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RESUMO

RODRIGUES, G.J. Efeito vasodilatador induzido pelas formas estaveis de
complexos de ruténio doadores de oxido nitrico. 2010. 170 f. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2010.

Varios efeitos biol6gicos tém sido descritos para o 6xido nitrico (NO), entre
eles, o efeito vasodilatador e a modulagdo do processo de angiogénese. O nosso
trabalho teve por objetivo estudar os mecanismos envolvidos na vasodilatagéo
induzida pelos complexos de ruténio cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)] (DCBPY) e cis-
[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFs)2 (BPY), em suas conformagdes estaveis. Em condigdes
fisiologicas (pH 7,4 e temperatura 37°C) os compostos DCBPY e BPY nao sao
estaveis na forma cis-[Ru(H-dcbpy’)2(Cl)(NO)] e cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)] (Ru-NO),
mas sim na forma cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO2)] e cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO2)] (Ru-
NOy). Na conformacao estavel, os compostos DCBPY e BPY induziram relaxamento
vascular em aortas isoladas de ratos, pré-contraidas com fenilefrina, com a seguinte
ordem de poténcia: nitroprussiato de sédio (NPS) > BPY > DCBPY > nitrito de sodio
(NITRITO). Entretanto, todos os compostos apresentaram efeito maximo semelhante
e as curvas concentracao-efeito apresentaram paralelismo. O DCBPY e o BPY
apresentaram efeito mais lento em induzir relaxamento, comparado ao NPS e
NITRITO, que apresentaram tempos de relaxamento semelhantes. Os compostos
DCBPY, BPY e o NITRITO formam, principalmente, a espécie de NO radicalar
(NO?), enquanto que o DCBPY e BPY formam em parte, ion nitroxil (NO) e o
NITRITO ndo forma NO'. O relaxamento induzido por DCBPY, BPY e NITRITO
caracteriza-se pela ativacdo da enzima guanilil-ciclase solavel (GCs). O DCBPY
forma NO no meio extracelular, o BPY forma NO no meio intracelular e extracelular e
o NITRITO somente no meio intracelular. Nossos resultados indicam que o DCBPY
possui atividade ciclica de liberacdo de NO em aortas, podendo converter nitrito a
NO. Porém, nao verificamos atividade ciclica de liberacdo de NO para o composto
BPY. A forma “aquo” do composto BPY (cis-[Ru(bpy)2(Cl)(H20)]*), apresentou efeito
vasodilatador somente em aortas contraidas com fenilefrina, sugerindo uma possivel

acao antagonista do receptor ay-adrenérgico. Em células do musculo liso vascular



verificamos que os compostos DCBPY, BPY, NPS e NITRITO promoveram aumento
da concentracao citosélica de NO ([NO]Jc) e queda na concentracdo citosélica de
Ca®* ([Ca®]c). Em concentragdes equieficazes, o aumento da [NOJc e queda da
[Ca?*]c foram semelhantes entre os compostos DCBPY, BPY e NPS e menor para o
NITRITO. Estes resultados sugerem que os compostos DCBPY, BPY e NPS liberam
maior [NOJc e por isso induzem maior queda na [Ca®‘]c, quando comparados ao
NITRITO. Verificamos que além de liberar NO, o composto DCBPY também pode
atuar como sequestrador de NO. Quando o composto DCBPY é reduzido pela
glutationa ou acido ascorbico, ocorre a liberagdo de nitrito e 0 composto sequestra
NO. O composto DCBPY também tem agédo antioxidante. O processo de
angiogénese ¢é inibido pelo composto DCBPY, sendo este efeito atribuido as suas
atividades como sequestrador de NO e antioxidante. Em conjunto, nossos resultados
indicam que os compostos DCBPY e BPY mantém-se na forma estavel (Ru-NOy)
em condigdes fisiologicas (pH 7,4 e temperatura 37°C) e que induzem relaxamento
vascular em aorta de ratos pela formacao de NQO? e ativagdo da via GCs— GMPc.
Além disso, o composto DCBPY apresenta atividade ciclica de formagcao de NO e

sob reducao quimica, pode atuar como sequestrador de NO e controlar a [NO]c.

Palavras chave: vasodilatacdo, doadores de éxido nitrico, seqliestradores de 6xido

nitrico, angiogénese.



ABSTRACT

RODRIGUES, G.J. Vasodilator effect induced by stable configurations of
ruthenium complex as nitric oxide donors. 2010. 170 f. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo
Preto, 2010.

Several biological effects have been described to nitric oxide (NO), including
vasodilator effect and angiogenesis modulator. Therefore, this work aimed to study
the cellular mechanisms involved in the vasodilatation induced by the stable
configurations of the compounds cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)] (DCBPY) and cis-
[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFs)2  (BPY) in physiological conditions (pH 7.4 and
temperature 37°C). The compounds DCBPY and BPY are not stable on configuration
cis-[Ru(H-dcbpy’)2(Cl)(NO)] and cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)] (Ru-NO), but they are
stable on configuration cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO2)] and cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO2)]
(Ru-NOy). In the stable configurations, the compounds DCBPY and BPY induced
vascular relaxation of rat aortic rings pre-contracted with phenylephrine. The
compounds studied on the aorta relaxation presented the following potency: sodium
nitroprusside (SNP) > BPY > DCBPY > sodium nitrite (NITRITE). All the compounds
induced similar maximal relaxation (Emax) and the concentration-effect curves
presented parallelism. The Emax induced by DCBPY and BPY was slower than the
Emax induced by SNP and NITRITE, which have similar effect. The compounds
DCBPY, BPY and NITRITE mainly generate the radicalar NO specie (NO?), while
DCBPY and BPY also generate nitroxyl NO specie (NO’) and the NITRITE does not
generate NO'. NO was generated outside the cell by DCBPY, inside and outside the
cell by BPY and only inside the cell by NITRITE. The relaxation induced by DCBPY,
BPY and NITRITE was due to the activation of soluble guanylyl cyclase (sGC). Our
results indicate that DCBPY has a cyclic activity of NO generation in rat aortas,
converting nitrite to NO. However, we did not verify cyclic activity of BPY. The “aquo”
configuration of BPY (cis-[Ru(bpy)2(Cl)(H20)]*) induced vascular relaxation just in
aortas contracted with phenylefrine, suggesting that this compound is an o;-
adrenoceptor antagonist. In vascular smooth muscle cells we verified that DCBPY,
BPY, SNP and NITRITE, induced an increase on cytosolic NO concentration ([NO]c)



and decrease on cytosolic Ca®* concentration ([Ca®*]c). In effective concentrations,
the [NOJc increase and the [Ca®]c decrease were similar to DCBPY, BPY and SNP
and lower to NITRITE. These results suggest that DCBPY, BPY and SNP release
higher [NOJc inducing higher decrease of [Ca®‘]c as compared to NITRITE. We
verified that the compound DCBPY has a dual effect as a NO donor and/or a NO
scavenger. When the compound DCBPY is reduced by glutathione or ascorbic acid,
nitrite is released and the compound scavenges NO. The compound DCBPY also
presents antioxidant activity. Angiogenesis was inhibited by DCBPY, which was
attributed to its scavenging and antioxidant effect. Taken together, our results
suggest that the compounds DCBPY and BPY are maintained at stable configuration
(Ru-NOy) in physiological conditions, and they induce vascular relaxation by NO?®
generation and activation of sGC-cGMP pathway. Moreover, the compound DCBPY
presents cyclic activity of NO generation, and under reduction it can be a NO
scavenger and controls the [NO]c.

Key words: vasodilatation, nitric oxide donor, nitric oxide scavenger, angiogenesis.
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1.0) INTRODUCAO

O oxido nitrico (NO) constitui uma das menores e mais simples moléculas
biossintetizadas, com baixo peso molecular e soluvel em meio hidrofilico e
hidrofébico. Estas caracteristicas conferem ao NO alta difusibilidade (3300 um?s™)
pelas células, sendo classificado como mensageiro biolégico, que ndo depende de
transportadores especificos (CHEN et al., 2007). Desta forma, as acgdes fisiologicas
do NO dependem muito mais de suas propriedades fisico-quimicas do que da sua
conformacéao espacial (FELDMAN, 1993).

O NO é produzido a partir da oxidagdo de um dos dois nitrogénios guanidino
da L-arginina, que é convertido em L-citrulina, em reagédo catalisada pela enzima
NO-sintase (NOS) (MONCADA et al., 1989). Existem trés isoformas da NOS, uma
induzida pelo estimulo imunolégico (INOS) e duas delas constitutivas, a NOS
endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS), sendo que as isoformas constitutivas
dependem de fons célcio (Ca?*) e formagao do complexo Ca®*-calmodulina, para sua
ativacdo (MONCADA et al., 1989). O NO produzido na célula endotelial difunde-se
rapidamente para a célula muscular e para o lumen vascular (BUSCONI; MICHEL,
1993). A difusdo rapida e a facilidade com que esta molécula penetra em outras
células séo cruciais para o entendimento das suas atividades biologicas (MONCADA
et al., 1989).

O NO é um importante modulador fisiolégico do tébnus vascular, que possui
acao fisioldgica sobre diversos leitos vasculares, produzindo vasodilatacao por
diversos mecanismos, com a finalidade de diminuir a concentracao citoplasmatica de
célcio [Ca®*] no musculo liso vascular (IGNARRO, 1989). No interior da célula
muscular, o NO interage com o ferro do grupo heme da enzima guanilato ciclase

soluvel (GCs), acarretando em alteragdo da conformagdo desta enzima, tornando-a



Infrodugdo 22

ativa. A GCs catalisa a saida de dois grupamentos fosfato da molécula de guanosina
trifosfato (GTP), resultando na produg¢do de guanosina monofosfato ciclica (GMPc)
(RAPOPORT et al.,, 1983). Atuando como segundo mensageiro, o0 GMPc ativa
proteina quinase dependente de GMPc (PKG), que fosforila varias proteinas
celulares e pode promover relaxamento devido a diminuicdo do influxo de Ca?*, via
diminuicdo da probabilidade de abertura dos canais de Ca*", inibicdo da liberagao
e/ou aumento do armazenamento de Ca®* no reticulo sarco-endoplasmatico
(GEWALTIG; KOJDA, 2002). Além da via dependente de GMPc, o NO pode
promover relaxamento por via independente de GMPc, como pela ativagdo direta
dos canais para potassio, promovendo hiperpolarizagdo da membrana celular
(BOLOTINA et al., 1994) e ativagdo da Ca®**-ATPase do reticulo sarcoplasmatico
aumentando o armazenamento do Ca®* no interior desta organela (COHEN et al.,
1999).

O NO pode ser encontrado em diferentes estados redox, na forma radicalar
(NO", na forma oxidada como cation nitrosonium (NO) e na forma reduzida como
ion nitroxil (NO’). Tem sido descrito que o NO pode ativar diferentes cascatas
intracelulares para gerar o efeito vasodilatador. Dierks e Burstyn (1996)
demonstraram que somente o NO radicalar € capaz de ativar a GCs e gerar
relaxamento vascular. Enquanto, Irvine et al. (2003) demonstraram que o NO nitroxil
ativa os canais para potassio e gera relaxamento vascular. Para o estudo dos efeitos
induzidos pelos diferentes estados redox do NO, sequestradores seletivos para
estas espécies tem sido utilizadas (BONAVENTURA et al., 2006; JIANG et al., 1997;
JENKINSON et al., 1995; ELLIS et al., 2000; ELLIS et al., 2001). A
hidroxocobalamina é utilizada como sequestrador seletivo para o NO radicalar (NO’)

(JIANG et al., 1997; JENKINSON et al., 1995; ELLIS et al., 2001), a L-cisteina como
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sequestrador seletivo para o ion nitroxil (NO) (ELLIS et al., 2000) e a
oxihemoglobina como sequestrador nao seletivo do NO extracelular (FEELISH;
NOACK, 1987; GORREN et al., 2005). A L-cisteina e hidroxicobalamina sequiestram
NO tanto no meio intra como extracelular.

Por ser uma espécie radicalar, o NO reage rapidamente com outras
moléculas que apresentam elétron desemparelhado, sendo extremamente instavel
em condigdes fisiologicas (MCLNTYRE et al., 1999). Esta alta reatividade explica o
curto tempo de meia vida desta molécula, tanto in vitro (aproximadamente 5
segundos) quanto in vivo (0,1 segundo) (NISHIDA et al., 1992). Por isso, a
manutencao dos niveis basais do NO requer sua sintese constante, uma vez que &
essencial a presenca do NO em baixas concentragdes para homeostase do sistema
cardiovascular. A fungdo do NO na homeostase cardiovascular explica-se por seus
efeitos no controle do ténus vascular, inibicao da proliferacéo de células do musculo
liso vascular, inibicdo da agregacao plaquetaria, inibicdo da adesédo de plaquetas e
mondécitos no endotélio, inibicdo da oxidacao do LDL, entre outros (YETIK-ANACAK;
CATRAVAS, 2006). Assim, a reducao na biodisponibilidade do NO, que geralmente
ocorre devido ao aumento do estresse oxidativo, tem sido relacionada ao
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares como hipertenséo arterial, doengas
coronarianas (YETIK-ANACAK; CATRAVAS, 2006) e aterosclerose (PUDDU et al.,
2005). Nestes casos, o uso de substancias doadoras de NO, pode ser uma
alternativa para o suprimento desta deficiéncia.

Tem sido relatado que o NO apresenta propriedade citotoxica e citoprotetora,
sendo esta atividade dependente de sua concentragdo (THOMAS et al., 2008). O
estudo das caracteristicas quimicas do NO em meio bioldgico, classifica os seus

efeitos em efeitos diretos e efeitos indiretos. Os efeitos diretos ocorrem em reacdes
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diretas do NO com suas moléculas alvo, por isso geralmente ocorrem em baixas
concentragbes ([NO] < 200 nmol/L). Por outro lado, os efeitos indiretos requerem
que o NO reaja com oxigénio ou superoxido (O2) para gerar espécies reativas de
nitrogénio, as quais reagem com as moléculas alvo para gerar efeito. Por isso, altas
concentracdes de NO ([NO] > 400nmol/L) sdo necessarias para a geragcao do efeito
indireto (THOMAS et al., 2008).

Altas concentragdes de NO podem potencializar seus efeitos citotoxicos pela
formacao de peroxinitrito (ONOQ") (produto da reacao entre NO e Oy), que é um
potente oxidante capaz de oxidar tidis e bases do DNA, LDL e formar isoprostanos
(ISCHIROPOULOS; AL-MEHDI, 1995). Tem sido relatado que o tratamento crénico
com altas doses de NO induz disfungcédo endotelial, que se caracteriza pela redugéao
na producao do NO pela enzima eNOS, acompanhada de aumento na expresséo da
eNOS e redugéo de sua atividade (MUNZEL et al., 1999; MUNZEL et al., 2000;
FUKATSU et al., 2007).

Por outro lado, altas concentragdes de NO diminuem a proliferacdo de células
tumorais (THOMAS et al., 2004) e também o processo de angiogénese (RIDNOUR
et al., 2005), sendo que estes dois fatores sdo muito importantes para o
desenvolvimento de tumores. Em contrapartida, baixas concentracées de NO
favorecem a proliferacao de células tumorais (THOMAS et al., 2004) e o processo de
angiogénese (ISENBERG et al., 2005; RIDNOUR et al., 2005). Cabe ressaltar que o
superéxido também é um fator importante para o desenvolvimento de tumores
(USHIO-FUKAI et al., 2002; TOJO et al., 2005; YAMAOCA-TOJO et al., 2004) € no
processo de angiogénese (USHIO-FUKAI et al., 2002). Assim, a busca de novos

compostos que liberem e/ou sequestrem NO, e ainda sequiestrem superéxido, é de
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grande interesse para o desenvolvimento de novas drogas que modulem estes
efeitos citados.

Os doadores de NO mais utilizados na clinica médica s&o os nitratos
organicos e inorganicos, a nitroglicerina e o0 nitroprussiato de sédio,
respectivamente. Porém, o tratamento crénico com a nitroglicerina induz a disfuncao
endotelial (MUNZEL et al., 1999) e a tolerancia que se caracteriza pela perda dos
seus efeitos hemodinamicos (FEELISH; KELM, 1991). Quanto ao nitroprussiato, a
liberacdo do NO é acompanhada pela liberacdo de cianeto, que apresenta alta
toxicidade ao organismo (BATES et al., 1991), e o tratamento crénico também induz
a disfuncdo endotelial (FUKATSU et al., 2007). Além disso, a administracéo
endovenosa de nitroprussiato induz rapida e intensa queda na pressao arterial
promovendo a ativacdo de baroreceptores e conseqientemente uma taquicardia
reflexa (YAKAZU et al., 2001). Assim, a tolerancia, formagao de cianeto, taquicardia
reflexa e a disfuncao endotelial sdo fatores limitantes para o uso destes doadores de
NO.

Desta maneira, os macrociclicos nitrosilo de ruténio estdo sendo estudados
como possiveis doadores de NO (DA SILVA; TFOUNI 1992, TOGNIOLO et al., 2001;
BONAVENTURA et al.,, 2004; BONAVENTURA et al., 2005), que se apresentam
inertes, ndo produzindo efeitos toxicos ao organismo. Esta caracteristica se deve,
em parte, a semelhanca das propriedades fisico-quimicas do ruténio com o ferro. O
organismo consegue proteger-se dos efeitos causados por um excesso de ferro,
através do aumento da producdo de proteinas captadoras de ferro, como a
transferrina e a albumina. Alguns autores acreditam que o mecanismo de protecao
contra toxicidade do ruténio seria o mesmo (ALLARDYCE; DYSON, 2001).

Considerando que a toxicidade de metais esta relacionada com seu estado de



Introdugcdo 26

oxidagdo, outra caracteristica importante destes compostos € sua habilidade em
atingir varios estados de oxidacao (ll, Il e IV) em meio fisiol6gico, tornando-o menos
toxico. Provavelmente, isto ocorra devido as reacdes redox causadas pela
glutationa, ascorbato ou pela enzima citocromo oxidase (ALLARDYCE; DYSON,
2001).

Outra atividade que vem sendo explorada para os complexos de ruténio é a
capacidade de sequestrar NO. Um exemplo destes complexos sdo os compostos
K[Ru(Hedta)OH,] e Ko[Ru(Hedta)Cl] (FRICKER et al., 1997), os quais atuam como
sequestradores de NO. Esta atividade pode ser Gtil em algumas condigdes, como na
diminuicdo de proliferagédo das células tumorais e também prejuizo no processo de
angiogénese, prejudicando o desenvolvimento de tumores.

Os complexos macrociclicos nitrosilo de ruténio apresentam efeito
vasodilatador em pH e temperatura fisioldégicos, que favorece o seu estudo em
preparacoes bioldgicas in vitro e in vivo (BONAVENTURA et al., 2005; DE LIMA et
al., 2006; LUNARDI et al., 2007). O nosso grupo de pesquisa vem trabalhando no
sentido de caracterizar o efeito relaxante estimulado por estes compostos
(BONAVENTURA et al., 2004; BONAVENTURA et al., 2005; LUNARDI et al., 2007).
Experimentos feitos in vitro, sem a presenca do tecido biolégico, mostraram que
compostos do tipo [Ru(bpy)2(L)(NO)], onde bpy é 2, 2-bipridina, L é o ligante que
pode ser Cl, H.O ou NO,', podem reagir com nitrito formando NO em sua estrutura
(GODWIN et al., 1971b). A reacao envolve inicialmente a coordenacao do nitrito ao
ion metalico Ru(ll) e posteriormente reacao eletrolitica do ion H*, tal como descrito
nas equacdes Il e lll. Espécies deste tipo — [Ru(bpy).CI(NO*)J** e [Ru(bpy)2(NOy
)(NO*)]** - podem gerar NO por irradiagao luminosa ou redugéo eletroquimica, sendo

que esta ultima pode ocorrer no meio biolégico por agentes redutores (SAUAIA et
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al.,, 2003a; ROCHA et el., 2008). Assim, os compostos cis-[Ru(H-dcbpy)2(Cl)(NO)]
(figura 1A) e cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFe)2 (figura 1B) foram sintetizados pelo
nosso grupo de pesquisa com o objetivo de obter compostos doadores de NO que
sejam renovaveis, ou seja, que libere o NO e reaja com nitrito formando novamente
a espécie nitrosil (equacdes Il e 1), ocorrendo um processo ciclico de liberagdo de
NO. Com o objetivo de estudar se os compostos citados acima apresentam atividade
ciclica de liberacdo de NO ou se podem sequestrar NO, os compostos cis-
[Ru(dcbpy)2(Cl)(H20)] e cis-[Ru(bpy)2(Cl)(H20)]" também foram sintetizados (figuras
1C, 1D).

Os niveis plasmaticos de nitrito sdo semelhantes em varias espécies de
mamiferos, incluindo os humanos, apresentando-se em uma faixa de 150 — 600
nmol/L (KLEINBONGARD et al., 2003). O nitrito € um metabdlito biolégico do NO,
que vem sendo usado como um bio-marcador para avaliar a fungao endotelial, uma
vez que aproximadamente 80 — 90% do nitrito basal presente no plasma é
proveniente do NO sintetizado pela eNOS (KLEINBONGARD et al.,, 2003).
Experimentos feitos in vitro mostraram que em altas concentragbes, o nitrito (100
pumol/L) induz relaxamento da aorta (FURCHGOTT; BHADRAKOM, 1952). Porém,
em preparagdes de aorta na presenca de células vermelhas do sangue e
submetidas a hipoxia (condicao nao testada por FURCHGOTT; BHADRAKON,
1952), o nitrito induziu vasodilatagdo em concentragcdes acima de 200 nmol/L
(CRAWFORD et al., 2006). Estudos recentes sugerem que em situagdes de hipdxia,
o nitrito é convertido a NO pelas células sanguineas, induz a vasodilatacdo e
citoprotegao (COSBY et al., 2003; DURANSKI et al., 2005). Também é sugerido que
durante a desoxigenac¢ao da hemoglobina que ocorre na passagem do sangue das

aortas para os capilares, ocorre a reducéo do nitrito para NO, considerando que a
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desoxihemoglobina é capaz de fazer esta reducdo (GLADWIN; KIM-SHAPIRO,
2008). Assim, o nitrito que estad presente em grandes concentragcées no sangue,
pode representar um extenso reservatério de NO no organismo (GLADWIN et al.,
2005).

Com base nestas informagdes, a hipdtese deste trabalho foi de que os
compostos cis-[Ru(H-dcbpy)2(Cl)(NO)] e cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFs)2, doadores
de NO, sao capazes de induzir relaxamento vascular e apresentem atividade ciclica
de liberacado de NO. Outra hipétese é de que o composto cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO)]
em sua forma “aquo”, ou seja, que nao contém NO em sua molécula cis-
[Ru(dcbpy)2(Cl)(H20)], possa ser um sequestrador de NO, controlando as

concentragdes desta molécula e atuando como um “tamp&o” para NO.

[Ru(bpy)2Clo] + H:O  ———  [Ru(bpy)CI(HO)]" + CI  (I)
[Ru(bpy)2CI(H0)]" + NOz —— [Ru(bpy)2CI(NO2)] + H20 (II)

[Ru(bpy)2CI(NO2)] + 2H" ——  [Ru(bpy)2CI(NO*)I** + H,O (lll)

Equacdes I, Il e lll. Processo ciclico de formagao de NO.
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Figura 1D. Estrutura do composto
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2.0) OBJETIVOS

2.1) Obijetivo geral
Estudar os mecanismos envolvidos na vasodilatacdo induzida pelos
complexos de ruténio cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO)] e cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFe)2,
Y

em suas conformacgdes estaveis.

2.2) Objetivos Especificos

Sintetizar e avaliar a estabilidade do 6xido nitrico coordenado ao ruténio, dos
compostos  cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO)] e cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFe)2, em
condi¢oes fisiolégicas de pH e temperatura.

Investigar os mecanismos de a¢éo vasodilatadora induzidos pelos compostos
cis-[Ru(H-dcbpy’)2(Cl)(NO2)] e cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO2)].(PFs)2, bem como a sua

possivel atividade ciclica de liberagcdo de NO, em condi¢des fisioldgicas.

Caracterizar o mecanismo quimico dos efeitos sequestrador de NO e
antioxidante  dos  compostos  cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO2)] (DCBPY) e
cis-[Ru(dcbpy)2(Cl)(H20)] (DCBPY-H20).

Estudar o efeito do composto cis-[Ru(H-dcbpy’)2(Cl)(NO.)] (DCBPY) sobre o

processo de angiogénese in vitro.
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3.0) MATERIAIS E METODOS

3.1) Sintese dos compostos.

A sintese e a caracterizacao das propriedades quimicas dos compostos foram
realizadas utilizando-se equipamentos disponiveis na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto sob a supervisdo do Prof. Dr. Roberto Santana da

Silva (Laboratério de Quimica Analitica — Departamento de Fisica e Quimica).

3.1.1) Sintese do composto cis-[Ru(H-dcbpy’),(CI)(NO)] (DCBPY).

Sintese do 4.4 -dicarboxi—2,2 -bipiridina, dcbpy.

A sintese do composto DCBPY foi realizada de acordo com método descrito
por Cicillini et al. (2009). Primeiramente adicionamos dois grupamentos carboxila na
bipiridina, para a obtengdo da 4,4"-dicarboxi—2,2"-bipiridina. No esquema 1 &
apresentado uma equagao geral da sintese do composto 4,4’-dicarboxi—2,2°-
bipiridina. Para obter este produto, dissolvemos 1,09 do composto 1 (4,4 -dimetil—
2,2"-bipiridina) em 15mL de H>SO4 concentrado em um baldo de reagéo. A solucéo
foi resfriada a 0°C, em banho de gelo e agua. Adicionamos 3,26g de CrOz; em
pequenas quantidades durante uma hora, sob agitacdo. Apds a adigéo de todo CrOsg,
a agitacao foi mantida por 4h em temperatura ambiente. Em seguida, a temperatura
foi elevada gradativamente até 75°C, permanecendo a mistura sob agitagdo por 4h
nesta temperatura e posteriormente, por 10h em temperatura ambiente. A mistura foi
colocada num banho de gelo, obtendo-se um precipitado verde, que foi centrifugado
e lavado vérias vezes com agua para retirar o excesso de CrO3;. Ap6s a lavagem, o
precipitado foi suspenso em agua e adicionamos solugao aquosa de KOH, agitando-

se vigorosamente, até o pH da mistura tornar-se basico (formagédo de uma solugéao
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verde). A solucéo foi filtrada e a ela foi adicionado acido cloridrico (HCI) concentrado
resultando na formacg&o de um precipitado branco, o 4,4’-dicarboxi—2,2"-bipiridina
(composto 2), que foi lavado com agua, metanol, éter etilico e seco em dissecador

sob vacuo. A massa seca obtida foi de 0,76g, com rendimento de 83,2%.

OH 0
o OH
_ 0, _
- /" hso =Y
N N 29Uy =N N
1 2

Esquema 1: Reacéao de sintese do composto 4,4 -dicarboxi—2,2"-bipiridina.

Rota sintética do composto cis-[Ru(H-dcbpy )>(CI)(NO)].

A rota sintética do composto de ruténio do cis-[Ru(H-dcbpy’)2(Cl)(NO)]. esta

representada no esquema 2. A seguir, as etapas estao detalhadamente descritas.

RUC|3 'anO
l Etapa 1

cis - [Ru(H-dcbpy).Cl,]

l Etapa 2

cis-[Ru(H-dcbpy’)-(Cl)(NO)]

Esquema 2: Rota sintética para o complexo de ruténio.

Etapa 1: sintese do composto cis-[Ru(H-dcbpy)>Cl;].2H,0.

A sintese do complexo cis-[Ru(H-dcbpy’).Cl>].2H.O foi realizada segundo
procedimento descrito por Dwyer et al. (1963) para preparacdo do composto cis-
[Ru(bpy)2Cl2].2H20O. Em um baldo de 50 mL contendo 15 mL de dimetilformamida,
adicionou-se 0,90¢g de cloreto de ruténio (Il) (RuCls.nH20), 0,214g de 4,4’-dicarboxi-

2,2’-bipiridina (dcbpy) e 0,129g de cloreto de litio (LiCl). Acoplou-se um condensador
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ao baldo que foi submetido a aquecimento por banho de glicerina. A solugéo atingiu
o refluxo a uma temperatura de 130°C e permitiu-se a reagao por um tempo de 5
horas. Ao término do tempo de reacdo, desligou-se o aquecimento e apos o
resfriamento da solugdo, adicionou-se aproximadamente 50 mL de acetona. O baldo
foi levado a geladeira por 12 horas. A solugdo foi filtrada e o sdélido escuro
recuperado foi lavado com varias porcdes de éter. A massa seca obtida foi de
0,691g, com rendimento de 50,3%.

Etapa 2: sintese do composto cis-[Ru(H-dcbpy)>(Cl)(NO)].

Em um baldo de reacdo de 100 mL foram adicionados 0,319g de cis-[Ru(H-
dcbpy’)2Clz].2H,O dissolvidos em 40 mL de agua destilada (baldo de reacao).
Borbulhou-se argénio durante 30 min a fim de remover todo o oxigénio presente no
meio. O gas NO foi gerado por meio de uma reacao entre solu¢cdo de &cido nitrico
50% e pedagos de cobre metalico. Antes de borbulhar na solugdo do complexo de
ruténio, o gas passou por uma solugdo de NaOH, para remover possiveis tracos de
NO. presentes na mistura gasosa. O aparato para reagao foi construido em uma
capela (figura 2). O 6xido nitrico gasoso foi borbulhado na solugdo do complexo
durante 40 min. O baldo de reacéao foi tirado do sistema, fechado e a mistura foi
mantida sob agitacdo, ainda sob atmosfera de NO, por 1 hora. Observou-se a
formacao de um precipitado marrom claro. O baldo foi recolocado no sistema e foi
borbulhado NO por mais 30 min. Retirou-se novamente o baldo do sistema; este foi
mantido fechado e sob agitacdo por 12 horas (formacao de um precipitado marrom).
O precipitado foi filtrado, lavado com acetona e éter etilico e seco sob vacuo. A

massa seca obtida foi de 0,232g, com rendimento de 73%.
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+Cu’ W

HNO,; 50%

Figura 2: Aparato montado em capela para geragao de éxido nitrico gasoso.

3.1.2) Sintese do composto cis-[Ru(dcbpy).(Cl)(H.0)] (DCBPY-H,0).

Rota sintética do composto cis-[Ru(dcbpy),(Cl)(H20)].
A rota sintética do composto de ruténio do tipo DCBPY-H.O esta

representada no esquema 3. A seguir, as etapas estao detalhadamente descritas.

cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)]
l Etapa 1

cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(Ns)].
l Etapa 2

cis-[Ru(dcbpy).(Cl)(H20)]

Esquema 3: Rota sintética para o complexo de ruténio.
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Etapa 1: sintese do composto cis-[Ru(H-dcbpy)>(Cl)(Ns)].

Uma massa de 0,042g (6,41 x 10 moles) do composto cis-[Ru(H-dcbpy”
)2(CI)(NO)] foi dissolvida em 50mL de metanol, sob aquecimento de 40°C e agitacao
constante. Esta solugcdo foi mantida em atmosfera de argénio. Apds solubilizagdo
completa do composto, foi adicionado 0,0041g (6,41 x 10 moles) azida de sédio
(NaNs) e deixou-se reagir durante 1 hora. O metanol foi rotaevaporado e obteve-se
um po.

Etapa 2: Sintese do composto cis-[Ru(dcbpy)>(Cl)(H-O)].

O composto cis-[Ru(H-dcbpy’)2(Cl)(N3)] foi ressuspendido em 20mL de HxO e
mantido em agitacado constante até completa solubilizagdo. A seguir, adicionamos 5
gotas do contra ion acido hexafluorofosfato (HPFs), formando um precipitado, que foi

filtrado e obtivemos uma massa de 0,025g, com rendimento de 59%.

3.1.3) Sintese do composto cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PF¢)2 (BPY)

O composto BPY € um anélogo do composto cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)]. O
composto BPY né&o possui as carboxilas (presentes nas bipiridinas do composto
DCBPY), apresenta um grupamento NO,™ e apresenta o PFg" como contra-ion, sendo
estas caracteristicas que diferenciam este composto do DCBPY.

N&o adicionamos as carboxilas neste composto para verificar se ocorre maior
poténcia deste composto no relaxamento vascular, considerando que as carboxilas
podem ser ionizadas em pH fisiol6gico tornando o composto mais polar, diminuindo
com isto a permeabilidade celular. A adicao do grupamento NO," também foi feita
com o objetivo de verificar se ocorre maior poténcia do composto, considerando que

o NO pode ser convertido em NO.
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Rota sintética do composto cis-[Ru(bpy)>(NO2)(NO)](PFe)o.

