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RESUMO 

 

VATANABE, I.P. Utilização do complexo de rutênio cis-
[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PF6)2 para reverter e/ou prevenir a disfunção endotelial na 
hipertensão arterial. 2016. 80 f. Dissertação (Mestrado) – Universidade Federal de 
São Carlos – UFSCar, São Carlos – SP, 2016. 

 

O endotélio é uma monocamada de células que se estende sobre a 

superfície interna vascular, responsável pela modulação do tônus vascular. Por meio 

da liberação do óxido nítrico (NO), o endotélio apresenta importante função protetora 

contra as doenças cardiovasculares, produzindo vasodilatação por diversos 

mecanismos e gerando uma série de outros efeitos, visto que em altas 

concentrações pode produzir efeitos tóxicos às células. Contudo, a disfunção 

endotelial é caracterizada principalmente pela diminuição da capacidade das células 

endoteliais em liberar NO, que pode ser decorrente da reação com ânion superóxido 

(O2
-) e formação de peroxinitrito (ONOO-). Em estudos prévios, foi verificado que 

complexos de rutênio podem inativar O2
- e também liberar NO. Contudo através de 

técnica de reatividade vascular em aorta de ratos hipertensos e normotensos, e 

estudo de detecção de NO liberado em células endoteliais, o objetivo do presente 

estudo foi avaliar o potencial da droga cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)](PF6)2 como 

estratégia farmacológica para reverter e/ou prevenir a disfunção endotelial 

encontrada no modelo de hipertensão arterial 2R-1C, bem como realizar a 

caracterização farmacológica dos efeitos dependentes da remoção do O2
- e 

liberação do NO induzidos por estas drogas.  Desta forma os principais resultados 

de reatividade vascular indicaram que o BPY na concentração de 0,1 µM foi capaz 

de reverter a disfunção endotelial presente nas aortas de animais 2R-1C. Da mesma 

forma, seu controle positivo, Deta-NO, em uma concentração específica 10 µM, foi 

capaz reverter a disfunção endotelial, além de apresentar potencialização de seus 

efeitos na presença do endotélio. Além disso, houve menor detecção de NO em 

HUVECs tratadas com Ang. II, além do composto BPY, ocorre pela maior formação 

de O2
-, uma vez que na presença de SOD ocorreu aumento na liberação de NO pelo 

BPY. Ainda, observou–se que o BPY libera NO em solução de forma concentração 

dependente e prolongada, em que a presença das células endoteliais aumentou a 

liberação de NO e a angiotensina II reduz sua liberação de NO, indicando redução 

ou oxidação no composto BPY e degradação do NO pela formação do O2
-. 

Palavras chave: disfunção endotelial, doadores de óxido nítrico, complexos de 
rutênio, vasodilatação. 
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ABSTRACT 

 

VATANABE, I.P. Use of ruthenium complex cis-[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PF6)2 for 
reversing and / or prevention of endothelial dysfunction in arterial 
hypertension. 2016. 80 f. Dissertação (Mestrado) – Universidade Federal de São 
Carlos – UFSCar, São Carlos – SP, 2016. 

The endothelium is a monolayer of cells that extends on the vascular inner surface, 
responsible for the modulation of vascular tone. By means of the release of nitric 
oxide (NO), the endothelium has an important protective function against 
cardiovascular diseases, producing vasodilation by several mechanisms and 
generating a series of other effects, since at high concentrations it may produce toxic 
effects to the cells. However, endothelial dysfunction is characterized mainly by the 
decreased ability of endothelial cells to release NO, which may be due to reaction 
with superoxide anion (O2

-) and formation of peroxynitrite (ONOO-). In previous 
studies, it was found that ruthenium complexes can also inactivate O2

- and NO 
release. However, through vascular reactivity technique in aortic hypertensive and 
normotensive rats, and detection study of released NO in endothelial cells, the 
objective of this study was to evaluate the potential of the drug cis-
[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PF6)2 as a pharmacologic strategy to reverse and/or prevent 
endothelial dysfunction found in the arterial hypertension model 2K-1C as well as to 
perform the pharmacological characterization of the dependent effects removal of O2

- 
and NO release induced by these drugs. Thus our major vascular reactivity results 
indicated that the BPY concentration of 0.1 µM was able to reverse the endothelial 
dysfunction present in the aortas of animals 2K-1C. Likewise, its positive control, 
Deta-NO in a specific concentration of 10 µM was able to reverse endothelial 
dysfunction, besides presenting a potentiating effect in the presence of endothelium. 
Furthermore, our results indicate that the lowest detection of NO in HUVECs treated 
with Ang. II, in addition to BPY compound occurs by the increased formation of O2

-, 
since in the presence of SOD there was an increased release of NO by BPY. 
Furthermore, it was observed that the BPY releases NO in solution in a sustained 
concentration-dependent form, where the presence of the endothelial cells increased 
and Angiotensin II reduces NO release, indicating a reduction or oxidation in BPY 
compound and also degradation of NO the formation of O2

-. 

Key words: endothelial dysfunction, nitric oxide donors, ruthenium complexes, 
vasodilation. 
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1. INTRODUÇÃO 

O endotélio é uma monocamada de células poligonais achatadas que se 

estende continuamente sobre a superfície interna vascular. Estas células são 

responsáveis pela modulação do tônus vascular devido à liberação de fatores 

vasoconstritores e vasodilatadores, incluindo o fator de relaxamento derivado do 

endotélio (endothelium-derived relaxing factor – EDRF ou Oxido Nítrico- NO) 

(Furchgott and Zawadzki, 1980). 

O óxido nítrico (NO) constitui uma das menores e mais simples moléculas 

produzidas pelo organismo, a partir da oxidação de um dos dois nitrogênios 

guanidino da L-arginina, que é convertido em L-citrulina, em reação catalisada pela 

enzima NO-sintase (NOS) (Moncada et al., 1989). O NO produzido na célula 

endotelial difunde-se rapidamente para o lúmen vascular e para as células do 

músculo liso vascular (Busconi and Michel, 1993).   

O endotélio vascular apresenta uma importante função protetora contra as 

doenças cardiovasculares, sendo que a liberação do NO apresenta um papel central 

nesta proteção (Davel et al., 2011; Vanhoutte, 2010). O NO induz vasodilatação por 

diversos mecanismos com a finalidade de diminuir a concentração citoplasmática de 

cálcio [Ca2+] no músculo liso vascular (Ignarro, 1989). No interior da célula muscular, 

o NO interage com o ferro do grupo heme da enzima guanilato ciclase solúvel (GCs), 

acarretando em alteração da conformação desta enzima, tornando-a ativa. A enzima 

guanilato ciclase solúvel (GCs) catalisa a saída de dois grupamentos fosfato da 

molécula de guanosina trifosfato (GTP), resultando na produção de guanosina 

monofosfato cíclica (GMPc) (Rapoport et al. 1983). Atuando como segundo 

mensageiro, o GMPc ativa proteína quinase dependente de GMPc (PKG), que 

fosforila várias proteínas celulares e pode promover relaxamento devido à 

diminuição do influxo de Ca2+, inibição da liberação e/ou aumento do 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=6316142&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
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armazenamento de Ca2+ no retículo sarco-endoplasmático (Gewalting and Kojda, 

2002).  

Além da via dependente de GMPc, o NO pode promover relaxamento por via 

independente de GMPc pela ativação direta dos canais para potássio, promovendo 

hiperpolarização da membrana celular (Bolotina et al., 1994) e ativação da Ca2+-

ATPase do retículo sarcoplasmático aumentando o armazenamento do Ca2+ no 

interior desta organela (Cohen et al., 1999).  

Além de participar do controle do tônus vascular, o NO inibe a agregação 

plaquetária, diminui a expressão de moléculas de adesão, a proliferação de células 

do músculo liso vascular (Vanhout et al., 2009) e apresenta um importante efeito 

anti-inflamatório que é decorrente da ativação dos receptores PPAR (Ptasinska et 

al., 2007) e inibição do NF-B (Mendes et al., 2002). Desta forma, a ação do NO é 

de grande relevância para prevenção da formação das placas ateromatosas, que 

ocorre na aterosclerose (Li et al., 2002) e portanto para a precaução do 

desenvolvimento de patologias cardiovasculares. Neste sentido, pesquisas têm 

demonstrado que a diminuição da biodisponibilidade do NO contribui para o 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares (Kawashima and Yokoyama, 2004, 

Harrison, 1997). 

Por ser uma espécie radicalar, o NO reage rapidamente com outras 

moléculas que apresentam elétron desemparelhado, sendo extremamente instável 

em condições fisiológicas (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 segundos) (Nishida et al., 1992). Por isso, a 

manutenção dos níveis basais do NO requer sua síntese constante, uma vez que é 
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essencial a presença do NO em baixas concentrações para homeostase do sistema 

cardiovascular.  

O NO apresenta propriedade citoprotetora e citotóxica, sendo esta atividade 

dependente de sua concentração (Thomas et al., 2008). O estudo das 

características químicas do NO, em meio biológico, classifica os seus efeitos em 

diretos e indiretos. Os efeitos diretos ocorrem em reações diretas do NO com suas 

moléculas alvo, por isso geralmente ocorrem em baixas concentrações ([NO] < 200 

nmol/L). Por outro lado, os efeitos indiretos requerem que o NO reaja com oxigênio 

ou superóxido (O2) para gerar espécies reativas de nitrogênio, as quais reagem com 

as moléculas alvo para gerar efeito. Por isso, altas concentrações de NO ([NO] > 

400nmol/L) são necessárias para a geração do efeito indireto (Thomas et al., 2008). 

Altas concentrações de NO e/ou O2
- podem potencializar seus efeitos 

citotóxicos pelo peroxinitrito (ONOO-) (produto da reação entre NO e O2
-), que é um 

potente oxidante capaz de oxidar tióis e bases do DNA, LDL e formar isoprostanos 

(Ischiropoulos and Al-mehdi, 1995). Assim, a manutenção dos níveis fisiológicos de 

NO e a remoção do O2
- pode diminuir os efeitos citotóxicos causados pelo ONOO-. 

A disfunção endotelial é caracterizada principalmente pela diminuição da 

capacidade das células endoteliais em liberar NO (Vanhoute et al., 2009). Para 

mensurar a função endotelial pode-se utilizar estudos de reatividade vascular, no 

qual se utiliza um estímulo farmacológico (acetilcolina ou bradicinina) ou estímulo 

mecânico (estresse de cisalhamento vascular) (Dharmashankar and Widlansky, 

2010). A vasodilatação em resposta a estes estímulos é diretamente relacionada à 

capacidade de produção e liberação de NO pelas células endoteliais. Outra forma de 

estudar a função endotelial é pela utilização de células endoteliais isoladas, 

tratando-as com estímulos que induzam disfunção (como a angiotensina II) e 
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realizando a quantificação do NO (Zhang et al., 1999). A disfunção endotelial tem 

sido considerada um marcador para a presença de doenças cardiovasculares 

(Vanhoute et al., 2009), uma vez que a diminuição da biodisponibilidade do NO 

contribui para o desenvolvimento e progressão da hipertensão arterial (Yetik-anacak 

and Catravas, 2006) e aterosclerose (Kawashima and Yokoyama, 2004, Harrison, 

1997), as quais podem levar ao desenvolvimento de doenças isquêmicas cardíacas, 

infarto do miocárdio e até insuficiência cardíaca. Também, há evidências crescentes 

de que a disfunção endotelial desempenha um papel importante no desenvolvimento 

da Doença de Alzheimer (Soiza and Kelleherl, 2013). Um dos mecanismos 

propostos é de que ocorre suprimento inadequado de sangue para sistema nervoso 

central, que por sua vez contribui para a formação e acúmulo de placas amilóides e 

emaranhados neurofibrilares, que por si acarretam uma neurodegeneração (Arror et 

al., 2013). 

 Muitos fatores contribuem para diminuição na biodisponibilidade ou produção 

do NO por induzir aumento na produção do O2
-, incluindo a hipercolesterolemia 

(August et al., 2006), angiotensina II (Griendling et al., 1994; Rajagopalan et a., 

1996; Mohazzab et al., 1994), dentre outros. O complexo enzimático NAD(P)H 

oxidase é a maior fonte de superóxido nas células vasculares (Griendling et al., 

1994). Em células endoteliais, a LDL oxidada induz aumento de TNF-α e interleucina 

1 (IL-1), que por sua vez inibe a expressão da enzima eNOS, corroborando a 

diminuição da biodisponibilidade do NO (Jian et al., 2004). O aumento de TNF-α, nas 

células endoteliais, e a ativação dos receptores AT1 de angiotensina II (Griendling et 

al., 1994; Rajagopalan et a., 1996; Mohazzab et al., 1994) ativam o complexo 

enzimático NAD(P)H oxidase, aumentando a formação de O2
- (Frey et al., 2002).  
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O O2
- diminui a biodisponibilidade do NO e também ativa NF-κB (Nagaosa et 

al., 2003), que é um importante fator de transcrição pró-inflamatório, o qual tem sido 

encontrado ativado nas células do sistema cardiovascular na presença de doenças 

cardiovasculares, incluindo a hipertensão arterial (Biswas and Faria, 2007), a 

aterosclerose (Winther et al., 2005) e a insuficiência cardíaca (Hall et al., 2006). Em 

sua forma inativa, o NF-B reside no citoplasma ligado a proteínas inibitórias 

chamadas de IB. Além do O2
-, o NF-B pode ser ativado por outros estímulos, 

incluindo o TNF-α, a IL-1, hiperglicemia, estresse de cisalhamento vascular, LDLox, 

dentre outros (de Martin et al., 2000). Em células endoteliais, o NF-B induz a 

expressão da molécula de adesão VCAM-1 que é importante no recrutamento de 

neutrófilos que facilitam a entrada e o recrutamento dessas células para a túnica 

média dos vasos, que é importante na formação da placa ateromatosa (Moore and 

Freeman, 2006). 

