)s -0,245 2,44 | Lopes et. al., 2001
T-[Ru(NHz3)4(BZO C)(NO)](PF)s -0,240 6,75 | Lopes et. al., 2001
T-[Ru(NHs)4(Caf C)(NO)]Ch -0,230 12,47| Holanda et. al., 2004
Cis-[RUu(NH3)4(NO),]Cl3 -0,190 30,73| Holanda et. al., 2004
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A atividade biolégica dos nitrosilo complexos de &partir da liberacdo de NO
apos a sua reducdo, tem sido demonstrada em \&&tiodos anteriores, embora esta
liberacdo tenha ocorrido com maior frequéncia qoamaduzida por estimulo
fotoquimico (Holanda et. al., 2004; 2008; Olivedta al., 2004; Lunardi, et. al., 2009;
Wieraszko, et. al., 2001). O estudo eletroquimicdeeespectroscopia dos nitrosilo
complexos de Ru, demonstrou a dissociacdo do NO dos composjos o8 ligantes
na posicao trans ao grupo nitrosilo foram a cafeirteofileno. A dissociagdo do NO
dos nitrosilo complexos de Ru metil-1-imidazol, enboimidazol também observada
por inducéo do estimulo fotoquimico de 330nm ar#lde UV, portanto apresentando
um carater doador de NO. No entanto, nas conditgiekdgicas em que trabalhamos
na auséncia de meio redutor e estimulos fotoquéniéomuito provavel que os
compostos estudados néo tenham sido capazes e M@, apesar de tal efeito n&o ter
sido avaliado nesta situacéo.

A relevancia destes resultados, talvez estejamtatiea pioneira de testar estes
compostos como capturadores de radicais livres MG, onsiderando-se os efeitos

deletérios dos radicais livres no sistema biolggispecialmente o potencial reativo do

radical OH. Os resultados obtidos, dentre todos os nitrositmplexos de Ru

estudados, foram considerados bons, pois os valGgggiveram uma variacdo entre
2,44 uM a 30,73 pM, logo séo passiveis de estamrilouindo para o possivel uso
terapéutico. A possibilidade da aplicacédo clinioemmaiso de baixas concentracdes dos
nitrosilo complexo de Ru constitui um aspecto inigpaie na eficacia da terapia, pois
podem prevenir ou minimizar os possiveis efeitogct® sem comprometer os efeitos
benéficos.

Na literatura a avaliacdo da citotoxicidade dasosilo complexos de Ru é

relatada em varios tipos de células: macrofagoscgynski-Pasa et. al., 2001), células
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da musculatura lisa vascular da aorta (Bonaverural., 2006; Gaitani et. al., 2009),
células de linhagem tumoral (Clarke, 2002). Realzsrde forma pioneira a avaliacdo
da neurotoxicidade destes nitrosilo complexos dg@af, BZO, Teo, Met e Nit) em
fatias de hipocampo de ratos. Apds lhtgancubacao das fatias de hipocampo de ratos
com os nitrosilo complexos de Ru na concentracad de500uM, ndo foi observado
efeito neurotoxico (Fig. 6A - E).

A baixa toxicidade dos nitrosilo complexos de Rtepa ser analoga a de outros
complexos organometalicos, por exemplo, aquelescqotem o ferro como elemento
central da estrutura. Altas concentracdes do iofede acionam um mecanismo de
detoxificagdo, que protege o organismo de seugosfedxicos através de uma maior
producdo de proteinas capazes de capturar est®ioresmo parece ocorrer com 0S
ions de Ru, portanto justificando as semelhancaspr@priedades fisico-quimicas do
ion de ferro com o ion de Ru. A capacidade do Ratamgir varios estados de oxidacéo
em meio fisiologico Ru (Il Il 1V), pode estar dieanente relacionada a sua baixa
toxicidade (Allardy & Dyson, 2001; Bertolini, 2004)

Avaliamos o potencial neuroprotetor dos nitrosimmplexos de Ru frente a
PGO. As fatias de hipocampo que foram submetid@&@ apresentaram significativa
morte celular, sendo que quando essas fatias foramidas por 2 horas de reperfuséo
apos a PGO néo foi observada uma melhora na dablédi dessas células. Quando
incubamos as fatias na presenca dos nitrosilo aaplde Ru Caf, Teo, BZO, Met e
Nit durante a PGO, estes compostos ndo foram capdeepromover protegéo.
Entretanto quando o Caf, Teo, BZO, Met e o Nitfio@dicionados ao meio no periodo
de reperfuséo, foi observada uma significativa orallua viabilidade celular apenas na

presenca do Nit, observando-se um efeito de protegialar parcial (Fig 7E).
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Esses dados séo interessantes, visto que ja fardgrado que a reperfusao
apos insultos isquémicos pode ser mais danosdwascieurais. Nesse periodo ocorre
uma grande oferta de oxigénio as células, causamdodesequilibrio energético
intracelular e este pode ndo ser totalmente redua@rrendo producdo de espécies
reativas de oxigénio (Vaugha&n Delanty, 1999; Cucchiai& Kasner, 2001). Assim, é
importante a utilizacdo de compostos que sejamopeatetores durante este periodo
assim como o nitrosilo complexo de Ru Nit demonsser. Provavelmente estes efeitos
nao foram demonstrados de forma mais proemineoteparando-se com os efeitos de
sequestro de ROS em homogenato de membranas deocétevido a caracteristica
hidrofilica destes complexos, o que dificulta umug@m mais a interacdo destes
compostos com as células, cuja organizacdo seempaede forma mais complexa em
fatias de hipocampo.