A rota sintética do composto de ruténio do tipo cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PFs)2
esta representada no esquema 4. A seguir, as etapas estdo detalhadamente

descritas.

RuCl; .nHO
l Etapa 1
cis - [Ru(bpy).Cl,]. 2H,0
l Etapa 2
cis-[Ru(bpy)2(NO2),] . H.O

l Etapa 3

cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)] (PFs)2

Esquema 4: Rota sintética para o complexo de ruténio.

Etapa 1: sintese do composto cis-[Ru(bpy)>Cl»].2H,0:

Sintetizamos o complexo cis-[Ru(bpy)2Clo].2H20O  segundo procedimento
descrito por Dwyer et al. (1963). Em um baldo de 50mL contendo 8mL de
dimetilformamida, adicionamos 1,0g de cloreto de ruténio (Ill) (RuCls.nH20), 1,29 de
2,2’-bipiridina (bpy) e 1,1g de cloreto de litio (LiCl). Acoplamos um condensador ao
baldo, que foi submetido a aquecimento por banho de glicerina. A solugcao atingiu o
refluxo a uma temperatura de 130°C e permitiu-se a reagao pelo periodo de 8h. Ao
término do tempo de reacao, desligou-se o aquecimento e apds o resfriamento da
solugdo, adicionou-se aproximadamente 50mL de acetona. O baldo foi levado a
geladeira por 1 hora. A solugéao foi filtrada e o sélido escuro recuperado foi lavado
com varias porgdes de éter. A massa seca obtida foi de 1,452g, com rendimento de

73,0%.
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Etapa 2: sintese do composto cis-[Ru(bpy)>(NO2)o]. H-0.

A sintese do complexo cis-[Ru(bpy)2(NO2)2].H.O foi realizada segundo
procedimento descrito por Godwin e Meyer (1971a). Um volume de 60mL de agua
destilada, contido em um baldo de reacdao de 250mL de 2 bocas, foi submetido a
borbulhamento com argbnio por um periodo de 15min, para retirada de oxigénio.
Foram dissolvidos neste baldo 0,300g do composto cis-[Ru(bpy)2Cl2].2H20, que
foram submetidos a aquecimento a 80°C . Ap6s 15min a solucao quente foi filtrada e
ao filtrado adicionou-se 0,90g de NaNO. previamente dissolvido em agua destilada
desaerada (sem oxigénio). Deixou-se reagindo durante 90 min. Colocamos o baldo
sob refrigeracédo por 1h, filtramos e obtivemos um sdélido vermelho intenso, que foi
lavado com vérias porgbes de éter. A massa obtida foi de 0,240g, com rendimento
de 79,5%.

Etapa 3: sintese do composto cis-[Ru(bpy)»(NO>)(NO)].(PF)s.

Sintetizamos o complexo  cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFe)2  segundo
procedimento descrito por Godwin e Meyer (1971b). Suspendeu-se em 30mL de
metanol uma massa de 0,230g do complexo cis-[Ru(bpy)2(NO2)z]. H.O. Sem
aquecimento e sob agitacdo, gotejou-se 2,0mL de HPFg concentrado. Apds 15min,
filtrou-se a solugédo e o sélido amarelo retido foi lavado com metanol e éter. A massa

obtida foi de 0,298g, com rendimento de 87%.

3.1.4) Sintese do composto cis-[Ru(bpy)2(Cl)(H.0)* (BPY-H20)
O composto BPY-H,O é um analogo do composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
)(NO)].(PFe)2, sintetizado com o objetivo de estudarmos a possivel atividade ciclica

deste composto.
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Rota sintética do composto cis-[Ru(bpy)>(Cl)(H-O)*.

A rota sintética do composto de ruténio do tipo cis-[Ru(bpy)2(Cl)(H20)* esta
representada no esquema 5. A seguir, descrevemos detalhadamente a sintese deste

composto.

cis - [Ru(bpy).Cl,]. 2H,0
l Etapa 1

cis-[Ru(bpy)2(Cl)(H20)*

Esquema 5: Rota sintética para o complexo de ruténio.

Etapa 1: sintese do composto cis-[Ru(bpy)>(Cl)(H-0)".

Com o aquecimento do composto cis-[Ru(bpy)2Clo]. 2H2O em meio aquoso,
ocorre a formagdo do composto cis-[Ru(bpy)2(Cl)(H20)" (GODWIN; MEYER,
1971a,b). Desta forma, 0,010 g do composto cis -[Ru(bpy)2Cl;].2H20 foi adicionado
em um baldo de 50 mL, contendo 5 mL de agua destilada, que permaneceu sob
agitacdo. Acoplamos um condensador ao baldo que foi submetido a aquecimento
por banho de glicerina. A solugéo atingiu o refluxo a uma temperatura de 130°C e
permitiu-se a reacdo pelo periodo de 2 horas, até a completa dissolugdo do
composto. O composto cis-[Ru(bpy)-Cl2].2H-O apresenta coloragdo cinza escuro.
Apés a reacao, obtivemos uma solucao de coloracao roxo escuro. ApOds 0 processo
de sintese, observamos aumento na absorbancia no comprimento de 500nm. Este
comprimento de onda indica a coordenacdo da agua ao ruténio, confirmando a
obtencao do composto cis-[Ru(bpy)2(Cl)(H-0)* (SAUAIA et al., 2003b, DURHAM et
al., 1980). Pela dificuldade encontrada, ndo precipitamos este composto utilizando

contra ion, obtivemos uma solugéo concentrada a 6,65mmol/L.
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3.2) Estudo quimico dos compostos por espectroscopia na regiao do
ultravioleta-visivel.

As medidas de absor¢édo na regido do ultravioleta e do visivel foram efetuadas
usando um espectrofotdbmetro UV-visivel-NIR (Hitachi modelo U-3501) utilizando
celas de quartzo de 1cm de caminho 6ptico. Cada experimento foi repetido no
minimo 3 vezes e utilizamos somente um espectro representativo de cada

experimento.

3.2.1) Estudo da estabilidade do NO coordenado ao ruténio dos compostos cis-
[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)] e cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFs)s.

Objetivo: verificar se em condi¢cdes fisiologicas de pH e temperatura, o NO
permanece coordenado ao ruténio (Ru-NO), determinando a estabilidade da espécie

Ru-NO.

A banda de absorgdo no UV-vis préxima de 330 nm é caracteristica da
presenca de NO coordenado ao ruténio (Ru-NO). Porém, a banda de absorcao no
UV-vis préximo de 450 nm é caracteristica da presengca de NO, coordenado ao
ruténio (Ru-NO2") (TOGNIOLLO et al., 2001). Para ambos os compostos, verificamos
que a absorbancia de 330nm € caracteristica de Ru-NO, enquanto que as
absorbancias em 450 e 415nm sao caracteristicas de Ru-NO," para os compostos
cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO)] e cis[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFe)2, respectivamente,

como pode ser verificado nas figuras 4 e 8.

3.2.2) Formacao do composto cis-[Ru(H-dcbpy):(CI)(NO2)] a partir do
composto cis-[Ru(dcbpy).(Cl)(H20)].
Objetivo: em condicbes fisioldgicas de pH e temperatura, verificar se ocorre a

coordenacao do nitrito ao ruténio do composto cis-[Ru(dcbpy)2(Cl)(H20)].
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Em tampéo fosfato, pH 7,4 a 37°C, foram adicionados 25 pmol/L do
composto cis-[Ru(dcbpy)2(Cl)(H20)] e 250 umol/L de nitrito de sodio. O comprimento
de onda foi fixado em 450nm, considerando que a banda de absor¢do no UV-vis
proxima de 450 nm é caracteristica da presenca de NO," coordenado ao ruténio (Ru-
NO2) (TOGNIOLLO et al., 2001). As aquisicoes dos valores de absorbancia foram
feitas a cada 30 segundos, no modulo cinético. A diferenca entre absorbancia inicial
e a obtida ao longo do tempo foi quantificada e representada graficamnete. Cada

experimento foi repetido no minimo 3 vezes.

3.2.3) Quantificacao da oxidacdo do acido ascdrbico na presenca dos
compostos cis-[Ru(H-dcbpy’),(CI)(NO2)] (DCBPY- NO>) e

cis-[Ru(dcbpy)2(Cl)(H20)] (DCBPY-H;0).

O &cido ascérbico (AA) apresenta absorbancia em 264nm. Desta forma, é
possivel verificar se AA estd sendo oxidado, pela queda em sua absorbancia. O
experimento foi feito em solugdo aquosa desaerada de tampéo fosfato pH 7,4 a
22°C. As aquisi¢des dos valores de absorbancia foram feitas a cada 30 segundos,
no médulo cinético. Foi utilizado 100 umol/L de AA, na auséncia ou presenca de: 1)

DCBPY-NO2 10pmol/L, 2) DCBPY-H>O 10umol/L, 3) Nitrito de sodio 10 pumol/L.

Os valores de absorbancia foram obtidos e foi feito o calculo do logaritmo
neperiano (Ln) destes valores. Com a obtencdo do Ln, obtivemos os valores da
constante observada (Kobs), que corresponde aos valores da inclinagdo das curvas

do Ln.
3.3) Medida de pH

As medidas de pH foram realizadas utilizando-se pHmetro Digimed (modelo

DM-20).
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3.4) Estudo farmacolégico dos compostos pela reatividade vascular.
3.4.1) Animais:

Utilizamos ratos Wistar de 180-200g (5 semanas), fornecidos pelo Biotério
Central do Campus de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sao Paulo (USP). Este
projeto de pesquisa recebeu parecer favoravel do Comité de Etica da Faculdade de
Medicina de Ribeirao Preto-USP (n® Protocolo: 030/2008).

3.5) Estudo da reatividade vascular em aortas isoladas:

Para o registro da tensao isométrica, utilizamos preparacdes da aorta toracica
isoladas de ratos. Os ratos foram mortos por decapitacdo, as aortas foram isoladas e
dissecadas de tecido conjuntivo e foram retirados anéis de 4 mm de comprimento.
Os anéis de aorta foram montados entre dois ganchos de metal e mantidos em
camara para 6rgao isolado contendo 10 mL de solugéo fisiolégica de Krebs (com a
seguinte composicdo 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 gaseificagcdo com mistura de
carbogénio (95% O, e 5% CO,), a 37 °C. Para estabilizacdo, as preparagoes
permaneceram em repouso por 60 minutos sob tensdo basal de 1,59 (pré-
determinada pela curva de tensdo com KCL). As aortas foram estimuladas com ECsg
da fenilefrina (0,1umol/L) até que as contragdes fossem reproduzidas e a seguir,
iniciamos os protocolos especificos. A tensdo isométrica foi obtida pelo transdutor
(Letica Scientific Instruments; Barcelona—Spain) conectado a um amplificador
(PowerLab/415 - ADInstruments) e registrada em computador. Com auxilio do
gancho, o endotélio vascular foi removido mecanicamente para evitar a interferéncia
do NO enddgeno. A efetividade dessa remocao foi demonstrada pela auséncia de
relaxamento a acetilcolina (1umol/L) em aorta pré-contraida com a ECsy da

fenilefrina (0,1pmol/L).
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3.5.1) Relaxamento induzido por cis-[Ru(H-dcbpy’)>(Cl)(NO)] em suas diferentes
formas.

Objetivo: verificar se 0 composto em estudo induz relaxamento no musculo
liso vascular, em suas diferentes formas cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO)] (DCBPY-NO),
cis-[Ru(H-dcbpy)2(Cl)(NO)] (DCBPY-NO/NO;) e cis-[Ru(H-dcbpy’)2(Cl)(NO2)]
(DCBPY-NOy).

De acordo com os experimentos feitos com espectrofotémetro (figuras 4 a 7),
em pH fisioldgico o NO parece nao estar mais coordenado ao ruténio. Desta forma,
realizamos experimentos com o novo composto em suas formas (DCBPY-NO,
DCBPY-NO/NO,, DCBPY-NO;). Para obtencao destas formas do composto,
solubilizamos o cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)] em pH acido, neutro e basico,
respectivamente, como pode ser verificado de forma mais detalhada nos métodos e
resultados (Segdes: 3.2.1 € 4.2.1).

O composto foi solubilizado em diferentes pHs e somente apds 180 min da
solubilizacdo deste composto, iniciamos o0s experimentos farmacoldgicos.
Esperamos este tempo para termos o composto em sua forma estavel, considerando
que obtivemos esta informagdo com os experimentos feitos pelo espectrofotébmetro
(figuras 4 a 7),

3.5.2) Estudo do relaxamento induzido pelo cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFs)2
(BPY) em suas diferentes formas.

Objetivo: verificar se 0 composto em estudo induz relaxamento no musculo
liso vascular, em suas diferentes formas cis-[Ru(bpy)2(NO.)(NO)] (BPY-NO), cis-
[Ru(bpy)2(NO2)(NO/NO2)] (BPY-NO/NO,) e cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO2)] (BPY-NOy).

De acordo com os experimentos feitos com espectrofotdmetro (figuras 8 a

11), em pH fisiolégico, o NO parece ndo estar mais coordenado ao ruténio. Desta
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forma, realizamos experimentos com o composto em suas formas (BPY-NO, BPY-
NO/NO; e BPY-NOy). Para a obtencdo destas formas do composto, solubilizamos
cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFs). em pH &cido, neutro ou basico, respectivamente,
como pode ser verificado de forma mais detalhada nos métodos e resultados
(Secgbes: 3.2.1 €4.2.2).

3.5.3) Estudo do relaxamento induzido pelo cis-[Ru(bpy)(NO2)(NO)]. (BPY-
NO>-NOy).

Objetivo: com o objetivo de confirmar os resultados obtidos com o composto
na forma Ru-NOy', utilizamos o composto cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO2)] (BPY-NO2-NO2
), que € precursor do composto cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFs)2 (BPY) (esquema 4).

Apés estabilizagdo da contragdo, foram realizadas curvas concentragao-
efeito para o composto (BPY-NO,-NO,') solubilizado em pH 7,4 e as respostas
foram registradas.

3.5.4) Comparacao do relaxamento vascular dependente do NO induzido pelas
drogas cis-[Ru(H-dcbpy):(CI)(NO)] (DCBPY), cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PFs):
(BPY), nitroprussiato de sédio (NPS) e nitrito de sddio (NITRITO).

Objetivo: comparar a poténcia das drogas acima, sobre o relaxamento
vascular.

Foram realizadas curvas concentragao-efeito cumulativas para os compostos
DCBPY, BPY, NPS e NITRITO, em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina e

as respostas foram registradas.
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3.5.5) Estudo do tempo de relaxamento vascular induzido pelas drogas cis-
[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)]  (DCBPY),  cis-[Ru(bpy)(NO2)(NO)I(PFe).  (BPY),
nitroprussiato de sodio (NPS) e nitrito de sédio (NITRITO).

Objetivo: comparar o tempo em que as drogas acima induzem relaxamento
quando utilizadas em concentragdes equieficazes.

As preparacbes foram pré-contraidas com fenilefrina (0,1umol/L) e apds
estabilizacdo, as drogas DCBPY (10umol/L), BPY (1umol/L), NPS (0,1umol/L) e
NITRITO (0,3 mmol/L) foram adicionadas a cuba, em concentragdes equieficazes
que induziram 100% de relaxamento. O relaxamento foi analisado a cada 30

segundos.

Estudo do mecanismo de acdo do efeito vasodilatador induzido pelos
compostos cis-[Ru(H-dcbpy’),(CI)(NO)] (DCBPY), cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PFg)2

(BPY) e nitrito de sédio (NITRITO).

3.5.6) Participacao da guanilato ciclase no relaxamento induzido por cis-[Ru(H-
dcbpy’)2(CI)(NO)] (DCBPY), cis-[Ru(bpy)(NO2)(NO)](PFs). (BPY) e nitrito de
sodio (NITRITO).

Obijetivo: verificar a participacdo da guanilato ciclase no relaxamento vascular
induzido pelo composto em estudo.

O inibidor seletivo da guanilato ciclase, (1H)-(1,2,4)oxadiazole(4,3-
a)quinoxalin-1-one (ODQ 1umol/L), foi adicionado 30 minutos antes da contracado
com fenilefrina. ApoOs estabilizagdo da contracdo, foram realizadas curvas
cumulativas concentragéo - efeito para DCBPY, BPY, NITRITO na presenca de ODQ

e as respostas foram registradas.
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3.5.7) Participacao dos canais para potassio no relaxamento induzido por cis-
[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)] (DCBPY), cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PF¢)2 (BPY) e nitrito
de sodio (NITRITO).

Obijetivo: verificar a participacdo dos canais para potassio no relaxamento
vascular induzido pelos compostos acima.

O blogueador nao seletivo dos canais para potassio, tetraetilaménio (TEA
immol/L) foi adicionado 30 minutos antes da contracdo com fenilefrina. Apds
estabilizagcdo da contracdo, foram realizadas curvas de relaxamento cumulativas
concentracdo - efeito para DCBPY, BPY, NITRITO na presenca de TEA e as

respostas foram registradas.

Caracterizacao do local e espécie de NO liberado pelos compostos cis-[Ru(H-
dcbpy),(CI)(NO)] (DCBPY), cis-[Ru(bpy).(NO;)(NO)](PFs). (BPY) e nitrito de

sodio (NITRITO).

3.5.8) Efeito da oxihemoglobina, hidroxocobalamina e L-cisteina no
relaxamento induzido por cis-[Ru(H-dcbpy’).(CI)(NO)] (DCBPY), cis-
[Ru(bpy)2(NO2)(NO)I(PFg)2 (BPY) e nitrito de sodio (NITRITO).

Objetivo: verificar se o relaxamento induzido pelos compostos em estudo
ocorre devido a liberacdo do NO em meio extracelular, e qual espécie de NO estes
compostos liberam.

A oxihemoglobina (10umol/L), hidroxocobalamina (0,1mmol/L) e L-cisteina (1
mmol/L) foram adicionadas 30 minutos antes da contracdo com fenilefrina. Apds

estabilizagdo da contragcédo, foram realizadas curvas cumulativas concentragdo -
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efeito para DCBPY, BPY, NITRITO na presenca dos seqliestradores e as respostas

foram registradas.

Estudo da atividade ciclica dos compostos cis-[Ru(H-dcbpy),(Cl)(NO)]

(DCBPY) e cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PFs). (BPY).

3.5.9) Relaxamento vascular induzido pelos compostos
cis-[Ru(dcbpy),(Cl)(H20)] (DCBPY-H.0), cis-[Ru(dcbpy).(CI)(NO)] (DCBPY) e
NPS na presenca e auséncia do nitrito.

Objetivo: o composto DCBPY-H,O n&o apresenta NO ou nitrito em sua
molécula. Desta forma, o objetivo deste protocolo foi verificar se ocorre relaxamento
vascular por este composto na auséncia e presenga do nitrito. Para o DCBPY e
NPS, o objetivo foi verificar se o relaxamento é potencializado na presenc¢a do nitrito.

Foram realizadas curvas cumulativas concentragdo- efeito para o composto
DCBPY-H;O, DCBPY e NPS na auséncia e presenca de nitrito de sédio (1pumol/L).
Os anéis de aorta foram pré-contraidos com fenilefrina e o nitrito de sddio foi
adicionado. Apd6s 5 minutos da adi¢cao do nitrito, as curvas concentracao-efeito para
os compostos DCBPY-H,O, DCBPY e NPS foram realizadas. Nas condi¢des
experimentais testadas, a concentracao de 1umol/L de nitrito de s6dio nao induziu
relaxamento (figura 17).

3.5.10) Relaxamento vascular induzido pelo composto cis-[Ru(bpy)2(Cl)(H20)]*
(BPY-H20) na presenca e auséncia do nitrito.

Objetivo: o composto BPY-H.O nado apresenta NO nem NO., em sua

molécula. Desta forma, o objetivo deste protocolo foi verificar se ocorre relaxamento

vascular por este composto na auséncia e presencga do nitrito.
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Foram realizadas curvas cumulativas concentragdo- efeito para o composto
BPY-H,O na auséncia e presenga de nitrito de sodio (1umol/L). Os anéis de aorta
foram pré-contraidos com fenilefrina e o nitrito de sédio foi adicionado. Apds 5
minutos da adicdo do nitrito, as curvas concentracdo-efeito para o composto BPY-

H>O foram realizadas.

Estudo do mecanismo de acao do efeito vasodilatador induzido pelo composto
cis-[Ru(bpy)-(CI)(H-0)]" (BPY-H0).

Considerando que o composto BPY-H,0 induziu relaxamento na auséncia do
nitrito, novos protocolos foram feitos para estudar o mecanismo do relaxamento

induzido por este composto.

3.5.11) Estudo da participacao da guanilato ciclase soluvel (GCs) e dos canais
para potassio no relaxamento induzido pelo composto cis-[Ru(bpy)2(CI)(H20)1*
(BPY-H20).

Objetivo: verificar se o inibidor da GCs (1H)-(1,2,4)oxadiazole(4,3-
a)quinoxalin-1-one (ODQ) e blogueador ndo seletivo dos canais para K*
tetraetilaménio (TEA) modulam o relaxamento induzido pelo BPY-H,O, por via
independente de NO.

ODQ (1pmol/L) ou TEA (1Immol/L) foram adicionados 30 minutos antes da
contracao com fenilefrina. Apds estabilizacao da contracao, foram realizadas curvas

concentragao - efeito cumulativas para o BPY-H»O na presenga de ODQ ou TEA.
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3.5.12) Curva de contracao para concentracoes crescentes de calcio (CaCl,) na
presenca e auséncia do composto cis-[Ru(bpy)2(Cl)(H.0)]* (BPY-H,0).

Objetivo: verificar se o0 composto BPY-H,O bloqueia canais de calcio.

Para obtencdo da curva de contragdo com CaCl, as preparacdes foram
colocadas em solugdo de Krebs livre de CaCl, (zero Ca®*), contendo quelante de
Ca®* EGTA (1 mmol/L) e estimuladas com fenilefrina (0,1 pmol/L), até obtermos
auséncia da resposta contratil a este agonista. A solugcédo de Krebs foi substituida por
uma solucdo zero Ca®* e zero EGTA. A seguir, incubamos as preparacdes com
fenilefrina (0,1umol/L) em auséncia ou presenga de BPY-H,O (1umol/L) durante 30
minutos. Apds este periodo de incubagdo, realizamos curva concentragao-efeito
para CaCl, (0,05 a 2,0 mmol/L). As respostas foram quantificadas em gramas de

tenséo desenvolvida apos cada adi¢cdao de CaCls.

3.5.13) Estudo do relaxamento vascular induzido pelo composto
cis-[Ru(bpy)2(CI)(H2.0)]* (BPY-H.0) em aortas pré contraidas com cloreto de
potassio (KCI) ou prostaglandina Fy, (PGF2, ).

Objetivo: verificar se o efeito vasodilatador do composto BPY-H,O esta
envolvido com uma possivel acdo antagonista de receptor a, utilizando outros
agentes pré-contrateis. Lembrando que o agente pré-contratil utilizado em todos os
experimentos de reatividade para o BPY-H,O foi a fenilefrina, que é um agonista
seletivo de receptor ai.

As aortas foram pré-contraidas com KCI (60 mmol/L) ou PGF24 (3 pmol/L) e

curvas concentragao-efeito cumulativas foram realizadas para o composto BPY-H,O.
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3.6) Avaliacao da citotoxicidade dos compostos em células endoteliais.
Obijetivo: verificar se 0s compostos em estudo apresentam citotoxicidade nas

concentragées em que observamos efeito vasodilatador maximo.

3.6.1) Linhagem Celular

Neste estudo utilizamos células endoteliais da linhagem ECV304,
procedentes da American Type Culture Collection (ATCC® CLR-1998™) cedidas
pelos docentes Prof. Dr. Marcelo Dias Baruffi e Profa. Dra. Maria Regina Torqueti
Toloi da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP/USP).

Cultura Celular: o cultivo das células foi iniciado ap6s descongelamento

rapido a 37°C em banho maria de uma aliquota contendo 5x10° células. Apés o
descongelamento, as células foram submetidas a centrifugacdo de 300g durante 5
minutos. Em seguida retiramos o sobrenadante e lavamos o sedimento celular duas
vezes com PBS (solugcédo salina em tampao fosfato) estéril para retirar qualquer
residuo de dimetilsulfoxido (DMSQO) utilizado na etapa de congelamento.
Centrifugamos o material nas mesmas condicdes acima citadas e este foi
ressuspenso em 3ml de meio de crescimento [Meio199 com fenol red (Invitrogen),
suplementado com HEPES (25mmol/l - Sigma), heparina (50 U/ml- Sigma), L-
glutamina (2mmol/l - Invitrogen), antibiético antimicético (1% - Sigma), e 20% de soro
bovino fetal - FBS (Invitrogen) inativado por 30 minutos a 56 °C]. As células foram
distribuidas em garrafas plasticas de cultura (25cm?) e incubamos em estufa de CO?
(5%) a 37°C. O meio de cultivo foi trocado de dois em dois dias até as culturas

atingirem confluéncia de 90 a 100% de células aderidas.
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3.6.2) Ensaio de citotoxicidade celular.

Para avaliar a citotoxicidade dos compostos em estudo utilizamos o método
de analise colorimétrica através do ensaio MTT - 3-(4,5 dimethyl thiazole-2yl) 2,5
diphenyl tetrazolium bromide. O MTT em sua forma oxidada possui coloragao
amarela, porém quando incorporado pelas células metabolicamente ativas ocorre a
formacao de cristais de formazan de cor purpura que se acumulam no interior da
célula. Essa conversao do MTT é feita pelas desidrogenases mitocondriais, ou seja,
ocorre apenas em células viaveis. Partindo deste principio, medindo por
espectrofotometria a coloragéo obtida ao fim da reacao, pode-se inferir a viabilidade
celular comparando-as com o grupo controle — células nao estimuladas (MOSMANN,
1983).

Para isso, cultivamos as células em placa de 96 pocos (10*cel/por poco) em
200pL de meio de crescimento e incubamos em estufa de CO® a temperatura de
37°C. Apobs 24 horas observamos confluéncia. O meio de crescimento foi retirado,
lavamos os pocos duas vezes com PBS e adicionamos meio de tratamento — [Meio
199 livre de fenol red (Invitrogen), suplementado com HEPES (25mmol/l - Sigma),
heparina (50 U/ml - Sigma), L-glutamina (2mmol/l - Invitrogen), antibidtico
antimicotico (1% Sigma)].

As culturas foram incubadas com os compostos cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)
(10umol/L), cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PFs)2 (1pmol/L) e NPS (0,1umol/L) nas
concentragbes que induzem o relaxamento maximo. O controle de viabilidade
continha apenas o meio de tratamento, enquanto o controle de morte celular foi feito
com uma solugcdo de meio de tratamento com 10% de DMSO. As células foram
incubadas durante 30 minutos, que € o tempo médio de duragdo das curvas

concentracao efeito para os compostos DCBPY e BPY. Apés o tempo de incubagéo,
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o meio de cultura foi removido e os pocos foram lavados com PBS. Foi acrescentado
180uL de meio de tratamento e 20 pL de MTT (5mg/mL) em cada poco. Apéds
incubacgao por 4 horas, retiramos a solugdo de MTT e colocamos 100 uL/pogo de
DMSO para solubilizacdo dos cristais de formazan. Apdés 24 horas, realizamos a
leitura das absorbancias em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 550nm.
O branco da reacao foi feito com meio de tratamento. A absorbancia obtida das
células nao estimuladas foi considerada como 100% de viabilidade celular
(MOSMANN, 1983). A porcentagem de células viaveis foi calculada de acordo com a
equacgao abaixo:

. . ABS Experimento
% Células vidveis= —— 2 x100

Controle

3.7) Microscopia confocal.

Preparacdo da amostra: utilizamos preparagcdées de aorta isoladas de ratos,

dissecadas de tecido conjuntivo. O endotélio vascular foi removido mecanicamente
para evitar a interferéncia do NO enddgeno. As aortas foram cortadas manualmente
com lamina de bisturi em anéis com aproximadamente 100-150 um de espessura.
Estes anéis foram colocados verticalmente em laminula (42 mm para microscopia
confocal) pré-tratada com Poli-L-Lisina (1/1 v/v) acondicionada em Placa de Petri
para incubacado em estufa de CO, a 5%. O tecido foi mantido em solucao de Hanks
incompleta (sem Ca*? e Mg*?) com a seguinte composi¢do (em mmol/L): 145,0 NaCl,

5,0 KCI, 0,5 NaHPOy4, 10,0 dextrose e 10,0 HEPES em pH 7,4.
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3.8) Medida da concentracdo citosdlica de Ca®* em células do musculo liso

vascular (MLV).

Objetivo: verificar se os compostos em estudo induzem queda na
concentragao citoplasmatica de Ca** ([Ca®*]c).

Carregamento do tecido com a sonda fluorescente sensivel a ions calcio

FLUO 3-AM: o tecido foi carregado com a sonda sensivel a ions célcio FLUO-3AM
(10 uM, Molecular Probe) durante 40 minutos em temperatura ambiente, antes do
experimento. O FLUO-3AM foi preparado em solucdo de Hanks completa, com a
seguinte composicao (em mmol/L): 145,0 NaCl, 1,6 CaCl,, 5,0 KCI, 1,0 MgCl,, 0,5
NaH.,PO,4, 10,0 dextrose e 10,0 HEPES em pH 7,4. O excesso de sonda foi
removido trocando a solucdo de Hanks completo e deixando por mais 10 minutos
para que fosse completado o processo de desesterificagdo intracelular do FLUO 3-

AM.

3.8.1) Efeito do cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)] (DCBPY), cis-[Ru(bpy)2(NO2
)(NO)I(PFe)2 (BPY), nitroprussiato de sddio (NPS) e nitrito de sédio (NITRITO),
sobre concentracdo citosdlica de Ca** em células do musculo liso vascular
(MLV).

Decorridos 90 segundos de aquisicdo das imagens, os compostos DCBPY
(10umol/L), BPY(1umol/L), NPS (0,1umol/L) ou NITRITO (0,3mmol/L) foram
adicionados a laminula. Esperamos ocorrer estabilizacao na queda da intensidade
de fluorescéncia (IF) para cada droga utilizada. Esta queda foi expressa como

%AIF, que indica a queda na [Ca?*]c.
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3.9) Medida da concentracao citoplasmatica de NO em células do musculo liso

vascular (MLV).

Objetivo: estudar o efeito dos compostos sobre a concentragao citosélica de
NO ([NOJc).

Carregamento do tecido com sonda fluorescente sensivel ao NO: as células

do MLV de aorta foram carregadas com a sonda sensivel ao NO (DAF-2 DA - 5
umol/L, Calbiochem) durante 30 minutos em temperatura ambiente (KOJIMA et al.,
1998). O DAF-2DA foi preparado em solucdo de Hanks completa. O excesso de
sonda foi removido trocando a solu¢cdo de Hanks e deixando por mais 10 minutos
para que fosse completado o processo de desesterificacao intracelular do DAF-2
DA.

3.9.1) Efeito do cis-[Ru(H-dcbpy),(CI)(NO)] (DCBPY), cis-[Ru(bpy)2(NO2
)(NO)I(PFs)2 (BPY), nitroprussiato de sddio (NPS) e nitrito de sédio (NITRITO),
sobre concentracao citosolica de NO em células do MLV.

Decorridos 90 segundos de aquisicdo das imagens, os compostos DCBPY
(10umol/L), BPY(1umol/L), NPS (0,1pmol/L) ou NITRITO (0,3mmol/L) foram
adicionados a laminula e esperamos ocorrer estabilizagdo no aumento da IF para
cada droga utilizada. Este aumento foi expresso como %AIF, que indica aumento na
[NOJc.

3.9.2) Estudo da atividade ciclica do composto cis-[Ru(H-dcbpy’),(CI)(NO)]
(DCBPY) em células do MLV.

Objetivo: o composto cis-[Ru(dcbpy)2(Cl)(H.0)] DCBPY-H.O nao apresenta
NO nem nitrito em sua molécula. Desta forma, o objetivo deste protocolo foi verificar
se ocorre formacdo de NO em células do MLV pelo composto DCBPY-H,O na

presenca de nitrito.
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Estes experimentos foram feitos seguindo-se duas sequUéncias distintas,
sendo classificadas em sequéncia A e sequéncia B.