O processo inflamatório apresenta relevante função na fisiopatologia de 

doenças cardiovasculares, incluindo a hipertensão (Johnson et al., 2005), 

aterosclerose (Winther et al., 2005) e insuficiência cardíaca (Hall et al., 2006). Em 

modelos experimentais, a inibição do NF-κB apresentou importante efeito anti-

hipertensivo (Koeners et al., 2011) e efeito cardioprotetor (Hall et al., 2006). Desta 

forma, a diminuição na atividade do NF-κB induzida pelo NO (Mendes et al., 2002) e 

pela remoção do O2
- (Nagaosa et al., 2003) pode ser uma importante estratégia na 

prevenção e/ou reversão de doenças cardiovasculares.  

Em artéria aorta de ratos hipertensos renais modelo dois rins um clip 

(2R-1C) foi verificado que o relaxamento induzido pelo NO é prejudicado, tanto no 

relaxamento dependente do endotélio (Rodrigues et al., 2010; Callera et al., 2000) 

quanto no independente do endotélio (Rodrigues et al., 2007; Rodrigues et al., 
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2008). Esta resposta foi atribuída à elevada concentração de O2
- encontrada nas 

artérias dos animais hipertensos, o que diminuiu a biodisponibilidade do NO 

(Rodrigues et al., 2008).  

Em caracterização feita em células endoteliais de porco, verificou-se 

que o endotélio das coronárias apresenta maior acúmulo de espécies reativas de 

oxigênio (incluindo o O2
-) e baixa expressão de proteínas antioxidantes, quando 

comparado às células endoteliais não coronarianas (Civelek et al., 2011). Estes 

resultados sugerem que as células endoteliais coronarianas são mais susceptíveis 

ao desenvolvimento da aterosclerose, comparado às endoteliais não coronarianas, o 

que está diretamente relacionado a diminuição da biodisponibilidade do NO (Otsuka 

et al., 2012).  

Desta forma, a utilização de compostos que possam atuar como 

sequestrador de O2
- e ao mesmo tempo doador de baixas doses NO, poderia 

reverter e/ou prevenir a disfunção endotelial presente nas doenças cardiovasculares. 

Os doadores de NO mais utilizados na clínica médica são os nitratos orgânicos e 

inorgânicos, nitroglicerina e nitroprussiato de sódio, respectivamente. Porém, o 

tratamento crônico com a nitroglicerina induz tolerância que se caracteriza pela 

perda dos seus efeitos hemodinâmicos (Feelish and Kelm, 1991) e também induz a 

disfunção endotelial (Munzel et al., 2000). Quanto ao nitroprussiato, a liberação do 

NO é acompanhada pela liberação de cianeto, que apresenta alta toxicidade ao 

organismo e o tratamento crônico induz a disfunção endotelial (Fukatsu et al., 2007). 

Além disso, a administração endovenosa de nitroprusiato induz rápida e intensa 

queda na pressão arterial com consequente taquicardia reflexa (Yakazu et al., 2001). 

Assim, a tolerância, a formação de cianeto, a taquicardia reflexa e a disfunção 

endotelial são fatores limitantes para o uso destes doadores de NO. 
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Desta maneira, os macrocíclicos nitrosilo de rutênio estão sendo estudados 

como doadores de NO (Rodrigues et al., 2007; Rodrigues et al., 2008, Rodrigues et 

al., 2011; Rodrigues et al., 2012; Sauaia et al., 2003; De lima et al., 2006; Da Silva 

and Tfouni, 1992; Torsoni et al., 2002), que são atrativos por apresentarem formas 

ativas que são estáveis em condições fisiológicas e com baixa toxicidade (Rodrigues 

et al., 2011; Sauaia et al., 2003; De lima et al., 2006). Outra importante característica 

apresentada por estes compostos é a liberação prolongada de NO, observada em 

tanto em animais hipertensos, através da geração de um efeito hipotensor 

prolongado (Rodrigues et al., 2012; De Gaitani et al., 2009) quanto em estudos de 

cinética de liberação de NO in vitro (Zanichelli et al., 2007; Bonaventura er al., 2004). 

A liberação do NO pelos complexos de rutênio não ocorre de forma espontânea, é 

necessário que estes compostos sejam reduzidos por redutores biológicos ou pela 

luz (Rodrigues et al., 2008, Rodrigues et al., 2011; De lima et al., 2006).  

Segundo Silva e cols (2008), fármacos, cujo centro metálico é o rutênio, como 

o BPY, possuem boa aplicação clínica, principalmente pela baixa a toxidade do íon 

metálico que se deve à semelhança das propriedades físico químicas com as do íon 

ferro. O organismo consegue proteger-se dos efeitos causados pelo excesso de 

ferro, como a transferrina e a albumina, desta forma, acredita-se que o mecanismo 

de proteção contra a toxicidade do rutênio seria o mesmo (Allardyce, 2001; Silva, 

2008,). Sendo assim, com base na literatura existente sobre este tema, constata-se 

que o BPY é, portanto atrativo por apresentar forma ativa em condições fisiológicas 

(Rodrigues et al., 2011; Sauaia et al., 2003; De lima et al., 2006). 

Algumas evidências experimentais sugerem que os complexos de rutênio 

podem ser reduzidos pelo O2
-, que por sua vez poderia induzir liberação de NO e ser 

inativado pelos complexos de rutênio (Stanbury et al., 1980). Em trabalho prévio, 
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Rodrigues e cols (2011) demonstraram que o composto cis-[Ru(H-dcbpy-)2(Cl)(NO)] 

(Figura 1A) gera NO em artéria de ratos (Rodrigues et al., 2011) e é capaz de 

inativar o O2
- gerado pela enzima xantina oxidase (resultados não publicados). O 

efeito vasodilatador também foi observado em estudo de reatividade vascular feito 

em artéria de ratos normotensos, em que se verificou que o composto cis-

[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)](PF6)2 (Figura 1B) é mais potente quanto ao seu efeito 

vasodilatador e libera o NO no meio intracelular (dados não publicados), comparado 

com o composto cis-[Ru(H-dcbpy-)2(Cl)(NO)] que é menos potente e libera NO 

principalmente no meio extracelular (Rodrigues et al., 2011). Entretanto, não foi 

verificado se o composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)](PF6)2 (Figura 1B) é capaz de 

inativar o O2
-. 

Considerando que a disfunção endotelial está presente em diversas doenças 

cardiovasculares, a qual é causada principalmente pela degradação do NO induzida 

pelo O2
- e que o complexo de rutênio cis-[Ru(bpy)2(NO2

-)(NO)](PF6)2 é doador de NO 

que pode atuar como sequestradores de O2
-, a hipótese levantada neste projeto é de 

que o composto pode reverter e/ou prevenir a disfunção endotelial. Para testar esta 

hipótese, será utilizado o modelo de hipertensão 2R-1C e também cultura de células 

endoteliais estimuladas com angiotensina II, uma vez que nestas condições é 

possível obter células endoteliais disfuncionais com elevadas concentrações de O2
- 

(Rodrigues et al., 2008; Zhang et al., 1999).  
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2.) OBJETIVO GERAL 

Avaliar o potencial da droga cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)](PF6)2 como estratégia 

farmacológica para reverter e/ou prevenir a disfunção endotelial encontrada no 

modelo de hipertensão arterial 2R-1C, bem como caracterizar os efeitos 

dependentes da remoção do O2
- e liberação do NO induzido por esta droga.   

 

3. MÉTODOS 

3.1) Síntese do composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)](PF6)2. 

O composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)](PF6)2 foi sintetizado no Laboratório do 

Prof. Dr Roberto Santana Da Silva, da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Ribeirão Preto (FCFRP-USP), por colaboração estabelecida.  

 

3.2) Animais 

Foram utilizados ratos Wistar machos (180- 200 g), fornecidos pelo Biotério 

Central da Universidade Federal de São Carlos - UFSCar e mantidos no biotério do 

Laboratório de Neuroendocrinologia do DCF (Responsável: Profa. Dra. Keico Okino 

Nonaka). Os animais foram mantidos em condições de luz e temperatura 

controlados, alimentados exclusivamente com ração para ratos e água à vontade. 

Esta pesquisa recebeu parecer favorável do Comissão de Ética no uso de Animais 

da UFSCar (nº Protocolo: 012/2013). 

3.3) Cirurgia para indução da Hipertensão Renal 2R-1C 

Para obtenção de ratos com hipertensão renal 2R-1C, foi utilizada a técnica 

descrita por Goldblatt (1934) de laparotomia mediana e adaptada por Shaffemburg 

(1959) para pequenos animais. Os animais foram anestesiados com Tribromoetanol 

na concentração 5mg/kg, foi administrado 1ml a cada 100g de peso e implantado um 

clip de prata com abertura de 0,2 mm na artéria renal, como descrito previamente 
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(Rodrigues et al., 2007; Rodrigues et al., 2008; Rodrigues et al., 2010). Os animais 

controle denominados sham-operados ou dois rins (2R) foram submetidos às 

mesmas condições, porém sem a colocação de clipe de prata na artéria renal. Em 

seguida, a incisão foi suturada e os animais tratados com dose única (0,2g/kg) de 

antibiótico oxitetracidina, por via intramuscular. 

3.4) Medida da pressão arterial (método não invasivo) 

 

A pressão arterial sistólica (PAS) foi determinada nos animais acordados pela 

técnica de pletismografia de cauda (NIBP System-ADinstruments), antes do 

procedimento cirúrgico e seis semanas após este procedimento. Foram utilizados os 

animais do grupo 2R-1C (hipertensos) que apresentarem PAS maior ou igual a 160 

mmHg. 

 

3.5) Estudo funcional de reatividade vascular em artéria aorta 

Para o registro da tensão isométrica, utilizamos preparações da aorta torácica 

isoladas de ratos. Os ratos foram eutanasiados por decapitação, as aortas foram 

isoladas dissecadas e cortadas em segmentos de aproximadamente 3,0 mm de 

comprimento, como descrito previamente (Rodrigues et al., 2011). 

Os anéis de aorta foram montados entre dois ganchos de metal e mantidos 

em banho para órgão isolado contendo 10 mL de solução fisiológica de Krebs (com 

a seguinte composição em mmol/L: NaCl 130,0; KCl 4,7; KH2PO4 1,2; CaCl2 1,6; 

MgSO4 1,2; NaHCO3 14,9; glicose 5,5) em pH 7,4, sob gaseificação com mistura de 

carbogênio (95% O2 e 5% CO2), a 37°C. Para estabilização, as preparações 

permaneceram em repouso por 60 minutos sob tensão basal de 1,5g 

(predeterminada pela curva de tensão com KCl). As aortas foram estimuladas com 
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EC50 da fenilefrina (0,1μmol/L) até que as contrações fossem reproduzidas e a 

seguir, iniciamos os protocolos específicos. Utilizamos Miógrafo (Danish Myo Tech, 

modelo 610M, JP-Trading I/S, Aarhus, Dinamarca) para estudo de tensão 

isométrica. O miógrafo foi conectado a um sistema para aquisição de dados 

(PowerLab / 8SP, ADinstruments, Austrália) e este a um computador. Em alguns 

experimentos o endotélio vascular foi removido mecanicamente para evitar a 

interferência do NO endógeno. A efetividade dessa remoção foi demonstrada pela 

ausência de relaxamento à acetilcolina (1μmol/L) em aorta pré-contraída com a 

EC50 da fenilefrina (0,1μmol/L). Em experimentos em que a investigação dependiam 

da presença do endotélio, conduziu-se somente em aortas que apresentaram 

relaxamento mínimo de 60% para aorta dos animais 2R-1C e 80% para aorta de 

animais 2R.  

3.5.1) Em artéria aorta isolada de ratos hipertensos renais (2R-1C) avaliar 

se o tratamento com o composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)](PF6)2 reverte a 

disfunção endotelial. Para a realização destes experimentos, as aortas foram 

isoladas de ratos hipertensos (2R-1C) e montadas em miógrafo (Danish Myo Tech, 

modelo 610M, JP-Trading I/S, Aarhus, Dinamarca).  