Um mecanismo pelo qual o Nit poderia exercer seeitcefparcial de
neuroprotecao é através da diminuicdo da produed@®RDs na PGO (Fig.10). Varios
estudos evidenciam o envolvimento das EROs narnsigue reperfusdo, demonstrando
a ativacdo direta de vias de sinalizacdo de danosree celular nestes eventos por
EROs(Chan, 2001). Logo o efeito do Nit em diminuir aqgucdo de EROs no modelo
de isquemia, poderia estar contribuindo para plieeerminimizar a morte celular.

Considerando que na isquemia ocorre uma liberagisiva de Glu na fenda
sinaptica, a sua retirada da fenda sinaptica ardaécaptacdo desse neurotransmissor
por transportadores de membrana é um processo tamp®r para manter as
concentracdes de glutamato abaixo do seu nivetdaofanbolt, 2001). No entanto
atividade destes transportadores depende das ¢agiss dos ions de Naxtracelular
e K' intracelular, logo é dependente do bom funcionametlas bombas de

Na+/K+ATPase, as quais mantém o gradiente idniavés da membrana. Porém em

48



casos de deplecdo energética, como a que ocorigquamia cerebral, o gradiente

ibnico € interrompido e a captagcdo de glutamatibegaaa, resultando em um aumento
dos niveis extracelulares de glutamato (Camachoa&diéu, 2006). Os transportadores
de glutamato séo vulneraveis ao aumento das espécitvas de oxigénio que ocorrem

no periodo de reperfuséo (Trotti et. al., 1998)seado uma diminui¢cdo na captacdo de
glutamato (Brongholi et. al., 2006).

Avaliamos se o Nit (10pM) alterava a captacéo déaghato em nosso modelo
de isquemia, pois a utilizacdo de substancias goeulem a captagéo de glutamato
pode ser um mecanismo importante de neuroprotegéom(idt et. al., 2007). Noés
observamos que as fatias que foram submetidas § B@@sentaram significativa
diminuicdo na captacdo de glutamato e isso coreolbom os dados de viabilidade
celular, onde esses mesmos grupos apresentam di&orde viabilidade em relacdo ao
controle (Fig. 7E). Demonstramos que o Nit foi @api® promover neuroprotecao
parcial e aumento da captacéo de glutamato nas @i hipocampo submetidas a estas
condi¢cdes (Fig. 9). Pode-se dizer entdo, que aegiot promovida pelo Nit esti
relacionada com sua capacidade de aumentar a &amtaglutamato. Este efeito pode
esta relacionado ao aumento da atividade dos weasipres. Ainda € possivel que o
Nit participe de mecanismos de reducdo da liberat#glutamato pela atividade
reversa de seus transportadores induzida pelansgBonde et. al., 2003). Este efeito
de aumento da captacdo de Glu apresentado peéodditgrande relevancia, visto que,
a grande liberacdo de glutamato, e conseqienternesgtie acumulo na fenda sinaptica
gue ocorre na isquemia, € uma das principais caleasorte celular decorrente deste
evento (White et. al., 2003; Camacho & Massieu6200

Resumidamente, os nitrosilo complexos de Ru aptasen potencial efeito

seqlestrador contra os radicdidd e ASCe e apresentaram efeito neuroprotetor em
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fatias de hipocampo de ratos submetidas a PGCeegusfo. O mecanismo pelo qual o
Nit promoveu este efeito de neuroprotecéo € prdueme decorrente da diminuicao
das EROs, que contribuiu para o aumento de captig@tutamato, a qual € mediada
por transportadores especificos de membrana, os géa vulneraveis a espécies
reativas de oxigénio. No entanto sdo necessartadasadicionais para que se possa
identificar uma eventual relagédo entre a capacidiesequestrar EROs e o efeito
protetor apresentado dos compostos estudados & fdesia, elucidar os mecanismos

relacionados ao potencial neuroprotetor dos nit@aimplexo de Ruténio.
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8- CONCLUSOES

1. Dentre os cinco diferentes nitrosilo complexesRlU estudados, o BZO e Met

apresentaram maior potencial de inibicdo da oxwmlad@ deoxirribosan vitro,

produzida pelo radicaDH.

2. Os nitrosilo complexos de Ru, Met, BZO, Caf &lib apresentaram potencial

efeito de protecdo da lipoperoxidacdo em homogeiosab de cérebro de rato nos

ensaiosn vitro contra radicalOH.

3. A lipoperoxidacdo em homogenato total de céreleroato causada pelo radical
ASCeinvitro, foi inibida na presenca do BZO.

4. Os nitrosilo complexos de Ru estudados ndo ept@s efeito neurotdxico nas
fatias de hipocampo.

5. O nitrosilo complexo de Ruis- nitroso apresentou efeito neuroprotetor parcial
no modelo de isquemia vitro, quando incubado no periodo de reperfusdo apds a
privacao de glicose e oxigénio.

6. O nitrosilo complexo de Ruis nitroso foi capaz de diminuir a producdo de
EROs geradas no modelo de isquemndtro.

7. A diminuicdo da captacédo de glutamato promopiela PGO foi revertida pelo
nitrosilo complexo de Rueis- nitroso, demonstrando que o0 seu mecanismo de

neuroprotecao esta relacionado a modulacédo dguerse glutamato.
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