Seqtiéncia A: decorridos 90 segundos de aquisicao das imagens, 0 composto
DCBPY-H>O (20pumol/L) foi adicionado a laminula e apds aproximadamente 150
segundos, quantificamos a alteracdo na fluorescéncia. A seguir, adicionamos o
NITRITO (2umol/L) a laminula e a resposta foi quantificada.

Seqtiéncia B: decorridos 90 segundos de aquisicdo das imagens, o NITRITO
(2umol/L) foi adicionado a laminula e entdo apds aproximadamente 150 segundos,
quantificamos a alteracdo na fluorescéncia. A seguir, o composto DCBPY-H,O
(20pmol/L) foi adicionado a laminula e a resposta foi quantificada.

O aumento na intensidade de fluorescéncia foi expresso como %AIF, que

indica aumento na [NO]c.

Imagem e quantificacdao dos resultados no microscopio confocal (Leica

TCS SP5)

Primeiramente, localizamos uma regido do tecido com todas as camadas de
CMLYV focalizadas. As células foram analisadas e fotografadas em tampéao Hanks
completo (pH 7,4). A sonda fluorescente FLUO-3 foi excitada com a linha do laser de
argonio em 488 nm sendo a intensidade de emisséao de fluorescéncia medida em
510 nm. A sonda fluorescente DAF-2 DA foi excitada com a linha do laser de argénio
em 488 nm sendo a intensidade de emissdo de fluorescéncia medida em 515 nm.
Um “software” de analise temporal (time course) foi utilizado para capturar as
imagens das células em intervalos de 2 segundos ao longo do tempo e calcular a
alteracdo na [Ca®']c ou na concentracdo [NOJc. Esta alteragdo foi obtida pela

mudanga na intensidade de fluorescéncia (IF), que é diretamente proporcional a
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[Ca®*]c ou a [NOJc. Foi calculada a diferenca (A) entre IF inicial (IF;) e IF final (IF;),
sendo esta diferenca convertida em %. IF; foi considerado como basal que
corresponde a 100% da IF. Sendo assim, a alteragdo na fluorescéncia foi expressa
como porcentagem da diferenga na intensidade de fluorescéncia (%AIF), que indica
queda na [Ca®]c ou aumento da [NOJc, que foi calculada pela férmula abaixo. A
intensidade de fluorescéncia inicial ou basal foi obtida antes da adicao das drogas. A
intensidade de fluorescéncia final foi obtida apds estabilizacdo na queda ou aumento

da IF, para cada droga utilizada.
%AIF = (IFs—IF; / IF;) x 100

3.10) Caracterizacao quimica e bioldgica do efeito seqliestrador de NO e
antioxidante dos compostos cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO)] (DCBPY) e cis-
[Ru(dcbpy).(Cl)(H20)] (DCBPY-H.0).

Esta etapa do projeto foi desenvolvida no estagio sanduiche de quatro meses
no National Institute of Health (NIH), National Cancer Institute (NCI) em Bethesda-

MD (USA), sob supervisao do Dr. David A. Wink.

3.11) Deteccao de nitrito (NOy).

O nitrito foi detectado por quimilunescéncia, utilizando-se o aparelho NOA™.
Ao aparelho acoplou-se uma célula de reagédo, que permaneceu sob fluxo de
argbnio, responsavel por remover o oxigénio do meio e deslocar a espécie formada
na célula de reacdo, para o analisador NOA™. A injecdo da amostra foi feita
utilizando-se uma seringa com ponta metélica, capaz de atravessar o septo de
silicone localizado no topo da célula. O esquema geral do aparelho pode ser

verificado na figura 3.
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Para a deteccdo de nitrito, preencheu-se a célula de reagdo com 2 mL de
acido acético e 1 mL de solugédo saturada de iodeto de potassio (KI - 50mg/mL).
Foram utilizados 50uL da amostra em cada inje¢cdo. Na célula de reacdo ocorreu a

seguinte reagao:

" +NO, +2H — > NO + 1/2l, + Hy0

No aparelho NOA™ o NO gerado reage com ozonio que alimenta o
instrumento, promovendo a geragdo de NO, (estado excitado). O decaimento desta
molécula ao seu estado fundamental foi quantificado por quimiluminescéncia, de

acordo com a seguinte reacao descrita:

NO+03 —_— N02*+02

NOS —— = NO, + hy

Condigdes experimentais do aparelho NOA™:
-Temperatura interna: -12 + 1°C.
-Presséo: 10,2 + 0,2 torr.

-Presséo suplementar: 6,2 £ 0,1 psi.

para

HOA ”

injegao para
amostra

Entrada de
Argonio

célula de reacao

Figura 3. Esquema da célula de reacdao para deteccido de NO, acoplada ao aparelho
NOA™.
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Utilizando solucéo de nitrito de sédio, foi realizada uma curva de calibragao
para o NO; e os valores obtidos (mV) foram convertidos a concentragcdo de NO2
(pmol). Com a utilizagdo deste método, nas condicbes descritas acima, nao é
possivel determinar se 0 composto esta liberando NO ou NO,', uma vez que o NO2

é um metabdlito estavel do NO.

Protocolos Experimentais:
3.11.1) Deteccao do NO e/ou NO; liberado do composto cis-[Ru(H-dcbpy
)2(CI)(NO)] (DCBPY) sob reducao com glutationa reduzida (GSH).

Objetivo: verificar se o composto em estudo libera NO e/ou NO, sob reducao
com GSH.

Da mesma forma como foi feito nos estudos farmacoldgicos, o composto foi
solubilizado em tampéao fosfato pH 7,4, colocado em banho a 37°C, onde
permaneceu por 180 min. Somente apds este tempo, iniciamos os experimentos.
Este procedimento teve como objetivo obter o composto em sua forma estavel
(DCBPY-NOy), como descrito na se¢ao de resultados 4.1.1.

Na concentracdo de 25umol/L, o composto foi mantido a 37°C na auséncia ou
presenca de GSH, nas concentragcbes de 12,5umol/L, 25umol/L ou 50umol/L.

Aliquotas de 50 uL foram injetas no aparelho a cada 10 min.

3.11.2) Deteccao do NO e/ou NO; liberado do composto cis-[Ru(H-dcbpy
)2(CI)(NO)] (DCBPY) sob reducao com acido ascoérbico (AA).
Obijetivo: verificar se o composto em estudo libera NO e/ou NO,™ sob reducao

com &cido ascorbico (AA).
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Neste experimento, realizamos o mesmo procedimento para obtengcdo do
composto estavel, como descrito no protocolo acima (3.10.1). Na concentragédo de
25umol/L, o composto foi mantido a 37°C, na auséncia ou presenca de AA, nas
concentracées de 50umol/L, 100umol/L ou 200umol/L. Aliquotas de 50 pL foram

injetas no aparelho a cada 10 min.

3.12) Deteccao de NO

O aparato utilizado para deteccao de NO foi 0 mesmo descrito na figura 3. A
célula de reacédo foi preenchida com 3 mL de tampéo fosfato pH 7,4. Foram
aplicados 50 puL da amostra em cada injecdo. Nestas condi¢gdes, o NO é detectado
diretamente sem a necessidade da redugdo de NO, a NO. Uma vez presente na
célula de reagédo, o NO ¢é deslocado pelo argbnio para o aparelho, onde ocorre a

reagao descrita abaixo:

NO‘+O‘3 —_— N02*+02

NO" —— NO, + hy

Condigdes experimentais do aparelho NOA™:
-Temperatura interna: -12 = 1 °C.
-Presséo: 10,2 + 0,2 torr.

-Presséo suplementar: 6,2 £ 0,1 psi.
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Protocolos experimentais:
3.12.1) Deteccao do NO liberado do composto cis-[Ru(H-dcbpy’).(CI)(NO)]
(DCBPY) sob reducao com glutationa reduzida (GSH) ou acido ascérbico (AA).

Objetivo: verificar se o0 composto em estudo libera NO sob reducao com GSH
ou AA.

Neste experimento, realizamos o mesmo procedimento para obtencdo do
composto estavel, como descrito no protocolo acima (3.10.1). Na concentracédo de
25umol/L, o composto foi mantido a 37°C na auséncia ou presenca de GSH, nas
concentragbes de 12,5umol/L, 25umol/L ou 50umol/L. Aliquotas de 50uL foram
injetas no aparelho a cada 10 min.

Nos experimentos feitos com AA 25umol/L, o composto foi mantido a 37°C
com a auséncia ou presenga de AA, nas concentragdes de 50umol/L, 100umol/L ou
200pumol/L. Aliguotas de 50uL foram injetas no aparelho a cada 10 min. Neste

experimento, nao verificamos liberagao de NO do composto.

3.12.2) Deteccao do NO liberado do composto cis-[Ru(H-dcbpy’).(CI)(NO)]
(DCBPY) em alta concentracao, sob reducao com GSH ou AA.

Considerando que no experimento anterior ndo foi possivel detectar o NO
liberado do composto, 0 objetivo deste experimento foi verificar se em altas
concentracées do composto, seria possivel detectar a liberacdo do NO sob reducao
com GSH ou AA.

Na célula de reagdo contendo 3mL de tampao fosfato pH7,4 injetamos
concentragdes crescentes do composto, na presengca ou auséncia de agente

redutor.
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Concentragées testadas:

Injecdo 1: 100uL da solugdo do composto na concentracdo de 1Tmmol/L na
presenca ou auséncia de 4mmol/L de GSH ou AA com a concentragéo final de 33
umol/L do DCBPY, na célula de reagao.

Injecdo 2: 500uL da solugcdo do composto na concentracdo de 1Tmmol/L na
presenca ou auséncia de 4mmol/L de GSH ou AA, concentragao final na célula de
reacao de 160umol/L do DCBPY.

Injecdo 3: 1000uL da solucdo do composto a 1Tmmol/L na presenca ou
auséncia de 4mmol/L de GSH ou AA, concentragao final na célula de reagdo de 330
umol/L do DCBPY.

Mesmo em altas concentragdes, nado verificamos a liberagcdo de NO do

composto, como pode ser verificado no registro (figura 39).

3.13) Deteccao de NO utilizando eletrodo

Neste estudo, utilizamos eletrodo seletivo para NO acoplado ao aparelho
Apollo 4000-Free Radical Analyzer (World Precision Instrument). O eletrodo foi
inserido em um suporte protetor com membrana permeavel a gas, que protege a
ponta do eletrodo. O eletrodo realiza medidas em pA ao longo do tempo.

O eletrodo foi inserido em um banho com temperatura controlada a 37°C e
agitacao constante. Os experimentos foram realizados em tampao fosfato pH 7,4.
Foi realizada curva de calibracao utilizando PROLI/NO (PROLI NONOato, tempo de
meia vida: 1,8 segundos a 37°C e pH7,4). A PROLI/NO foi preparada em solucao
basica (10mmol/L NaOH) para permanecer estavel, pois quando colocada em pH

7,4 libera NO de forma espontanea e rapida.
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Protocolos experimentais:

3.13.1) Estudo do efeito sequestrador de NO do composto
cis-[Ru(H-dcbpy’),(CI)(NO)] (DCBPY) na presenca dos agentes redutores GSH e
AA.

O objetivo deste experimento foi verificar se os compostos em estudo sao
sequestradores de NO.

Como fonte de NO foi utilizado DETA/NO (dietilenotriamina/NONOato), que
possui tempo de meia vida de 20 horas a 37°C e pH7,4. O DETA/NO foi preparado
em solucao basica (10mmol/L NaOH) para permanecer estavel, e quando colocada
em pH 7,4 libera NO de forma espontanea e rapida.

Adicionamos 100 pmol/L de DETA/NO e iniciamos os experimentos somente
apdés a estabilizacdo da corrente, como pode ser verificado no registro do
experimento (figura 40). Apds estabilizagdo da corrente, adicionamos o composto
DCBPY nas concentragdes de 6,25; 12,5 e 25,0 umol/L. Apds 2 min, foi adicionado o
redutor glutationa reduzida (GSH, 50 pumol/L) ou acido ascérbico (AA, 50 umol/L). O
experimento foi feito na ordem inversa também, ou seja, primeiramente foram
adicionados os redutores e depois 0 composto. Entretanto, obtivemos respostas
semelhantes independente da sequéncia. A diferenca de corrente foi quantificada e

calculada como concentragdo de NO utilizando-se a curva de calibragao.

3.13.2) Estudo do efeito antioxidante do composto cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO)]
(DCBPY) e cis-[Ru(dcbpy)»(Cl)(H.0)] (DCBPY-H,0) utilizando eletrodo para NO.
Objetivo: de forma indireta, verificar se os compostos em estudo apresentam

efeito antioxidante por evitar o consumo de NO pelo superdxido O
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Neste experimento foram adicionados 500umol/L de hipoxantina (HX) e 5 mU
de xantina oxidase (XO) para a geragdo de O (THOMAS et al.,, 2006).
Primeiramente, adicionamos 500 HX (substrato enzimatico) e logo em seguida
100umol/L de DETA/NO. Apéds estabilizacao da corrente, foi adicionada a enzima
XO e apds 2 minutos foi adicionado o composto DCBPY nas concentracbes de:
12,5; 25 e 50 umol/L, ou DCBPY-H.O nas concentracdes de: 25, 50 e 100 umol/L,
ou superoxido dismutase (SOD), nas concentracbes de: 10, 20 e 30 umol/L. A
diferenca de corrente foi quantificada e calculada como concentragdo de NO
utilizando-se a curva de calibragao (figura 41).

Foi feito um controle sem a presenca do DETA/NO para verificar se o
aumento da corrente observado com a adicdo do composto DCBPY né&o ocorreu
devido a liberacdo de NO, como pode ser verificado no registro (figura 42). Neste
experimento controle, adicionamos maior concentragdo do DCBPY (100 pmol/L)

para evidenciar que ndo ocorre liberacdo de NO nestas condigdes.

3.14) Espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-visivel).
3.14.1) Estudo do efeito antioxidante dos compostos
cis-[Ru(H-dcbpy’),(CI)(NO)] (DCBPY) e cis-[Ru(dcbpy),(Cl)(H.0)] (DCBPY-H,0)
utilizando espectroscopia UV-visivel.

Obijetivo: verificar se os compostos em estudo apresentam efeito antioxidante
pelo método de reducgéo do citocromo—C.

Para a geracao de O, foram utilizados o substrato enzimatico hipoxantina
(HX 500 umol/L) e a enzima xantina oxidase (XO 5 mU). A formacdo de O, foi
avaliada pelo método espectrofotométrico baseado na redugédo do citocromo-C, que

apresenta aumento na absorbancia em 550nm com o aumento de Oy (THOMAS et
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al., 2006). O experimento foi feito em pH 7,4 a 37°C e a absorbéancia foi detectada a
cada 10 seg durante 2500 seg. Todas as solugdes foram preparadas na semana em
que foi feito o experimento e armazenadas a 4°C, exceto a XO que foi preparada
imediatamente antes do uso. A quantificacdo dos resultados foi feita pelo delta de
absorbancia detectada ao longo do tempo — absorbancia inicial, A Absorbancia). Os
valores comparados na descricao dos resultados foram obtidos em 2500 seg.

Para padronizar a técnica, utiizamos SOD 20umol/L, que catalisa a
dismutacdo do superdxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio. Os compostos
DCBPY e DCBPY-H,O foram testados nas concentragdes de 1,25; 2,5; 12,5 e 25

pumol/L.

3.15) Producao de NO por macréfagos murinos.

Objetivo: estes experimentos foram realizados com o objetivo de se obter
outra fonte de NO, para comprovagao do efeito sequestrador de NO dos compostos
cis-[Ru(H-dcbpy’)2(Cl)(NO)] (DCBPY) e cis-[Ru(dcbpy)2(Cl)(H20)] (DCBPY-H20).

Cultura e semeadura das células: linhagem celular de macréfagos murinos

ANA-1 foi cultivada em meio DEMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Médium)
suplementado com 10% soro bovino fetal inativado, 4,5 g/L de glicose, 2mmol/L
glutamina, 100 U/mL penicilina e 100ug/mL estreptomicina, a 37°C em incubadora
umidificada de CO. 5%. As células foram tripsinizadas e plaqueadas em placa com
24 pocos na concentragdo de 4 x 10° células por mL de DEMEM.

Estimulo da producdo de NO foi realizado em dois estagios.

1) depois de semeadas, as células foram estimuladas durante 12h com
interferon-gama (IFN-y, 100 U/mL);

2) Apos incubagéo com interferon-gama, as células foram incubadas
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com lipopolisacarideo (LPS, E. Coli) durante 4 h. Em seguida, os pogos foram
aspirados e cuidadosamente lavados com tampao fosfato (pH 7,4 a 37°C). O
controle foi feito sem a presenca de IFN-y e LPS.

As células foram incubadas com tampao fosfato suplementado com L-arginina
(1mmol/L), acido dietilenotriamina pentaacético (50 umol/L), D-glicose (20 mmol/L),
glutamina (2 mmol/L), HEPES (10 mmol/L), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina
(100 pg/mL) por um periodo de 3h a 37°C em incubadora de CO, 5%. Neste periodo
de incubacdo, foram adicionados os compostos DCBPY ou DCBPY-H,O nas
concentragfes de 12,5; 25 e 50 umol/L. O controle para os compostos foram feitos
com a adicdo de tampédo fosfato pH 7,4, no mesmo volume adicionado dos
compostos.

Deteccdo do NO: a deteccdo do NO foi feita com a sonda 2,3-

diaminonaphthalene (DAN) (Sigma). Imediatamente antes do uso, uma solugéao
estoque 100 mmol/L de DAN foi preparada em dimetilformamida, diluida no tampéao
fosfato na concentracéao final de 200 umol/L. Aliquotas (400uL) do sobrenadante das
culturas foram diluidas em 1:4,75 em 10mmol/L de NaOH. A fluorescéncia foi
mensurada em fluorimetro de microplacas (Perkin-Elmer LS-50B) com excitagdo de
375nm e emisséo de 450nm.

Um controle positivo foi feito para os compostos DCBPY e DCBPY-H.0 para
verificar se estava ocorrendo supressao da fluorescéncia do DAN. Os compostos
DCBPY ou DCBPY-H,O (12,5; 25 e 50 pmol/L) foram solubilizados em tampao
fosfato suplementado e mantidos por 3 h, a 37°C em incubadora de CO; 5%.
Aliquotas de 400uL desta solucao foram diluidas em 1:4,75 em 10mmol/L de NaOH.

Em seguida, foi feita a quantificagdo de NO.
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3.16) Estudo do efeito do composto cis-[Ru(H-dcbpy’).(CI)(NO)] (DCBPY) no
processo de angiogénese.

Obijetivo: estes experimentos foram realizados com o objetivo de verificar se o
composto DCBPY tem efeito no processo de angiogénese, considerando-se que
este processo € altamente controlado pelo NO.

Cultura das células: para este estudo foi utilizada linhagem de células

endoteliais da veia de corddao umbilical humano (HUVECSs), cultivadas em meio de
crescimento endotelial (endothelial growth media, Cambrex Biotechnology)
suplementado com 5% de soro bovino fetal, fator de crescimento epidermal,
cortisona, gentamicina, penicilina e estreptomicina, mantidas a 37°C em incubadora
de CO;, 5% (RIDNOUR et al., 2005).

Ensaio de angiogénese In vitro: foi utilizado “kit” de ensaio de angiogénese in

vitro (Milipore, cat. No. ECM625). Primeiramente, adicionamos 50 pL da matriz
(ECMatrix) em placa de cultura com 96 pocos. A placa foi incubada a 37°C durante 1
hora para a solidificagdo da matriz. A seguir, adicionamos 100 pL da suspenséo de
células endoteliais com 20 x 10° células por poco e a placa foi mantida a 37°C em
incubadora de CO, 5% (RIDNOUR et al., 2005). Juntamente com as células, foram
adicionadas as seguintes drogas, sempre no mesmo volume de incubagado para
todas:

a) Tampao fosfato pH 7,4 (controle);

b) DCBPY (1,25; 12,5; 25 e 50 umol/L);

c) DETA/NO (0,01;0,1;1; 10 e 100 pmol/L);

d) ODQ (10 pmol/L);

e) L-NAME (500 pmol/L);

f) SOD (20 pmol/L);
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g) DCBPY (25umol/L) + (ODQ 10 pmol/L);

h) DCBPY (25 umol/L) + L-NAME (500 pmol/L);

i) DCBPY (25 pmol/L) + SOD (20 umol/L);

j) DETA/NO (100 pmol/L) + DCBPY (25 pmol/L);

k) DETA/NO (100 umol/L) + ODQ (10 umol/L);

) DETA/NO (100 umol/L) + L-NAME (500 pmol/L).

Apo6s incubacéo, as placas foram levadas a um microscopio invertido (objetiva

de 4x), com camera digital acoplada e fotos foram obtidas da placa ap6s 6 € 20h da
adicao das células as placas. A quantificagdo foi feita contando-se os tubos

formados em cada pocgo, pela contagem das ramificagdes formadas.

3.17) Ensaio de viabilidade celular em células endoteliais (HUVECS).

Objetivo: verificar se o efeito anti-angiogénico verificado no experimento
anterior, ndo foi decorrente da indu¢ao de morte celular utilizando o sal brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio (MTT).

As células endoteliais (20 x 10° células por poco) foram plaqueadas durante
20h em placa com 96 pocos e mantidas a 37°C em incubadora de CO, 5%. As
células receberam os seguintes tratamentos:

a) Tampao fosfato pH 7,4 (controle);

b) DCBPY (1,25; 12,5; 25 e 50 umol/L);

c) ODQ (10 pmol/L);

d) L-NAME (500 pmol/L);

e) DCBPY (25umol/L) + ODQ (10 pmol/L);

f) DCBPY (25 pmol/L) + L-NAME (500 pmol/L);

g) DCBPY (25 pmol/L) + SOD (20 pumol/L);
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Apoés o periodo de incubacdo, o meio foi removido e foram adicionados 100
puL de MTT a 5mg/mL em tampao fosfato. O MTT foi incubado por 4h para facilitar a
formacgao do cristal de formazan. Apos o periodo de incubacao, o MTT foi aspirado e
foram adicionados 100uL de DMSO, para a dissolucdo do cristal de formazan e a
placa foi colocada em um agitador de placa por 5 min. A absorbancia (ABS) foi lida
em 550nm em leitor de placa. A porcentagem de células viaveis foi calculada de

acordo com a equacao abaixo:

ABS

P ., . E i
% Células vidveis=———2"10 4100

Controle

3.18) Analise dos resultados.

Apartir das curvas concentragao-efeito foi realizado a regressado nao linear
dos minimos quadrados (MEDDINGS et al., 1989). Com a regressé&o, os valores de
ECso (concentracao que produz 50 % do efeito maximo), pD» ( - log da ECs) e efeito

maximo foram obtidos.

Apoés a coleta, os dados foram devidamente analisados utilizando o teste t de
Student ou andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida de pés-teste Newman
Keuls. Foi utilizado o programa GraphPad Prism (GraphPad software, versédo 3.0).
Foi adotado nivel de significancia de 5% (P< 0,05) para que as diferencas fossem
consideradas estatisticamente significativas. Os graficos foram representados como

média + erro padrdo da média (EPM).
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4.0) RESULTADOS

4.1) Estudo quimico dos compostos:
4.1.1) Estabilidade do NO coordenado ao ruténio do composto
cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO)] (DCBPY) em pH acido, neutro e basico.

Em meio acido (pH 5,4) e temperatura de 37°C, a banda de absor¢cédo no UV-
vis (330 nm), caracteristica da presenga de NO coordenado ao ruténio
cis-[Ru(H-dcbpy’)2(Cl)(NO)] (DCBPY-NO), permanece inalterada ao longo do tempo,
por até 180 min. Este resultado indica que em meio acido, o NO permanece
coordenado ao composto (figura 4).

Com a dissolugédo do DCBPY em pH neutro (pH 7,4) a 37 °C, a banda de
absorcdo do NO coordenado ao ruténio (330 nm) vai diminuindo e a banda de
absorcdo do NO, (450 nm) coordenado ao ruténio cis-[Ru(H-dcbpy)2(Cl)(NO2)]
(DCBPY-NOy) vai aumentando ao longo do tempo. Esta alteragao para de acontecer
apo6s 120 minutos (figuras 5 e 6). Estes resultado indica que em pH e temperatura
fisiologicos, parte do DCBPY-NO é convertido a DCBPY-NO;', e que esta alteracéo
acontece até os 120 minutos, permanecendo inalterado ap6s o periodo de tempo
avaliado. Assim, como pode ser verificado nas figuras 5 e 6, a forma predominante e
estavel em pH neutro e temperatura de 37°C é o DCBPY-NO,'. Entretanto, neste pH,
podemos ter uma mistura das duas formas DCBPY-NO e DCBPY-NO,", sendo que
uma pequena banda em 330 nm é verificada no espectro deste composto. Desta
forma, o composto DCBPY solubilizado em pH 7,4 foi identificado como DCBPY-
NO/NO".

Com a dissolugédo do DCBPY em pH bésico (pH 9,4) a 37°C, nao verificamos

a banda de absor¢do do NO em 330 nm. Observamos somente a banda de
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absorcdo do NO2" em 450 nm, que aumenta até 15 minutos, e a seguir permanece
inalterada (figura 7). Estes resultados indicam que em pH basico a forma

predominante e estavel € DCBPY-NO,'.

——— T=0min

T =15 min
pH 5,4 —— T =30 min
T =60 min
T =120 min
T =180 min

0,5

Absorbancia

0,0

T T T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 4. Espectros do composto cis-[Ru(H-dcbpy),(Cl)(NO)], obtidos ao longo do tempo de
0 a 180 min, com intervalos de 15 min. O composto foi solubilizado em tampao fosfato pH

5,4 a 37°C.
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Figura 5. Espectros do composto cis-[Ru(H-dcbpy’).(Cl)(NO)], obtidos ao longo do tempo de

0 a 180 min, com intervalos de 15 min. O composto foi solubilizado em tampéao fosfato pH

7,4 a 37°C.
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Figura 6. Valores de absorbancia em 450 nm obtidos ao longo do tempo de 0 a 180 min, do
composto cis-[Ru(H-dcbpy),(Cl)(NO)] em pH 7,4 a 37°C. Estes valores foram extraidos dos

espectros representativos da figura 5.
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Figura 7. Espectros do composto cis-[Ru(H-dcbpy’),(Cl)(NO)], obtidos no tempo de 0 a 180
min, com intervalos de 15 min. O composto foi solubilizado em tampéao fosfato pH 9,4 a
37°C.

4.1.2) Estabilidade do NO coordenado ao ruténio do composto cis-
[Ru(bpy)2(NO,)(NO)].(PFe)2 (BPY) em pH acido, neutro e basico.

Com a dissolucao do composto BPY em meio acido e temperatura de 37°C, a
banda de absor¢cdo no UV-vis (330 nm), caracteristica da presenca de NO
coordenado ao ruténio cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFs)2 (BPY-NO), permanece
inalterada ao longo do tempo (figura 8). Entretanto, a banda de absorcdo do NO2
(415nm) coordenado ao ruténio cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFe)2 (BPY-NO,) aumenta
ao longo do tempo, indicando que ocorre formagdo de BPY-NO.'. Estes resultados
indicam que em meio acido, parte do NO permanece coordenado ao ruténio BPY-
NO e parte é convertida a BPY-NO,", com alta propor¢cao de BPY-NO. Desta forma,

o composto BPY solubilizado em pH 5,4 foi identificado como BPY-NO.
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Com a dissolugédo do BPY em pH neutro (pH 7,4) a 37 °C, a banda de
absorcdo do NO coordenado ao ruténio (330 nm) vai diminuindo e a banda de
absorcdo do NO (415 nm) coordenado ao ruténio cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFe)2
(BPY-NO,), vai aumentando ao longo do tempo, e esta alteracao cessa apéds 120
min (figuras 9 e 10). Estes resultados indicam que em pH e temperatura fisiolégicos,
o BPY-NO é convertido totalmente ou em parte, a BPY-NO, formando o BPY-
NO/NO2 ou BPY-NO,. Esta alteragdo acontece até os 120 min, permanecendo
inalterado apds este tempo. Desta forma, estes resultados sugerem que a forma
predominante e estavel em pH neutro a 37°C, é o BPY-NO,. Desta forma, o
composto BPY solubilizado em pH 7,4 foi identificado como BPY-NO/NO;'".

Como pode ser verificado na figura 11, com a dissolugdo do BPY em pH
béasico (pH 9,4) a 37°C, a banda de absor¢ao do NO (330 nm) foi verificada somente
no tempo zero, ou seja logo apds a dissolugdo do composto. Apds 15 min, a banda
em 330 nm diminuiu e permaneceu inalterada. Verificamos que a banda de absorgéo
do NOz (415 nm) aumentou até 15 min e permaneceu inalterada apos este tempo.
Estes resultados indicam que em pH basico, a forma predominante e estavel € BPY-
NO,". Assim, o composto BPY solubilizado em pH 9,4 foi identificado como BPY-

NO5".
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Figura 8. Espectros do composto cis{Ru(bpy)2(NO,)(NO)](PF)., obtidos ao longo do tempo

de 0 a 180 min, com intervalos de 15 min. Composto solubilizado em tampao fosfato pH 5,4

a 37°C.
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Figura 9. Espectros do composto cis{Ru(bpy)2(NO,)(NO)](PF)., obtidos ao longo do tempo

de 0 a 180 min, com intervalos de 15 min. O composto foi solubilizado em tampéao fosfato pH

7,4 a 37°C.
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Figura 10. Valores de absorbancia em 415nm obtidos ao longo do tempo (minutos), do
composto cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PFe)2 em pH 7,4 a 37°C. Estes valores foram extraidos
dos espectros representativos da figura 9.

3.0 5

T=0
T=15
T=30
T=45
T=60
T=75
T=90
T=105
T=120
T=135
T=150
T=165
T=180

Absorbancia

T T T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 11. Espectros do composto cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PF¢)., obtidos ao longo do
tempo de 0 a 180 min, com intervalos de 15 min. O composto foi solubilizado em tampao
fosfato pH 9,4 a 37°C.
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4.1.3) Formacao do composto cis-[Ru(H-dcbpy):(CI)(NO2)] a partir do
composto cis-[Ru(dcbpy)2(Cl)(H20)], na presenca de nitrito de soédio.
Verificamos que em condigcbes fisiologicas (pH 7,4 a 37°C) ocorre a
coordenacdo do nitrito ao ruténio do composto cis-[Ru(dcbpy)2(Cl)(H20)]. A
formacao do composto cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO2)] foi acompanhada ao longo do
tempo, pelo aumento na absorbancia em 450 nm. Em solugdo com o composto cis-
[Ru(dcbpy)2(Cl)(H20)] sem nitrito, foi verificado um pequeno aumento na
absorbancia. Porém, em solugdo com a presenga do composto cis-
[Ru(dcbpy)2(Cl)(H20)] e nitrito de sddio, a absorbancia em 450nm aumentou ao
longo do tempo (figura 12). Este aumento na absorbancia em 450nm, indica que
ocorreu coordenagcdo do nitrito ao ruténio, formando o composto

cis-[Ru(H-dcbpy)2(Cl)(NO2)].
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Figura 12. Valores da absorbancia do composto cis-[Ru(dcbpy).(Cl)(H-O)] na presenca ou
auséncia de nitrito de sddio (NO,’). Os valores representam a diferenca entre a absorbancia
inicial e absorbancia obtida ao longo do tempo de 0 a 60 min, no comprimento de onda de
450nm. As medidas foram realizadas em pH 7,4 a 37°C.
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4.1.4) Quantificacao da oxidacdao do acido ascérbico na presenca dos
compostos cis-[Ru(H-dcbpy’),(CI)(NO,)] (DCBPY-NO,) e cis-[Ru(dcbpy)2(Cl)(H20)]

(DCBPY-H;0).

Verificamos que os compostos DCBPY-NO, e DCBPY-H,O consomem
elétron do acido ascérbico, como pode ser verificado pela maior inclinagdo da curva
descendente do Ln, para os valores de absorbancia (figura 13A). Calculando-se a
constante de velocidade observada (Kq,s) destes valores, verificamos que na
presenca dos compostos estes valores foram menores. Estes resultados indicam

que houve oxidagao do acido ascorbico (figura 13B).
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Figura 13. Medidas do consumo de elétrons do acido ascorbico (AA), por sua oxidacdo. Os
experimentos foram realizados em solugdo aquosa desaerada de tampéo fosfato pH 7,4 a
22°C. A) Valores do logaritmo neperiano (Ln) em funcdo do tempo, para os diferentes
grupos. B) Valores de constante de velocidade observada (Kobs) obtidos da inclinagéo da
curva do Ln. *** indica diferenga (P<0,001) entre os compostos DCBPY-NO, +AA e DCBPY-

H,O+AA vs AA.
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4.2) Estudos farmacolégicos dos compostos.