    Objetivo: Comparar a curva de relaxamento dependente do endotélio com 

e sem a incubação com o composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)](PF6)2, para avaliarmos 

se ocorre melhora na função endotelial.  

Protocolo: 

a) Em anéis de aorta com o endotélio íntegro foi feita a incubação com o 

composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)](PF6)2 durante 30 minutos, nas seguintes 

concentrações: 0,01; 0,1; 1,0; 10µM. Passado o tempo de incubação, as artérias 

foram lavadas e realizada uma curva concentração efeito para a acetilcolina (0,01µM 
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a 10µM). Como controle, o mesmo procedimento foi feito pela incubação das aortas 

com o solvente do composto (PBS). 

  

3.5.2) Em artéria aorta isolada de ratos hipertensos renais (2R-1C) avaliar 

se o tratamento com o composto Deta-NO reverte a disfunção endotelial. Para 

a realização destes experimentos, as aortas foram isoladas de ratos hipertensos 

(2R-1C) e normotensos (2R- para PBS/controle) e montadas em miógrafo (Danish 

Myo Tech, modelo 610M, JP-Trading I/S, Aarhus, Dinamarca).   

    Objetivo: Comparar a curva de relaxamento dependente do endotélio com 

e sem a incubação com o composto Deta-NO, para avaliarmos se ocorre melhora na 

função endotelial.  

Protocolo: 

a) Em anéis de aorta com o endotélio íntegro foi feita a incubação com o 

Deta-NO, que é um doador de NO, durante 30 minutos, nas seguintes 

concentrações: 0,1; 1,0; 10µM. Passado o tempo de incubação, as artérias foram 

lavadas e foi realizada uma curva concentração efeito para a acetilcolina (0,01µM a 

10µM). Como controle, o mesmo procedimento foi feito pela incubação das aortas 

com PBS. 

3.5.3) Em artéria aorta isolada de ratos Hipertensos (2R-1C) e 

Normotensos (2R) avaliar a curva de relaxamento para o composto Deta-NO na 

presença e ausência do L-NAME (inibidor da NOS). Para a realização destes 

experimentos, as aortas com e sem endotélio foram isoladas de ratos hipertensos 

(2R-1C) e normotensos (2R- para PBS/controle) e montadas em miógrafo (Danish 

Myo Tech, modelo 610M, JP-Trading I/S, Aarhus, Dinamarca).   
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    Objetivo: Avaliar se a presença do endotélio altera o relaxamento para o 

doador de NO Deta-NO e se a alteração encontrada envolve a participação da 

enzima óxido nítrico sintase (NOS).  

Protocolo: 

a) Em anéis de aorta com e sem endotélio foram realizadas curvas 

concentração efeito para a Deta-NO (0,01µM a 10µM), na presença ou ausência do 

L-NAME (100 µM) que é um inibidor não seletivo da NOS. Os anéis foram incubados 

com L-NAME ou PBS (controle) durante 30 minutos antes da realização da curva 

para Deta-NO. 

 

3.6) Cultura Celular 

Para este estudo foram utilizadas células endoteliais de veia umbilical humana 

(HUVECs). O cultivo das células foi iniciado após descongelamento a 37 ºC em 

banho maria de uma alíquota de células congeladas em nitrogênio líquido. Após o 

descongelamento, as células foram imersas em meio para cultura Dulbecco MEM 

(DMEM) suplementado com antibiótico antimicótico (1% - Sigma) e 10% de soro 

bovino fetal - FBS (Invitrogen) inativado por 30 minutos a 56 ºC, levadas a estufa de 

CO₂ (5%) a 37ºC por 4 horas em garrafas plásticas de cultura de 25 cm². Após esta 

etapa, o sobrenadante foi retirado e o sedimento celular lavado duas vezes com 

PBS (solução salina em tampão fosfato) estéril para retirar qualquer resíduo de 

dimetilsulfóxido (DMSO) utilizado na etapa de congelamento. O meio de cultivo foi 

trocado de dois em dois dias até que as culturas atingissem confluência de 90 a 

100% de células aderidas. Após isto, as células foram plaqueadas em placa com 6 

poços para a realização dos experimentos.   
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3.7) Detecção de NO utilizando eletrodo 

A detecção do NO foi feita de forma indireta pela quantificação do nitrito 

(NO2), que é um metabólito estável do NO. A detecção do nitrito foi realizada em 

cuba com agitação constante, na qual foi adicionado 1 mL de solução de trabalho 

que é composta por água deionizada, 1M de ácido sulfúrico e 15mg/ml de iodeto de 

potássio. Nesta solução ocorre a redução do nitrito para NO (como mostra a 

equação abaixo), o qual é detectado pelo eletrodo sensível ao NO (InNO-T-II, Nitric 

Oxide Measuring System, - Inovative Instruments, Inc.). Como mostra a equação 

química abaixo, a proporção molar de nitrito para o NO é de 1:1, consequentemente, 

a quantidade de NO gerado é igual à quantidade de adição de nitrito.  

2 NO₂⁻   +  2I⁻   +   4H⁺   →   2NO   +   I2   +   2H₂O 

Previamente a quantificação do NO, foi realizada curva de calibração 

utilizando solução de nitrito de sódio padrão (Innovative Instruments Inc), sendo 

preparada em solução 25 mol/L H₂O. Para a realização da curva de calibração, 

adiciona-se 3 mL de solução de trabalho na cuba, aguarda-se a linha de leitura 

(valor em pA) estabilizar e assim adiciona-se as seguintes concentrações: 50, 100, 

150 e 200 nM de nitrito de sódio. Cada adição ocorre separadamente e aguarda-se 

a linha de leitura estabilizar para a próxima adição e consequente leitura. Com os 

valores das leituras encontra-se um fator de correção, que é obtido pelo valor da 

leitura (em pA) dividido pela concentração de nitrito de sódio (nM) adicionada. O 

fator de correção final é obtido pela média dos valores encontrados para cada 

adição (Resultado da média de leituras= 1nM de NO).  

Para a quantificação do NO produzido pelas células endoteliais, as células 

foram plaqueadas em placas com 6 poços a uma concentração de 4x10-6 células por 

poço. No outro dia, as células estavam com aproximadamente 95% de confluência, 

aí procedemos para quantificação do NO.  
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O meio DMEM foi removido dos poços, as células foram lavadas 2 vezes com 

PBS e os diferentes tratamentos foram realizados em diferentes poços. Os 

tratamentos foram: controle (adição do PBS suplementado), BPY nas concentrações 

1, 10 e 100 μM; Tempol 100 μM e Angiotensina II 0,1µM (ZHANG et al.,1999). O 

volume final adicionado em cada poço foi de 1000 µL e o tempo de incubação para 

cada tratamento foi de 180 minutos. 

Posteriormente, na cuba com 1000 µL de solução de trabalho em agitação 

constante e eletrodo emergido, adicionamos 800µL do sobrenadante dos poços na 

cuba, realizando a respectiva leitura. Todas as leituras foram realizadas da mesma 

forma, com a troca da solução de trabalho a cada nova adição de sobrenadante. 

3.7.1) Liberação de NO do composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)](PF6)2 

na presença células endoteliais com disfunção. A obtenção de células 

endoteliais com disfunção foi padronizada no laboratório em projeto de pesquisa 

desenvolvido por uma aluna de iniciação científica FAPESP (Proc. 2013/12365-3). A 

liberação de NO pelos compostos  foi determinada na presença de células 

endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC). As células disfuncionais foram 

obtidas pela incubação com 0,1µM de angiotensina II (Zhang et al., 1999). 

Juntamente com angiotensina II, as células foram incubadas com o composto cis-

[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PF6)2  e Tempol (mimético da SOD). A quantificação do NO foi 

feita ao longo dos tempos 0, 30, 60, 120 e 180 minutos, por eletrodo seletivo para 

NO (InNO-T-II, Nitric Oxide Measuring System, - Inovative Instruments, Inc.). Os 

protocolos a seguir foram realizados em células normais e disfuncionais. 

 Objetivo: Avaliar se o O2
- (presente principalmente nas células disfuncionais) atua 

como redutor dos compostos na liberação de NO e/ou degrada o NO liberado e se o 

Tempol atua revertendo esse efeito. 
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Protocolos: 

a)   Cinética de liberação de NO do composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)](PF6)2, ao 

longo dos tempos 0, 30, 60, 120, 180, 240 e 300 minutos após o tratamento, na 

concentração de 10 μM. Como controle, estes experimentos foram realizados na 

ausência das células endoteliais.  

b) Liberação de NO do composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)](PF6)2, após 180 

minutos de incubação com a droga, nas concentrações: 1, 10 e 100 μM. Como 

controle, estes experimentos foram realizados na ausência das células endoteliais.  

c) Liberação de NO do composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)](PF6)2, após 180 

minutos de incubação com a droga, nas concentrações: 10 e 100 μM + 100 μM de 

Tempol (mimético da SOD). Como controle, estes experimentos foram realizados na 

ausência das células endoteliais. 

d) Liberação de NO do composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)](PF6)2, após 180 

minutos de incubação com a droga, na concentração 10 μM + 1 μM SOD. Como 

controle, estes experimentos foram realizados na ausência das células endoteliais. 

 

3.8) Espectroscopia ultravioleta-visível  

3.8.1) Estudo do efeito antioxidante do composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
-

)(NO)](PF6)2 utilizando espectroscopia UV-visível 

Objetivo: verificar se os compostos em estudo apresentam efeito antioxidante pelo 

método de redução do citocromo-C. 

Para a geração de O2
-, foram utilizados o substrato enzimático hipoxantina 

(HX 500 μMol/L) e a enzima xantina oxidase (XO 5 mU). A formação de O2
- foi avaliada 

pelo método espectrofotométrico baseado na redução do citocromo-C, que 
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apresenta aumento na absorbância em 550nm com o aumento de O2
- (THOMAS et 

al., 2006). O experimento foi feito em pH 7,4 a 37ºC, as soluções foram preparadas 

imediatamente antes do uso. A quantificação dos resultados foi feita pelo delta de 

absorbância detectada ao longo do tempo – absorbância inicial, ∆ Absorbância).  

Para utilização como controle positivo, foi utilizada a SOD 20 μM, que catalisa a 

dismutação O2
- em oxigênio e peróxido de hidrogênio. O BPY foi testado nas 

concentrações 1; 01; 0,01; 0,001 e 0,0001μM. 

 

3.9) Forma de Análise dos Resultados 

Após a coleta, os dados foram devidamente analisados utilizando ANOVA 

seguida de um pós-teste Newman Keuls ou o teste t de Student para determinar a 

significância da diferença entre os grupos dentro do mesmo ensaio. Foi adotado 

nível de significância de 5% para que as diferenças sejam consideradas 

estatisticamente significativas. 

4.0) Resultados  

4.1) Reatividade Vascular 

Como pode ser observado na figura 1, a acetilcolina induziu relaxamento 

em aortas pré-contraídas com fenilefrina. Porém, a potência e o efeito máximo foram 

menores em aortas de ratos 2R-1C (pD2: 6,34 ± 0,07; n = 6; Emax: 71,01 ± 2,58 

n=6) quando comparado com aorta de ratos 2R (pD2: 7,07 ± 0,22; n = 7; Emax: 

93,90 ± 2,79 n=7), indicando disfunção endotelial em aortas de ratos 2R-1C (Figura 

1). 
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Figura 1 - Curva concentração efeito para Acetilcolina em aorta de ratos 2R-1C e 2R 
após a incubação de PBS (veículo): Relaxamento da aorta de ratos 2R e 2R-1C com 
endotélio (E+), incubadas com PBS (veículo) em anéis de aorta pré-contraídos com 
fenilefrina. Curvas concentração-efeito cumulativas foram realizadas para o composto 
Acetilcolina. Os valores são as médias ± S.E.M. do número de experimentos realizados em 
preparações obtidas a partir de diferentes animais.  * indica diferença no pD2 entre 2R PBS 
E+ vs 2R-1C PBS E+ (p< 0,001).  

 

O tratamento dos anéis de aorta com BPY nas concentrações 0,01 e 1,0 não 

aumentou a potência de relaxamento para acetilcolina na aorta dos ratos 2R-1C 

(pD2 0,01 µM: 6,51 ± 0,16 n = 5 e 1,0 µM: 6,66 ± 0,13 n = 7) quando comparado 

com 2R-1C controle-PBS (pD2 PBS: 6,70 ± 0,03; n = 4) (Figura 2 e Figura 3). 

Contudo, nas concentrações de 0,1µM e 10 µM o BPY foi capaz de aumentar a 

potência para acetilcolina na aorta dos ratos 2R-1C (pD2 0,1 µM: 7,74 ± 0,08, n= 7, 

p<0,001 e 10 µM: 6,92 ± 0,25 n = 7, p<0,05) quando comparado com 2R-1C 

controle-PBS (pD2 PBS: 6,70 ± 0,03; n = 4) (Figura 2 e Figura 3).  