4.21) Estudo do relaxamento vascular induzido pelo composto
cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO)] em suas diferentes formas.

O novo composto cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)] (DCBPY) induz relaxamento
vascular de modo dependente da concentracdo, em aortas de ratos pré-contraidas
com fenilefrina (figura 14).

Considerando os experimentos feitos por espectrofotometria (figura 5 e 6),
que nos mostraram que em pH fisiologico o NO parece ndo estar mais coordenado
ao ruténio, realizamos experimentos com o novo composto em suas formas DCBPY-
NO, DCBPY-NO/NO, e DCBPY-NO,. Para obtengcédo destas formas do composto,
solubilizamos o composto cis-[Ru(H-dcbpy)2(CIl)(NO)] em pH acido, neutro e basico,
respectivamente.

Primeiramente verificamos que os tampdes fosfato acido, neutro ou basico,
nao possuem efeito “per se” sobre o ténus vascular. Verificamos também que o
tampao fosfato ndo alterou o pH 7,4 da solugdo de Krebs, em que permaneceram as
aortas (figura 14). Para estes estudos, avaliamos os parametros farmacologicos de
poténcia (pD,) e eficacia (Emax) dos compostos, em induzir o relaxamento da aorta
de ratos.

Nao houve diferenca no relaxamento da aorta de ratos induzido pelo
composto solubilizado em pH neutro (pD2: 5,66 + 0,05, n=9) e pH basico (pD2: 5,66 +
0,02, n=9) e nos valores de Emax. Estes resultados indicam que em pH 7,4 ou em
9,4, a forma do composto é semelhante (DCBPY-NO,’), uma vez que a sensibilidade

da aorta foi semelhante para ambos os compostos (figura 14).



Resultados 82

A poténcia do composto solubilizado em pH 5,4 (pD.: 5,91 + 0,06; n=10) foi
maior (P<0,01) que para o composto solubilizado em pH neutro ou basico. O
relaxamento maximo foi semelhante para todas as formas do composto (DCBPY-
NO/NO,, Emax: 103,1 + 1,2%; n=9; DCBPY-NO,, Emax: 100,3 + 1,8%; n=9;
DCBPY-NO, Emax: 104,3 + 1,0%; n=10) (figura 14).

Apartir destes dados, os experimentos com o DCBPY foram realizados com o
composto em sua conformacao estavel em pH 7,4 DCBPY-NO/NO,". Nos préximos

resultados, este composto sera identificado somente como DCBPY.
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Figura 14. Relaxamento de aorta de ratos induzido pelo cis-[Ru(H-dcbpy’),(CI)(NO)]
(DCBPY) em suas diferentes formas. Curvas concentragcio-efeito cumulativas para
diferentes formas do DCBPY foram realizadas em aortas pré-contraidas com fenilefrina.
Cada ponto representa a média + EPM dos dados obtidos em 9 a 10 determinagdes
independentes. * indica diferenca (P<0,01) no pD., do DCBPY-NO/NO, , DCBPY- NO; vs
DCBPY-NO.
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4.2.2) Relaxamento induzido pelo composto cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PFs):
(BPY) em suas varias formas.

Considerando os experimentos realizados por espectrofotometria (figuras 9 e
10), que nos mostraram que em pH fisiolégico o NO parece nao estar mais
coordenado ao ruténio, estudamos o composto em suas formas BPY-NO, BPY-
NO/NO2 e BPY-NO,". Para obtencao destas formas do composto, solubilizamos o
cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PFs). em pH éacido, neutro e bésico, respectivamente. Da
mesma forma que no experimento anterior, verificamos que os tampdes fosfato
acido, neutro ou basico, ndo tiveram efeito sobre o tbnus vascular. Verificamos que o
tampao fosfato ndo altera o pH 7,4 da solugcédo de Krebs, em que permaneceram as
aortas (figura 15).

Nao houve diferenga no relaxamento induzido pelo composto BPY-NO/NO;
(pD2: 7,11 = 0,09, n=10) e BPY-NO (pD: 6,90 = 0,07, n=8). Porém, o composto
BPY-NO; (pD2: 6,59 + 0,09; n=9, P<0,01) apresentou menor poténcia em relacao ao
composto solubilizado em pH neutro ou &cido. O efeito maximo de relaxamento foi
semelhante para todas as formas do composto (BPY-NO/NO;", Emax: 101,8 £ 3,8%;
n=10; BPY-NO, Emax: 103,1 * 0,7%, n=8, BPY-NO,, Emax: 101,5 + 2,7%; n=9)
(figura 15).

Para a confirmacdo destes resultados, utilizamos o composto cis-
[Ru(bpy)2(NO2)(NO2)] (BPY-NO2-NO2) que é o precursor do composto cis-
[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PFe)2 (BPY), como pode ser verificado na rota sintética
sintética (esquema 4). Verificamos que o composto na forma BPY-NO,-NO," (pD2:
6,71 £ 0,12, n=6) foi menos potente que o composto BPY solubilizado em pH 7,4
(BPY-NO/NOz" pD,: 7,11 £ 0,09, n=10, P<0,05) e sua poténcia foi semelhante ao

composto BPY solubilizado em pH 9,4 (BPY-NO_ pD2: 6,59 + 0,09; n=9) (figura 16).
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Estes resultados reforcam a hip6tese de que em pH 9,4 o0 composto BPY esté

completamente na forma BPY-NO,".
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Figura 15. Relaxamento da aorta de ratos induzido pelo cis{Ru(bpy)2(NO,)(NO)](PFs).
(BPY). Curvas concentragao-efeito cumulativas foram realizadas para diferentes formas do
BPY em aortas pré-contraidas com fenilefrina. Cada ponto representa a média + EPM dos
dados obtidos em 8 a 10 determinagdes independentes. * indica diferenca (P<0,01) no pD,
do BPY-NO; vs BPY-NO/NO, e BPY-NO.
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Figura 16. Relaxamento da aorta de ratos induzido pelo cis{Ru(bpy)2(NO,)(NO)].(PFs).
solubilizado em pH 7,4 (BPY-NO/NO,), pH 9,4 (BPY-NO,) e para o composto
cis-[Ru(bpy)2(NO;)(NO;)].H.O (BPY-NO,-NO,). Curvas concentracao-efeito cumulativas
para os compostos em aortas pré-contraidas com fenilefrina. Cada ponto representa média
+ EPM dos dados obtidos em 6 a 10 determinacdes independentes. *indica diferenca
(P<0,5) no pD, do BPY-NO,-NO, vs BPY-NO/NO, e BPY-NO,.

4.2.3) Comparacao do relaxamento vascular dependente do NO, induzido por
diferentes drogas.

Como pode ser visto na figura 17, os compostos DCBPY, BPY, NPS e
NITRITO apresentam efeito vasodilatador, de forma concentracdo-dependente. A
poténcia (pD.) foi maior para NPS (8,87 + 0,10, n=9), seguido pelo BPY (7,11 £ 0,09,
n=10, P<0,001), DCBPY (5,66 + 0,05, n=9, P<0,001) e NITRITO (4,52 + 0,07, n=10,
P<0,001), respectivamente (figura 18). Entretanto, o relaxamento maximo foi
semelhante entre todos os compostos, com os seguintes valores NPS: 100,9 + 1,0%,
n=10; BPY: 101,8 £ 3,8%; n=10; DCBPY: 103,1 + 1,2%; n=9; NITRITO: 105,1 +

1,4%, n=10) (figura 17).
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Figura 17. Relaxamento induzido pelo cis-[Ru(dcbpy),(CI)(NO)] (DCBPY), cis-
[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PFs). (BPY), nitroprussiato de sodio (NPS) e nitrito de soddio
(NITRITO) em aortas isoladas de ratos. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para
diferentes drogas em aortas pré-contraidas com fenilefrina. Cada ponto representa a média

+ EPM dos dados obtidos em 9 a 10 determinagdes independentes. * indica diferenca
(P<0,001) nos valores de pD, entre BPY vs NPS, DCBPY vs BPY, NITRITO vs DCBPY.
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Figura 18. Valores de pD, obtidos das curvas concentragéo-efeito apresentadas na
figura 17. Cada barra representa média + EPM dos valores de pD, obtidos em 9 a 10
determinagdes independentes. * indica diferenga (P<0,001) nos valores de pD; entre BPY vs
NPS, DCBPY vs BPY, NITRITO vs DCBPY.
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4.2.4) Comparacao do tempo de relaxamento maximo induzido por diferentes
drogas.

Nesta parte do estudo, quantificamos o tempo necessério para estes
compostos induzirem 100% de relaxamento, utilizando suas concentracoes
equieficazes. Como pode ser visto na figura 19, o NPS e NITRITO apresentam efeito
mais rapido em induzir relaxamento maximo (120 segundos), do que o tempo
necessario para o DCBPY e BPY (360 segundos). Nao houve diferenca entre os
efeitos do NPS e NITRITO (mais rapidos) e entre os efeitos dos compostos DCBPY

e BPY (mais lentos) (figura 19).
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Figura 19. Tempo para obten¢ao do relaxamento maximo induzido pelas drogas cis-
[Ru(H-dcbpy)»(CI)(NO)] (DCBPY) cis-[Ru(bpy),(NO,)(NO)](PFs). (BPY), nitroprussiato
de sodio (NPS) e nitrito de sodio (NITRITO). Os valores foram obtidos a cada 30
segundos e ilustram o efeito temporal do relaxamento maximo induzido pelas diferentes
drogas em concentracdes equieficazes (EC1q0). Cada ponto representa a média + EPM de 7-

9 determinagdes independentes.
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4.2.5) Participacao da guanilato ciclase soluvel (GCs) no relaxamento da aorta
de ratos induzido pelos compostos cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CIl)(NO)] (DCBPY), cis-
[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PFg)2 (BPY) e pelo nitrito de sodio (NITRITO).

O inibidor seletivo da guanilato ciclase soluvel, (1H)-(1,2,4)oxadiazole(4,3-
a)quinoxalin-1-one (ODQ 1umol/L) aboliu o relaxamento induzido pelos compostos
DCBPY, BPY e para o NITRITO (DCBPY Emax de: 103,1 + 1,2 %, n=9 para: 15,3 £
0,8 %, n=6 P<0,001; BPY Emax de: 101,8 £ 3,8%, n=10 para: 13,1 £ 1,6%, n=6,
P<0,001; NITRITO Emax de: 105,1 + 1,4% n=10 para: 18,2 + 3,0%, n=5, P<0,001)
(figura 20).

Esses resultados indicam que o efeito vasodilatador induzido pelos
compostos DCBPY, BPY e pelo NITRITO ocorrem principalmente por ativacao da

enzima guanilato ciclase soltuvel (GCs).
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Figura 20. Efeito do ODQ sobre o relaxamento da aorta de ratos induzido pelos
compostos cis-[Ru(H-dcbpy’).(CIl)(NO)] (DCBPY), cis-[Ru(bpy).(NO,)(NO)](PF¢). (BPY)
e nitrito de sodio (NITRITO). Curvas concentracao-efeito cumulativas foram realizadas em

anéis de aorta pré-contraidas com fenilefrina na auséncia ou ap6s incubagédo com ODQ (1
umol/L). Cada ponto representa a média + EPM dos dados obtidos em 6 a 10 determinagées

independentes. * indica diferenca (P<0,001) no Emax na presenca e auséncia de ODQ.
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4.2.6) Participacao dos canais para potassio no relaxamento induzido pelos
compostos cis-[Ru(H-dcbpy’)>(CI)(NO)] (DCBPY), cis-[Ru(bpy)(NO;)(NO)](PFs),
(BPY) e pelo nitrito de sodio (NITRITO).

O blogueador néo seletivo dos canais para K*, tetraetilaménio (TEA 1mmol/L)
reduziu os valores de pD, dos compostos DCBPY, BPY e do NITRITO (DCBPY, pD>
de: 5,66 * 0,05, n=9 para: 5,33 * 0,05, n=7, p<0,05; BPY, pD>de: 7,11 £ 0,09, n=10
para: 6,55 £ 0,17, n=6, P<0,05; NITRITO, pD, de: 4,52 = 0,07, n=10 para: 3,78 *
0,08, n=6, P<0,01) (figura 21).

Por outro lado, o relaxamento maximo nao foi alterado pelo TEA para todos
os compostos (DCBPY, Emax de: 103,1 + 1,2 %, n=9 para: 100,8 + 2,0, n=7; BPY
Emax de: 101,8 *+ 3,8%, n=10 para: 102,1 + 0,8%, n=6; NITRITO Emax de: 105,1 £

1,4%, n=10, para: 105,9 * 3,0%, n=6) (figura 21).
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Figura 21. Efeito do TEA sobre o relaxamento da aorta de ratos induzido pelos
compostos cis-[Ru(H-dcbpy),(CI)(NO)] (DCBPY), cis-[Ru(bpy),(NO;)(NO)](PFs). (BPY)
e nitrito de sodio (NITRITO). Curvas concentracao-efeito cumulativas foram realizadas em
anéis de aorta pré-contraidas com fenilefrina, na auséncia ou ap6s incubagao com TEA (1
mmol/L). Cada ponto representa a média + EPM dos dados obtidos em 6 a 10
determinagdes independentes. * e ** indicam diferenca (P<0,5 e P<0,01, respectivamente)
nos valores pD, na presenca e auséncia de TEA.



Resultados 92

4.2.7) Caracterizacao do local e espécie de NO liberada pelos compostos
cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO)] (DCBPY), cis-[Ru(bpy)(NO,)(NO)](PFs). (BPY) e nitrito
de sédio (NITRITO).

Com objetivo de verificar se o composto libera NO no meio intra ou

extracelular e para caracterizar a espécie de NO liberada, utilizamos a
oxihemoglobina (sequestrador extacelular de NO), hidroxocobalamina (seqlestrador
do NO radicalar NO") e L-cisteina (sequestrador do ion nitroxil, NO").

O relaxamento vascular induzido pelo composto DCBPY foi significativamente
inibido pela oxihemoglobina (Emax: 14,1 * 1,3%, n=5; p<0,001) e pela
hidroxocobalamina (Emax: 14,2 £ 2,0%, n=5; p<0,001). A L-cisteina diminuiu os
valores de pD, (de: 5,66 £ 0,05, n=9 para: 5,03 + 1,93, n=6; p<0,01), porém nao
alterou o relaxamento maximo (de: 103,1 £ 1,2%; n=9 para: 105,6 + 1,9%; n=6)
(figura 22).

A poténcia do relaxamento vascular induzido pelo composto BPY foi
diminuida pela oxihemoglobina (pD2: 6,27 + 0,21, n=7; P<0,001) e pela L-cisteina
(pD2: 6,34 + 0,27, n=5; P<0,001), as quais nao alteraram o relaxamento maximo
(Emax: 102,5 = 6,4%, n=7, Emax: 103,6 + 3,1%, n=5, respectivamente). A
hidroxocobalamina reduziu o relaxamento maximo (Emax: 33,8 + 11,2%, n=6,
P<0.001) (figura 23).

A oxihemoglobina e a L-cisteina ndo modificaram a poténcia do relaxamento
induzido pelo NITRITO, como mostra os valores de pD; (4,70 = 0,18, n=8 e 4,82 *
0,09, n=5, respectivamente), nem o relaxamento maximo (104,3 + 2,2%, n=8 e 103,5
+ 0,8%, n=6, respectivamente). Porém, na presenca de hidroxocobalamina a
poténcia do NITRITO foi diminuida (pD2: 4,03 + 0,08, n=5, P<0,01) e o efeito maximo

nao foi alterado (Emax: 101,4 + 2,2%, n=5) (figura 24).
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Figura 22. Efeito dos seqliestradores das espécies de NO sobre o relaxamento da
aorta de ratos induzido pelo DCBPY. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para o
DCBPY foram realizadas em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina, na presenca dos
sequUestradores seletivos de NO: hidroxocobalamina, L-cisteina e o sequestrador
extracelular oxihemoglobina (HBO,). Cada ponto representa a média + EPM dos dados
obtidos em 5 a 10 determinacdes independentes. * indica diferenga (P<0,001) no pD, do
DCBPY+L-cisteina vs DCBPY, ** indica diferenca (P<0,001) do Emax do
DCBPY+hidroxocobalamina e DCBPY+HBO, vs DCBPY.
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Figura 23. Efeito dos seqliestradores das espécies de NO sobre o relaxamento da
aorta de ratos induzido pelo BPY. Curvas concentragao-efeito cumulativas para o BPY
foram realizadas em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina, na presenca dos
sequUestradores seletivos de NO: hidroxocobalamina, L-cisteina e o sequestrador
extracelular oxihemoglobina (HBO,). Cada ponto representa a média + EPM dos dados
obtidos em 5 a 10 determinagbes independentes. *indica diferenga (P<0,001) no pD.:
BPY+L-cisteina, BPY+ HBO, vs BPY e do Emax: BPY+hidroxocobalamina vs BPY.
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Figura 24. Efeito dos seqiiestradores das espécies de NO sobre o relaxamento da
aorta de ratos induzido pelo NITRITO. Curvas concentracio-efeito cumulativas para o
BPY foram realizadas em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina, na presenga dos
sequestradores seletivos de NO: hidroxocobalamina, L-cisteina e o seqiestrador
extracelular oxihemoglobina (HBO,). Cada ponto representa a média + EPM dos dados
obtidos em 5 a 10 determinagbes independentes. *indica diferenca (P<0,001) no pD.:
NITRITO + Hidroxocobalamina vs NITRITO.

4.2.8) Estudo da atividade ciclica do composto cis-[Ru(H-dcbpy),(CI)(NO)]
(DCBPY).

Considerando que uma das propostas deste trabalho foi a de verificar se o
composto cis-[Ru(H-dcbpy’)2(Cl)(NO)] (DCBPY) apresenta atividade ciclica, o
composto cis-[Ru(dcbpy)2(Cl)(H20)] (DCBPY-H20) foi sintetizado e estudado.

Assim como esperado, o composto DCBPY-H.O nao apresenta efeito
vasodilatador importante (Emax: 18,5 * 3,0%, n=5) (figura 25). Porém, na presenca
de 1umol/L de NITRITO, o composto DCBPY-H,O induziu relaxamento de forma
concentragcado-dependente. O composto DCBPY-H,O na presenga do NITRITO
apresentou menor poténcia (pD2: 4,99 + 0,20, n=5, P<0,001) e efeito maximo
(Emax: 84,8 + 9,2%; n=5, P<0,001) do que o composto DCBPY (pD,: 5,66 + 0,05,

n=9, Emax: 103,1 + 1,2%; n=9) (figura 25).
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O relaxamento na aorta de ratos foi potencializado para o composto DCBPY
na presenca do nitrito (pD> de: 5,66 = 0,05, n=9 para: 6,01 + 0,08, n=6, P<0,01)
(figura 26), porém seu efeito maximo nao foi alterado nesta condigédo (Emax: 105,7
1,0%, n=6). Para o NPS, a presenca do nitrito ndo alterou o relaxamento vascular

(pD2: 9,21 £ 0,08, n=5; Emax: 101,7 £ 0,6%, n=5) (figura 27).

60+

Relaxamento

804 m DCBPY

1004 O DCBPY-H,O
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Figura 25. Efeito da adicdo do nitrito (1pmol/L) no relaxamento da aorta de ratos
induzido pelo cis-[Ru(dcbpy).(Cl)(H.0)] (DCBPY-H,0). Curvas concentragao-efeito
cumulativas foram realizadas para os compostos DCBPY e DCBPY-H,O em aortas pré-
contraidas com fenilefrina. Cada ponto representa a média + EPM dos dados obtidos em 5 a
10 determinagdes independentes. * indica diferenca (P<0,001) nos valores de pD, para
DCBPY-H,O + NITRITO vs DCBPY, Emax do DCBPY-H,O + NITRITO vs DCBPY e
DCBPY-H,O vs DCBPY.
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Figura 26. Efeito da adicdo do nitrito (1pmol/L) no relaxamento da aorta de ratos

induzido pelo cis-[Ru(dcbpy).(CIl)(NO)] (DCBPY). Curvas concentragao-efeito cumulativas

foram realizadas para o composto DCBPY em aortas pré-contraidas com fenilefrina. Cada

ponto representa a média + EPM dos dados obtidos em 6 a 9 determinagdes independentes.
* indica diferenga (P<0,01) nos valores de pD, entre DCBPY + NITRITO vs DCBPY.
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Figura 27. Efeito da adicao do NITRITO (1umol/L) no relaxamento da aorta de ratos

induzido pelo nitroprussiato de sodio (NPS). Curvas concentragdo-efeito cumulativas

foram realizadas para o NPS em aortas pré-contraidas com fenilefrina. Cada ponto

representa média = EPM dos dados obtidos em 5 a 10 determinacdes independentes.
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4.2.9) Estudo da atividade ciclica do composto cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)] (BPY).
Considerando que uma das propostas deste trabalho foi verificar se o

composto cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)] (BPY) apresenta atividade ciclica, o composto
cis-[Ru(bpy)2(Cl)(H20)]" (BPY-H20) foi sintetizado e estudado.

Verificamos que o composto BPY-H,O induziu relaxamento de forma
concentragado-dependente (pD.: 6,15 = 0,02 , n=7; Emax: 108,06 + 2,79%, n=7).
Porém, este relaxamento foi menos potente comparado ao composto BPY (pD2: 7,11
+ 0,09, n=10, P<0,001) e ndo houve diferenga no relaxamento maximo (figura 28).
Na presenca de NITRITO, o relaxamento da aorta de ratos nao foi alterado com o
composto BPY-H>O (pD.: 6,17 £ 0,03 , n=5; Emax: 100,6 = 1,6%, n=5) (figura 28).
Estes resultados indicam que em condicbes fisiologicas (pH e temperatura) e na
presenca de 1umol/L de NITRITO, o composto BPY-H,O néo apresentou atividade

ciclica.
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Figura 28. Efeito da adicao do nitrito no relaxamento da aorta de ratos induzido pelo
cis-[Ru(bpy)2(CI)(H.0)]* (BPY-H;0). Curvas concentracao-efeito cumulativas foram
realizadas para os compostos BPY e BPY-H,O em aortas pré-contraidas com fenilefrina.
Cada ponto representa média + EPM dos dados obtidos em 5 a 10 determinagdes
independentes. * indica diferenga (P<0,001) no pD, do BPY-H,O vs BPY.
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4.2.10) Estudo da participacao da guanilato ciclase soluvel (GCs) e dos canais
para potassio no relaxamento induzido pelo composto cis-[Ru(bpy)2(Cl)(H.0)]*
(BPY-H;0).

Como pode ser verificado na estrutura do composto BPY-H>O, ndo ha NO
nem NO coordenado ao ruténio. Desta forma, estes experimentos foram realizados
com o objetivo de verificar se 0 ODQ e TEA tem efeito inibitério sobre o relaxamento
da aorta de ratos induzido pelo BPY-HO, por via independente de NO (figura 29).

Assim como era esperado, nossos resultados mostraram que o ODQ (pDa:
6,20 = 0,06, n=5; Emax: 100,81 £ 5,95%, n=5) e TEA (pD2: 6,15 £ 0,04, n=5; Emax:
102,48 £ 2,15%, n=5) nao inibiram o relaxamento vascular induzido pelo composto

BPY-H.0 (figura 29).
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Figura 29. Efeito do ODQ ou TEA sobre o relaxamento da aorta de ratos induzido pelo
composto cis-[Ru(bpy)2(CI)(H.0)]* (BPY-H.0). Curvas concentracdo-efeito cumulativas
foram realizadas para o composto em aortas pré-contraidas com fenilefrina, na auséncia ou
apés pré incubagao por 30 min com ODQ (1umol/L) ou TEA (1mmol/L). Cada ponto
representa média + EPM dos dados obtidos em 5 determinagdes independentes.
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4.2.11) Curva de contracdo para concentracoes crescentes de Calcio (Ca*?) na
presenca e auséncia do composto cis-[Ru(bpy)2(Cl)(H20)]* (BPY-H,0).

Com o objetivo de verificar se o relaxamento da aorta de rato induzido pelo
composto BPY-H>O ocorre por blogueio dos canais de célcio, realizamos curva
concentracao efeito para CaCl, estimulada com fenilefrina (0,1umol/L).

Verificamos que ocorreu contragdo dependente da concentracdo de Ca**, e a
contracdo maxima foi obtida na concentracdo de 1,3 mmol/L do CaCl,. Como
demonstrado na figura 30, o composto BPY-H.O diminuiu a resposta contratil

estimulada com concentracées crescentes de Ca** (figura 30).
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Figura 30. Efeito do composto cis-[Ru(bpy)2(Cl)(H:0)]* (BPY-H,0) sobre a resposta
contratil estimulada com CaCl, e fenilefrina. Curvas concentracdo-efeito cumulativas
foram realizadas para CaCl, sob estimulo da fenilefrina, na presenca ou auséncia de BPY-
H.O (1umol/L). Cada ponto representa média + EPM da contragao desenvolvida em gramas
(g), dos dados obtidos em 7 determinacdes independentes. *indica diferenca (P<0,001) nos

valores de contragdo na auséncia e presenga de BPY-H,O.
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4.212) Estudo do relaxamento vascular induzido pelo composto
cis-[Ru(bpy)2(CI)(H2.0)]* (BPY-H.O) em aortas pré contraidas com cloreto de
potassio (KCI) ou prostaglandina Fy, (PGF2, ).

O objetivo destes protocolos foi verificar se o relaxamento induzido pelo
composto BPY-H.O esta envolvido com uma possivel acdo antagonista de receptor
a, utilizando os agentes pré-contrateis KCL e PGFy,.

Verificamos que em aortas pré-contraidas com KCL e PGF,, 0 composto
BPY-H.O n&o induziu relaxamento (KCL Emax: 13,00 + 3,26%, n=9; PGF,, Emax:
12,03 + 2,25%, n=6), sendo que em aortas pré-contraidas com fenilefrina
verificamos o relaxamento (Emax: 108,06 + 2,79%, n=7) (figura 31). Estes resultados

sugerem que o composto BPY-H,O é um antagonista de receptor a.
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Figura 31. Relaxamento da aorta de rato induzido pelo composto cis-
[Ru(bpy)2(Cl)(H20)]* (BPY-H,O) em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina (FE),
cloreto de potassio (KCl) ou prostaglandina F,, (PGF,,). Curvas concentragio-efeito
cumulativas foram realizadas para o composto BPY-H,O. Cada ponto representa média +
EPM dos dados obtidos em 6 a 9 determinagdes independentes. * indica diferenca
(P<0,001) no Emax do BPY-H,O (KCL), BPY-H,O (PGF,,) vs BPY-H,O (FE).
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4.3) Avaliacao da citotoxicidade dos compostos em células endoteliais.

Os experimentos de citotoxicidade foram realizados para verificar se 0s
compostos em estudo apresentam citotoxicidade nas concentragbes em que
observamos efeito vasodilatador maximo.

Verificamos que os compostos DCBPY (92,16 + 8,94 %, n=4), BPY (95,42 £
8,85 %, n=4) e NPS (99,16 % 4,06 %, n=4) nao modificaram a viabilidade celular das
células endoteliais, comparado ao controle (100,00 £ 1,16 %, n=4) (figura 32). O
controle de morte diminuiu a viabilidade celular (27,77 + 0,61 %, n=4, P<0,01) (figura
32). Estes resultados sugerem que os compostos em estudo ndo apresentam
citotoxicidade nestas células nas concentragdes e condi¢des testadas. Os resultados
foram expressos em porcentagem de viabilidade em relacdo ao controle de

viabilidade (células nado tratadas).
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Figura 32. Viabilidade celular em células endoteliais por analise colorimétrica com
corante MTT. As barras representam média = EPM dos valores de % de células viaveis. As
células foram incubadas com as diferentes drogas por 30 minutos. * indica diferenca

(P<0,01) do Controle de morte vs Controle.
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4.4) Microscopia confocal.

4.4.1) Efeito do cis-[Ru(H-dcbpy’),(CI)(NO)] (DCBPY), cis-[Ru(bpy)(NO2>
)(NO)](PFs)2 (BPY), nitroprussiato de sddio (NPS) e nitrito de sédio (NITRITO),
sobre concentracio citosélica de Ca®* em células do musculo liso vascular.

Apoés a adicao do composto DCBPY (figura 33 A) e BPY (figura 33 B) ocorreu
queda na intensidade de fluorescéncia, o que indica queda na concentragdo de Ca**
citosolico. A resposta pode ser visualizada na sequiéncia de imagens demostradas
na figura 33.

Em valores percentuais, a queda da concentragéo citosélica de Ca?* induzida
pelo NITRITO (%AIF: -13,47 £ 0,27%; n=5) foi menor que a queda na concentracao
de Ca®* induzida pelo composto BPY (%AIF: -30,83 * 3,63%, n=4, P<0,001), DCBPY
(%AIF: -28,52 + 1,57%; n=4, p<0,001), e NPS (%AIF: -25,30 + 1,00%; n=3, p<0,01).

Entretanto, nenhuma diferenca foi verificada entre BPY, DCBPY e NPS (figura 34).
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Figura 33. Efeito do cis-[Ru(H-dcbpy)(CI)(NO)] (DCBPY) e do cis-[Ru(bpy)(NO,
)(NO)](PF¢). (BPY), sobre a concentracéo citoplasmatica de calcio ([Ca®*]c) em anel de
aorta de ratos. Sequéncia temporal (de 10 a 200 segundos) de fotos de um anel de aorta
de rato. A barra de cores ao lado esquerdo indica a intensidade de fluorescéncia que é
diretamente proporcional & [Ca®*]c. As cores quentes indicam maior fluorescéncia e maior
[Ca**]. A adicdo do DCBPY (A) e do BPY (B) foi feita em 90 segundos. Este é um

experimento representativo de 4 experimentos feitos em preparacdes de aorta de diferentes
animais.
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Figura 34. Efeito dos compostos cis-[Ru(H-dcbpy’),(CI)(NO)] (DCBPY), cis-
[Ru(bpy)2(NO,)(NO)](PFs). (BPY), nitroprussiato de sédio (NPS) e nitrito de sédio
(NITRITO), sobre a concentracio citoplasmatica de calcio ([Ca®*]c) em anel de aorta de
ratos. As barras indicam a porcentagem da diferengca na intensidade de fluorescéncia
(%AIF). DCBPY, BPY, NPS e NITRITO foram adicionados 90 segundos ap6s o inicio do
experimento, para verificarmos os valores basais da IF antes da adicdo do composto. %AIF
indica queda na [Ca®*]c. Cada barra representa a média + EPM dos dados obtidos em 3 a 5
determinagdes independentes. * indica diferenca (P<0,01) do NPS vs NITRITO. ** indica
diferenga (P<0,001) do BPY, DCBPY vs NITRITO.
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4.4.2) Efeito dos compostos cis-[Ru(H-dcbpy’),(CI)(NO)] (DCBPY), cis-
[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PFgs)2 (BPY), nitroprussiato de sodio (NPS) e nitrito de
sodio (NITRITO), sobre a concentracao citosélica de NO em células do
musculo liso vascular.

Apobs a adicao do composto DCBPY (figura 35 A) e BPY (figura 35 B) ocorreu
aumento na intensidade de fluorescéncia da sonda DAF-2DA, indicando aumento na
concentracao de NO citosolico. Este aumento pode ser visualizado na seqiéncia de
fotos representadas na figura 35.

Em valores percentuais, este aumento foi menor para o NITRITO (%AIF: 9,04
t+ 1,45; n=5) comparado com DCBPY (%AIF: 19,78 £ 1,79%; n=5; p<0,05), BPY
(%AIF: 20,86 + 2,39%; n=4; p<0,05) e NPS (%AIF: 20,08 * 3,05%; n=5; p<0,01). Nao
houve diferenca entre os efeitos induzidos pelos compostos DCBPY, BPY e NPS

(figura 36).

4.4.3) Estudo da atividade ciclica do composto cis-[Ru(H-dcbpy),(CI)(NO)]
(DCBPY) em células do musculo liso vascular.

Apobs a adicao do composto DCBPY-H,O, sem a presenca do nitrito, ocorreu
pequeno aumento na intensidade de fluorescéncia (%AIF: 1,41 £ 1,12%; n=4) (figura
37). Com a adicao do NITRITO, sem a presenca do composto DCBPY-H,0O, também
foi verificado pequeno aumento na intensidade de fluorescéncia (%AIlF: 4,68 + 0,83
%; n=4). Porém, quando o composto DCBPY-H,O foi adicionado na presenca do
NITRITO ocorreu consideravel aumento na intensidade de fluorescéncia (%AlF:
16,57 + 2,35 %; n=8, p<0,001). Nao houve diferenca entre os efeitos induzidos pelos

DCBPY-H,0 e NITRITO (figura 37).
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Figura 35. Efeito do cis-[Ru(H-dcbpy).(CI)(NO)] (DCBPY) e do cis-[Ru(bpy).(NO,
)(NO)](PFg). (BPY), sobre a concentracao citoplasmatica de NO ([NO]c) em anel de
aorta de ratos. Seqliéncia temporal (de 10 a 200 segundos) de fotos de um anel de aorta. A
barra de cores ao lado esquerdo indica a intensidade de fluorescéncia que é diretamente
proporcional a [NO]c. As cores quentes indicam maior fluorescéncia. A adicdo do DCBPY
(A) e do BPY (B) foi feita em 90 segundos, levando ao aumento na intensidade de
fluorescéncia no interior das células do musculo liso vascular.
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Figura 36. Efeito dos compostos cis-[Ru(H-dcbpy’),(CI)(NO)] (DCBPY), cis-
[Ru(bpy)2(NO,)(NO)](PFs). (BPY), nitroprussiato de sédio (NPS) e nitrito de sédio
(NITRITO) sobre a concentracao citoplasmatica de NO ([NO]c) em anel de aorta de
ratos. As barras indicam a porcentagem da diferengca na intensidade de fluorescéncia
(%AIF). As drogas foram adicionadas 90 segundos apds o inicio do experimento, para
verificarmos os valores basais da |IF antes da adicado do composto. %AIF indica aumento na
[NO]c. Cada barra representa a média + EPM dos dados obtidos em 4 a 5 determinagées
independentes. * indica diferenga do NITRITO vs DCBPY, BPY, NPS.
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Figura 37. Efeito do composto cis-[Ru(dcbpy).(Cl)(H.O)] (DCBPY-H,0) na presenca e
auséncia de nitrito de sodio (NITRITO) sobre a concentracao citoplasmatica de NO

(INO]c) em anel de aorta de ratos. As barras indicam a porcentagem da diferenca na
intensidade de fluorescéncia (%AIF). As drogas foram adicionadas 90 segundos apés o
inicio do experimento, para verificar os valores basais da IF antes da adicdo do composto.
%AIF indica aumento na [NOJc. Cada barra representa a média £+ EPM dos dados obtidos
em 4 determinagdes independentes. * indica diferenga (P<0,01) do DCBPY-H,O + NITRITO
vs NITRITO, ** indica diferenga do DCBPY-H,O+NITRITO vs DCBPY-H,0.
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4.5) Caracterizacao quimica e biologica do efeito seqliestrador de NO e
antioxidante dos compostos cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO)] (DCBPY) e cis-
[Ru(dcbpy).(Cl)(H20)] (DCBPY-H,0).

4.5.1) Deteccao do NO e/ou NO, liberado do composto cis-[Ru(H-dcbpy
)2(CI1)(NO)] (DCBPY) sob reducao com glutationa reduzida (GSH).
O redutor GSH aumentou a liberagdo de NO,™ ao longo do tempo. Nao houve

diferenga significativa na liberacdo de NO, entre as diferentes concentragbes de

GSH (figura 38).

250+

225 ] —a— DCBPY 25umol/lL

—— DCBPY25umol/L+GSH 12,5umol/L
200+

—o— DCBPY25umol/L+GSH 25umol/L
1754

Nitrito (pmol)

e

(S

o
Il

—O— DCBPY25umol/L+GSH 50umol/L

1254

100 T T T T T T T T T T T T T T 1
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
tempo (min)

Figura 38. Deteccao de nitrito (NO,) gerado pela solucao do composto cis-[Ru(H-
dcbpy’)(CI)(NO)] (DCBPY) na presenca ou auséncia do redutor glutationa (GSH).
Foram realizadas inje¢cbes (50uL) dos compostos a cada 10 minutos e a solug¢ao foi mantida
a 37°C. Cada ponto representa média + EPM de no minimo 3 experimentos realizados.

*indica diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) entre DCBPY+GSH vs DCBPY
(12,5; 15 e 50 pmol/L).
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4.5.2) Deteccao do NO e/ou NO; liberado do composto cis-[Ru(H-dcbpy
)2(CI)(NO)] (DCBPY) sob reducao com acido ascérbico (AA).

Como pode ser verificada na figura 39, na presengca do redutor AA, a
liberacao de NO foi aumentada ao longo do tempo. Nao foi verificado diferenca

significativa na liberacao de NO2 entre as diferentes concentracdes do AA.
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Figura 39. Deteccao de nitrito (NO,) gerado pela solucdo do composto cis-[Ru(H-
dcbpy’),(CI)(NO)] (DCBPY) na presenca ou auséncia do redutor acido ascorbico (AA).
Foram realizadas inje¢des (50uL) do composto a cada 10 minutos e a solugéo foi mantida a
37°C. Cada ponto representa média £ EPM de no minimo 3 experimentos realizados. *indica
diferenga estatisticamente significativa (P<0,05) entre DCBPY+AA vs DCBPY (50; 100 e
200 pmol/L).
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4.5.3) Deteccao do NO liberado do composto cis-[Ru(H-dcbpy’).(CI)(NO)]
(DCBPY) sob reducao com glutationa reduzida (GSH) ou acido ascérbico.
Como pode ser visualizado no registro representativo abaixo (figura 40), ndo
foi possivel detectar diretamente o NO liberado do composto DCBPY. Entretanto,
pode se verificar o NO liberado do DETA-NO (10 pumol/L), mostrando que o sistema

€ sensivel a baixas concentracées de NO.

DCBPY DCBFY | DCBPY L
33 M 160 pi 330 pM

T e e e el e
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

minutos

Figura 40. Registro representativo de experimento feito no aparelhno NOA™.



Resultados 111

4.5.4) Efeito sequestrador de NO do composto cis-[Ru(H-dcbpy’).(CI)(NO)]
(DCBPY) na presenca dos redutores GSH ou AA.

Como pode ser verificado nas figuras 41 e 42, o composto DCBPY
apresentou um importante efeito sequiestrador de NO na presenca de redutores.
Com a adicdo de GSH (-0,58 + 0,04 umol/L, n=4) ou do composto DCBPY nas
diferentes concentracdes (6,26 umol/L: -0,45 + 0,03 pumol/L, n=4; 12,5 umol/L: -0,71
*+ 0,05 pmol/L, n=4; 25 umol/L: -1,28 + 0,09 umol/L, n=4) isoladamente, ocorreu
pequena queda na concentracao de NO (figura 42A). Com a adicdo do AA, sem a
presenca do composto DCBPY, ocorreu pequeno aumento na liberagédo de NO (0,56
* 0,03 umol/L, n=6) (figura 42B). Porém, quando o composto DCBPY foi adicionado
na presenca dos redutores GSH (6,26 pumol/L: -3,53 + 0,25 umol/L, n=4; 12,5 umol/L:
-8,73 + 0,60 pmol/L, n=4; 25 pmol/L: -11,86 + 0,38 umol/L, n=4) ou AA (6,26 pmol/L:
-3,52 + 0,04 pmol/L, n=4; 12,5 ymol/L: -4,13 + 0,14 pmol/L, n=4; 25 pmol/L: -6,13 *
0,32 uymol/L, n=4), a concentragdo de NO sequlestrada foi maior quando comparada

com o composto na auséncia dos redutores (figura 42 A, B).



Resultados 112

45000 —
< ]
= %000 ] \ r——
8 ] 1T v_//
L= ]
£ - )
= 15000 —
S ] S50umoliL  DCBPY
] 25pmoliL
o —
it
oo 1+ DETAINO
%000 4
‘m ] L L L L L L Ll Ll L
0 T8 167 56 T8 517 11 1243 118 s
mnuins
&
£ " DCBPY GSH
: 25pmoliL 50pmoliL
8 18000
QOO0 -4
0 -
1t
“0 -1 DETAINO
-18000 T T T T T T T L T
12 543 365 w7 508 73 552 E¥e) 0% i
maEmrtos

Figura 41. Registros representativos de experimento feito com eletrodo seletivo para NO.
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Figura 42. Quantificacido do NO seqiiestrado pelo composto cis-[Ru(H-dcbpy
)2(C1)(NO)] (DCBPY)na presenca ou auséncia dos redutores GSH ou AA.
A) Concentracdo do NO seqlestrado pelo composto na presenga ou auséncia do redutor

glutationa (GSH). B) Concentragcdo do NO seqiiestrado pelo composto na presenca ou

auséncia do redutor acido ascoérbico (AA). As barras representam média * EPM da

concentracdo de NO seqliestrado, em 4 a 6 determinagdes independentes. *indica diferenca

(P<0,001) do composto DCBPY na presenga e auséncia do redutor.
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4.5.5) Efeito sequiestrador de NO do composto cis-[Ru(dcbpy).(Cl)(H20)]
(DCBPY-H20) na presenca dos redutores GSH ou AA.

Como pode ser verificado na figura 43A, o composto DCBPY-H,O apresentou
pequeno efeito seqliestrador de NO na auséncia e na presenca do redutor GSH. Na
presenca de GSH (6,26 umol/L: -0,69 + 0,03 umol/L, n=4; 12,5 umol/L: -1,04 £ 0,02
umol/L, n=4; 25 umol/L: -1,23 + 0,06 umol/L, n=4; P<0,001) o efeito foi maior quando
comparado com o experimento realizado na auséncia da GSH (6,26 umol/L: -0,18 +
0,12 ymol/L, n=4; 12,5 ymol/L: -0,29 + 0,06 umol/L, n=4; 25 ymol/L: -0,79 = 0,09
umol/L, n=4). Com a adicdo de GSH, ocorreu queda na concentragdo de NO (-0,51
0,01 umol/L, n=4), que foi menor do que a queda induzida pelo DCBPY na presenca
da GSH (6,26 umol/L: -0,69 + 0,03 umol/L, n=4 P<0,01; 12,5 pymol/L: -1,04 + 0,02
umol/L, n=4, P<0,001; 25 pmol/L: -1,23 + 0,06 umol/L, n=4; P<0,001) (figura 43A).

Na presenca de AA, o composto DCBPY apresentou um importante efeito
sequestrador de NO. Com a adicdo do AA, na auséncia do composto DCBPY,
ocorreu pequeno aumento na liberacdo de NO (0,45 £ 0,01 pmol/L, n=5). Com a
adicao de AA o efeito sequestrador de NO do composto DCBPY-H,0 (6,26 pmol/L: -
1,39 £ 0,04 pmol/L, n=4; 12,5 pmol/L: -2,23 + 0,01 pmol/L, n=4; 25 uM: -4,26 + 0,03
umol/L, n=4; P<0,001) foi maior quando comparado com o composto na auséncia do

redutor (figura 43B).
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Figura 43. Quantificacdao do NO seqiiestrado pelo composto cis-[Ru(dcbpy).(Cl)(H.0)]
(DCBPY-H,0) na presenca ou auséncia dos agentes redutores GSH ou AA. A)
Concentracdo do NO seqiestrado pelo composto na presenca ou auséncia do redutor
glutationa (GSH). B) Concentragcdo do NO seqiiestrado pelo composto na presenca ou
auséncia do redutor acido ascérbico (AA). As barras representam média + EPM da
concentracdo de NO seqgiliestrado, em 4 a 5 determinagdes independentes. ** indica
diferenga (P<0,001) do composto DCBPY-H,O na presenga e auséncia do redutor e
diferenca entre GSH e o composto na presenca do redutor. *indica diferenca entre DCBPY-
H.O e GSH.
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4.5.6) Efeito sequiestrador de superoxido (O2) dos compostos cis-[Ru(H-dcbpy
)2(CI)(NO)] (DCBPY) e cis-[Ru(dcbpy)z(Cl)(H-0)] (DCBPY-H,0).

No registro representativo (figura 44) pode ser verificado que apds a adicao
da enzima XO ocorreu consumo do NO liberado do doador de NO DETA/NO (-2.70
0,02umol/L, n=10) (figura 45). Com a adicdo do composto DCBPY nas
concentragcbes de 12,5umol/L (0,92 £ 0,02 pmol/L, n=3), 25umol/L (1,50 + 0,05
umol/L, n=4, P<0,001) e 50 umol/L (3,50 + 0,12 umol/L, n=4, P<0,001), o consumo
de NO induzido pela XO foi revertido de forma concentracdo-dependente (figura
45A). Resposta semelhante foi verificada com a adigdo da SOD nas concentragdes
de 10umol/L (0,57 £ 0,02umol/L, n=3), 20umol/L (1,06 + 0,03 pmol/L, n=3, P<0,001)
e 30umol/L (1,36 £ 0,01umol/L, n=3, P<0,01), que reverteu o consumo de NO pela
XO de forma concentracao dependente (figura 45A).

Para o composto DCBPY-H,O nas concentragdes de 25umol/L (0,59 + 0,02
umol/L, n=3), 50umol/L (1,36 + 0,02uM, n=4, P<0,001) e 100umol/L (2,50 *
0,04pumol/L, n=3, P<0,001), o consumo do NO pela XO foi revertido de forma

concentracdo- dependente (figura 45 B).
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Figura 44. Registros representativos de experimento feito com eletrodo seletivo para NO, na
presenca de hipoxantina (HX) e xantina oxidase (XO).
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Figure 45. Quantificacao do NO consumido pelo superoxido (O;) formado a partir da
enzima xantina oxidase (XO) e reversao do consumo pelos compostos cis-[Ru(H-
dcbpy),(CI)(NO)] (DCBPY) e cis-[Ru(dcbpy):(Cl)(H.0)] (DCBPY-H,0). As barras
representam média + EPM da concentracdo de NO, em 3 a 10 determinagdes
independentes. A) Efeito seqlestrador de O, pelo composto DCBPY. B) Efeito
sequestrador de O, pelo composto DCBPY-H,O. *indica diferenca (P<0,01) entre SOD 10
umol/L e SOD 20 umol/L. **indica diferenga (P<0,001) dos compostos DCBPY, DCBPY-H,O

e SOD em relagdo a sua menor concentragao.
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4.5.7) Efeito antioxidante dos compostos cis-[Ru(H-dcbpy’).(CI)(NO)] (DCBPY)
e cis-[Ru(dcbpy)2(CIl)(H20)] (DCBPY-H.0) utilizando espectroscopia UV-visivel.

Como mostra as figuras 46A e 46B, o citocromo-c € reduzido pelo O, ao
longo do tempo. Este reducéo é inibida pela SOD (de: 0,0933 * 0,0061, n=4 para:
0,0018 + 0,0094, n=4, P<0,001) indicando que o O, esta sendo removido do meio,
impedindo a reducdo do citocromo-c. A reducdo do citocromo-c foi diminuida
também na presenca do composto DCBPY nas concentragdes de 1,25 pmol/L
(0,0367 £ 0,0036, n=3, P<0,001), 2,5umol/L (0,0217 + 0,0046, n=3, P<0,001), 12,5
ummol/L (0,0069 = 0,0035, n=3, P<0,001) e 25pumol/L (0,0031 + 0,0034, n=3,
P<0,001), em comparacdo ao experimento realizado na auséncia do composto
(figura 46A).

O composto DCBPY-H,O também apresentou efeito antioxidante. Porém, este
efeito foi verificado somente nas concentragdes de 12,5umol/L (0,0059 + 0,0022,
n=3, P<0,001) e 25umol/L (-0,0108 £ 0,0013, n=3, P<0,001), em comparagdo aos

experimentos realizados na auséncia do composto (figura 46B).
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Figure 46. Reducao do citocromo-C (550nm) pelo superoxido (O,) formado a partir da

enzima xantina oxidase (XO) e efeito antioxidante dos compostos cis-[Ru(H-dcbpy
)2(CI)(NO)] (DCBPY) e cis-[Ru(dcbpy),(Cl)(H.0)] (DCBPY-H,0). Os resultados foram
obtidos pela diferenga na absorbancia inicial e ao longo do tempo (A Absorbancia). Cada
ponto representa média + EPM do A Absorbancia, dos valores obtidos em 3 a 4
determinagbes independentes. A) Efeito antioxidante do composto DCBPY. B) Efeito
antioxidante do composto DCBPY-H,O. *indica diferenca (P<0,001) dos compostos DCBPY,
DCBPY-H,O e SOD em relacao ao citocromo-C sem a presenca dos compostos.
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4.5.8) Efeito sequiestrador de NO dos compostos cis-[Ru(H-dcbpy).(CI)(NO)]
(DCBPY) e cis[Ru(dcbpy),(Cl)(H.0)] (DCBPY-H,O) do NO gerado por
macrofagos.

A intensidade de fluorescéncia (IF), com o uso da sonda DAN, foi aumentada
no sobrenadante das células de macréfagos estimulados com LPS (de 2360,6 + 85,7
IF, n=3 para 3299,3 + 77,7 IF, n=3, P<0,001), indicando que ocorreu aumento da
producdo de NO (figura 47). A IF no sobrenadante foi diminuida em células
incubadas com o composto DCBPY nas concentragdes de 12,5umol/L (2905,33 +
53,1 IF, n=3) 25umol/L (2746,0 + 79,8 IF, n=3) e 50umol/L (2699,3 + 107,4 IF, n=3),
em comparacao as células estimuladas com LPS sem a presenga do composto
DCBPY. Da mesma forma, a IF no sobrenadante foi diminuida em células
incubadas com o composto DCBPY-H,O nas concentragdes de 12,5umol/L (2481,0
+101,2 IF, n=3) 25umol/L (2612,6 £ 71,7 IF, n=3) e 50umol/L (2635,3 + 106,3 IF,
n=3), em comparagdo as células estimuladas com LPS sem a presenca do
composto DCBPY-H,O (figura 47 A). Estes resultados indicam que os compostos
DCBPY e DCBPY-H,0 sequestram o NO produzido pelos macréfagos.

Foi realizado um experimento controle com a sonda e os compostos DCBPY
e DCBPY-H,0, para verificar se estava ocorrendo supressao da fluorescéncia do
DAN. Verificamos que a fluorescéncia do DAN nao foi suprimida com a presenca

dos compostos DCBPY e DCBPY-H,0 (figura 47 B).
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Figura 47. Deteccao do NO produzido por macréfagos utilizando sonda fluorescente
DAN. As células foram estimuladas com LPS, conforme descrito no método e incubadas
com os compostos em estudo. A) Incubacdo das células com cis-[Ru(H-dcbpy).(CIl)(NO)]
(DCBPY) ou cis-[Ru(dcbpy).(Cl)(H20)].(PFs) (DCBPY-H,0). B) Controle feito para detectar
se os compostos DCBPY e DCBPY-H,O suprimem a fluorescéncia do DAN. As barras
representam média + EPM da intensidade de fluorescéncia, dos dados obtidos em 3
determinagées independentes. *indica diferenga (P<0,01) entre DCBPY 12,5 pmol/L vs LPS.
**indica diferenga (P<0,001) do LPS vs Controle, DCBPY 25 e 50 umol/L, DCBPY-H,O
12,5; 25 e 50 umol/L vs LPS.
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4.5.9) Efeito do composto cis-[Ru(H-dcbpy)2(Cl)(NO)] (DCBPY) no processo de
angiogénese.

Como pode ser visualizado em foto tirada 6 horas apés incubagdo com o
composto DCBPY 1,25 umol/L (figura 48 B), ocorreu menor formagcdo de tubos,
quando comparado com controle (figura 48 A). Quantificando-se esta resposta, foi
verificado menor numero de ramificacdes/ poco (r/p) nas células tratadas com
DCBPY nas concentragdes de 1,25 pymol/L (116,0 £ 5,1 r/p, n=3, P<0,05) 12,5
pmol/L (110,0 + 8,2 r/p, n=3, P<0,05) 25 umol/L (122,0 + 4,2 r/p, n=3, P<0,05) e 50
pumol/L (117,0 + 4,8 r/p, n=3, P<0,05), quando comparado com o controle (145,66 +
7,12, n=3) (figura 49 A). Porém, nenhuma alteracdo foi verificada com 6 horas de
incubagdo com DETA/NO nas concentragdes de 0,01 pmol/L (128,3 + 4,3 r/p, n=3)

0,1 umol/L (138,6 + 5,8 r/p, n=3) 1 umol/L (140,0 + 5,5 r/p, n=3), 10 umol/L (152,0 =

4,4 r/p, n=3) e 100 umol/L (149,0 £ 5,4 r/p, n=3) (figura 49 B).

Figura 48. Foto representativa mostrando a formacao de tubos que representam o
processo de angiogénese. As fotos foram tiradas 6 horas apds incubacdo com tampao
fosfato (controle) ou composto DCBPY. Para melhor visualizagéo dos tubos, foi selecionada
a regidao central da foto. A) Células incubadas com tampao fosfato pH 7,4 (controle). B)
Células incubadas com DCBPY 50 pumol/L.
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Figura 49. Quantificacdo da angiogénese pela contagem das ramificacoes formadas
pelas células endoteliais (HUVECs), no periodo de 6 horas de incubacao. As barras
representam média + EPM da contagem das ramificagdes observadas em cada pogo. A)
Incubacgéo das células com cis-[Ru(H-dcbpy).(CI)(NO)] (DCBPY) B) Incubacao das células
com DETA/NO. *indica diferenca (P<0,05) de DCBPY 1,25; 12,5; 25 e 50 pmol/L em relagao

ao controle.
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Apbs 20 horas de incubagédo com o composto DCBPY pode ser visivelmente
detectado (figura 50 B) que o processo de formacdo de tubos também foi
prejudicado, quando comparado ao controle (figura 50 A). Quantificando-se esta
resposta, foi verificado menor nimero de ramificagdes/ pogo (r/p) nas células
tratadas com DCBPY nas concentracbes de 1,25 pmol/L (37,3 + 1,4 r/p, n=3,
P<0,05) 12,5 ymol/L (38,3 £ 5,3 r/p, n=3, P<0,05) 25 umol/L (34,6 + 3,8 r/p, n=3,
P<0,05) e 50 ymol/L (29,6 = 1,7 r/p, n=3, P<0,01), quando comparado com o
controle (54,6 + 4,7 r/p, n=3) (figura 52 A).

As células tratadas com o doador de NO DETA/NO durante 20 horas,
apresentaram maior formagdo de tubos, como pode ser verificado na figura 51 B.
Quantificando-se esta resposta, foi verificado maior numero de ramificagées / pogo
(r/p) nas células tratadas com DETA/NO nas concentra¢des de 10 umol/L (75,3 £ 1,4
r/p, n=3, P<0,01) 100 umol/L (79,0 = 5,3 r/p, n=3, P<0,01) e nenhuma alteracao foi
verificada para as concentragbes de 0,01 umol/L (51 £ 4,6 r/p, n=3) 0,1 umol/L (51,3
* 3,4 r/p, n=3) e 1 umol/L (65,3 = 3,5 r/p, n=3), quando comparado com o controle

(54,6 + 4,7 r/p, n=3) (figura 52 B).
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Figura 50. Foto representativa mostrando a formacao de tubos que representam o
processo de angiogénese. As fotos foram tiradas apés 20 horas de incubagao com tampao
fosfato (controle) ou composto DCBPY. Para melhor visualizagéo dos tubos, foi selecionada
a regidao central da foto. A) Células incubadas com tampao fosfato pH 7,4 (controle). B)
Células incubadas com DCBPY 50 pmol/L.

Figura 51. Foto representativa mostrando a formacao de tubos que representam o
processo de angiogénese. As fotos foram tiradas apds 20 horas de incubagéo com tampéao
fosfato (controle) ou DETA/NO. Para melhor visualizagdo dos tubos, foi selecionada a regiao
central da foto. A) Células incubadas com tampéao fosfato pH 7,4 (controle). B) Células
incubadas com DETA/NO 100 umol/L.
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Figura 52. Quantificacdo da angiogénese pela contagem das ramificacoes formadas
pelas células endoteliais (HUVECSs), no periodo de 20 horas de incubacao. As barras
representam média + EPM da contagem das ramificagdes observadas em cada pogo. A)
Incubagéo das células com cis-[Ru(H-dcbpy’).(Cl)(NO)] (DCBPY) B) Incubagao das células
com DETA/NO. *indica diferenca (P<0,05) do controle vs DCBPY 1,25; 12,5 e 25. **indica
diferenca (P<0,01) do controle vs DCBPY 50 umol/L, controle vs DETA/NO 10 e 100 umol/L,

Com objetivo de investigar o mecanismo pelo qual o composto DCBPY induz
efeito anti-angiogénico, utilizamos o ODQ (inibidor da GCs), L-NAME (inibidor da

NOS), SOD (sequestrador de superoxido) e DETA/NO (doador de NO).
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Apobs 20 horas de incubagao com o composto DCBPY na concentragdo de 25
umol/L (39,3 £ 3,3 r/p, n=3, P<0,001), a formagdo de tubos foi diminuida em
comparagao com o controle (67,6 £ 7,2 r/p, n=3) (figura 53). Na presenca do ODQ
(43,3 £ 3,2 r/p, n=3, P<0,01), L-NAME (48,6 * 1,45 r/p, n=3, P<0,05) e SOD (38,3 +
2,3 r/p, n=3, P<0,01) a formacao de tubos também foi diminuida, em comparacao
com o controle (figura 53). Nenhuma alteragcdo sobre o efeito do DCBPY foi
verificada com a incubacédo do ODQ (29,6 £ 2,6 r/p, n=3) ou SOD (43,6 £ 4,9 r/p,
n=3). Porém, quando o DCBPY foi incubado junto com L-NAME, ocorreu
normalizagcdo na formagéo de tubos (DCBPY: 39,3 * 3,3 r/p, n=3, DCBPY+L-NAME:
67,3 = 4,8 r/p, n=3, P<0,01), ou seja, a formacado dos tubos foi semelhante ao
controle (figura 53).

Assim como nos resultados obtidos no experimento anterior (figura 52), a
incubacao das células endoteliais com DETA/NO 100 pmol/L (90,3 = 2,9 r/p, n=3)
aumentou a formacéao de tubos em relagdo ao controle (74,0 £ 2,5 r/p, n=3, P<0,01).
Na presenca do ODQ (44,6 + 3,7 r/p, n=3, P<0,001) e L-NAME (57,0 £ 4,0 r/p, n=3,
P<0,05), a formagao de tubos foi diminuida em comparagdo com o controle (figura
54). O ODQ aboliu o efeito do DETA/NO diminuindo a formagao de tubos (45,3 + 3,5
r/p, n=3, P<0,001). Porém, quando o DETA/NO foi incubado com L-NAME, ocorreu
normalizacdo na formacao de tubos (DETA/NO: 90,3 + 2,9 r/p, n=3, DETA/NO+L-
NAME: 71,6 £ 2,2 r/p, n=3, P<0,01), ou seja, a formacao dos tubos ficou semelhante
ao controle (figura 54). Na presenca do DECBPY o efeito do DETA/NO foi suprimido
(DETA/NO: 90,3+2,9 r/p, n=3, DETA/NO+DCBPY: 46,6 + 4,8 r/p, n=3, P<0,001)

(figura 54).
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Figura 53. Quantificacao da angiogénese pela contagem das ramificacoes formadas
pelas células endoteliais (HUVECSs), no periodo de 20 horas de incubacgao. As barras
representam a média + EPM da contagem das ramificagdes observadas em cada poco.
Incubagao das células com diferentes drogas. * indica diferenga (P<0,05) do controle vs L-
NAME. **indica diferenga (P<0,01) do controle vs ODQ e SOD, DCBPY vs DCBPY + L-
NAME. ***indica diferenca (P<0,001) do controle vs DCBPY.
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Figura 54. Quantificacao da angiogénese pela contagem das ramificacées formadas
pelas células endoteliais (HUVECs), no periodo de 20 horas de incubacao. As barras
representam média £+ EPM da contagem das ramificacées observadas em cada poco.
Incubagédo das células com diferentes drogas. * indica diferenca (P<0,05) do controle vs L-
NAME e DETA/NO vs DETA/NO + L-NAME. ** indica diferenga (P<0,01) do controle vs
DETA/NO. ***indica diferenga (P<0,001) do controle vs ODQ e DETA/NO vs DETA/NO +
DCBPY.



Resultados 130

4.5.10) Viabilidade celular em células endoteliais (HUVECSs).

No ensaio de viabilidade celular, as condigcbes experimentais foram
exatamente iguais as condigcbes do ensaio de angiogénese. Como pode ser
verificado nos graficos 55 A e 55 B, nenhum tratamento utilizado induziu morte
celular. Estes resultados sugerem que os efeitos encontrados na angiogénese nao

sao decorrentes de inducao de morte celular, nas células HUVECs.

150+
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Figura 55. Viabilidade celular em HUVECs por analise colorimétrica com corante MTT.
As barras representam média + EPM dos valores de % de células viaveis. As células foram
incubadas com as diferentes drogas por 20 horas. A) DCBPY, ODQ, L-NAME e SOD. B)
DCBPY.



5. DISCUSSAO



Discussdo 132

5.0) DISCUSSAO

Estabilidade e efeito vasodilatador dos compostos
cis-[Ru(H-dcbpy)-(CI)(NO)] (DCBPY) e cis-[Ru(bpy)2(NO_)(NO)] (PFg)2 (BPY).

Os espectros na regiao do UV-visivel de complexos de ruténio(ll) com ligantes
insaturados coordenados, geralmente apresentam bandas na regido do visivel,
atribuidas a transicdes de campo ligante e de transferéncia de carga metal ligante e
bandas na regido do ultravioleta, atribuidas a transicdes interna dos ligantes
insaturados (LEVER, 1984). Desta forma, ¢é possivel a utilizagcdo do
espectrofotdmetro para o estudo dos complexos de ruténio.

Por espectroscopia na regidao do UV-visivel, para ambos os compostos cis-
[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)] e cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)] verificamos que em meio acido
ocorreu favorecimento da espécie Ru-NO. Por outro lado, o meio basico favoreceu a
formacdo de Ru-NO,". Estudos sobre o comportamento quimico dos complexos de
ruténio do tipo [Ru(bpy)z2(L)(X)], onde bpy é 2, 2’-bipridina, L = ligante, X = NO ou
NO2, descrevem que estes compostos podem permanecer na forma de Ru-NO ou
Ru-NO3’, sendo esta condi¢ao favorecida pelo pH do meio (TFOUNI et al., 2005). Em
meio béasico, é favorecida a formacdo do Ru-NO’, enquanto que em meio &cido, €
favorecida a formagdo do Ru-NO, como pode ser visualizado na equagao IV

(GODWIN; MEYER, 1971a; GODWIN; MEYER, 1971b; ASSEFA; STAMBURY,

1997).
OH
[Ru(bpy)2(L)(NO)] < [Ru(bpy)2(L)(NO2)] equacao IV

H
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Como pode ser verificado na sintese, representada no esquema 4, o
composto cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFs). € obtido pela conversdao de NO, a NO
colocando-se o composto cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO2)] em meio acido e precipitando-o
com HPFg. Desta forma, na sintese do composto cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFe)2, €
possivel que tenha ocorrido a formacao do composto cis-[Ru(bpy)2(NO)(NO)].(PFe)2
(Ru-NO-NO), pois as duas moléculas de NO, podem ter sido convertidas a NO (pH
préximo de 2,0). Assim, nossos resultados sugerem que quando o composto cis-
[Ru(bpy)2(NO2)(NO)].(PFe)2 é solubilizado em pH 5,4, uma molécula de NO é
convertida a NO, e outra permanece como NO, sendo que esta conversdao nao
ocorre mais ap6s 120 minutos de incubagao.

Em condicdes fisioldgicas (pH 7,4 e temperatura a 37°C), ha um fator limitante
para os complexos de ruténio, que € a tendéncia das espécies Ru-NO sofrerem
ataque eletrofilico por hidréxido ou agua, formando a espécie Ru-NO,". Este fator
confere instabilidade aos complexos de ruténio, sendo possivel de se obter a
espécie Ru-NO somente em meio acido (TFOUNI et al., 2005). Em nossos estudos
quimicos, com os compostos cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO)] e cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)],
verificamos que em pH 7,4 ocorre a conversdo do Ru-NO a forma Ru-NOy,
corroborando com dados descritos na literatura (GODWIN; MEYER, 1971a;
GODWIN; MEYER, 1971b; ASSEFA; STAMBURY, 1997; TFOUNI et al., 2005).
Desta forma, investigamos se o0s compostos estudados apresentam efeito
vasodilatador em sua conformacao estavel (Ru-NO/NO.) e comparamos as
respostas entre as diferentes formas dos compostos (Ru-NO e Ru-NOy).