O tratamento nas concentrações testadas 1,0 e 10µM de BPY não aumentou 

o Emax para acetilcolina na aorta dos ratos 2R-1C (Emax 1,0µM: 89,00 ± 2,32 n = 7 

e 10µM: 89,84 ± 1,92 n = 7) quando comparado com 2R-1C controle-PBS (Emax 
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PBS:  87,75 ± 0,47 n=4). No tratamento na concentração 0,01 e 0,1 µM, o BPY 

aumentou o Emax para acetilcolina na aorta dos ratos 2R-1C (Emax 0,01µM: 92,11 

± 3,66 n = 5, p<0,05; 0,1µM: 90,85 ± 1,34 n = 6, p<0,001) quando comparado ao 

controle – PBS (p<0,05), (Figura 4).  

Contudo o tratamento com 0,1µM de BPY em aorta de ratos 2R-1C foi 

foi capaz de não só aumentar a potência de relaxamento induzida pela Acetilcolina, 

como também de normalizou o relaxamento máximo (Emax 0,1µM: 94,36 ± 2,40 n = 

8), ou seja, deixou os valores de pD2 e Emax para acetilcolina similares ao obtido 

em aorta de ratos 2R (pD2: 7,32 ± 0,11; n = 7; Emax: 98,64 ± 2,33 n=7). Desta 

forma, pode-se observar a reversão da disfunção endotelial na aorta dos animais 

2R-1C pelo tratamento com 0,1µM de BPY (Figura 4). 

Assim como observado para o doador Deta-NO (na concentração 

10µM), o tratamento com 0,1µM de BPY em aorta de ratos 2R-1C normalizou o 

relaxamento induzido pela acetilcolina, ou seja, deixou os valores de pD2 e Emax 

para acetilcolina similares aos obtidos em aortas de ratos 2R (Figura 3 e figura 4).  

O tratamento dos anéis de aorta com BPY em todas as concentrações 

testadas não aumentou a potência de relaxamento para acetilcolina na aorta dos 

ratos 2R (pD2 0,01 µM: 8,18 ± 0,70 n = 6; 0,1 µM: 7,63 ± 0,39 n = 6; 1,0 µM: 7,44 ± 

0,46 n = 6 e ; 10 µM: 7,21 ± 0,25 n = 6) quando comparado com 2R controle-PBS 

(pD2 PBS: 8,05 ± 0,57; n = 8) (Figura 5 e figura 6). 

O tratamento em todas as concentrações testadas de BPY não aumentou no 

Emax para acetilcolina na aorta dos ratos 2R (Emax 0,01 µM: 99,67 ± 1,87 n = 6; 0,1 

µM: 97,21 ± 1,47 n = 6; 1,0 µM: 98,31 ± 1,09 n = 6; 10 µM: 96,45 ± 1,53 n = 6) 

quando comparado com 2R controle-PBS (Emax PBS:  101,93 ± 4,43 n=3) (Figura 

7). 



31 

 

 
Figura 2 - Curva concentração efeito para Acetilcolina após incubação com BPY em 

aorta de ratos 2R-1C: Curvas concentração efeito para a acetilcolina em anéis de aorta de 

ratos 2R e 2R-1C com endotélio integro, incubadas com PBS (controle) ou diferentes 

concentrações do BPY, contraídas com fenilefrina. Os valores são as médias ± S.E.M. do 

número de experimentos realizados em preparações obtidas a partir de diferentes animais.  

* - Indica diferença no valor de pD2 entre 2R-1C PBS vs 2R-1C BPY 0,1µM (p<0.001); 2R-

1C PBS vs 2R-1C BPY 10 µM (p<0,005) e 2R-1C PBS vs 2R PBS (p<0.001). 

 

 

  

 
 

Figura 3 - Valores de pD2 após incubação com BPY em aorta de ratos 2R-1C: Valores 
de pD2 obtidos das curvas de relaxamento para Acetilcolina em anéis de aorta de ratos 
hipertensos com endotélio integro, incubadas com PBS (controle) ou diferentes 
concentrações do composto BPY. Os valores são as médias ± S.E.M. do pD2. 
* - Indica diferença estatística entre 2R-1C PBS vs 2R-1C BPY 10 µM  (p<0,05) 

*** - Indica diferença estatística entre 2R-1C PBS vs 2R-1C BPY 0,1 µM  (p<0,001) e 2R-1C 

PBS vs 2R PBS (p<0,001). 
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Figura 4 - Emax – após incubação com BPY em aorta de ratos 2R-1C: Gráfico 
representando o percentual máximo de relaxamento induzido pela acetilcolina de anéis de 
aorta de ratos hipertensos com endotélio integro, incubadas com PBS (controle) e diferentes 
concentrações do composto BPY. Os valores são as médias ± S.E.M. do relaxamento 
máximo atingido para cada condição de tratamento. 
* - Indica diferença estatística entre 2R-1C PBS vs 2R-1C BPY 0,01 µM  (p<0,05) 

*** - Indica diferença estatística entre 2R-1C PBS vs 2R-1C BPY 0,1 µM  (p<0,001) e 2R-1C 

PBS vs 2R PBS (p<0,001). 

 
Figura 5 - Curva concentração efeito para Acetilcolina após incubação com BPY em 
aorta de ratos 2R: Curvas concentração efeito para a acetilcolina em anéis de aorta de 
ratos 2R com endotélio integro, incubadas com PBS (controle) ou diferentes concentrações 
do BPY, contraídas com fenilefrina. Os valores são as médias ± S.E.M. do número de 
experimentos realizados em preparações obtidas a partir de diferentes animais. Não houve 
diferença significativa. 
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Figura 6 - Valores de pD2 após incubação com BPY em aorta de ratos 2R:  Valores de 
pD2 obtidos das curvas de relaxamento para Acetilcolina em anéis de aorta de ratos 
normotensos com endotélio integro, incubadas com PBS (controle) ou diferentes 
concentrações do composto BPY. Os valores são as médias ± S.E.M. do pD2. Não houve 
diferença significativa. 
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Figura 7 - Emax – após incubação com BPY em aorta de ratos 2R-1C: Gráfico 

representando o percentual máximo de relaxamento induzido pela acetilcolina de anéis de 

aorta de ratos normotensos com endotélio integro, incubadas com PBS (controle) e 

diferentes concentrações do composto BPY. Os valores são as médias ± S.E.M. do 

relaxamento máximo atingido para cada condição de tratamento. Não houve diferença 

significativa. 

 

 

Como controle positivo foi utilizado o doador de NO Deta-NO, que é um 

doador espontâneo. O tratamento durante 30 minutos das aortas em todas as 

concentrações testadas de Deta-NO em ratos 2R-1C melhorou o relaxamento 

induzido pela acetilcolina (Figura 8). O tratamento com as concentrações testadas 

(0,1; 1,0 e 10µM) aumentou a potência de relaxamento para acetilcolina na aorta dos 

ratos 2R-1C (pD2 0,1µM: 7,06 ± 0,16  n = 4, P<0,01; 1,0µM: 6,90 ± 0,22 n = 5, 

P<0,05 e 10µM: 7,62 ± 0,18 n = 6, P<0,001) comparado com 2R-1C controle-PBS 

(pD2 PBS: 6,34 ± 0,07; n = 6, P<0,05) (Figura 9).  

Em aorta de ratos 2R foi verificado que o tratamento com Deta-NO durante 30 

minutos melhorou o relaxamento induzido pela acetilcolina em todas as 

concentrações testadas (pD2 0,1µM: 8,19 ± 0,10, n = 4, p<0,05; 1,0µM: 8,54± 0,00 n 

= 5, p<0,01 e 10µM: 8,89 ± 0,00 n = 4, p<0,001) quando comparadas ao grupo 2R 

controle-PBS (pD2 PBS: 7,11 ± 0,29; n = 11) (Figuras 11 e 12). 

O tratamento com Deta-NO em todas as concentrações testadas (0,1; 1,0 e 

10µM) foi capaz de aumentar o Emax para acetilcolina em anéis aórticos de ratos 
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2R-1C (Emax 0,1 µM: 81,93 ± 2,13 n = 4, p<0,05; 1,0 µM: 85,66 ± 3,87 n = 5, 

p<0,01; 10,0 µM: 89,03 ± 2,36 n = 6, p<0,001) quando comparadas ao controle-PBS 

(Emax PBS:  71,01 ± 2,58 n=6) (Figura 10). No entanto em aortas de ratos 2R, o 

tratamento com 0,1; 1,0 e 10 µM de Deta-NO não alterou o Emax para acetilcolina 

em aorta dos ratos 2R (Emax 0,1 µM: 94,34 ± 2,23 n = 4; 1,0 µM: 96,78 ± 1,65 n = 5; 

10 µM: 96,34 ± 3,21 n = 4) quando comparadas ao controle-PBS (Emax PBS:  95,00 

± 0,14 n=3, P>0,05) (Figura 13). 

Ainda, é importante ressaltar que o tratamento com 10 µM de Deta-NO 

em aorta de ratos 2R-1C (pD2:10 µM: 7,62 ± 0,18 n = 6; Emax: 85,66 ± 3,87 n = 5) 

normalizou o relaxamento induzido pela acetilcolina, ou seja, deixou os valores de 

pD2 e Emax para acetilcolina similares aos obtidos em aortas de ratos 2R (pD2: 7,07 

± 0,22; n = 7; Emax: 93,90 ± 2,79 n=7). Assim, pode-se observar a reversão da 

disfunção endotelial na aorta dos animais 2R-1C pelo tratamento com 10 µM de 

Deta-NO (Figuras 10). 
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Figura 8 - Curva concentração efeito para Acetilcolina após incubação com Deta-NO 
em aorta de ratos 2R-1C: Curvas concentração efeito para a acetilcolina em anéis de aorta 
de ratos 2R-1C, com endotélio integro, incubadas com diferentes concentrações do Deta-
NO e PBS – controle, contraídas com fenilefrina. Os valores são as médias ± S.E.M. do 
número de experimentos realizados em preparações obtidas a partir de diferentes animais. 
* - Indica diferença no pD2 entre PBS 2R vs PBS 2R-1C (p<0,001); PBS 2R-1C vs 2R-1C 
Deta-NO 10 µM (p<0,001); PBS 2R-1C vs 2R-1C Deta-NO 0,1 µM (p<0,01); PBS 2R-1C vs 
2R-1C Deta-NO 1 µM (p<0,05). 
 
 

 

 
 
Figura 9 - Valores pD2 após incubação com Deta-NO em aorta de ratos 2R-1C: Valores 

de pD2 obtidos das curvas de relaxamento para Acetilcolina em anéis de aorta de ratos 

hipertensos com endotélio integro, incubadas com diferentes concentrações do composto 

Deta-NO e PBS – controle. Os valores são as médias ± S.E.M. do pD2. * - Indica diferença 

no valor de pD2 do PBS 2R vs PBS 2R-1C (p<0,001); PBS 2R-1C vs 2R-1C Deta-NO 10 µM 

(p<0,001); PBS 2R-1C vs 2R-1C Deta-NO 0,1 µM (p<0,01); PBS 2R-1C vs 2R-1C Deta-NO 

1 µM (p<0,05). 
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Figura 10 - Emax – após incubação com Deta-NO em aorta de ratos 2R-1C: Gráfico 
representando o percentual máximo de relaxamento induzido pela acetilcolina de anéis de 
aorta de ratos hipertensos com endotélio integro, incubadas com PBS (controle) e diferentes 
concentrações do composto Deta-NO. Os valores são as médias ± S.E.M. do relaxamento 
máximo atingido para cada condição de tratamento. 
* - Indica diferença estatística entre PBS  2R-1C vs 2R-1C Deta-NO 0,1µM (p<0,05) 
** - Indica diferença estatística entre PBS  2R-1C vs 2R-1C Deta-NO 1µM (p<0,01) 
 *** - Indica diferença estatística entre PBS 2R vs 2R-1C PBS (p<0,001) e PBS  2R-1C vs 
2R-1C Deta-NO 10µM (p<0,001). 
 

Figura 11 - Curva concentração efeito para Acetilcolina após incubação com Deta-NO 
em aorta de ratos 2R: Curvas concentração efeito para a acetilcolina em anéis de aorta de 
ratos 2R, com endotélio integro, incubadas com PBS (controle) e diferentes concentrações 
do Deta-NO, contraídas com fenilefrina. Os valores são as médias ± S.E.M. do número de 
experimentos realizados em preparações obtidas a partir de diferentes animais. 2R Deta-NO 
0,1 µM / 1,0 µM / 10 µM. 
* - Indica diferença no valor de pD2 entre PBS 2R vs 2R Deta-No 10 µM (p<0,001); PBS  2R 
vs 2R Deta-No 1 µM (p<0,01) e PBS 2R vs 2R Deta-No 0,1 µM (p<0,05).    
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Figura 12 - Valores de pD2 após incubação com Deta-NO em aorta de ratos 2R: Valores 

de pD2 obtidos das curvas de relaxamento para Acetilcolina em anéis de aorta de ratos 

normotensos com endotélio integro, incubadas com PBS (controle) ou diferentes 

concentrações do composto Deta-NO. Os valores são as médias ± S.E.M. do pD2. 