Nos estudos de reatividade vascular em aorta de ratos, verificamos que os
compostos cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO)] (DCBPY) e cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)] (BPY)

induziram relaxamento vascular de forma concentracdo-dependente em todas as
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formas testadas (Ru-NO, Ru-NO/NO, e Ru-NO;). Como pode ser verificado nas
curvas concentracao-efeito de relaxamento vascular, na forma Ru-NO o composto
DCBPY foi mais potente em induzir relaxamento que a forma Ru-NO,". Os resultados
obtidos para o composto DCBPY solubilizado em pH 7,4 e pH 9,4, indicam que
nestes meios a forma do composto € a mesma (Ru-NOy), uma vez que a
sensibilidade da aorta é semelhante para ambos.

O relaxamento vascular induzido pelo composto BPY solubilizado em pH 9,4
e o composto cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO2)].H.O (BPY-NO,-NO,) foi menos potente
em relacdo ao relaxamento induzido pelo composto BPY solubilizado em pH 7,4 e
5,4. Entretanto, ndo houve diferenga entre o relaxamento vascular induzido pelo
composto BPY solubilizado nos dois pHs . Estes resultados sugerem que em pH 7,4
o composto BPY ndo é completamente convertido a Ru-NO;’, uma vez que a
sensibilidade das aortas foi semelhante para o composto na forma Ru-NO
(solubilizado em pH 5,4) e Ru-NO/NO;" (solubilizado em pH 7,4). A semelhanca na
sensibilidade das aortas ao composto BPY solubilizado em pH 9,4 e o composto
BPY-NO2-NOy’, sugerem que em pH 9,4 ocorre total conversdo de Ru-NO a Ru-
NO,'.

Para a obtencdo dos compostos na forma Ru-NO, estes compostos foram
solubilizados em pH 5,4 e as curvas concentracao-efeito foram construidas.
Considerando que as aortas permaneceram em pH 7,4 a 37°C, apés a adicao do
composto na forma Ru-NO, boa parte deste composto deveria ser convertido a Ru-
NO.". Entretanto, nossos resultados sugerem que o efeito vasodilatador induzido
pelo Ru-NO foi gerado antes de sua conversdao a Ru-NO;". O relaxamento da aorta,
em resposta a cada adicao dos compostos ao banho de incubagéo, ocorre em cerca

de 4 a 6 minutos, tempo semelhante ao necessario para a indugéo do relaxamento
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maximo. A conversdao de Ru-NO a Ru-NO; foi mais lenta que a resposta
vasodilatadora gerada pelos compostos. Assim, podemos inferir que nestas
condicoes, o efeito vasodilatador dos compostos DCBPY e BPY solubilizados em pH
5,4, deve ocorrer pela forma Ru-NO.

Em conjunto, os resultados obtidos com o composto DCBPY e BPY, sugerem
que a forma Ru-NO;" é menos potente em induzir relaxamento vascular, do que a
forma Ru-NO. Alguns autores demonstraram que o relaxamento vascular induzido
pelo NO, ocorre somente em altas concentragées, e este relaxamento é atribuido a
conversao do NO2 a NO (FURCHGOTT; BHADRAKOM, 1952; INGRAM et al., 2009;
COSBY et al., 2003). Desta forma, € possivel que na forma Ru-NO estes compostos
sejam doadores de NO, enquanto que na forma Ru-NO; estes compostos sejam
doadores de NOy ou possam gerar NO a partir do composto Ru-NO,. Estas
possibilidades foram testadas em nosso trabalho e serdo discutidas ao longo desta
segao.

A partir deste ponto, todos os resultados com os compostos cis-[Ru(H-dcbpy
)2(CI)(NO)] (DCBPY) e cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)] (BPY) foram obtidos com a forma
estavel destes compostos (Ru-NOy).

Quando comparamos a poténcia dos compostos utilizados no presente
estudo, verificamos que assim como outros complexos de ruténio (BONAVENTURA
et al., 2005; DE LIMA et al., 2006; LUNARDI et al., 2007), o DCBPY e o BPY foram
menos potentes do que o doador de NO NPS. Entretanto, estes compostos sao
capazes de induzir relaxamento maximo da mesma forma que o NPS. Assim como
demonstrado em outros trabalhos (FURCHGOTT; BHADRAKOM, 1952; COSBY et

al., 2003), verificamos que o nitrito de sédio induz relaxamento da aorta de ratos, de
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forma concentragdo-dependente. Porém, este efeito foi menos potente do que o
efeito do NPS e dos compostos BPY e DCBPY.

Outro parametro analisado foi o tempo necessario para 0s compostos
induzirem o efeito relaxante maximo, em concentracao equieficazes. Verificamos
que o efeito vasodilatador induzido pelos compostos DCBPY e BPY foi mais lento do
que o NPS e NITRITO. Resultados semelhantes foram obtidos para outros
complexos de ruténio em estudos in vivo (GAITANI et al., 2009) e in vitro
(BONAVENTURA et al., 2004; DE LIMA et al., 2005), em que foi verificado efeito
mais prolongado destes compostos em relagdo ao NPS. /In vivo, o NPS induz efeito
vasodilatador e rapida queda na pressao arterial, 0 que promove ativacdo de
baroreceptores e consequente taquicardia reflexa (YAKAZU et al., 2001). O efeito
vasodilatador lento caracteristico dos compostos DCBPY e BPY é vantajoso, uma
vez que pode proporcionar efeito vasodilatador mais prolongado, sem ocorréncia da
resposta reflexa.

O NO pode induzir relaxamento vascular por diversos mecanismos celulares.
A principal via de relaxamento ocorre pela ativacdo da enzima GCs, com
consequente formacao de GMPc e ativagdo de proteina quinase dependente de
GMPc (PKG) (RAPOPORT et al. 1983). O GMPc também pode ativar diretamente os
canais para K, induzindo hiperpolarizagdo da membrana (ROBERTSON et al.,
1993; ARCHER et al.,, 1994). Além da via dependente de GMPc, o NO pode
promover relaxamento por via independente de GMPc. Isto ocorre pela ativacdo
direta dos canais para K" pelo NO, hiperpolarizando a membrana celular
(BOLOTINA et al., 1994) e ativacdo da enzima Ca?-ATPase do reticulo

sarcoplasmatico (SERCA), aumentando o armazenamento do Ca®* no interior desta
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organela (COHEN et al, 1999). O efeito final destas acbes € a queda na
concentragao citosélica de Ca** e relaxamento vascular.

O efeito vasodilatador induzido pelo composto DCBPY, BPY e NITRITO
ocorreu principalmente pela ativacao de GCs, uma vez que o inibidor seletivo desta
enzima (ODQ) inibiu significativamente o relaxamento vascular induzido por estes
compostos. A ativacado de canais para K* contribui para o relaxamento induzido pelo
DCBPY, BPY e NITRITO. O TEA, inibidor ndo seletivo dos canais para potassio,
diminuiu a sensibilidade da aorta a estes compostos. Assim, nossos resultados
sugerem que o DCBPY, BPY e NITRITO liberam e/ou geram somente uma espécie
de NO, que é responsével pela ativagdo da GCs e pelo relaxamento vascular. Desta
forma, investigamos qual a espécie de NO ¢é liberada ou formada a partir dos
compostos DCBPY, BPY e do NITRITO.

O NO pode ser encontrado em diferentes estados redox, na forma radicalar
(NO"), na forma oxidada como cation nitrosonium (NO™) e na forma reduzida como
ion nitroxil (NO"). Estas formas dependem da fonte de NO. O NO radicalar, também
chamado de auténtico, € sintetizado pelas NO-sintases (MULSCH et al., 1992) e
também pode ser fornecido por doadores de NO. A nitroglicerina e NPS podem
liberar o NO na forma radicalar e nitroxil, enquanto que o Sal de Angelis libera
somente a forma nitroxil (WANTALL et al.,, 2001). O NO na forma de cation
nitrosonium possui meia vida muito curta (nanosegundos), por isso nao apresenta
relevancia fisiolégica (BONNER; STEDMAN, 1996). Por apresentar-se em diferentes
formas, o NO pode ativar diferentes cascatas intracelulares para gerar o efeito
vasodilatador. Em estudo feito por WANSTALL et al. (2001) foi verificado
heterogeneidade nos mecanismos intracelulares responsaveis pela vasodilatagao

estimulada com acetilcolina, que estimula a produgdo do NO pelas células
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endoteliais e os doadores de NO NPS, nitroglicerina e espermina NONOato. Dierks
e Burstyn (1996) demonstraram que somente o NO radicalar é capaz de ativar a
GCs e gerar relaxamento vascular. Por outro lado, Irvine et al. (2003) demonstraram
que o NO nitroxil ativa os canais de potassio e gera relaxamento vascular. Para
verificar qual espécie de NO ¢ liberada ou formada pelos compostos, utilizamos os
seqliestradores seletivos hidroxocobalamina, seletivo para o NO radicalar (NO°)
(JIANG et al., 1997; JENKINSON et al., 1995; ELLIS et al., 2001) e a L-cisteina,
seletiva para o ion nitroxil (NO’) (ELLIS et al., 2000). Estes seqlestradores tém sido
utilizados como ferramenta farmacoldégica no estudo dos efeitos induzidos pelo NO
em seus diferentes estados redox (BONAVENTURA et al., 2006; JIANG et al., 1997;
JENKINSON et al., 1995; ELLIS et al., 2001; ELLIS et al., 2000).

Os compostos DCBPY, BPY e o NITRITO liberaram ou formaram
principalmente o NO radicalar. O ion nitroxil também foi formado pelos compostos
DCBPY e BPY. Porém, a forma predominante parece ser a forma do NO radicalar.
Como descrito por Dierks e Burstyn, (1996) o NO pode sofrer reducao ou oxidagao
dentro ou fora da célula. Desta forma, parte do NO radicalar (NO°®) liberado pelo
DCBPY e BPY pode ter sofrido reducao, formando o ion nitroxil (NO") (esquema 6).
Assim, a menor sensibilidade da aorta aos compostos DCBPY e BPY, na presenca
do sequestrador seletivo do ion nitroxil, pode ter ocorrido em parte pela liberacdo do
ion nitroxil e em parte pela conversao do NO radicalar a espécie nitroxil.

Em nosso estudo, o relaxamento vascular induzido pelo NITRITO foi
prejudicado somente na presenca do sequlestrador seletivo do NO radicalar. Estes
resultados sugerem que em aorta de ratos, o nitrito livre na solugdo ou coordenado

aos compostos DCBPY e BPY, foi convertido principalmente a NO radicalar.
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+e- +e-
NO* — nNO° I~ NO
-ar -y
Mitrosonium Radicalar Nitroxil

Esquema 6. Reducao (+¢) e oxidacao (-e) das espécies de éxido nitrico (NO).

Com o objetivo de estudar o local de liberacdo ou formacado de NO pelos
compostos DCBPY, BPY e NITRITO, utlizamos a oxihemoglobina. A
oxihemoglobina tem sido utilizada como sequestrador extracelular de NO, em
experimentos in vitro (FEELISH; NOACK, 1987; GORREN et al., 2005). Por nao
permearem a membrana celular, sua acéo limita-se apenas ao meio extracelular,
onde sequestram o NO por complexar o ion ferro presente no grupo heme, formando
o complexo dinitrosil (DOYLE; HOEKSTRA, 1981; GORETSKI; HOLLOCER, 1988).
A reacao entre NO e oxihemoglobina ocorre rapidamente, impossibilitando todas as
outras reacgdes do NO impedindo seus efeitos bioldgicos (GROSS; LANE, 1999).

Em nosso estudo, a oxihemoglobina aboliu o relaxamento para o composto
DCBPY, prejudicou o relaxamento para BPY e nao teve efeito sobre o relaxamento
induzido pelo NITRITO. Estes resultados sugerem que o composto DCBPY libera ou
forma NO exclusivamente fora da célula, enquanto que o BPY libera ou forma NO no
meio intra e extracelular. A formagéao de NO pelo NITRITO ocorre exclusivamente no
meio intracelular.

Estes resultados sugerem que a principal forma de NO gerada pelos
compostos DCBPY, BPY e NITRITO €& a espécie radicalar (NO°, que ativa
principalmente a GCs induzindo relaxamento vascular, como demonstrado por

Dierks e Burstyn (1996). Parcialmente, a ativacdo dos canais para K* deve ocorrer
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pelo NO radicalar para os compostos DCBPY, BPY e NITRITO. Em parte pelo NO
nitroxil (IRVINE et al., 2003) para o DCBPY e BPY, o que poderia explicar a menor
sensibilidade ao DCBPY, BPY e NITRITO com o bloqueio dos canais para K.
Considerando que o relaxamento para DCBPY, BPY e NITRITO foi praticamente
abolido na presenca de ODQ, é possivel que a ativacdo dos canais para potassio
esteja ocorrendo via formacao de GMPc, e ativacao direta dos canais para potassio
(ROBERTSON et al.,, 1993; ARCHER et al., 1994). Além disso, a inibicdo do
relaxamento vascular induzido pelo BPY e NITRITO, pelo ODQ, pode ser decorrente
da participacdo da GCs na conversdo do NO, a NO, como demonstrado por
Alzawahra et al., (2008). Esta possibilidade nédo se aplica ao composto DCBPY, uma
vez que a liberagédo ou formacdo de NO com este composto ocorre exclusivamente
no meio extracelular, como mostrado no experimento realizado com oxihemoglobina.

Considerando que os compostos DCBPY e BPY séo estaveis e apresentam
efeito vasodilatador na forma Ru-NO:, a hipdtese levantada foi de que estes
compostos seriam doadores de NOy, uma vez que o NO2 também tem efeito
vasodilatador (COSBY et al., 2003; ROBINSON; LANCANSTER, 2005). Para testar
esta hipotese, estudamos o relaxamento induzido pelo nitrito de sédio.

Nos estudos de reatividade vascular, verificamos que a poténcia do NITRITO
foi menor quando comparado ao BPY, DCBPY e NPS. Como pode ser verificado nas
curvas concentracao efeito para NPS, BPY, DCBPY e NITRITO, ocorre paralelismo
entre as curvas sigmoides, sendo este um forte indicador farmacolégico de que o
relaxamento vascular esta ocorrendo pelo mesmo mecanismo de agao (KENAKIN,
1997). Foi demonstrado anteriormente em pH fisioldgico, que o NO pode ser gerado
a partir do NO2 coordenado ao ruténio (CARLOS et al., 2004, ROCHA et al., 2008,

ZANICHELLI et al.,, 2006). Em sua forma livre e em altas concentragdes (100
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pumol/L), o nitrito induz vasodilatacdo em aorta (FURCHGOTT; BHADRAKOM, 1952).
Entretanto, foi verificado que em situagdes de hipdxia, o nitrito induz vasodilatagao
em baixas concentragdes (10 umol/L) (INGRAM et al., 2009). De acordo com Cosby
et al. (2003) e Robinson et al. (2005), este efeito € atribuido a conversdo do NO;" a
NO. Em nosso estudo, verificamos que o relaxamento vascular induzido pelo
NITRITO ocorre principalmente pela ativagdo da enzima GCs. Uma vez que o NO se
liga ao sitio heme da GCs para modular a atividade desta enzima, nossos resultados
sugerem que o NO, é convertido a NO ou ainda que a enzima GCs participa da
conversdo do NO2 a NO, assim como demonstrado por Alzawahra et al. (2008).
Desta forma, os dados na literatura e os resultados obtidos neste estudo, sugerem
que todos os compostos DCBPY, BPY, NPS e NITRITO induzem relaxamento
vascular dependente do NO, provavelmente devido ao NO liberado, ou formado a
partir destes compostos.

Além da GCs, muitos mecanismos tém sido propostos para explicar a
bioconversdo do NO; livre a NO em meio biolégico. Estes mecanismos incluem a
reducédo acida (ZWEIR et al., 1995), reducdo pela enzima xantina éxido-redutase
(GODBER et al., 2000; LI et al., 2004), pela deoxihemoglobina (NAGABABU et al.,
2003; KIM-SHAPIRO et al., 2006) e/ou pela enzima NOS (VANIN et al., 2007).

Quando comparamos o relaxamento vascular induzido pelos compostos BPY
e DCBPY com o relaxamento induzido pelo NITRITO, nossos resultados sugerem
que o NO2 coordenado ao ruténio é mais facilmente convertido a NO do que o NOy
livre, considerando que somente em altas concentracées o NO; livre possui efeito
vasodilatador. Um fator importante que pode ser responsavel por esta diferenca de
poténcia entre o nitrito coordenado ao ruténio e o nitrito livre € a menor

permeabilidade do NO> livre a membrana celular (IGNARRO et al., 1981). Conforme



Discussdo 142

verificamos nas aortas incubadas com o sequestrador extracelular de NO,
oxihemoglobina, o relaxamento induzido pelo NO, livre ndo foi alterado. Estes
resultados estdo de acordo com os resultados encontrados previamente por Gruetter
et al. (1979), que sugerem que a conversdo do NO, a NO ocorre no meio
intracelular.

A menor poténcia no relaxamento vascular induzida pelo composto DCBPY
comparado com BPY, pode ocorrer por varios motivos. A maior poténcia do BPY
pode estar relacionada a presenca de mais um grupamento nitrito neste composto,
uma vez que o nitrito coordenado ao ruténio pode ser convertido a NO, assim como
demonstrado também por Rocha et al. (2008). Outro fator que poderia ser
responsavel por esta maior poténcia e pela liberagdo do NO intracelular, é a
auséncia das carboxilas neste composto (BPY), uma vez que em pH fisiol6gico pode
ocorrer ionizagao das carboxilas, tornando o composto DCBPY mais polar e por isto
menos permeavel a membrana celular.

Considerando que o NO € uma espécie reativa, com meia vida em torno de 5
segundos (in vitro) e 0,1 segundos (in vivo) (NISHIDA et al., 1992), a liberagédo
extracelular do NO pode ser uma desvantagem para substancias doadoras de NO
com efeito vasodilatador, uma vez que no meio intracelular o NO pode atingir mais
facilmente seus alvos. Porém, se os doadores de NO como DCBPY forem
adicionados em matrizes sélidas, como por exemplo, “stents” farmacoldgicos, esta
caracteristica de liberacao de NO no meio extracelular seria favoravel. O que
poderia garantir a inibicdo da proliferacdo de células do musculo liso vascular,
inibicdo da agregacao plaquetaria, inibicdo da adesao de plaquetas e monécitos no
endotélio, inibicdo da oxidagdo do LDL (YETIK-ANACAK; CATRAVAS, 2006). Desta

forma, verificamos que os compostos DCBPY e BPY apresentam caracteristicas de
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poténcia e de liberagdo de espécies de NO diferentes, as quais podem ser
favoraveis para algumas aplicag6es terapéuticas e desfavoraveis para outras.

Nos ensaios de viabilidade celular, feitos em células endoteliais, verificamos
que os compostos DCBPY, BPY e NPS nao diminuiram a viabilidade celular. Estes
resultados sugerem que os compostos em estudo ndo apresentam citotoxicidade
nestas células nas concentragdes e condicdes testadas. Resultados semelhantes
foram encontrados para outro complexo de ruténio, em ensaio de viabilidade celular
feito em células de musculo liso vascular (BONAVENTURA et al., 2006).

Com o objetivo de verificar se o relaxamento induzido pelos compostos
DCBPY, BPY e NITRITO ocorre por diminuicdo da concentracéo citosélica de Ca** e
comprovar que os compostos liberam NO, utilizamos microscopia confocal e sonda
fluorescente para seletiva para Ca?* (FLUO-3AM) e para NO (DAF-2DA).

Em concentragbes equieficazes, verificamos que o DCBPY, BPY, NPS e
NITRITO diminuem a concentragdo citosdlica de Ca** ([Ca?']c) sugerindo que o
relaxamento vascular ocorre em resposta & queda da [Ca®]c. Resultados
semelhantes foram encontrados para outros doadores de NO (BONAVENTURA et
al., 2006, RODRIGUES et al., 2007, ROCHA et al., 2008). Mesmo utilizando para
este experimento concentracdes equieficazes, verificamos que a queda na [Ca®]c
induzida pelo BPY, DCBPY, NPS é maior que a queda induzida pelo NITRITO.
Entretanto, ndo houve diferenga nesta resposta entre os compostos BPY, DCBPY e
NPS.

Utilizando-se sonda seletiva para NO, verificamos que BPY, DCBPY, NPS e
NITRITO, liberam ou formam NO no interior das células do musculo liso vascular.
Resultados semelhantes foram encontrados para outro doador de NO (RODRIGUES

et al., 2008). A quantidade de NO formada pelo NITRITO foi menor, quando
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comparada a [NOjc liberada dos compostos BPY, DCBPY e NPS. Entretanto, a
quantidade de NO formada pelo BPY, DCBPY e NPS foi semelhante. Desta forma,
os resultados obtidos na modulagéo do Ca®* intracelular induzida pelo BPY, DCBPY,
NPS e NITRITO podem estar relacionados a quantidade de NO fornecida no interior
das células do musculo liso vascular. Nossos resultados sugerem que o BPY,
DCBPY e NPS fornecem maior quantidade de NO as células do musculo liso
vascular, e por isso, induzem maior queda na concentragédo de Ca®* comparados ao
NITRITO.

Para estudar a possivel atividade ciclica de formagédo de NO dos compostos
cis-[Ru(H-dcbpy’)2(Cl)(NO)] (DCBPY) e cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)] (BPY) sintetizamos
o composto “aquo” cis-[Ru(dcbpy)2(Cl)(H20)] (DCBPY-H20) e cis-[Ru(bpy)2(Cl)(H20)]
(BPY- Hx0), respectivamente, que possui uma molécula de agua no lugar do NO.

Nos estudos de reatividade vascular, o composto DCBPY-H,O nao induziu
relaxamento das aortas de ratos pré-contraidas com fenilefrina. Porém, na presenca
de 1 umol/L de nitrito de sddio, concentracdo que ndo induz relaxamento vascular
nas condi¢cées experimentais utilizadas, o composto DCBPY-HO induziu efeito
vasodilatador, de forma concentragdo-dependente. Na presenca de 1 umol/L de
nitrito de sédio, o relaxamento induzido pelo composto DCBPY foi potencializado, o
que nao ocorreu para o NPS na presenca do nitrito de sodio (1 pmol/L).

Para confirmar que ocorre formacao de NO a partir de nitrito e DCBPY-H-0, o
NO intracelular foi quantificado em células do musculo liso vascular. Verificamos que
ocorre formacao de NO na presenca de nitrito de s6dio e DCBPY-H.0, confirmando
nossos estudos de reatividade vascular (esquema 6 B e C).

Nos experimentos feitos por espectroscopia, na presencga de nitrito de sodio, o

composto DCBPY-H,O apresentou aumento na absorbancia no comprimento de
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450nm. Considerando que a banda de absor¢do no UV-vis proxima de 450 nm é
caracteristica da presenga de NO, coordenado ao ruténio (Ru-NO2) (TOGNIOLLO
et al., 2001), nossos resultados indicam que em condigdes fisioldgicas (37°C, pH7,4)
o nitrito coordena ao ruténio no lugar da molécula de H>O (esquema 6 B).

Assim como verificado na sintese do composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
)(NO)].(PFs)2, compostos do tipo [Ru(bpy)2(L)(NO)] onde bpy é 2, 2’-bipridina, L é o
ligante que pode ser Cl ou H>O, podem coordenar o nitrito em sua estrutura (Godwin
et al., 1971b). Em pH fisioldgico, o NO," coordenado ao ruténio pode ser convertido a
NO, como demonstrado em trabalhos prévios (CARLOS et al., 2004; ROCHA et al.,
2008). Desta forma, estes resultados indicam que o composto cis-[Ru(H-dcbpy
)2(Cl)(NO)] apresenta atividade ciclica de liberagdo de NO, quando na presencga de

NO;’", como mostrado no esquema abaixo (esquema 7).

fcis-[Ru(dcbpy)g(CI)(NO)] —— cis-[Ru(dcbpy)2(Cl)(H-0)] + NO  (A) h
cis-[Ru(dcbpy)2(Cl)( H20)] + NOy ——> cis-[Ru(dcbpy)2(CI)(NO2)] (B)
cis-[Ru(dcbpy)2(C)(NOs )] = cis-[Ru(dcbpy)2(Cl)(Hz0)] + NO  (C)

Y y

Esquema 7. Atividade ciclica do composto cis-[Ru(H-dcbpy)2(Cl)(NO)] (DCBPY).

Surpreendentemente, nos estudos de reatividade vascular, verificamos que o
composto BPY-H,O induziu relaxamento das aortas de ratos pré-contraidas com
fenilefrina. Nenhuma alteracao no relaxamento foi verificada na presenca de 1 uM de
nitrito de sodio. Estes resultados sugerem que este composto ndo apresenta

atividade ciclica em condigdes fisioldgicas, nas concentragdes utilizadas do BPY-
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H>O e nitrito. A poténcia do composto BPY-H>O foi menor do que com BPY, porém
ambos induziram efeito maximo semelhante.

O ODQ aboliu o relaxamento vascular para o composto BPY, enquanto que o
TEA apenas diminuiu este relaxamento. Assim, o relaxamento para BPY-H;O na
presenca de ODQ e TEA foi avaliado para verificarmos que o efeito do BPY-H,O nao
depende da ativacdo de GCs e canal para potassio, e também verificar se 0 ODQ e
TEA modulam o relaxamento induzido pelo BPY, por via independente de NO.
Verificamos que o relaxamento induzido pelo composto BPY-H,O nao foi alterado,
sugerindo que este relaxamento nao é dependente de NO, também que o ODQ e
TEA provavelmente ndo modulam o relaxamento induzido pelo BPY por via
independente de NO.

Considerando que o composto BPY-H,O apresenta duas bipiridinas em sua
estrutura, o efeito deste composto poderia ocorrer pelo bloqueio dos canais de Ca*,
uma vez que as diidropiridinas sdo bloqueadoras de canais de Ca®** do tipo L. A
familia das diidropiridinas (nifedipina, anlodipino, felodipino e nicardipino) apresenta
importante efeito vasodilatador, por atuarem como bloqueadores de canais de Ca?*
(GOLDMANN; STOLTEFUSS, 1991).

Realizamos curvas concentragdo-efeito de contracdo para Ca®*, apés
deplecdo dos estoques intracelulares de Ca®**, com o objetivo de verificar se o
composto BPY-H,O poderia promover relaxamento vascular pelo bloqueio dos
canais para Ca?*. Adigdes sucessivas e cumulativas de CaCl,, sob estimulo contratil
com fenilefrina, promoveu resposta contratil, que foi diminuida pelo composto BPY-
H-O. Estes dados sugerem que o composto pode atuar como bloqueador de canais
para Ca** ou modular a contragcdo induzida pelo agonista o4-adrenérgico. A

fenilefrina induz contragdo do musculo liso vascular por ativar seletivamente
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receptores ay-adrenérgicos, que sao receptores acoplados a proteina Gqg, o que
resulta na ativagdo da enzima fosfolipase C e formacgéo dos segundos mensageiros
inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). Estas substancias promovem a
liberagdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico e ativam o influxo de Ca®,
aumentando sua concentracao no citoplasma induzindo a contragdo do musculo liso
vascular (NISHIZUKA, 1984).

Utilizamos outros agentes pré-contrateis para verificar se o relaxamento
induzido pelo composto BPY-H.O é decorrente da modulacéo da contragcao induzida
pela ativacdo do receptor oy-adrenérgico ou se ocorreria de forma independente
deste receptor. Verificamos em aortas pré-contraidas com prostraglandina Fyq
(PGF2q) ou cloreto de potassio (KCl) que o composto BPY-H,O nédo apresentou
efeito vasodilatador.

A PGF,, induz contragdo vascular por ativar seus receptores (FP),
desencadeando resposta celular semelhante a fenilefrina, pela formacdo dos
segundos mensageiros IP; e DAG, levando a contragdo do mdusculo liso vascular
(NARUMIYA et al.,, 1993; WRIGHT et al., 2001). Em contrapartida, a contracao
induzida pelo KCI ndo depende da ativagao de receptores. A utilizacdo de KCI em
altas concentragdes induz despolarizagdo da membrana das células do musculo liso
vascular, promovendo contragdo muscular devido a abertura de canais de Ca**
dependentes de voltagem, resultando em aumento de célcio citosélico e induzindo
contragao.

Em conjunto, nossos resultados sugerem que o composto BPY-H.O tem acao
antagonista do receptor a;-adrenérgico. Provavelmente, com a alteragdo dos

ligantes NO2" e NO do composto BPY, para os ligantes Cl e H,O do composto BPY-
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H-O, tivemos a formacao de outro composto com maior afinidade pelo receptor o;-
adrenérgico. Porém, ndo verificamos este efeito com o composto DCBPY,
considerando que fizemos as mesmas alteragcées dos ligantes. Nossos resultados
indicam que os compostos DCBPY e BPY nao apresentam esta afinidade, uma vez
que nas concentracdes utilizadas, o relaxamento para estes compostos foi abolido

pelo ODQ.

Efeito seqliestrador de NO e efeito antioxidante dos compostos
cis-[Ru(H-dcbpy’)-(CI)(NO)] (DCBPY) e cis-[Ru(dcbpy)2(Cl)(H20)] (DCBPY-H-0).

Realizamos experimentos no aparelho NOA™, no qual é possivel a detecgdo
de NO2 ou NO. Para a deteccao de NO; € necessario a presenga de solugédo acida
e um redutor na célula de reagdo, ou somente de uma solugdo acida. Desta forma,
todo NO;" presente na solugédo acida € convertido a NO e posteriormente detectado
pelo aparelho. Considerando que em meio aquoso o NO é oxidado a NO," (esquema
8), utilizando-se solugdo acida e um redutor na célula de reacdo, nao é possivel
detectar se existe NO ou NO; na solugcdo. Para a deteccao direta de NO é
necessario o preenchimento da célula de reagdo com solugdo com pH neutro. Desta
forma, verificamos que na presenca dos redutores glutationa (GSH) ou acido
ascérbico (AA), o composto DCBPY libera NO,. Mesmo utilizando-se altas
concentracées do composto DCBPY na presenca ou auséncia de redutores, nao foi

possivel detectar o NO liberado deste composto.
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/ NO°? + Oz - ONOO* (1)\

NO° 4+ ONOO" - ONOONO — 2NO2  (2)
2NO2 + 2NO° — 2N20a (3)

2N20s3 + 2H20 — ANQ2 + 4H" (4)

QNOO + O, + 2H.0 - 4ANO, + 4H* (5)/

Esquema 8. Etapas reacionais de oxidagao do 6xido nitrico (Ignarro, 2000).

Por espectroscopia, verificamos que o AA é oxidado pelos compostos DCBPY
e DCBPY-H.0, indicando que estes compostos estdo sendo reduzidos. De acordo
com De Leo e Ford (2000) a reducao do centro metalico dos complexos metalicos
possibilita a liberagdo do ion NO2 coordenado ao ruténio. Desta forma, nossos
resultados sugerem que o composto DCBPY sofre reducao pelos agentes redutores
GSH e AA, liberando NO," de sua molécula (esquema 9).

Nos experimentos feitos com a utilizacdo do eletrodo seletivo para NO,
verificamos que os compostos DCBPY e DCBPY-H,O podem agir como
sequestradores de NO, quando reduzidos com GSH ou AA. O efeito sequestrador de
NO foi maior para o composto DCBPY utilizando-se o agente redutor GSH,
comparando com AA. Este efeito pode estar relacionado com a maior liberagdo do
NO2 quando o composto DCBPY é reduzido pela GSH, em comparagao ao AA, uma
vez que no mecanismo proposto para este efeito é necessaria a saida do NO, para

que o NO seja coordenado no ruténio (esquema 9).
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(Cis-[Ru"(H-dcbpy’)g(CI)(NO)] — cis[Ru"(H-dcbpy)2(CI)(NO2)] + 2H"  (A) h
GSH
cis-[Ru"(H-dcbpy)2(CI)(NOy)] = cis-[Ru'(H-dcbpy)2(Cl)(H20)] + NO,  (B)
AA

\cis-[Ru"(H-dcbpy‘)g(CI)(HgO)] + NO — cis-[Ru(dcbpy)(CI)(NO)J?* (C)

Esquema 9. Mecanismo quimico proposto.

J

Quando comparamos o efeito sequiestrador de NO dos compostos DCBPY e
DCBPY-H.0, verificamos que o DCBPY é mais potente do que o DCBPY-H.0. Esta
resposta pode estar ocorrendo devido a possibilidade do composto DCBPY-H.O
estar coordenado ao OH  (DCBPY- OH’), uma vez que os compostos Ru-OH
necessitam de um redutor mais eficaz para que ocorra a saida do OH". Porém, com
outra fonte de NO, produzido pelos macréfagos, verificamos que nas maiores
concentracgdes (25 e 50 uM) o efeito sequestrador de NO foi semelhante para ambos
os compostos DCBPY e DCBPY-H,O. Na presenca dos macrofagos, nao foi
necessario adicionar redutor para que os compostos sequestrassem NO. Esta
reducdo pode ter sido induzida pelos redutores biolégicos como GSH, ascorbato
(ALLARDYCE & DYSON, 2001) ou Oz (STAMBURY, et al., 1980).

Uma série de complexos de ruténio foi desenvolvida com o objetivo de
diminuir a concentracao de NO no organismo (FRICKER et al., 1997; MARCONDES
et al. 2002; BATISTA et al., 1997; BATISTA et al.,, 2001). Um exemplo destes
complexos sdo os compostos K[Ru(Hedta)OH;] e Kz[Ru(Hedta)Cl] (Fricker et al.,
1997). Nestes compostos, 0 NO se coordena ao ruténio, substituindo a molécula de
agua do composto K[Ru(Hedta)OH,] e o cloreto do composto Kjy[Ru(Hedta)Cl],

atuando como sequestrador de NO.
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Outra caracteristica importante dos complexos de ruténio € a capacidade de
atuarem como captadores de superdxido (O2) (Stambury, et al., 1980). Nossos
experimentos indicam que os compostos DCBPY e DCBPY-H,O, atuam como
captadores de O de forma concentragcdo-dependente. E descrito na literatura, que o
O2" € um redutor de varios ions metalicos e também de seus complexos. Alguns
exemplos incluem os complexos de ruténio (STAMBURY, et al., 1980), cobre
(VALENTINE et al., 1977), ferro (McCANDLISH et al., 1980), dentre outros. Desta
forma, os complexos de ruténio podem atuar como aceptores de elétrons do O,
tornando-o inativo. O superoxido € uma espécie reativa de oxigénio, que pode
reagir com o NO formando peroxinitrito (ONOQO"). O peroxinitrito € um potente
oxidante capaz de oxidar tidis e bases do DNA, oxidar o LDL e formar isoprostanos
(ISCHIROPOULOS; AL-MEHDI, 1995), sendo uma espécie reativa altamente
deletéria ao organismo.

A angiogénese é o processo de formacao de vasos sanguineos, que envolve
duas etapas distintas. A fase inicial caracteriza-se pelo crescimento das células
endoteliais, proliferacdo, migracdo e formacao do tubo. A fase posterior envolve a
rediferenciacdo das células endoteliais (FOLKMAN; SHING, 1992). Este processo é
ativado em algumas condicdes fisiologicas e patoldgicas, como no desenvolvimento
embriogénico, cicatrizacdo de feridas, regeneracdo de tecidos e crescimento de
tumores (LAMALICE et al., 2007). Folkman (1971) sugeriu que o controle da
angiogénese poderia ser util no controle do crescimento tumoral. Este processo é
regulado por um equilibrio estreito entre alguns agentes pré e anti-angiogénicos,
incluindo o fator de crescimento endotelial (VEGF,vascular endothelial growth factor)
NO, O, dentre outros (LAMALICE et al., 2007). Com a ativagido dos receptores de

VEGF tipo 2, ocorre fosforilagdo da eNOS via AKT/PKB induzindo a producdo de
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NO (WILLIAMS et al., 2000) que por sua vez, controla o processo angiogénico via
ativacdo de GCs e formagdo de GMPc (CUDMORE et al., 2006). Varios autores
demonstraram aumento na producao de O, via ativacdo do complexo enzimatico
NADPH oxidase e estimulo do processo de angiogénese (USHIO-FUKAI et al.,
2002; TOJO et al., 2005; YAMAOCA-TOJO et al., 2004).

Em nosso estudo, demonstramos que o composto DCBPY apresenta efeito
antiangiogénico, com a diminuicdo da formacao de tubos. Apds 6 ou 20 horas de
incubacao, nao verificamos diferenca entre as concentragdes utilizadas sobre o
efeito induzido pelo composto, sugerindo que partimos de uma concentracao que ja
induz efeito maximo. Utilizando-se o DETA/NO, verificamos que ocorreu efeito pro-
angiogénico somente apds 20 horas de incubagao, nas concentragdes de 10 e 100
pUM. Os inibidores L-NAME e ODQ apresentam efeito antiangiogénico, confirmando
que a formagéo de NO (WILLIAMS et al., 2000) e ativagdo da GCs s&o importantes
neste processo (CUDMORE et al., 2006). A SOD também apresentou efeito anti-
angiogénico, confirmando a relevancia do Oz neste processo (USHIO-FUKAI et al.,
2002; TOJO et al., 2005).

Com a incubagédo do composto DCBPY na presengca de ODQ ou SOD, nao
houve efeito adicional além do efeito destas drogas incubadas individualmente.
Estes dados sugerem que nas células endoteliais (HUVECs) o DCBPY é um
sequestrador de NO e/ou de O2’, uma vez que nenhum efeito adicional foi verificado.
Também verificamos que o composto DCBPY aboliu o efeito do DETA/NO, tornando
mais forte a evidéncia de que o DCBPY seja um sequestrador de NO. Porém, em
meio sem NO enddgeno (com o uso do inibidor L-NAME), tanto DCBPY quanto
DETA/NO normalizaram o efeito, possivelmente por liberagdo de NO. Em conjunto,

estes resultados sugerem que o composto DCBPY atua como um “tampao” de NO,
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controlando sua concentragdo na célula. Para finalizar esta parte do estudo,
verificamos que o efeito anti-angiogénico dos tratamentos ndo se deve a morte
celular das HUVECs.

O processo de angiogénese apresenta fungdo crucial na progressdo de
tumores, uma vez que a vasculatura fornece nutrientes aos tumores e favorece a
mestastase (FOLKMAN, 1995, MORABITO et al., 2004). Tem sido demonstrado na
literatura a participacdo do NO em varias funcdes fisiolégicas importantes para a
sobrevivéncia e propagacao das células tumorais. Alguns trabalhos mostram que em
altas concentragbes o NO apresenta atividade citostatica ou citotoxica em células
tumorais (REVENEAU et al.,, 1999; PERVIN et al., 2001; THOMAS et al., 2004).
Porém, outros autores indicam que em baixas concentragbes o NO promove a
propagacao de tumores por atuar na proliferacdo das células tumorais e no
favorecimento do processo de angiogénese (FORRESTER et al., 1996; AMBS et al.,
1998; THOMAS et al., 2004). Considerando que o processo de angiogénese e
proliferacdo das células tumorais sdo importantes para o desenvolvimento de
tumores, o composto DCBPY, ou a sua forma “aquo” (DCBPY-H,O) podem
apresentar importante efeito de modular negativamente o desenvolvimento de
tumores.

De acordo com nossos resultados e com a literatura, sugerimos um
mecanismo quimico e bioldégico do composto DCBPY (Ru-NOy) para explicar sua
atuacao como doador e sequestrador de NO (esquema 10). Quando o composto Ru-
NO. (DCBPY) sofre reducdo, o NO, é liberado e ou o composto Ru-NO; é
convertido a Ru-NO, que por sua vez pode liberar NO quando reduzido novamente

(esquema 10). Considerando que o ruténio apresenta alta afinidade pelo NO, apés a



Discussdo 154

liberagdo do NO> e ou NO, outra molécula de NO seria coordenada ao ruténio,
sequestrando NO do meio.

Nossos resultados indicam que o NO2 ou NO s&o liberados do composto Ru-
NO2, quando estes sofrem reducao pela GSH ou AA. ApGs este processo, ocorreria
a formacgao do Ru-H>O que seria o sequestrador de NO presente no meio (esquema
10). Tentamos quantificar diretamente o NO liberado do composto Ru-NOy
(DCBPY), quando reduzido por GSH ou AA. Porém, o NO nao foi gerado nestas
condicdes, ou a sensibilidade dos nossos aparelhos nao detectaram a concentracao
de NO liberada. Ainda, outra possibilidade é que o NO liberado tenha sofrido
autooxidagao para NOy (FORD et al., 1993), o qual pode reagir com GSH formando
0 GSNO e ou ser hidrolisado para NO2', como demonstrado previamente por Wink et
al. (1994) (Esquema 10). Acreditamos que na presenca de celulas HUVECs o
composto Ru-NO, (DCBPY) sofre reducéo por redutores biolégicos liberando NOy

or NO, permitindo que o composto sequestre NO (esquema 10).
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Esquema 10. Mecanismo quimico proposto para explicar a atuacao do composto Ru-
NO, (DCBPY) como doador e seqiiestrador de NO. Em pH 7,4 o composto Ru"-NO sofre
ataque eletrofilico pelo hidroxido ou pela 4gua formando Ru"-NO,". Na presenca de células,
o composto sofre reducao por redutores presentes nas células, liberando NO and or NOy™ +
Ru'-H,O. Ainda, o composto Ru'"-NO, pode ser reduzido pela GSH ou AA formando Ru'-
H,O + NO, e ou Ru'-NO, o qual pode ser reduzido novamente pela GSH ou AA e liberar
NO. Em meio com presenca de oxigénio, o NO liberado pode sofrer autooxidagao formando
NOy, o0 qual pode reagir com GSH formando GSNO e ou ser hidrolisado a NO,". Finalmente,
o composto na forma Ru'-H,O pode seqiiestrar NO.
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6.0) CONCLUSOES

Os compostos cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO2)] e  cis[Ru(bpy)2(NO2)(NO2)]
(Ru-NO2) se mantém na forma estavel em condicoes fisioldgicas e induzem
relaxamento vascular em aorta de ratos pela formagdo de NO® e ativacado da via
GCs - GMPc.

O composto cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO2)] apresenta atividade ciclica de
formacao de NO e sob reducao quimica pode atuar como sequestrador de NO, com

efeito de controlar a concentracao de NO na célula.
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Abstract

Nitric oxide (NO) is a potent vasodilator and it can be generated by the ruthenium
complex cis-[Ru(H-dcbpy)2(Cl)(NO>)] (DCBPY). The present study aimed to investigate the
NO specie generated and to characterize the cellular mechanisms involved on the
vasodilatation induced by the new ruthenium compound DCBPY. It was found that at pH
values of 7.4 (physiological) and 9.4, the NO" coordinated to ruthenium (Ru-NOY) is
converted to NO,™ (Ru-NOy), which remains stable. However, the configuration Ru-NO" is
stable at pH 5.4 for a long time. It was also verified that the DCBPY complex (Ru-NOy
configuration) induces vascular relaxation of contracted rat aortic rings in a concentration-
dependent manner. Therefore, the potency (pD. values) and efficacy (maximum effect, ME)
of vascular relaxation prompted by different configurations of the complex DCBPY, sodium
nitroprusside (SNP), and sodium nitrite (NITRITE) were compared. It was observed that
relaxation is more pronounced in the case of the Ru-NO* configuration, compared with Ru-
NO,’, with no difference in ME. On the other hand, the potency of DCBPY (Ru-NOy) is lower
than that of SNP and higher than that of NITRITE, with no difference in ME for all the
compounds. Further experiments were conducted using DCBPY in the Ru-NO:
configuration. It was noted that the relaxation induced by DCBPY is completely blocked by
the soluble guanylyl cyclase (sGC) enzyme inhibitor. The non-selective K" channel blocker
(TEA) diminishes the potency of DCBPY, but it does not change the ME. Incubation with
selective radicalar NO (NO? and extracellular NO scavengers almost abolishes the
relaxation prompted by DCBPY. The use of a selective nitroxyl (NO™) scavenger decreases
the potency of DCBPY, but it does not alter the ME. By using confocal microsopy, it was
found that DCBPY, SNP, and NITRITE raise the cytosolic NO concentration and reduce the
cytosolic Ca®* concentration [Ca®*]c in rat aortic smooth muscle cells. These effects are not
different when DCBPY and SNP are compared, but they are lower for NITRITE. Taken
together, our results demonstrate that the compound DCBPY (Ru-NOy) is an NO generator
that promotes relaxation of rat aortic rings due to a reduction in [Ca®**]c. The vascular smooth

muscle relaxation is dependent on sGC activation.
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vascular relaxation.

1. Introduction

Nitric oxide (NO) is a simple diatomic molecule that has been shown to participate in
many important biological events, including vascular smooth muscle relaxation [1, 2],
inhibition of smooth muscle proliferation, and platelet aggregation [4]. The vascular
relaxation induced by NO mainly involves the activation of soluble guanylyl cyclase (sGC)
enzyme with production of cyclic guanosine-3’, 5’-monophosphate (cGMP) [4]. NO can also
prompt vascular relaxation by an independent cGMP pathway, via direct activation of K*
channels [5, 6]. Several studies have suggested that the mechanism of vascular relaxation
varies for different NO donors, mainly in terms of the degree of activation of sGC and/or
activation of K* channels [7,8].

NO is highly reactive and has a short half-life, so it is extremely unstable in
physiological conditions [9]. Basal NO synthesis; i.e., generation of NO at low concentration,
is necessary to establish homeostasis of the cardiovascular system [3]. Decreased NO
bioavailability has been described in cardiovascular disorders, such as hypertension and
coronary disease [3]. Therefore, the use of NO donors could be a therapeutic alternative to
NO failure.

Organic nitrates (e.g., Nitroglicerin, TNG) as well as inorganic nitrates (e.g., sodium
nitroprusside, SNP) have been employed in the treatment of various cardiovascular
disorders. However, there are many limitations to their use, and both classes of compounds
have undesirable side effects [10]. Continuous exposure to TNG leads to the development of
nitrate tolerance [10] and endothelial dysfunction [11]. High doses of SNP or its prolonged

use has been associated with endothelial dysfunction [13], as well as accumulation of



cyanide and the metabolite thiocyanate [12]. Therefore, the design of new NO donors with
better pharmacological properties is highly desirable.

Macrocyclic ruthenium compounds have been investigated as NO donors [14, 15, 16,
17] and they have not displayed any toxic effects. These compounds have been found to
induce vasodilatation in physiological conditions [17, 18, 19] and reduce blood pressure in
hypertensive animals [20]. The configurations of the ruthenium ion are very useful due to
their rich and versatile redox chemistry, in addition to their favorable thermodynamic and
kinetic properties. However, there is a limiting factor in physiological conditions, namely the
tendency of the NO coordinated to ruthenium (Ru-NO*) to undergo electrophilic attack by
hydroxide or water, which results in the production of Ru-NO, nitro analog species [21].
Despite the formation of the latter species, some studies have shown that it can generate
NO [22, 23]. Several works have reported mechanisms of in vivo conversion of NO, to NO
by non-enzymatic disproportionation at low pH [24], xanthine oxidoreductase [25],
deoxyhemoglobin [26], myoglobin [27], among others. In this context, the present study
aimed to investigate the NO specie generated and to characterize the cellular mechanisms
involved on the vasodilatation induced by the new ruthenium complex cis-[Ru(H-dcbpy’

)2(CI)(NO)], which can generate NO.

2. Methods

2.1 Synthesis of cis-[Ru(H-dcbpy)»(CI)(NO)]

The cis-[Ru(H-dcbpy)»(CI)(NO)] (DCBPY) complex was prepared as described by
Cicillini et al. [28]. To this end, cis-[Ru(H2-dcbpy).Cl,].2H.O (0.100 g, 0.14 mmol) was
dissolved in distilled water, and this solution was degassed for 30 min, for oxygen removal.
Gaseous NO was generated by reaction between nitric acid solution (50% v/v) and metallic
copper. The produced gaseous mixture was passed through a concentrated NaOH solution,
to eliminate traces of NO,". The obtained nitric oxide was bubbled through the cis-[Ru(H,-
dcbpy),Cl,].2H,O complex solution for 40 min, and the reaction mixture was stirred for

another 6 hours. This procedure was repeated for three times, and a brown precipitate was



formed. The precipitate was collected by filtration, washed with diethyl ether, and stored

under vacuum in the dark. A 73% yield of cis-[Ru(H-dcbpy).(CI)(NO)] was achieved.

2.2 Chemical studies for the DCBPY complex

The ultraviolet-visible (UV-Vis) spectra were recorded on a Hitachi U-3501
spectrophotometer. In all the experiments, the solution was kept at 37°C and phosphate
buffer, namely at pH 5.4, pH 7.4, or pH 9.4. pH measurements were accomplished by means

of a DM-20 pH meter (Digimed).

2.3 Vascular reactivity studies

All the procedures were carried out in accordance with the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals published by the US National Institutes of Health (NIH Publication
No. 85-23, revised 1996) and the standards and policies of the Animal Care and Use
Committee of the University of Sdo Paulo. Male Wistar rats (180-200g) were killed under
anesthesia, and the thoracic aortas were isolated, cleaned of adherent connective tissues,
and cut into rings with 4mm length. The endothelium was mechanically removed by gently
rolling the lumen of the vessel on a thin wire. The aortic rings were placed between two
stainless-steel stirrups and connected to an isometric force transducer (Letica Scientific
Instruments; Barcelona-Spain), to measure tension in the vessels. The rings were settled in
a 10mL organ chamber containing Krebs solution, which was maintained at pH 7.4 gassed
with 95% O, and 5% CO, at 37 °C. The rings were initially stretched to a basal tension of 1.5
g and were then allowed to equilibrate for 60 min.

Endothelial integrity was qualitatively assessed by the degree of relaxation induced
by 1umol/L acetylcholine in the presence of contractile tone prompted by phenylephrine (0.1
umol/L). In order to avoid interference of the endothelium factors, denuded aortas were
employed. Therefore, the aortic rings were discarded if there was any degree of relaxation.
The potency (pD2) and the maximum relaxant effect (ME) were evaluated. Concentration-

effect curves for DCBPY, sodium nitruprusside (SNP), and sodium nitrite (NITRITE) were



constructed for aortic rings pre-contracted with phenylephrine. In some experiments, the
aortic rings were incubated for 30 min with either the sGC inhibitor 1H-(1,2,4)-oxadiazol-(4,3-
a)-quinoxalin-1-one (ODQ) or the non-selective K* channel blocker tetraethylammonium
(TEA). Also, the NO scavengers for extracellular NO oxyhemoglobin (10 pmol/L), for nitroxyl
NO (NO") L-cysteine (1 mmol/L), or for radicalar NO (NQO?) hydroxocobalamin (100 umol/L)
were utilized.

Prior to its use, the compound DCBPY was prepared in phosphate buffer pH 7.4 and
kept at 37°C for 180 min. This was done in order to avoid different configurations of the
compound DCBPY, and ensure the presence of the configuration Ru-NO; only. In some
experiments, the compound DCBPY was solubilized at pH 5.4 or pH 9.4 (Figures 1A, 1B,
and 1C).

2.4 Confocal microscopy

The confocal microscopy experiments were performed as described by
Rodrigues et al. [29]. Rats were killed by decapitation, and the thoracic aortas were
isolated and dissected. The endothelium was mechanically removed by gently rolling
the lumen of the vessel on a thin wire. Cross sections of aortic rings (100-150 um
thick) were placed vertically on glass coverslips covered with poly-L-Lysine, in Hanks
solution. The slice preparations were kept for 60 min in a humidified incubator at
37°C and gassed with 5% COa,.

To quantify the cytosolic Ca®* concentration ([Ca®*Ic), slice preparations were loaded
with Fluo-3AM (10 umol/L) for 30 min at room temperature in Hanks buffer pH 7.4. Excess
dye was removed by washing out the dye with Hanks solution and allowing 30 min for
intracellular de-esterification of Fluo-3AM. To determine the cytosolic NO concentration
(INQJc), slice preparations were loaded with the selective NO fluorescent dye (DAF-2/DA 5
pumol/L) for 30 min and maintained in a humidified 37 °C incubator gassed with 5% CO..

Slice preparations were imaged in Hanks buffer at pH 7.4, by using a confocal
scanning laser microscope (Leica TCS-SP5). Fluo-3AM fluorescence was excited with the

488 nm line of an argon ion laser, and the emitted fluorescence was measured at 510 nm.



DAF-2/DA fluorescence was excited with 488 nm line of argon ion laser, and the emitted
fluorescence was measured at 515 nm. A time-course software was used to capture the
cells images at 2s intervals (xyt) in the Live Data Mode acquisition at 1024x1024 pixels, at
700Hz. Using the LSCM computer software, the intensity of the intracellular maximum and
minimum fluorescence was measured in the smooth muscle sliced regions. The initial
fluorescence intensity value was obtained at t=0 and was designated F,. The final
fluorescence intensity value was achieved after stimulation with DCBPY (10 pmol/L), SNP
(0.1 umol/L), or NITRITE (300 umol/L), and it was named F. In this way, the percentage of
the difference in fluorescence intensity (%AFI), which reflects a reduction in [Ca®]c and a
rise in [NOJc in smooth muscle cells, was calculated for each protocol in relation to F,
(100%), by means of the following formula.
%AF= (F-Fo/Fp) x100
2.5 Statistical analysis

Data are expressed as mean = S.E.M. In each set of experiments, n indicates the
number of rats studied. Statistical analysis of the results was performed by using GraphPad
Prism version 3.0. Statistical significance was tested by one-way ANOVA (post-hoc test:
Newman-Keuls). Values of P < 0.05 were considered significant.
2.6 Drugs and chemicals

Acetylcholine, phenylephrine, NaNO,, TEA, ODQ, DAF-2/DA, and Fluo-3AM were

purchased from Sigma-Aldrich (St.Louis, MO-USA).

3. Results

3.1 Chemical studies for the compound DCBPY

The ultraviolet-visible (UV-Vis) spectra revealed that the compound DCBPY can
assume different configurations, which are pH-dependent, as depicted in Figure 1. At pH 7.4
and 37 °C, the DCBPY complex (as the Ru-NO* species, absorbance at 330nm) is converted

to Ru-NO, species as a function of time (absorbance 450nm, Figure 1A). In other words, at



pH 7.4 the DCBPY complex is not stable in the Ru-NO™ configuration, a situation that

remains the same up to 150 min.

At pH 5.4 and 37°C, the Ru-NO" configuration of the DCBPY complex is not modified
over the studied period (Figure 1B). However, at pH 9.4 and 37°C the compound is

converted to the Ru-NO, configuration, which is not altered up to 60 min (Figure 1C).

3.2 Vascular reactivity studies

The new DCBPY complex induces relaxation of the aortic rings in a concentration-
dependent way, in denuded aortas pre-contracted with phenylephrine (Figure 2). The
potency of SNP (pD.: 8.87 £ 0.10, P< 0.001, n = 8) to elicit relaxation is higher than that of
DCBPY (pD.: 5.71 £0.06, n=9), whereas there are no differences between SNP
(101.5 £ 1.3%) and DCBPY (106.1 + 1.7%) with respect to the efficacy to prompt relaxation

(Figure 2).

The DCBPY complex acquires different configurations at different pH values, as
demonstrated in Figure 1. So a comparison of these different configurations shows that the
compound solubilized at pH 7.4 (pD.: 5.71 £0.06, n=9) presents similar potency of
relaxation compared with the compound prepared at pH 9.4 (pD.: 5.66 + 0.02, n=9).
However, the potency of the compound is higher at pH 5.4 (pD,: 5.91 £ 0.06; n=10, P<0.01)
compared with pH 7.4 (pD.: 5.71 £0.06, P<0.01, n=9) and pH 9.4 (pD.: 5.66 + 0.02,
P<0.01, n=9) (Figure 3). A control of the acid and basic phosphate buffer solutions
employed in the preparation of the drug was carried out, and it was observed that these
solutions do not alter the vascular tone. In addition, there are no differences in the maximum
relaxant effect induced by the compound at pH 5.4 (104.3 £ 1.0%, n=10), 7.4 (103.1 £ 1.2%,

n=9) and 9.4 (100.1 + 1.8%; n=9) (Figure 3).

The complex DCBPY is more potent (pD,: 5.71 £ 0.06, n =9) than NITRITE (pD.:

455 +£0.09, n=10, P< 0.001) as far as the relaxation of aortic rings is concerned (see



Figure 4). The relaxation elicited by DCBPY is inhibited by the extracellular NO scavenger
oxyhemoglobin (ME from 103.1 £ 1.2%, n=9, to 14.1 + 1.3%, n=5, P<0.001) and by the NO?
species scavenger hydroxocobalamin (ME from 103.1 + 1.2%, n=9, to 14.2 + 2.1%, n=5,
P<0.001) (Figure. 5). On the other hand, the NO™ scavenger L-cysteine decreases the
potency of DCBPY (pD,: 5.03 + 0.09, P<0.01, n = 6), but it does not change the maximum

relaxant effect (105.6 £ 19%; n=6) (fig. 5).

Inhibition of the enzyme guanylyl cyclase with ODQ blocks the relaxation induced by
DCBPY (ME from 103.1 + 1.2%, n=9, to 11.7 + 1.5%, n=8, P<0.001) (Figure 6). The non-
selective K* channels blocker TEA lowers the potency of DCBPY (pD,: 5.33 + 0.05, n=7,

P<0.05), without alterations in the maximum relaxant effect (98.5 + 2.5%, n=7) (Figure 6).

3.3 Confocal Microscopy

Figure 7A evidences that in the aortic slice preparation, the DCBPY complex
diminishes the [Ca®*]c in the vascular smooth muscle cells. This decrease in [Ca®']c
can be verified by fading of the intensity of the red color after addition of DCBPY, as
shown in Figure 7. In comparison, the decrease in [Ca?*]c in smooth muscle cells is
greater for DCBPY (%AIF: -28.5 = 1.5%; p<0.001, n=4) and SNP (%A,IF: -25,30 *
1,00%; p<0.001, n=3) as compared to NITRITE (%AIF: -13.47 £ 0.27%; n=5) (Figure
8).

Regarding the effect of released NO and the enhancement in [NO]c, the
compound DCBPY boosts the [NO]c in smooth muscle cells, which can be seen
from the increase in the intensity of the red color after addition of DCBPY (Figure 8).
In comparison, the rise in [NO]Jc is more pronounced for DCBPY (%AIF: 19.8 +
1.8%, n=5, p<0.001) and SNP (%AIF: 20.1 + 3.0, n=5, p<0.01) compared with

NITRITE (%AIF:13.1 £ 1.1, n=4) (Figure 9).



4. Discussion

The main finding of this study is that in its stable configuration (Ru-NO") the
ruthenium compound DCBPY is able to induce vascular relaxation. At physiological
pH 7.4 and at pH 9.4, the NO* coordinated to ruthenium is converted to NO.,
showing that the Ru-NO" configuration is not stable in these conditions, but the
configuration Ru-NO; is. However, the Ru-NO™ configuration remains stable for a
long time at pH 5.4. Ruthenium complexes like [Ru(bpy)2(L)(NO)] (bpy = 2,2’-
bipyridine, L = ligant, NO = nitric oxide) can have different configurations, which are
pH-dependent, as depicted in equation | [30, 31, 32]. At pH 7.4, the Ru-NO"
configuration undergoes electrophilic attack by hydroxide, thereby generating the
Ru-NO2" configuration [23]. Our results have indicated that the compound cis-[Ru(H-
dcbpy’)2(Cl)(NO)] presents similar characteristics to those of other ruthenium
compounds described previously [30, 31, 32].

When it comes to inducing relaxation of contracted aortas, the stable Ru-NO,
configuration from DCBPY is less potent than SNP. Similar results have been achieved for
other ruthenium compounds that elicit vascular relaxation by NO release [16, 23]. The
unstable Ru-NO configuration is more potent in terms of prompting vascular relaxation
compared with Ru-NO;". These results could suggest that the generation of NO? is higher in
the case of the Ru-NO" configuration, compared with Ru-NO,". Also, it could be hypothesized
that the Ru-NO, configuration behaves as a nitrite donor, considering that nitrite is less
potent than NO® when induction of vascular relaxation is concerned [33, 34, 35]. In order to
verify this hypothesis, a relaxation curve was constructed for NITRITE, which gave evidence
that the DCBPY complex in the Ru-NO: configuration elicited more potent relaxation
compared with NITRITE. Therefore, our data indicate that the DCBPY complex in the Ru-
NO;" configuration is an NO generator instead of a nitrite donor. In this study and in previous

works, it has been demonstrated that NO can be generated by NO, coordinated to



ruthenium in physiological conditions [22, 23], thus supporting our hypothesis that the stable
Ru-NO;" configuration of DCBPY is an NO generator.

As for aortas incubated with sGC inhibitor (ODQ), it was observed that the relaxation
induced by DCBPY is completely dependent on sGC activation, suggesting that the
compound DCBPY (Ru-NO,) generates NO. NO can promote vascular relaxation by
different mechanisms, which are either NO-cGMP dependent or NO-cGMP independent.
The main mechanism of NO with respect to induction of relaxation involves activation of
sGC, which catalyzes the conversion of GTP into cGMP [36]. Acting as a second
messenger, cGMP activates a family of serine/threonine protein kinases called cGMP-
dependent protein kinases (PKG), which in turn induces relaxation by decreasing [Ca®‘lc
and Ca®* desensitization of the actin-myosin contractile system [37]. In addition, other
molecular targets have been described to participate in the cGMP pathway, including the
activation of potassium channels [38, 39]. The NO cGMP-independent mechanisms have
been reported in a number of studies, including those mentioning the direct activation of K*
channels [5, 6].

Potassium channels (K* channels) play an important role in the regulation of the
vascular tone. Indeed, its activity is the main determinant of membrane potential [39]. The K*
efflux, resulting from the opening of K* channels, causes hyperpolarization, inhibits voltage-
gated Ca?* channels, and promotes relaxation. In our hands, the non-selective K* channel
blocker (TEA) reduced the potency of DCBPY in terms of inducing relaxation. Therefore,
these results suggest that the relaxation induced by DCBPY occurs mainly via the NO-sGC-
cGMP pathway, and the activation of K* channels takes place by the cGMP pathway or is
due to the direct action of NO.

There are 3 NO redox forms, namely the authentic or radicalar (NO?), nitroxyl
ion (NO"), and nitrosonium (NO"). Using a selective scavenger for the radicalar form
(hydroxocobalamin) and for the nitroxyl ion (L-cysteine) [8, 40] it was verified that the

compound DCBPY generates the NO? and NO™ forms. However, our data suggest

that NO° is mainly generated by DCBPY. The extracellular and non selective NO



scavenger oxyhemoglobin [42] abolishes relaxation induced by NO, evidencing that
the compound DCBPY generates NO in the extracellular medium. The reaction
between NO and oxyhemoglobin is very fast, which does not allow for detection of
the biological effect due to NO [43], which can explain this result.

Some authors have shown that different NO forms can have distinct actions.
Dierks & Burstyn [41] demonstrated that NO? is the only nitrogen monoxide redox
form capable of activating sGC and inducing vascular relaxation. Irvine et al. [40]
stated that the nitroxyl redox form activates K* channel and prompts vascular
relaxation. Our results indicate that the compound DCBPY releases the NO? redox
form, which activates sGC and promotes vascular relaxation. In addition, K* channel
activation may be elicited by the NO™ and/or NO?° redox forms, which would account
for the lower sensitivity to relaxation induced by DCBPY in the presence of a K*
channel blocker and a nitroxyl scavenger.

Confocal microscopy evidenced that DCBPY, SNP, and NITRITE diminish [Ca**]c,
suggesting that vascular relaxation occurs in response to a reduction in [Ca®*]c. Similar
results have been obtained with other NO donors [23, 29, 35]. The decrease in [Ca®'|c
elicited by DCBPY and SNP is similar, but that prompted by NITRITE is lower. For this
reason, we believe that these effects on [Ca®**]c are related to different increases in [NO]c
induced by DCBPY, SNP, and NITRITE, which are inversely proportional to the response in
the case of decreased [Ca®**]c. Considering that the concentration that induced the maximum
relaxant effect on vascular reactivity was used for our experiments, we had expected to
obtain the same magnitude of effect on the lowering of [Ca®*]c. So taken together, these
results suggest that part of the effect of NITRITE on vascular relaxation is due to an
independent mechanism for [Ca?]c reduction, which could take place via Ca®*

desensitization of the actin-myosin contractile system.



In conclusion, our results demonstrate that the compound DCBPY (Ru-NOy) is an
NO generator that induces relaxation of rat aortic rings due to a decrease in [Ca®*]c. The

vascular smooth muscle relaxation depends mainly on sGC activation.
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Figure legends

Figure 1. Representative spectrum of the compound cis-[Ru(dcbpy).(CI)(NO)] solubilized at
different pH values, at 37°C. The dashed line represents the first spectrum. A) Compound
solubilized at pH 7.4. B) Compound solubilized at pH 9.4. C) Compound solubilized at pH
5.4. Each experiment was carried out at least 3 times, and the same results were verified in

all of them.