* - Indica diferença estatística entre PBS 2R vs 2R Deta-No 0,1 µM (p<0,05). 
** - Indica diferença estatística entre PBS  2R vs 2R Deta-No 1 µM (p<0,01). 
*** - Indica diferença estatística entre PBS 2R vs 2R Deta-No 10 µM (p<0,001. 
 

 

 
Figura 13 - Emax– após incubação com Deta-NO em aorta de ratos 2R: Gráfico 

representando o percentual máximo de relaxamento induzido pela acetilcolina de anéis de 

aorta de ratos normotensos com endotélio integro, incubadas com PBS (controle) e 

diferentes concentrações do composto Deta-NO. Os valores são as médias ± S.E.M. do 

relaxamento máximo atingido para cada condição de tratamento. Não houve diferença 

significativa. 

 
 
 

Após esta etapa foi feito o estudo do relaxamento induzido para o composto 

Deta-NO em aortas de ratos 2R-1C com e sem endotélio, com o objetivo de avaliar 

se o endotélio modula o relaxamento induzido por este doador de NO. O doador de 

NO Deta-NO (Figura 14) promoveu relaxamento concentração dependente em 
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aortas pré-contraídas com fenilefrina isoladas de ratos 2R-1C, com e sem endotélio 

(E+ e E-). A presença do endotélio potencializou o efeito do Deta-NO em induzir 

relaxamento, na aorta dos ratos 2R-1C (pD2 E+: 6,21±0,13, n=6; > pD2 E-: 

5,25±0,21, n=6; P<0,001). A eficácia do Deta-NO em induzir relaxamento foi igual 

tanto na presença quanto ausência do endotélio (Emax E+:114,19±9,63%, n=6; 

Emax E-: 95,58±3,92%, n=4) (Figura 14). 

 

 
 

Figura 14 - Curva concentração efeito para Deta-NO em aorta de ratos 2R-1C com (E+) 
e sem (E-) a presença do endotélio: Relaxamento da aorta de ratos 2R-1C, com e sem 
endotélio (E+ e E-), induzido pelo composto Deta-NO em anéis de aorta pré-contraídos com 
fenilefrina. Curvas concentração-efeito cumulativas foram realizadas para o composto Deta-
NO. Os valores são as médias ± S.E.M. do número de experimentos realizados em 
preparações obtidas a partir de diferentes animais. * indica diferença no pD2 entre 2R-1C 
Deta-NO E+ vs 2R-1C Deta-NO E- (P< 0,001).  

 

O doador de NO Deta-NO promoveu relaxamento concentração dependente 

em aortas isoladas pré-contraídas com fenilefrina de ratos 2R (normotensos) com e 

sem endotélio (E+ e E-) (Figura 15). A presença do endotélio, assim como 

observado em aortas de ratos 2R-1C, também potencializou o efeito do Deta-NO em 

induzir relaxamento em aortas de animais 2R (pD2 E+: 8,02±1,76, n=5; > pD2 E-: 

5,45±0,20, n=7; p<0,001). Ainda a eficácia do Deta-NO em induzir relaxamento foi 
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maior na presença do endotélio para animais 2R (Emax E+: 115,16±17,43, n=5; 

Emax E-: 94,38 ± 5,49, n=6, p<0,05) (Figura 15). No entanto, na ausência do 

endotélio a potência do Deta-NO em induzir relaxamento foi maior em aorta de ratos 

2R-1C comparado com 2R (pD2 2R-1C E-:5,25±0,21, n=6; > pD2 2R E-:5,45±0,20, 

n=7, p<0,001) (Figura 16) e na presença do endotélio não verificamos diferença 

significativa no relaxamento induzido pelo Deta-NO entre os 2R-1C e 2R (pD2 2R-

1C E+: 6,21 ±0,13, n=6; pD2 2R E+:  8,02 ±1,76, n=5, p>0,01) (Figura 16). 

 

Figura 15 - Curva concentração efeito para Deta-NO em aorta de ratos 2R com (E+) e 
sem (E-) a presença do endotélio: Relaxamento da aorta de ratos 2R, com e sem 
endotélio (E+ e E-), induzido pelo composto Deta-NO em anéis de aorta pré-contraídos com 
fenilefrina. Curvas concentração-efeito cumulativas foram realizadas para o composto Deta-
NO. Os valores são as médias ± S.E.M. do número de experimentos realizados em 
preparações obtidas a partir de diferentes animais.   
* indica diferença no pD2 entre 2R Deta-NO E+ vs 2R Deta-NO E- (P< 0,001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



41 

 

 
Figura 16 - Curva concentração efeito para Deta-NO em aorta de ratos 2R e 2R-1C com 
(E+) a presença do endotélio: Relaxamento da aorta de ratos 2R e 2R-1C com endotélio 
(E+), induzido pelo composto Deta-NO em anéis de aorta pré-contraídos com fenilefrina. 
Curvas concentração-efeito cumulativas foram realizadas para o composto Deta-NO. Os 
valores são as médias ± S.E.M. do número de experimentos realizados em preparações 
obtidas a partir de diferentes animais.  Não houve diferença significativa.  
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Figura 17 - Curva concentração efeito para Deta-NO em aorta de ratos 2R e 2R-1C sem 
(E-) a presença do endotélio: Relaxamento da aorta de ratos 2R e 2R-1C sem endotélio 
(E-), induzido pelo composto Deta-NO em anéis de aorta pré-contraídos com fenilefrina. 
Curvas concentração-efeito cumulativas foram realizadas para o composto Deta-NO. Os 
valores são as médias ± S.E.M. do número de experimentos realizados em preparações 
obtidas a partir de diferentes animais.  * - Indica diferença no valor de pD2 entre 2R-1C E+ 
vs 2R  E+ (p<0,01) 

 

Com objetivo de estudar o mecanismo de ação da participação do endotélio 

no relaxamento induzido pelo Deta-NO, incubamos as aortas com L-NAME que é um 

inibidor da NOS não seletivo. Em aorta de ratos observou-se que a presença do L-

NAME aboliu a potencialização no relaxamento verificada pela presença do 

endotélio tanto na aorta dos ratos 2R-1C (pD2 E+: 6,21± 0,13 nM, n=6, > L-NAME 

E+: 5,35± 0,07 nM, n=7 P<0,001) (figura 18 e figura 19) quanto nas aortas dos ratos 

2R (pD2 E+: 8,02± 1,76 nM, n=5, > pD2 L-NAME E+: 4,84± 0,45 nM, n=6, P<0,001) 

(Figura 21 e Figura 22). A potência do Deta-NO em induzir relaxamento na presença 

do L-NAME (E+ e E-), foi similar a potência encontrada e aorta de ratos 2R-1C e 2R 

sem endotélio (pD2 2R-1C E-: 5,25 ± 0,21 nM, n=6; pD2 2R E-: 5,45± 0,20 nM, n=7), 

e o L-NAME não alterou a potência no relaxamento induzido pelo Deta-NO na 
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ausência do endotélio, tanto para 2R-1C (pD2 L-NAME E-:5,45 ± 0,20 nM, n=7, 

p>0,05) quanto para 2R (pD2 L-NAME E-: 5,42± 0,03 nM, n=8) (figura 19 e figura19). 

Com relação a porcentagem de relaxamento máximo, nas aortas com 

endotélio o tratamento com L-NAME diminuiu o Emax para 2R-1C (Emax 2R-1C L-

NAME: 76,61 ± 6,02 nM, n=7), comparado com o controle (Emax 2R-1C: 114,19 ± 

9,63 nM, n=6, P<0,001). Já para o grupo 2R o tratamento com L-NAME nas aortas 

com endotélio não alterou o Emax (Emax 2R L-NAME: 107,78 ± 17,02 nM, n=5) 

quando comparado ao controle (Emax 2R: 115,16 ± 17,43 nM, n=5, P>0,05) (figura 

20 e figura 23). 

O L-NAME não alterou o Emax induzido pelo Deta-NO na ausência do 

endotélio, tanto para 2R-1C (Emax L-NAME E-:89,21 ± 1,53 nM, n=3) quanto para 

2R (Emax E-: 115,16 ± 17,43 nM, n=5, p<0,001)  (Figuras 17 e 20). 
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Figura 18 - Curva concentração efeito para Deta-NO após incubação com L-NAME em 
aorta de ratos 2R-1C: Curvas concentração efeito para a Deta-NO em anéis de aorta de 
ratos 2R-1C, com (E+) e sem (E-) endotélio, incubadas com PBS (controle) e L-NAME na 
concentração 1µM, contraídas com fenilefrina. Os valores são as médias ± S.E.M. do 
número de experimentos realizados em preparações obtidas a partir de diferentes animais. 
2R-1C L-NAME E+, 2R-1C L-NAME E-, 2R-1C PBS E+ e 2R-1C PBS E-. 
* - Indica diferença no valor de pD2 entre 2R-1C E+ vs 2R-1C L-NAME E+ (p<0,001); 2R-1C 
E+ vs 2R-1C L-NAME E- (p<0,001) e 2R-1C E+ vs 2R-1C E-  (p<0,001). 
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Figura 19 - Valores de pD2 após incubação com L-NAME em aorta de ratos 2R-1C: 

Valores de pD2 obtidos das curvas de relaxamento para Deta-NO em anéis de aorta com 

(E+) e sem (E-) endotélio de ratos hipertensos, incubadas com PBS (controle) e com a 

concentração de 1µM  de L-NAME. Os valores são as médias ± S.E.M. do pD2. 

*** - Indica diferença estatística entre entre 2R-1C E+ vs 2R-1C L-NAME E+; 2R-1C E+ vs 
2R-1C L-NAME E- e 2R-1C E+ vs 2R-1C E- (p<0,001).  
 

 

 

Figura 20 - Emax– após incubação com L-NAME em aorta de ratos 2R-1C: Gráfico 

representando o percentual máximo de relaxamento induzido pelo Deta-NO de anéis de 

aorta com (E+) e sem (E-) endotélio de ratos hipertensos incubadas com PBS (controle) e 

com a concentração de 1 µM de L-NAME. Os valores são as médias ± S.E.M. do 

relaxamento máximo atingido para cada condição de tratamento. 

*** - Indica diferença estatística entre 2R-1C E+ vs 2R-1C E-; 2R-1C E+ vs 2R-1C L-NAME 

E+; 2R-1C E+ vs 2R-1C L-NAME E- (p<0,001). 

** - Indica diferença estatística entre 2R-1C L-NAME E+ vs 2R-1C E- (p<0,01). 

* - Indica diferença estatística entre 2R-1C L-NAME E- vs 2R-1C L-NAME E+ (p<0,05). 
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Figura 21 - Curva concentração efeito para Deta-NO após incubação com L-NAME em 

aorta de ratos 2R: Curvas concentração efeito para a Deta-NO em anéis de aorta de ratos 

2R com (E+) e sem (E-) endotélio, incubadas com PBS (controle) e L-NAME na 

concentração 1µM, contraídas com fenilefrina. Os valores são as médias ± S.E.M. do 

número de experimentos realizados em preparações obtidas a partir de diferentes animais. 

2R-1C L-NAME E+, 2R-1C L-NAME E-, 2R-1C PBS E+ e 2R-1C PBS E-. 

* - Indica diferença no valor de pD2 entre 2R-1C E+ vs 2R-1C L-NAME E+ (p<0,001); 2R-1C 
E+ vs 2R-1C L-NAME E- (p<0,001) e 2R-1C E+ vs 2R-1C E-  (p<0,001). 
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Figura 22 - Valores de pD2 após incubação com L-NAME em aorta de ratos 2R: Valores 

de pD2 obtidos das curvas de relaxamento para Deta-NO em anéis de aorta com (E+) e sem 

(E-) endotélio de ratos normotensos, incubadas com PBS (controle) e com a concentração 

de 1µM  de L-NAME. Os valores são as médias ± S.E.M. do pD2. 

*** - Indica diferença estatística entre entre 2R E+ vs 2R L-NAME E+; 2R E+ vs 2R L-NAME 
E- e 2R-1C E+ vs 2R-1C E- (p<0,001).  
 

 

 

 

Figura 23 - Emax– após incubação com L-NAME em aorta de ratos 2R: Gráfico 

representando o percentual máximo de relaxamento induzido pelo Deta-NO de anéis de 

aorta com (E+) e sem (E-) endotélio de ratos hipertensos incubadas com PBS (controle) e 

com a concentração de 1 µM de L-NAME. Os valores são as médias ± S.E.M. do 

relaxamento máximo atingido para cada condição de tratamento. 

* - Indica diferença estatística entre 2R E+ vs 2R E- (p<0,05). 
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4.2) Célula 

Na Figura 24, podemos observar que as células endoteliais na 

presença do PBS suplementado apresentam uma pequena produção e liberação de 

NO, ao longo do tempo (controle: 30min: 31,02±0,48nM, n= 3; 60min: 35,78±0,35nM, 

n= 3; 120min: 28,60±0,35nM, n= 3; 180min: 36,40±0,29nM, n= 3; 240min: 

20,93±1,33nM, n= 3; 300min: 22,90±2,45nM; n=3). 

Como pode ser verificado na Figura 24, o composto cis-

[Ru(NO)(NO2)(bpy)2](PF6)2 libera NO ao longo do tempo na presença e ausência de 

células, uma vez que a detecção de NO no início (30 e  60 minutos de incubação) e 

no final (240 e 300 minutos de incubação) foi menor na presença de células.  

Na ausência das células, o composto liberou maior concentração de 

NO com 30 (sem célula: BPY: 30min: 201,77± 0,21 nM, n= 3; com célula BPY: 

30min: 120,72 ± 18,82 nM, n= 3, p<0,001), 60 minutos de incubação (com célula: 

222,55 ± 2,12 nM, n= 3; Sem célula: 187,22± 24,65 nM, n= 3 P<0,05); com 240 

minutos (com célula: 159,93 ± 4,60 nM, n= 3; Sem célula: 110.76± 1,84 nM, n= 3 

P<0,001) e com 300 minutos de incubação (com célula: 174,99 ± 6,4 nM, n= 3; Sem 

célula: 116,06± 6,38nM, n= 3 P<0,001). Com 120 minutos de incubação, não houve 

diferença significativa em relação ao grupo com e sem células (com célula: 308,99 ± 

0,29 nM, n= 3; Sem célula: 289,05± 28,63 nM, n= 3 P>0,05). Após os tempos de 240 

e 300 minutos de incubação, ocorre queda da liberação de NO seguida de 

estabilização. 

No entanto com 180 minutos de incubação (com célula: 943.92 ± 

15,27nM, n= 3; Sem célula: 157,05± 3,02nM, n= 3 P<0,001), verifica-se que o BPY 

liberou maior concentração de NO na presença de células endoteliais HUVEC e 

além disso, que o composto atinge seu pico máximo de liberação de NO, seguido de 
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uma queda na liberação de NO em 240 minutos e permanecendo estável após este 

tempo. 

Na ausência de células, o pico de liberação máxima de NO pelo 

composto foi com 120 minutos de incubação (Sem célula: 308,9± 0,29 nM, n= 3 n=3) 

e após 180 minutos ocorre estabilização na liberação de NO (figura 24). 

 

 

Figura 24 – Cinética de Liberação de NO ao longo do tempo pelo BPY 10 µM Com e 
Sem Célula: As curvas representam a média ± EPM da concentração de NO (nM) dos 
dados obtidos em torno de 4 determinações em tempos de incubação diferentes, 0, 30, 60, 
120, 180, 240 e 300 minutos após a incubação sem célula com BPY 10 µM vs a incubação 
com células HUVEC com BPY 10 µM e seu controle- PBS com e sem a presença de 
células.* Indica que em 60 min o composto BPY liberou estatisticamente mais NO na 
ausência de células, quando comparado a liberação na presença de células HUVEC 
(p<0,05). *** Indica que em 30 min, 240 min e 300 min o composto BPY liberou 
estatisticamente mais NO na ausência de células, quando comparado a liberação na 
presença de células HUVEC (p<0,001). + Indica que em 180 min (p<0,001) composto BPY 
liberou estatisticamente mais NO na presença de células, quando comparado a liberação na 
ausência de células HUVEC. 

 

Como pode ser verificado na Figura 25, a presença da AngiotensinaII 

reduziu a liberação do NO do composto cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2](PF6)2  nos tempos 

30, 60, 120 e 180 minutos de incubação na presença de células (com célula: BPY + 
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AngII: 30min: 38,16± 0,08 nM, n=3; 60min: 55,79 ± 0,13 nM, n=3 ; 120min: 84,64 ± 

1,80 nM, n=3; 180min: 679,50 ± 2,55 nM, n=3), quando comparado ao mesmo tempo 

de leitura com grupo tratado com o composto BPY sem a presença da 

AngiotensinaII (com célula: BPY: 30min: 120,72± 18,8 nM, n=3; p<0,001; 60min: 

187,22 ± 24,65 nM; n=3; p<0,001; 120min: 289,05 ± 28,63 nM, n=3; p<0,001; 

180min: 943,92 ± 15,27 nM, n=3; P<0,001).  No entanto, no tempo de 240 minutos 

de incubação esta tendência se inverte e a presença da AngiotensinaII aumenta a 

liberação do NO pelo composto (com célula: BPY + AngII: 240min: 197,95 ± 2,56 

nM, n=3), quando comparado ao grupo tratado com o composto BPY sem a 

presença da AngiotensinaII (com célula: 240min: 110,76 ± 1,84 nM, n=3; P<0,001). 

Após 300 minutos de incubação, a liberação do NO foi semelhante na presença 

(BPY + AngII: 300min: 124,88 ± 0,62 nM, n=3) e ausência de Angiotensina II (BPY: 

300min: 116,06 ± 6,38 nM, n=3) (Figura18).  

Conforme mostra a Figura 26, na ausência de células a presença da 

AngiotensinaII reduziu a liberação do NO do composto cis-

[Ru(NO)(NO2)(bpy)2](PF6)2  em todos os tempos testados 30, 60, 120, 180, 240 e 

300 minutos de incubação (sem célula: BPY + AngII: 30min: 46,76± 2,94 nM, n=3; 

60min: 85,36 ± 3,56 nM, n=3; 120min: 84,64 ± 2,54 nM, n=3; 180min: 77,76 ± 3,8 

nM, n=3; 240min: 82,70± 0,68 nM, n=3; 300min: 87,86± 1,30 nM, n=3), quando 

comparado ao grupo tratado com o composto BPY sem a presença da 

AngiotensinaII (sem célula: BPY: 30min: 201,77± 0,21 nM, n=3; p<0,001; 60min: 

222,55 ± 2,12 nM, n=3; p<0,001; 120min: 308,99 ± 0,29 nM, n=3; p<0,001; 180min: 

157,05 ± 3,02 nM, n=3; p<0,001; 240min: 159,93± 4,60 nM, n=3; p<0,001; 300min: 

174,90± 6,40 nM, n=3; p<0,001;) (Figura 26).   
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Figura 25 – Cinética de liberação de NO ao longo do tempo pelo BPY 10 µM - com 
célula na presença de AngiotensinaII: As curvas representam a média ± EPM da 
concentração de NO (nM) dos dados obtidos em torno de 4 determinações em tempos de 
incubação diferentes, 0, 30, 60, 120, 180, 240 e 300 minutos após a incubação com células 
HUVEC com BPY 10 µM VS a incubação com células HUVEC com BPY 10 µM + 
AngiotensinaII e seu controle- PBS na presença de células. *** Indica que na presença de 
células HUVEC, em 240 min o composto BPY + AngiotensinaII liberou estatisticamente mais 
NO quando comparado a liberação do composto BPY sem a presença da AngiotensinaII 
(p<0,001). + Indica que na presença de células HUVEC em 30 min, 60 min, 120 min e 180 o 
composto BPY liberou estatisticamente mais NO quando comparado a liberação a do 
composto BPY + AngiotensinaII (p<0,001). 
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Figura 26 – Cinética de liberação de NO ao longo do tempo pelo BPY 10 µM - sem 
célula na presença de Angiotensina II: As curvas representam a média ± EPM da 
concentração de NO (nM) dos dados obtidos em torno de 4 determinações em tempos de 
incubação diferentes, 0, 30, 60, 120, 180, 240 e 300 minutos após a incubação sem células 
com BPY 10 µM + AngiotensinaII VS a incubação sem células com BPY 10 µM e seu 
controle- PBS com e sem a presença de células. *** Indica que na ausência de células 
HUVEC em 30 min, 60 min, 120 min, 180, 240 min e 300 min o composto BPY liberou 
estatisticamente mais NO quando comparado a liberação a do composto BPY + 
AngiotensinaII (p<0,001). 

 
 

Nos resultados descritos a seguir, foram realizados experimentos de 

detecção de NO na presença e na ausência de células endoteliais HUVEC, após 

180 minutos de incubação com as drogas BPY, Angiotensina II e Tempol (droga 

mimética da enzima superóxido dismutase - SOD), nas condições a serem citadas. 

Como pode ser observado na Figura 27, na ausência de células o 

composto BPY liberou NO de forma concentração dependente e a presença da 

angiotensina II reduziu a liberação do NO do composto BPY nas concentrações BPY 

1 e 10 µM (BPY 0,1 µM + Ang. II: 69,53 ± 0,044 nM, n=3 > BPY 1,0 µM: 51,74 ± 

0,035 nM, n=3, p<0,001; BPY 10 µM + Ang. II: 184,42± 0,23 nM, n=6 < BPY 10 µM: 

280,027 ± 0,22 nM, n=3, p<0,001; BPY 100 µM + Ang. II: 726,36± 1,03 nM, n=6< 

BPY 100 µM: 968,25± 0,48 nM, n=3, p<0,001). 
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Este resultado indica que o composto BPY pode sofrer redução ou oxidação 

pela angiotensina II e pelo Tempol, implicando na alteração na liberação de NO 

deste composto (Figura 27).  

Na presença de células, o composto BPY liberou NO de forma 

concentração dependente e a presença da angiotensina II reduziu a liberação do NO 

do composto BPY em todas as concentrações testadas (BPY 1,0 µM + Ang. II: 

192,29 ± 0,099 nM, n=3 < BPY 1,0 µM: 267,90 ± 0,16 nM, n=4, p<0,001; BPY 10 µM 

+ Ang. II: 636,77± 0,43 nM, n=6< BPY 10 µM: 1076,03 ± 1,21 nM, n=4, p<0,001; 

BPY 100 µM + Ang. II: 1512,26 ± 4,33 nM, n=6< BPY 100 µM: 2617,63 ± 1,37 nM, 

n=3, p<0,001) (Figura 28) 

No entanto, na ausência de células o Tempol gerou aumento na liberação do 

NO pelo BPY mesmo na presença da Angiotensina, para as concentrações testadas 

de BPY de 10 µM (BPY10 µM+ AngII+ Tempol: 1486,33 ±  0,098 nM, n=3; < BPY10 

µM+ AngII: 636,77 ± 0,43 nM, n=6; p<0,001) e 100 µM (BPY 100 µM+ AngII+ 

Tempol: 2599,57 ±  4,06 nM, n=3; < BPY100 µM + AngII: 1512,26± 4,33 nM, n=6; 

p<0,001). (Figura 27). Também, na ausência de células o Tempol potencializou a 

liberação do NO pelo BPY (BPY 10µM + Tempol: 715,20± 20,29 nM, n= 3; > BPY 

10µM: 280,03 ± 0,22 nM, n=3; p<0,001) (Figura 27).  

 

 

 

 

 



54 

 

 
Figura 27 - Experimento sem célula com BPY na presença (+) ou ausência (-) de 
Angiotensina II: As barras representam a média ± EPM da concentração de NO (nM) dos 
dados obtidos em torno de 5 determinações independentes após 180 min de incubação em 
meio de cultura sem células com o composto cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2].(PF6)2 (BPY) ou com 
o composto BPY + angiotensina II (Ang. II). Em cada condição foi descontado o valor da 
leitura do PBS sem célula. * Indica diferença estatística (p<0,001) entre os grupos sem 
células tratados com BPY 1 µM, 10 µM e 100 µM sem a incubação com AngiotensinaII vs os 
grupos sem células tratados com BPY 1,0 µM, 10 µM e 100 µM  com a incubação com 
AngiotensinaII  (AngII), separados dois a dois. ** Indica diferença estatística (p<0,001) entre 
os grupos sem células tratados com BPY 10 µM + AngII vs BPY 10 µM + AngII+ Tempol e 
BPY 100 µM + AngII vs BPY 100 µM + AngII+ Tempol. 