Figure 2. Concentration-response curves for cis-[Ru(H-dcbpy’).(Cl)(NO)] (DCBPY) and
sodium nitroprusside (SNP) in endothelium-denuded aortic rings contracted with
phenylephrine. Values are means = S.E.M. of n experiments performed on preparations

obtained from different animals. *** indicates significant difference (P<0.001) in pD value.

Figure 3. Concentration-response curves for cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)] (DCBPY)
solubilized in different pHs, in endothelium-denuded aortic rings contracted with
phenylephrine. A control experiment was carried out for acid and basic phosphate buffer
solution. Values are mean + S.E.M. of n experiments performed on preparations obtained
from different animals. ** indicates significant difference (P<0.01) in the pD, value for

DCBPY (7.4) vs DCBPY (5.4), DCBPY (9.4) vs DCBPY (5.4).

Figure 4. Concentration-response curves for cis-[Ru(H-dcbpy’).(CI)(NO)] (DCBPY) and
sodium nitrite (NITRITE) in endothelium-denuded aortic rings contracted with phenylephrine.
Values are mean + S.E.M. of n experiments performed on preparations obtained from
different animals. *** indicates significant difference (P<0.001) in pD, value for DCBPY vs

NITRITE.

Figure 5. Concentration-response curves for cis-[Ru(H-dcbpy).(Cl)(NO)] (DCBPY) in the
absence or presence of the extracellular NO scavenger oxyhemoglobin (HBO,), the nitroxyl

NO (NO") scavenger L-cysteine or the radicalar NO (NO-) scavenger hydroxocobalamin



Endotehelium-denuded aortic rings were contracted with phenylephrine. Values are mean %
S.E.M. of n experiments performed on preparations obtained from different animals. **
indicates significant difference (P<0.01) in pD. value for DCBPY vs DCBPY + L-CYSTEINE.
*** indicates significant difference (P<0.001) in ME value for DCBPY vs DCBPY +

HYDROXYCOBALAMIN, DCBPY+HBO,.

Figure 6. Concentration-response curves for cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO)] (DCBPY) in the
absence or presence of ODQ (soluble guanylyl cyclase inhibitor) or TEA (non- selective K*
channel blocker), in aortic rings endothelium-denuded contracted with phenylephrine. Values
are mean = S.E.M. of n experiments performed on preparations obtained from different
animals. * indicates significant difference (P<0.05) in pD., value for DCBPY vs DCBPY +
TEA. ™ indicates significant difference (P<0.001) in ME value for DCBPY vs DCBPY +

oDQ.

Figure 7. Representative images of slices of aortic rings preparation obtained by confocal
microscopy. The temporal effect of DCBPY (10um) on vascular smooth muscle cell was
recorded. DCBPY was added after 80 seconds. A) Cytosolic Ca®* concentration ([Ca®c) in
the vascular smooth muscle cells (VSMCs) from aortic rings of rats, preloaded with FLUO-
3AM (10 umol/L). B) Cytosolic NO concentration ([NO]c) in the vascular smooth muscle cells
(VSMCs) from aortic rings of rats, preloaded with DAF-2 DA (5 umol/L). The intensity of the

colors indicate higher [Ca®*]c or [NOJc (as shown in the left bar).

Figure 8 Decrease in cytosolic Ca®* concentration ([Ca®*]c) induced by DCBPY (10um) in
vascular smooth muscle cells (VSMCs) from aortic rings of rats. %A Fl indicates the average
of % [Ca®]c decrease. Bars represent mean + S.E.M. of n experiments performed on

*kk

preparations obtained from different rats. indicates significant difference (P<0.001) in %A

Fl value for NITRITE vs DCBPY, SNP.



Figure 9. Increase in cytosolic NO concentration ([NQO]Jc) induced by DCBPY (10um) in
vascular smooth muscle cells (VSMCs) from aortic rings of rats. %A Fl indicates the average
of % [NO]Jc increase. Bars represent mean + S.E.M. of n experiments performed on
preparations obtained from different rats. *** indicates significant difference (P<0.001) in %A

FI value for DCBPY vs NITRITE. ** indicates significant difference (P<0.01) for SNP vs

NITRITE.
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SUMMARY

Background and purpose: The angiogenic process is activated in some pathological conditions such
as tumor progression, and nitric oxide (NO) and superoxide (O,) can modulate it. Ruthenium
compounds that can function as NO donors or NO and superoxide scavengers have been developed.
In this context, this work aimed to find out whether the new ruthenium complex cis-[Ru(H-dcbpy’
)2(CI)(NO,)] (Ru-NO,’) exhibits proangiogenic or antiangiogenic activity.

Experimental approach: Endothelial cells from the human umbilical vein (HUVECs) were used in the
in vitro angiogenesis assay. NO and nitrite were measured by selective NO electrode and
chemiluminescence, respectively.

Key results: At low concentrations (1.25uM), the Ru-NO, complex attenuates the formation of tubes
by HUVECs, and no additional effect is verified at 12.5, 25, or 50uM Ru-NO,". The inhibitor of soluble
guanylyl cyclase 1H-(1,2,4)-oxadiazol-(4,3-a)-quinoxalin-1-one (ODQ) abolishes the formation of
tubes induced by DETA/NO. The inhibitor of NO synthase, N-omega-Nitro-L-Arginine-Methyl-Ester-
Hydrochloride (L-NAME), ODQ, and superoxide dismutase (SOD) impair the production of tubes. No
additional effect is detected for Ru-NO, in the presence of either ODQ or SOD, although Ru-NO, and
DETA/NO suppress the effect of L-NAME. The Ru-NO, compound abolishes the action of DETA/NO.
Under reducing conditions, Ru-NO,™ acts as an NO scavenger, suggesting that the antiagiogenenic
effect of this complex is due to its NO-scavenging ability. The antioxidant action of Ru-NO, takes
place in a concentration-dependent manner. Similar results were obtained in the case of SOD. In
addition, low concentrations of Ru-NO, (1.25uM) diminish O, -mediated cytochrome c reduction by
50%, in a concentration-dependent manner.

Conclusions and implications: Taken together, our data indicate that Ru-NO, has an antiangiogenic

effect, which is mediated by NO-scavenging and/or antioxidant action.



INTRODUCTION

Angiogenesis is a process by which new blood vessels are formed from preexisting ones. It
consists of a multistep process that includes destabilization of an established vessel, proliferation
and migration of endothelial cells, and generation of new tubes. This process is activated in some
physiological conditions, such as reproduction, development, and wound repair (1). However,
angiogenesis plays a crucial role in pathological conditions such as tumor progression because the
vasculature provides the tumor with blood flow and nutrients (2). In addition, angiogenesis is also
involved in tumor progression and metastasis because the vasculature promotes access of the tumor
to distant organs, and enhanced vascularization is a marker of advanced tumors (3). The vascular
endothelial growth factor (VEGF), a key angiogenic growth factor, stimulates proliferation and
migration of endothelial cells as well as formation of tubes primarily through the VEGF receptor type
2 (VEGFR2) (4). The VEGF receptor signaling activates Akt in a phosphatidylinositol 3-kinase- and
protein kinase C-dependent manner, thereby triggering phosphorylation of endothelial NO synthase
(eNOS) on Ser-1177 (5, 6), leading to increased eNOS activity and NO synthesis. The activation of
eNOS plays a pivotal role in VEGF-induced angiogenesis and vascular permeability (7, 8). Stimulation
of VEGF raises the production of reactive oxygen species (ROS), like O, and H,0,, via activation of
Racl-dependent NADPH oxidase in endothelial cells (9-11). Some works have shown that ROS
participate in VEGF-induced VEGFR2 autophosphorylation in endothelial cells (9-11). The potential of
NO-releasing drugs, which could also act as an NO scavenger, seems to be appropriate for evaluation
of the effect of this radical on angiogenesis. The ability of transition metal complexes to both
scavenge and release NO has generated new interest in the use of such complexes as
metallopharmaceuticals. Among these compounds, ruthenium complexes that can function as NO
donors (12, 13, 14) or NO scavengers have been developed (15). Moreover, an antioxidant action as
well as a superoxide-scavenging capability have been attributed to ruthenium complexes (16),
suggesting that they may serve a dual purpose in the regulation of NO and O, during the angiogenic
process. Therefore, the aim of this work was to investigate the properties of the new ruthenium

compound cis-[Ru(H-dcbpy’),(Cl)(NO,)] as a proangiogenic or antiangiogenic agent.



EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials: Endothelial cells from human umbilical vein (HUVECs) and endothelial growth media
(EGM) bullet kits were purchased from Cambrex Biotechnology (Walkersville, MD); superoxide
dismutase (SOD), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), 1H-(1,2,4)-
oxadiazol-(4,3-a)-quinoxalin-1-one (ODQ), and N-omega-Nitro-L-Arginine Methyl Ester Hydrochloride
(L-NAME) were acquired from Sigma. Diethyltriamine NONOate (DETA/NO) was kindly provided by
Joseph Saavedra and Larry Keefer (National Cancer Institute, Frederick). The compound cis-[Ru(H-
dcbpy),(Cl)(NO)] was synthesized in our laboratory, as described by Cicillini et al. (17). Experiments
carried out for cis-[Ru(H-dcbpy),(Cl)(NO)] evidenced that the compound was converted to cis-[Ru(H-
dcbpy),(Cl)(NO,)] (Ru-NO,) after its solubilization at pH 7.4. The conversion was complete after 150
min. In other words, the Ru-NO, complex was employed in the present work.

Cell Culture: HUVECs were routinely cultured in EGM media supplemented with 5% FBS, epidermal
growth factor, bovine brain extract, cortisone, gentamycin, penicillin, and streptomycin and
maintained at 37°C in an atmosphere of 5% CO, and room air (18). For experimental purposes, an in
vitro angiogenesis assay kit (Milipore, cat. No. ECM625) was utilized for evaluation of tube formation
by endothelial cells in 96-well plates. 20 x 10® cells per well were plated with or without the drugs
(Ru-NO,, ODQ, L-NAME, SOD), and the production of tubes was measured after 20 hours. A picture
of each well was obtained using a 4x objective magnification. The formation of tubes was quantified
by counting each branch formed per well. Three independent experiments were carried out during
the assessment of angiogenesis.

MTT assay: The viability of the HUVECs was determined by colorimetric assay using MTT. 20 x 10°
cells per well were plated with or without the drugs (Ru-NO,’, ODQ, L-NAME, SOD), and the viability
was measured after 20 hours. Next, the medium was removed, and a solution of MTT 5 mg/mL was
incubated for 4 hours in order to allow formation of formazan crystals. Then, this solution was
replaced with dimethyl sulfoxide (DMSO), in which HUVECs remained incubated for 5 min, and the

absorbance was read at 550 nm.



Detection of NO?2 by electrode: An electrode selective for NO2 coupled with a permeable gas

membrane was employed (Apollo 4000-Free Radical Analyzer, World Precision Instrument). The
electrode was suspended in phosphate buffer solution at pH 7.4 (2 ml) and kept at 37°C, under
constant stirring. The electrode was calibrated by using an NO donor PROLI NONOate. The NO donor
diethyltryamine NONOate (DETA/NO) was selected for the assays because it can spontaneously
release NO in a pH-dependent manner. The NONOate was prepared in basic solution 10 mM NaOH,
in order to maintain its stability. DETA/NO (100 uM) was added to the PBS solution and the
experiments were initiated when the current was stable, as verified on the recording (Figure 5). The
decrease in the current was quantified and converted to NO concentration. To examine the NO-
scavenging effect of the Ru-NO, compound under reducing conditions, glutathione (GSH) or
ascorbic acid (AA) (50 pM) were added to the solution as a reducing agent, followed by addition of
Ru-NO, at the desired concentration (6.25, 12.5, or 25 uM). The order in which the reactants were
added did not affect the results. To the superoxide (O,)-scavenging effect of Ru-NO,, O, was
generated at 372C by using 500 uM hypoxantine (HX) and 5mU xantine oxidase (XO) (Figure 7). To
this end, HX was firstly added to the solution, followed by DETA/NO (100 uM). When the current
reached a stable value, XO was added, in order to promote consumption of NO, and then Ru-NO,
(12.5, 25, or 50 uM) or SOD (10, 20, or 30 uM) was added, to consume the superoxide.

Measurement of NO, by chemiluminescence: NO, was analyzed on a Sievers NO analyzer (Model 280

NOA). All the data were computed with the aid of the Sievers’s software. Aliquots (50 pL) of a
solution of Ru-NO, (at 25uM) were injected into the reaction chamber, which contained a solution
of KI (50 mg/mL) in glacial acetic acid. Some experiments were conducted in the presence of
glutathione (GSH, 12.5, 25 or 50 uM) or ascorbic acid (AA, 50, 100, or 200 uM) as reducing agents.
The solution was kept at pH 7.4, at 252C. The chamber was continuously purged with He gas, to
avoid NO autooxidation. A standard curve was constructed for NO, , which was used to measure the
concentration of NO, released from the compound.

Ultraviolet-visible (UV-Vis) spectra: The UV-Vis spectra were recorded on a Hitachi U-30501

spectrophotometer. The oxidation of ascorbic acid was measured at 252C, at a wavelength of 267



nm, considering that the oxidized product did not absorb in this range. The K, value was obtained
by kinetic experiments that determined the decrease in the absorbance of ascorbic acid in anaerobic
conditions, in the absence or presence of Ru-NO, or NO,. The pH measurements were
accomplished using a 430 pH meter from Corning. To verify the superoxide (O,)- scavenger effect of
Ru-NO,, O, was generated at 379C, pH 7.4 by using 500 uM hypoxantine (HX) and 5mU xantine
oxidase (XO). The formation of O, was spectrophotometrically detected by measuring the reduction
of cytochrome c¢ at 550 nm. The inhibition of the reduction of cytochrome ¢ was determined in the
presence of Ru-NO, (1.25, 2.5, 12.5, or 25 uM) or SOD (20 uM). The difference in absorbance (AU)
was quantified, and the latter value was employed for statistical analysis.

RESULTS

Angiogenesis assay.

Angiogenesis involves both proliferation and migration of endothelial cells for formation of
the vascular bed (2). The latter process consists of branching of vessels into a specific geometry,
which is required for proper blood flow through the tissue bed (3). Changes in either one of these
processes results in suppression of angiogenesis and compromises the blood supply to the tissue or
tumor. So the tube formation assay was employed herein for evaluation of the branching process
(Figure 1). It was observed that incubation with the spontaneous NO donor DETA/NO (t;;, ~20 hr)
enhances the formation of tubes (Figure 1C) at both 10 uM: (75.33 + 1.45, n=3) and 100 uM: (79.00
+ 5.29, n=3, P<0.01) (Figure 2), which is consistent with previous reports (18, 19). The inhibition of
soluble guanylyl cyclase (sGC) by ODQ, as well as the inhibition of NOS by L-NAME reduces the
formation of tubes (ODQ: 43.33 + 3.17, n=3, P<0.001; L-NAME: 48.66 % 1.45, n=3, P<0.05), compared
to the control (67.66 + 7.21, n=3) (Figure 3). The effect exerted by L-NAME is reversed in the
presence of DETA/NO (71.66 = 2.18, n=3, P<0.05) (Figure 3). Taken together, these results
demonstrate the dependence of eNOS/NO/cGMP on these processes, as previously reported (18-
22). It was also seen that CuZnSOD induces a marked decrease in the formation of tubes (38.33 +

3.28, n=3, P<0.01) (Figure 3), compared with the control. This observation gives evidence that both



NO and O, are required for mediation of tube formation by protein kinase and other cGMP-
dependent pathways.

The viability of HUVEC cells in the presence of the ruthenium complex was measured, by
MTT assay. No differences among the treatments were verified (Figure 4), indicating that Ru-NO,
has little or no cytotoxicity. Ruthenium nitrogen oxide complexes have been shown to scavenge both
superoxide and NO. Moreover, these compounds can release NO, suggesting that they are potential,
versatile complexes. Therefore, the effect of Ru-NO, on the formation of tubes was assessed. Our
results imply that Ru-NO, can act as an NO donor, or as an NO and O, scavenger, which can provide
regulation of the angiogenic process. Incubation of Ru-NO, (at concentrations ranging from 1.25 to
50 uM) diminishes the formation of tubes as measured by branches/well (1.25uM: 37.33 + 1.45, n=3,
P<0.05; 12.5 pM: 38.33 + 5.36, n=3, P<0.05; 25 pM: 34.66 + 3.84, n=3, P<0.05; 50 uM: 29.66 + 1.76,
n=3, P<0.01), compared with the control (54.66 + 4.70, n=3) (Figures 1A and 1B and Figure 2). The
presence of neither ODQ (29.66 + 2.60, n=3) nor SOD (43.66 + 4.97, n=3) modifies the effect of Ru-
NO, (Figure 3), which is an indication that these drugs function through similar pathways.
Nevertheless, Ru-NO, abolishes the effect of L-NAME (67.33 + 4.80, n=3, P<0.01) (Figure 3). In other
words, in the presence of L-NAME Ru-NO, at 1 uM becomes an NO donor that generates a flux of
NO similar to that achieved at 10 uM DETA/NO (about 1 nM). Yet, the presence of ODQ (45.33 *
3.52, n=3, P<0.001) and Ru-NO, (46.66 * 4.80, n=3, P<0.001) suppresses the effect of DETA/NO
compared with DETA/NO alone (90.33 + 2.96, n=3) (Figure 3). It points to the dual effect of Ru-NO,’
as NO donor and scavenger, which depends on the concentration of NO. The above data suggest
that under these biological conditions ruthenium compounds can also serve as a superoxide
scavenger and the results indicate the existence of a versatile chemistry that is specific to the
biological condition.

Effect of the chemistry of Ru-NO» on NO and superoxide.

A steady state concentration of NO can be detected over time in a solution containing
DETA/NO, which is unaffected by addition of GSH (-0.58 + 0.03 uM, n=4) (note that this change was

most likely due to alteration in the pH) and AA (0.56 + 0.03 uM, n=9) (Figure 6). Addition of Ru-NO,



in the absence of a reducing agent elicits a slight decrease in NO at all concentrations of the complex
(6.25 UM: -0.45 + 0.03 uM, n=4; 12.5 pM: -0.71 + 0.05 pM, n=4; 25 uM: -1.28 + 0.09 pM, n=4), with
largest magnitude being observed at 25 uM (P<0.05) (Figure 6). However, in the presence of Ru-NO,
and GSH (50 uM), there is a significant reduction in the concentration of NO in a Ru-NO,
concentration-dependent manner (P<0.001) (6.25 uM: -3.53 + 0.26 uM, n=4; 12.5 uM: -8.73 + 0.60
UM, n=4; 25 uM: -11.86 + 0.38 uM, n=4) (Figure 6). A similar effect can be noticed in the presence of
Ru-NO, and AA (50 uM), as judged from the sharp decrease in NO concentration (P<0.001), although
it is less dependent on the concentration of Ru-NO, (6.25 uM: -3.53 + 0.04 uM, n=3; 12.5 uM: -4.13
+ 0.14 uM, n=3; 25 uM: -6.13 + 0.32 uM, n=3) (Figure 6). The ultraviolet-visible (UV-Vis) spectra
reveal that Ru-NO, oxidizes AA, with kos: AA + Ru-NO,: -7.52 x 10™ + 2.00 x 10®, n=4 (Figure 11),
whereas nitrite alone does not. These results indicate that Ru-NO," requires reduction in order to
facilitate AA-mediated consumption.

The potential effect of Ru-NO, with respect to scavenging superoxide was examined by
means of the cytochrome c assay. The production of O, was verified by reduction of cytochrome ¢
(93.32x10%+ 6.10 x 10° AU, n=4), (Figure 12). SOD inhibits the reduction of cytochrome c (1.81 x 10
*+0.94 x 107 AU, n=4, P<0.001), showing that O, has been removed from the solution. The Ru-NO,
compound suppresses the reduction of cytochrome c at all concentrations (1.25 uM: 36.73 x 102 +
3.60 x 10° AU, n=4, 2.5 pM: 21.70 x 103+ 4.60 x 10® AU, n=3, 12.5 uM: 6.93 x 10° + 3.58 x 10° AU,
n=3, 25 uM: 3.18 x 10> + 3.44 x 10° AU, n=3, P<0.001) (Figure 12), and this effect is Ru-NO, -
concentration-dependent (1.25 pM < 2.5 uM, P<0.05; 1.25 uM < 12.5 uM P<0.001, and 2.5 pM < 25
MM, P<0.05) (Figure 12). The ICso value is equal to 1.25 uM, indicating that the rate constant ratio
with cytochrome c is 40 times faster ~ 8 x 10’ M™s™, consistent with other rate constants for
ruthenium complexes.

Next, the effect of the interaction between superoxide and NO was investigated. The
addition of XO (2.70 = 0.02 uM, n=10) evokes consumption of the NO released from

DETA/NO, as predicted by the consumption of NO by O, (Figures 7 and 8). The Ru-NO,



compound avoids the consumption of NO in a Ru-NO;-concentration-dependent manner
(12.5 uM: 0.92 £ 0.02 uM, n=3; 25 uM: 1.49 £ 0.05 uM, n=4; 50 uM: 3.50 + 0.12 uM, n=4,
P<0.001) (figure 8). SOD also prevents the consumption of NO in an SOD-concentration-
dependent manner (10 uM: 0.57 £ 0.02 uM, n=3; 20 uM: 1.06 £ 0.03 uM, n=3; 30 uM: 1.36
+ 0.1 uM, n=4, P<0.001) (Figure 8). To make sure that in the presence of XO/HX there is no
NO release from Ru-NO;’, the same experiment was conducted in the absence of DETA/NO,

and no release of NO was verified.

Measurement of NO,.

Quantification of nitrite in solution by chemiluminescence demonstrated that Ru-NO,
releases NO, upon reduction with GSH or AA (Figures 9 and 10). Reduction with GSH and AA induces
a significant release of NO, after 10 and 90 minutes, respectively. The release of NO, is similar at all
the GSH (12.5, 25, or 50 uM) and AA (50, 100, or 200 uM) concentrations. Figures 9 and 10 also show
that low concentration of NO, are released without reduction. It is noteworthy that Ru-NO, does
not generate NO under reduction with GSH or AA (data not shown).

DISCUSSION

Our results show that the compound cis-[Ru(H-dcbpy),(CI)(NO,)] (Ru-NO,) at low
concentrations (1.25 puM) reduces the formation of tubes by HUVECs, and that there are no
additional effects at higher concentrations (12.5, 25, or 50 uM). These data suggest that the maximal
antiangiogenic effect of Ru-NO, is reached at a low concentration of the complex (1.25 uM).
According to the results from MTT analysis, the effect of Ru-NO, is not induced by decreased
viability of HUVECs. As previously reported, low concentrations of NO exert a proangiogenic effect,
whereas high NO concentrations display an antiangiogenic effect (18, 19). Corroborating our results,
a proangiogenic effect is also verified for DETA/NO 10 uM and 100 uM herein, in accordance with
previous works (18, 19).

0DQ abolishes the formation of tubes induced by DETA/NO. Moreover, L-NAME, ODQ, and

SOD impair the formation of tubes, thus confirming the importance of NO (18-20) and O, (9) for



angiogenesis. A proangiogenic effect has been detected at low NO concentration, which is
dependent on the activation of sGC and production of cyclic guanosine monophosphate (cGMP),
thereby triggering cGMP-dependent protein kinase (23) and other cGMP-dependent pathways (21,
22). In contrast, high NO concentration exhibits an antiangiogenic effect, causing cytostasis and, at
higher concentrations, cell death (18, 19). No additional effect was observed for Ru-NO, in the
presence of ODQ or SOD, although Ru-NO, and DETA/NO obliterate the effect of L-NAME. Results
from our laboratory have shown that the compound cis-[Ru(H-dcbpy’),(CI)(NO,)] (Ru-NO,)
generates NO in smooth muscle cells and tumor cells (unpublished data), which has also been
described for other ruthenium complexes in the case of smooth muscle cells (12-14). These data
suggest that in the absence of NO, induced by L-NAME, Ru-NO, (Figure 13) or DETA/NO supplies NO
and reestablishes the angiogenic process. The Ru-NO,” compound suppresses the effect of DETA/NO,
indicating that the mechanism whereby Ru-NO, modulates angiogenesis depends on the
modulation of NO, which in turn could occur via an NO-release or NO-scavenging action. In a sense,
this affords a concentration buffer that keeps the concentration of NO in check. For this reason, the
NO-scavenging ability of Ru-NO, was evaluated. Our results indicate that Ru-NO, acts as an NO
scavenger under reducing conditions, supporting the hypothesis that the antiagiogenenic effect of
Ru-NO, depends on its NO-scavenging action. Indeed, a couple of ruthenium compounds have been
shown to function as NO scavengers (15, 24-26). One example is the complex [Ru(Hedta)(H,0)], in
which NO is coordinated to ruthenium, thus replacing the H,O ligand (15). So our hypothesis is that,
under reducing conditions, Ru-NO, releases NO, and/or is converted to Ru-NO, which can release
NO under reduction (Figure 13). Therefore, NO is coordinated and forms Ru-NO, considering that NO
has a high affinity for ruthenium. Our data give evidence that upon reduction by GSH or AA, NO, or
NO is released from Ru-NO,, making our hypothesis plausible (proposed chemical mechanism,
Figure 13). In this sense, the direct measurement of the NO generated by Ru-NO, at high
concentrations and after reduction with GSH or AA was attempted. Nevertheless, NO was not
generated in these conditions, or our equipment was not able to detect the NO concentration that

was released. Another possibility is that the released NO underwent autoxidation to NO, (27), which



can then react with GSH and form GSNO, or can be hydrolized and generate NO,, as described
previously (28) (figure 13). We believe that Ru-NO, is biologically reduced in the presence of
HUVECs, thereby yielding NO, or NO or RSNO, as in the case of nitroprusside, allowing for the
ruthenium compound to scavenge NO.

It has also been noted that Ru-NO, consumes electron from AA, which is not observed in the
case of NO,, which suggests that the compound is an electron acceptor. Antioxidant action has been
reported for metallic complexes that can be reduced by O,, including metallic complexes of
ruthenium (16), copper (29), and iron (30). As well, it has been shown that low levels of O, produced
in response to growth factor, tissue ischemia/ hypoxia, or ischemic preconditioning function as
signaling molecules that mediate the proliferation and migration of endothelial cells, which
contributes to angiogenesis (9, 31, 32). Therefore, it can be hypothesized that the antiangiogenic
effect of Ru-NO, depends on its antioxidant activity. The Ru-NO, compound prevents NO
consumption by O, in a concentration-dependent way. Similar results have been achieved for SOD,
which metabolizes O, to hydrogen peroxide (H,0,). In addition, low concentrations of Ru-NO, (1.25
puM) reduce the O,-mediated cytochrome c¢ reduction by 50%, in a concentration-dependent
manner. This allows one to estimate that the rate constant for superoxide is ~10® M™s™. Taken
together; our results suggest that Ru-NO, has an antiangiogenic effect, which is mediated by NO-

scavenging and/or antioxidant action.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. Representative images of the formation of tubes by endothelial cells in the well plate, from
the in vitro angiogenesis assay. A) Cells incubated with PBS at pH 7.4, control. B) Cells incubated with

Ru-NO, (50 uM). C) Cells incubated with DETA/NO (100 puM).

Figure 2. Measurement of tube formation by HUVECs. The formation of branches was quantified,
and the values are expressed as branches per well. Bars represent mean * SEM of branches/well.
*indicates significant (P<0.05) difference for Ru-NO, (1.25, 12.5, 25 uM) vs control, ** indicates

significant (P<0.01) difference for Ru-NO, (50 uM) vs control, DETA/NO (10, 100 uM) vs control.

Figure 3. Measurement of tube formation by HUVECs. The formation of branches was quantified,
and the values are expressed as branches per well. Bars represent mean * SEM of branches/well.
*indicates significant (P<0.05) difference for L-NAME vs control, ** indicates significant (P<0.01)
difference for SOD vs control, L-NAME vs Ru-NO, + L-NAME, DETA/NO vs control. ***indicates

difference for Ru-NO,’, ODQ vs control, DETA/NO vs DETA/NO+0ODQ, L-NAME vs DETA/NO+L-NAME.



Figure 4. Viability of HUVECs measured by colorimetric assay using MTT. Bars represent mean +

SEM of percentage survival.

Figure 5. Representative recording of experiments using the electrode selective for NO2.

Figure 6. Quantification of the NO2-scavenging effect of the compound cis-Ru(dcbpy),(Cl)(NO;’)] (Ru-
NO,) in the presence or absence of the reducing agent glutathione (GSH) or ascorbic acid (AA), using
an electrode selective for NO2. Bars represent mean + SEM of NO concentration that was removed
from solution. **indicates significant (P<0.01) difference for Ru-NO, between the concentrations
12.5 vs 25 uM, *** indicates significant (P<0.001) difference for Ru-NO, vs Ru-NO, +GSH or Ru-NO,
+AA comparing the same concentration, Ru-NO, +GSH between different concentrations, Ru-NO,
+AA between the concentrations 12.5 vs 25 pM.

Figure 7. Representative recording of experiments using the electrode selective for NO2.

Figure 8. Quantification of NO2 that was not consumed by superoxide (O,) generated by xantine
oxidase (XO). Superoxide-scavenging effect of the compound cis-[Ru(dcbpy),(CI)(NO,)] (Ru-NO,) and
superoxide dismutase (SOD). Bars represent mean + SEM of NO concentration. ***indicates
significant (P<0.001) difference for Ru-NO, between the concentrations 12.5 vs 25 uM, 25 vs 50 uM,

and for SOD between the concentrations 10 vs 20 uM, 20 vs 30 uM.

Figure 9. Quantification of nitrite (NO,) released from the compound cis-[Ru(dcbpy),(CI)(NO,)](Ru-
NO,) in the presence or absence of the reducing agent glutathione (GSH). At every 10 min, 50uL of
the solution was injected into the reaction chamber. All solutions were kept at pH 7.4 and 372C. Each
point represents mean = SEM of at least 3 injections. *indicates significant (P<0.05) difference

between Ru-NO, vs Ru-NO, + GSH (12.5, 25 and 50 uM).



Figure 10. Quantification of nitrite (NO,’) released from the compound cis-[Ru(dcbpy),(CI)(NO,’)] (Ru-
NO,) in the presence or absence of the reducing agent ascorbic acid (AA). At every 10 min, 50uL of
the solution was injected into the reaction chamber. All the solutions were kept at pH 7.4 and 372C.
Each point represents mean + SEM of at least 3 injections. *indicates significant (P<0.05) difference

between Ru-NO, vs Ru-NO, + AA (50, 100, and 200 puM).

Figure 11. Values of K,,; were obtained by quantifying the absorbance of ascorbic acid (264nm) in the
absence or presence of Ru-NO, or sodium nitrite (NO,'). This experiment was conducted in anaerobic
aqueous solution pH 7.4 and 25°C. Bars represent mean + SEM of K.ps value. *** indicates that the

value is different (P<0.001) from that of the control ascorbic acid (AA).

Figure 12. Measurement of the reduction of cytochrome c by superoxide (O,), at 550nm. Difference
(4) in the absorbance (AU) was obtained, and the superoxide-scavenging effect of the compound cis-
[Ru(dcbpy),(Cl){NO,)] (Ru-NO,’) and superoxide dismutase (SOD) was verified. Each point represents
mean = SEM of at least 3 absorbance values. *indicates significant (P<0.05) difference for Ru-NO,’
1.25 uM vs 2.5 uM, 2.5 uM vs 25 puM. ***indicates significant (P<0.001) difference for Ru-NO,™ and

SOD vs control (cytochrome c), and Ru-NO, 1.25 uM vs 12.5 uM .

Figure 13. Proposed chemical mechanism for the Ru-NO, system performs as an NO scavenger and
also as an NO-delivery agent. At pH 7.4, the compound Ru"-NO suffers electrophilic attack by
hydroxide or water, to form Ru"-NO,". In a biological environment, the compound can be biologically
reduced and then release NO and/or NO, + Ru'-H,0. In addition, the compound Ru"-NO, can be
reduced by GSH or AA and form Ru"-H,0 + NO, and/or Ru"-NO, which can be reduced again by GSH
or AA and release NO. In an oxygenated environment, the released NO can undergo autoxidation to
NO,, which can react with GSH and produce GSNO, or can be hydrolized to NO,". Finally, the resulting

Ru”-HZO can scavenge NO.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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