 

Como pode ser observado na Figura 28, na presença de células 

endoteliais HUVEC, o composto BPY liberou NO de forma concentração dependente 

e a presença da angiotensina II reduziu a liberação do NO do composto BPY na 

presença de células endoteliais HUVEC, em todas as concentrações testadas (BPY 

1,0 µM + Ang. II: 192,29 ± 0,099 nM, n=3 < BPY 1,0 µM: 267,88 ± 0,16 nM, n=4, 

p<0,001; BPY 10 µM + Ang. II: 636,77 ± 0,42 nM < BPY 10 µM:1076,03 ± 1,21 nM, 

n=4, P<0,001; BPY 100 µM + Ang. II: 1512,26± 4,33 nM, n=6 < BPY 100 µM: 

2617,63 ± 1,37 nM, n=3, p<0,001) (Figura 28).  
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No entanto, assim como observado na condição sem células, na presença 

do Tempol ocorreu maior liberação de NO pelo composto BPY também na presença 

de células, nas concentrações testadas de BPY de 10 µM (BPY 10 µM+ AngII+ 

Tempol: 1486,33±  0,09 nM, n=3) comparado com BPY 10 µM+ AngII (636,77±  0,42 

nM, n=6; p<0,001) e BPY de 100 µM (BPY 100 µM + AngII+ Tempol: 2599,57 ±  4,06 

nM, n=3) comparado com BPY 100 µM + Ang.II (1512,26 ±  4,33 nM, n=6; p<0.001) 

(Figura 28). 
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Figura 28 - Células HUVEC tratadas com BPY na presença (+) ou ausência (-) de 
Angiotensina II: As barras representam a média ± EPM da concentração de NO (nM) dos 
dados obtidos em torno de 5 determinações independentes após 180 min de incubação em 
meio de cultura com células HUVEC com o composto cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2].(PF6)2 
(BPY) ou com o composto BPY + angiotensina II (Ang. II). Em cada condição foi descontado 
o valor da leitura do PBS sem célula. * Indica diferença estatística (p<0,001) entre os grupos 
com células HUVEC tratados com BPY 1 µM, 10 µM e 100 µM sem a incubação com 
AngiotensinaII vs os grupos com células tratados com BPY 1,0 µM, 10 µM e 100 µM com a 
incubação com AngiotensinaII  (AngII), separados dois a dois. ** Indica diferença estatística 
(p<0,001) entre os grupos com células HUVEC tratados com BPY 10 µM + AngII vs BPY 10 
µM + AngII+ Tempol e BPY 100 µM + AngII vs BPY 100 µM + AngII+ Tempol. 
 
 

Foram realizados experimentos de detecção de NO na presença e na 

ausência de células endoteliais HUVEC, após 180 minutos de incubação com as 

drogas BPY, Angiotensina II e SOD (superóxido dismutase - SOD), nas condições a 

serem citadas.  

Na ausência de células a SOD (1 µM), assim com o Tempol, gerou aumento 

na liberação do NO pelo BPY 10 µM na presença da angiotensina, quando 

comparado ao grupo tratado BPY 10 µM+ AngII (BPY 10 µM+ AngII + SOD 1µM: 

235,89 ± 4,04 nM, n=3 > BPY 10 µM + AngII: 184,42 ± 0,23 nM, n=6, p<0,001). No 
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entanto, a liberação de NO na condição BPY10 µM+ AngII+ SOD 1µM, não foi capaz 

de reverter completamente a queda na liberação de NO causada pela AngiotensinaII 

(BPY10 µM+ AngII+ SOD 1 µM: 235,89 ± 4,04 nM, n=3 < BPY10 µM: 280,02 ± 0,22 

nM, n=3; p<0,05) (figura 29). Este resultado indica que o composto BPY pode estar 

sofrendo redução ou oxidação pela angiotensina II implicando na alteração na 

liberação de NO deste composto e a SOD pode estar diminuindo a ação da 

angiotensina II no composto e ou potencializando a liberação de NO pelo BPY, 

assim como ocorreu para o Tempol. Não foi possível realizar o protocolo do BPY + 

SOD sem a presença da célula, uma vez que acabou a SOD e o eletrodo não 

funciona mais. Foi enviado pedido para compra da SOD e eletrodo para finalizarmos 

este e outros protocolos.  

Na presença de células, o tratamento com SOD (1µM) normalizou a 

liberação de NO induzida pelo BPY na presença da angiotensina II (BPY 10 µM+ 

AngII+ SOD 1 µM: 1114,08 ± 87,97 nM, n=3 = BPY 10 µM: 1076,03 ± 1,21 nM, n=4 

> BPY 10 µM+ AngII: 636,77± 0,43 nM, n=6, P<0,001) ou seja, deixou valores de 

BPY 10 µM+ AngII+ SOD 1 µM, similares aos obtidos no tratamento BPY 10 µM 

(Figura 30). 
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Figura 29 - Experimento sem célula com BPY na presença (+) ou ausência (-) de 
Angiotensina II e SOD: As barras representam a média ± EPM da concentração de NO 
(nM) dos dados obtidos em determinações independentes após 180 min de incubação em 
meio de cultura sem células com o composto cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2].(PF6)2 (BPY), com o 
composto BPY + angiotensina II (Ang. II) e BPY + SOD + angiotensina II (Ang. II) Em cada 
condição foi descontado o valor da leitura do PBS sem célula.  
* Indica diferença estatística entre os grupos BPY 10 µM vs BPY 10 µM + AngII (p<0,001);  
BPY 10 µM vs BPY 10 µM + SOD 1 µM + AngII (p<0,001) e BPY 10 µM + AngII vs BPY 10 
µM + SOD 1 µM + AngII (p<0,001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



59 

 

 

Figura 30 – Células HUVEC tratadas com BPY na presença (+) ou ausência (-) de 
Angiotensina II e SOD: As barras representam a média ± EPM da concentração de NO 
(nM) dos dados obtidos em determinações independentes após 180 min de incubação em 
meio de cultura com células com o composto cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2].(PF6)2 (BPY), com o 
composto BPY + angiotensina II (Ang. II) e BPY + SOD + angiotensina II (Ang. II) Em cada 
condição foi descontado o valor da leitura do PBS sem célula.  
* Indica diferença estatística entre os grupos BPY 10 µM + AngII vs BPY 10 µM (p<0,001); 
BPY 10 µM + AngII vs BPY 10 µM + SOD 1 µM + AngII (p<0,001)  
 
 

4.3) Espectroscopia ultravioleta-visível 

Com a finalidade de verificar se o composto cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2](PF6)2  

apresenta efeito antioxidante pelo método de redução do citocromo-C, foi realizado 

um estudo por meio da Espectroscopia ultravioleta-visível. 

Para a geração de O2
- foram utilizados o substrato enzimático hipoxantina 

(HX 500 µM/L) e a enzima xantina oxidade (XO 5mU). O método de 

espectrofotometria se baseia na redução do citocromo-C, que apresenta aumento da 

absorbância em 550nm com o aumento de O2
- (Rodrigues et al., 2010). O BPY foi 

testado nas concentrações 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1 e 1 µM, além disso, foi utilizada 

a SOD 1µM, que catalisa a dismutação do superóxido em oxigênio e peróxido de 

hidrogênio, como controle. 
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Como mostra a Figura 31, o composto cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2](PF6)2  não 

apresentou efeito antioxidante, pois o citocromo-C foi reduzido pelo O2
- logo nos 

primeiros instantes da reação e esta redução por sua vez foi inibida pela SOD (de: 

0,0345 ± 0,0268, n=3 para: 0,0144 ± 0,0125, n=3). 

 

 

Figura 31 – Espectroscopia ultravioleta-visível: Redução do citocromo-C (Ctc) - 550nm 

pelo superóxido (o2
-) formado a partir da enzima xantina oxidade (XO) em associação com a 

Hipoxantina (Hx) e efeito antioxidante do composto cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2](PF6)2. Os 

resultados foram obtidos pela diferença na absorbância inicial e ao longo do tempo (∆ 

Absorbância). Cada ponto representa ± EPM do ∆ Absorbância, dos valores obtidos em 3 a 

4 determinações independentes. * indica diferença (p<0,001) do composto SOD em relação 

ao citocromo-C sem a presença do composto. 

 

5.0) Discussão  

Utilizando a mesma técnica descrita em 1934 por Goldblatt, porém 

adaptada para pequenos animais, utilizamos ratos machos da raça Wistar para 

induzir à hipertensão, pelo método 2R-1C, que consiste na realização de 

laparotomia mediana e exposição do pedículo da artéria renal esquerda, com a 

implantação de um clipe de prata com abertura de 0,2 mm. Para os animais controle, 

ou 2R a mesma técnica foi aplicada, porém sem a obstrução da artéria renal. Desta 

forma obtivemos animais hipertensos, com pressão arterial sistólica em média maior 
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que 160 mmHg e animais normotensos com pressão arterial sistólica em média de 

110 mmHg, conforme descrito na literatura (Goldblatt, 1934). 

Vários estudos vêm demonstrando redução na resposta vasodilatadora 

dependente do endotélio e do NO em ratos hipertensos, que pode ser atribuída ao 

aumento da quantidade de O2
-, que é uma das mais importantes espécies reativas 

de oxigênio (EROs) nos vasos, conferindo às células vasculares um estado de 

estresse oxidativo, que possui importante participação na patogênese da 

hipertensão (Dhalla et al., 2000; Chen et al., 2001; Droge, 2002.; Jung et al., 2004.; 

Rodrigues, 2008). 

Um desequilíbrio entre as espécies reativas de oxigênio pode 

desencadear um significante aumento no estresse oxidativo, resultando em aumento 

na pressão arterial e redução da biodisponibilidade de NO com consequente 

redução da resposta vasodilatadora dependente do NO (Hamilton et al., 2001; 

Rodrigues, 2008). 

Em aortas pré-contraídas com fenilefrina, a acetilcolina induziu 

relaxamento concentração dependente em aortas de ratos 2R e 2R-1C. Porém, a 

potência e o efeito máximo em induzir relaxamento para Acetilcolina foi menor em 

aortas de ratos 2R-1C. O modelo de hipertensão 2R-1C é mediado pela ativação do 

Sistema Renina Angiotensina Aldosterona, ocorrendo elevada concentração de 

AngiotensinaII circulante. Segundo Santeliz e cols (2008), as células vasculares 

estimuladas por Angiotensina II apresentam elevada concentração de Anion 

Superoxido (O2
-), devido à ativação de NAD(P)H, que é responsável pela redução no 

relaxamento vascular, uma vez que esta espécie produzida atuaria reagindo com o 

NO liberado, formando peroxinitrito, gerando assim, menor quantidade de NO 

disponível. 
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 Além disso, em animais hipertensos ocorre geração de uma disfunção 

em sua camada de células endoteliais, devido ao estresse de cisalhamento e 

ativação do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona. Esta disfunção se caracteriza 

principalmente pela diminuição da capacidade das células endoteliais em liberar NO 

(Vanhoute et al., 2009). Este NO produzido na célula endotelial difunde-se em menor 

quantidade para o lúmen vascular e para as células do músculo liso vascular 

(Okamura et al., 1986; Martinez- Maldonado, 1991; Denan et al., 1998, Guan et al., 

1992), ocorrendo uma falha na modulação do controle do tônus vascular pelo NO.  

No interior da célula muscular, o NO interage com o ferro do grupo 

heme da enzima guanilato ciclase solúvel (GCs), acarretando em alteração da 

conformação desta enzima, tornando-a ativa. Esta enzima por sua vez irá catalisar a 

saída de dois grupamentos fosfato da molécula de guanosina trifosfato (GTP), 

resultando na produção de guanosina monofosfato cíclica (GMPc), que atua como 

segundo mensageiro. O GMPc fosforila várias proteínas celulares e induz o 

relaxamento devido à diminuição do influxo de Ca2+, inibição da liberação e/ou 

aumento do armazenamento de Ca2+ no retículo sarco-endoplasmático gerando 

assim o relaxamento vascular. Este relaxamento é prejudicado em aorta de animais 

hipertensos 2R-1C, quando comprado aos animais normotensos (2R), devido a 

menor produção e liberação de NO pelas células endoteliais disfuncionais 

(Gewalting and Kojda, 2002).  

Com relação aos resultados apresentados pelo composto BPY, para 

aorta de ratos normotensos constatou-se que o tratamento por 30 minutos das 

aortas, em todas as concentrações testadas (0,01; 0,1; 1,0 e 10 µM), não 

demonstrou melhora na potência (pD2) nem no efeito máximo (Emax) no 

relaxamento induzido pela acetilcolina, em comparação ao controle PBS. Em relação 
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aos resultados apresentados pelo composto BPY, para aorta de ratos hipertensos 

constatou-se que o tratamento por 30 minutos nas concentrações 0,1 e 10 µM 

geraram melhora na potência (pD2) de relaxamento das aorta para Acetilcolina (Ach) 

e nas concentrações 0,01 e 0,1 µM foi observado um aumento na porcentagem de 

relaxamento máximo induzida pela Ach. 

Contudo, o tratamento das aortas com BPY na concentração de 0,1 µM 

do grupo 2R-1C foi capaz de aumentar a potência de relaxamento induzida pela 

Acetilcolina. Este resultado indica que somente nesta concentração o composto BPY 

é capaz de reverter a disfunção endotelial em aorta de ratos hipertensos. Foi um 

resultado muito intrigante, uma vez que uma concentração menor (0,01µM) e uma 

maior (1,0 µM) não foi observado efeito para BPY. Vale ressaltar que o composto 

BPY libera NO em aorta isolada e induz relaxamento vascular em concentrações 

superiores a 0,01µM, sendo que nesta concentração não se observa relaxamento 

(Rodrigues et al., 2015). Nas concentrações de 1,0 e 10 µM o BPY não houve 

melhora do relaxamento, sendo que nestas concentrações se observa liberação de 

NO por este composto (Rodrigues et al., 2015). Para o Deta-NO e para outro 

composto doador de NO estudado previamente (Oishi et al., 2015) verificamos que 

nas concentrações que ocorre liberação de NO para o vaso com consequente 

relaxamento, obteve-se melhora na função endotelial. Uma hipótese levantada foi 

que nesta concentração (0,01µM) o composto BPY pudesse atuar como 

sequestrador de O2
-, como verificado para outro complexo de rutênio estudado 

previamente (Oishi et al., 2015). Para testar esta hipótese, utilizamos um protocolo 

de formação do O2
- in vitro pela xantina oxidase. Porém, nossos resultados sugerem 

que o composto BPY não é um sequestrador de O2
-. Assim, acreditamos que esta 

melhora na função endotelial deve ser induzida pela ativação ou inibição de algum 
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sistema que melhore o efeito do NO, como ativação da SOD (por inativar o O2
-), 

inibição do complexo enzimático NADP(H) oxidase (por diminuir a formação de O2
-) 

ou outro sistema. 

Ao longo do presente estudo também constatou-se que o tratamento 

por 30 minutos das aortas de ratos 2R-1C e 2R com Deta-NO em todas as 

concentrações (0,1; 1,0 e 10 µM) melhorou o relaxamento induzido para Acetilcolina, 

em comparação ao controle PBS. Contudo, o Deta-NO ainda foi capaz de aumentar 

a porcentagem máxima de relaxamento em aortas de ratos 2R-1C induzida por 

Acetilcolina e na concentração 10 µM foi capaz de equiparar sua potência de 

relaxamento e porcentagem de relaxamento máximo ao grupo 2R tratado com PBS-

controle, ou seja, ao grupo normotenso, sem disfunção endotelial, o que nos permite 

sugerir que o Deta-NO é um competente doador de NO e capaz de reverter a 

disfunção endotelial. Também, verificamos que em condições fisiológicas –sem 

presença de hipertensão - o Deta-NO melhora a função endotelial.  

O doador de NO Deta-NO, foi capaz de promover relaxamento 

concentração dependente em aortas isoladas pré-contraídas com fenilefrina de ratos 

2R e 2R-1C com e sem endotélio (E+ e E-). Além disso, observou-se que o 

composto Deta-NO induz relaxamento tanto na presença, quanto ausência do 

endotélio, no entanto a presença do endotélio potencializou o efeito do Deta-NO em 

induzir relaxamento tanto em aorta de ratos 2R e 2R-1C. Deste modo, nossos 

resultados sugerem que a presença do endotélio potencializa o relaxamento para 

Deta-NO na aorta de ratos normotensos e hipertensos. Este efeito pode estar 

relacionado à ativação da liberação de algum fator endotelial que induza à 

vasodilatação. Em estudo prévio foi verificado efeito semelhante em aorta de ratos 

normotensos para o doador de NO nitroprussiato de sódio (NPS), em que a 
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potencialização do efeito foi atribuída a ativação da enzima óxido nítrico sintase 

endotelial (Bonaventura et al., 2008). 

Não observamos diferença no relaxamento induzido pelo Deta-NO 

entre os normotensos e hipertensos na presença do endotélio e na ausência do 

endotélio, a potência do Deta-NO foi maior na aorta do ratos hipertensos. Estes 

resultados foram inesperados, uma vez que em estudos prévios foi verificado menor 

potência em induzir vasodilatação em aortas de animais 2R-1C sem endotélio, para 

outros doadores de NO, tais como complexos de rutênio doadores de NO 

(Rodrigues et al., 2007; Rodrigues et al., 2008) e também para o doador 

nitroprussiato de sódio (NPS) (Rodrigues et al., 2007). Estes resultados sugerem 

que o efeito vasodilatador do Deta-NO não é influenciado pelas alterações 

vasculares encontradas na aorta dos ratos hipertensos, alterações como a presença 

de maiores concentrações de espécies reativas de oxigênio (Rodrigues et al., 2007; 

Rodrigues et al., 2008), sendo esta característica uma vantagem deste doador de 

NO.  

A potencialização do efeito da acetilcolina induzida pelo Deta-NO e a 

maior potência do Deta-NO em induzir relaxamento em aorta de 2R-1C na presença 

do endotélio, indicam que este composto melhora a função endotelial em aortas com 

disfunção endotelial. Esta potencialização pode estar ocorrendo pelo acúmulo de 

GPMc no endotélio, uma vez que um estudo realizado por Schäfer  e cols (2010^) 

mostrou que o tratamento com ativador da GCs em artérias de ratos infartados 

diminuiu a formação de ânion superperóxido (O2
-). Desta forma, o Deta-NO pode ter 

induzido acúmulo do GMPc nas células endoteliais e ter diminuindo a formação do 

O2
- com consequente aumento da potência e eficácia no relaxamento endotélio 

dependente induzido pela acetilcolina.  
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Além disso, acredita-se que o doador de NO Deta-NO atue por meio de 

estimulação da ação da enzima NO-sintase (NOS), visto que ao analisar o 

tratamento dos anéis aórticos de ratos 2R e 2R-1C com L-NAME (inibidor da NOS), 

notou-se que a potencialização observada na presença do endotélio foi abolida.  

Basicamente, o NO é produzido a partir da oxidação de um dos dois 

nitrogênios guanidino da L-arginina, que por sua vez é convertida em L-citrulina, em 

uma reação catalisada pela NO-sintase (NOS) (Moncada et al., 1989). O NO 

produzido na célula endotelial difunde-se para a célula muscular e para o lúmem 

vascular modulando o tônus vascular (Busconi; Michel, 1993), ou seja, podendo 

produzir vasodilatação por diversos mecanismos (Ignarro, 1989). Desta forma o 

Deta-NO estaria atuando no endotélio, estimulando a enzima NOS, que por sua vez 

aumentaria a síntese de NO e portanto produzindo vasodilatação. 

Com relação aos experimentos a nível de células, é possível destacar 

que a detecção de NO feita no presente trabalho ocorreu por eletrodo de forma 

indireta, por meio da quantificação do nitrito, que é um metabólito estável do NO. A 

detecção do nitrito foi realizada em cuba com agitação constante, na qual foi 

adicionado 1 mL de solução responsável por gerar a redução do nitrito para NO, o 

qual é detectado pelo eletrodo sensível ao NO (InNO-T-II, Nitric Oxide Measuring 

System, - Inovative Instruments, Inc.). Como mostra a equação química abaixo a 

proporção molar de nitrito para o NO é de 1:1, consequentemente, a quantidade de 

NO gerado é igual à quantidade de adição de nitrito. 

 

2 NO₂⁻   +  2I⁻   +   4H⁺   →   2NO   +   I2   +   2H₂O 
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Observou se ao longo do estudo que na presença do PBS 

suplementado com L-argenina ocorre uma pequena produção e liberação de NO 

pelas células endoteliais, ao longo do tempo. A produção de NO em células 

endoteliais ocorre pela enzima eNOS que é mantida basalmente e pode ser 

aumentada por estímulos que elevam a concentração de cálcio no meio intracelular 

(Palmer et al., 1988) e também pelo aumento da concentração de L-arginina (Espey 

et al., 1999). Assim, este aumento de NO no controle pode ser atribuído a presença 

de L-argenina no PBS. 

Nas detecções realizadas, observou–se que o BPY libera NO em 

solução de forma concentração dependente, ou seja, quanto maior a concentração 

utilizada da droga, maior a liberação de NO detectada pelo eletrodo.  

Além disso, constatou-se que a liberação NO em meio sem células, 

atinge seu pico máximo de liberação em torno de 120 minutos após a incubação 

com a droga. Na presença de células HUVEC, a concentração de NO liberada se 

mantiveram próximas ao tratamento de BPY sem células, até o tempo de 120 

minutos, porém pode ser observado um pico de liberação em 180 minutos. Após 

este período, foram realizadas leituras com tempos mais prolongados de tratamento, 

nas condições com células e sem células para observar o tempo de estabilização de 

liberação de NO. Nesta análise, constatou-se que após os picos de liberação 

máxima de NO, nas condições com e sem células, com 180 e 120 minutos de 

incubação com o composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)]  (10 µM) respectivamente, 

ocorre queda na liberação de NO, seguida de estabilização com 240 minutos de 

incubação. Estas leituras foram realizadas até 300 minutos de incubação com o 

composto, tempo em que se observou conservação da estabilização apontada com 

240 minutos de incubação. 
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Por meio da análise da cinética de liberação de NO ao longo do tempo, foi 

possível verificar que na presença de células endoteliais HUVEC, a liberação de NO 

foi maior para BPY do que na ausência de células. Rodrigues e colaboradores 

(2015) mostraram que em pH fisiológico de 7,4 o NO coordenado ao rutênio do 

composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)] sofre ataque eletrofílico por hidróxido e é 

convertido em NO2
- e se mantêm estável nesta condição. Portanto, quando o 

composto cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO)]  é solubilizado em pH 7,4 forma-se o composto 

cis-[Ru(bpy)2(NO2
-)(NO2

-)]. Vários mecanismos in vivo foram identificados para 

conversão de NO2
- em NO, como, por exemplo, pelo processo de redução de 

desoxihemoglobina e pela conversão enzimática de xantina oxidoredutase (Kim-

Shapiro et al., 2006; Li et al., 2008). Estes estudos podem explicar os resultados 

obtidos neste trabalho em que a presença das células endoteliais aumentou a 

quantificação de NO em comparação com os valores obtidos sem a presença das 

células. Na presença das células, esta conversão pode ter sido favorecida, com 

consequente aumento da liberação de NO.   

No presente trabalho foi realizada a detecção do NO dos compostos, 

após 180 minutos de incubação com a droga. Este tempo, foi escolhido, uma vez 

que resultados obtidos no nosso laboratório previamente indicaram que neste tempo 

a produção de O₂⁻ é estabilizada nas células estimuladas com Angiotensina II (0,1 

µM). 

O modelo de disfunção endotelial, foi padronizado previamente no 

nosso laboratório por uma aluna de iniciação cientifica (Fapesp – processo 

2013/12365-3), em que utilizou-se a Angiotensina II para a produção de O2
- , uma 

vez que através da liberação do ânion ocorre a redução da biodisponibilidade de NO 

do meio. 
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 Na presença da Angiotensina II, o composto BPY liberou menor concentração 

de NO tanto na ausência quanto na presença de células. Isto indica que o composto 

sofre oxidação ou redução química pela Angiotensina II, o que diminui a liberação do 

NO. Na presença das células a menor detecção de NO também pode ser atribuída 

ao O2
-, induzido pela angiotensina, uma vez que a ativação de receptores de 

angiotensina do tipo AT1 induz a formação intracelular de O2
- (Lyle and Griendling, 

2006).  

Nas células endoteliais, a AngiotensinaII promove disfunção endotelial (DE) 

pela ativação do receptor AT1 (Mukoyama, et al., 1993) causando a conversão de 

guanosina trifosfato (GTP) em guanosina difosfato (GDP) mudando a conformação 

da proteína Gq, que se liga a enzima fosfolipase C (PLC), ativando-a (Gewalting and 

Kojda, 2002). A PLC cliva trifosfato de inositol (IP3) e o diacilglicerol, o IP3 liga-se a 

um receptor específico de membrana no reticulo endoplasmático liberando cálcio 

(Ca²⁺). O cálcio e diacilglicerol ativam a proteína quinase C (PKC) na membrana 

plasmática, ativando o complexo NAD(P)H oxidase aumentando a formação de O₂⁻ 

(BESWICK et al. 2001). Esta espécie reativa reage com NO formando peroxinitrito 

(ONOO-), diminuindo a biodisponibilidade do NO, corroborando com Galougahi et. 

al. (2014), que estudaram a formação de EROs por diferentes vias em células 

endoteliais e obteve resultados semelhantes. 

Na cinética de liberação de NO ao longo do tempo pelo composto BPY 

no tratamento de células HUVEC em associação com Angiotensina II, constatou-se 

que a presença da Angiotensina II reduziu a liberação do NO do composto nos 

tempos 30, 60, 120 e 180 minutos de incubação, quando comparado ao grupo 

tratado com o composto BPY sem a presença da Angiotensina II. No entanto, nos 
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tempos 240 e 300 minutos de incubação esta tendência se inverte brevemente 

seguida de queda e possível estabilização.  

Para verificar se a redução da detecção de NO pela adição da 

Angiotensina II ocorre pelo aumento da liberação de O2
- na presença de células, 

utilizamos o Tempol, que é um mimético da enzima superóxido dismutase (SOD) e 

atua metabolizando o O₂⁻ do meio (Laight et al., 1997). Nossos resultados mostram 

que na presença do Tempol o BPY liberou maior concentração de NO, tanto na 

ausência quanto na presença de células. Estes resultados indicam que o Tempol 

está reduzindo o composto BPY e aumentando a liberação de NO, como ocorre para 

outros doadores de NO na presença de redutores (Barreiros et al, 2006; Rodrigues 

et al., 2008, Rodrigues et al., 2011; De lima et al., 2006).  

Para avaliarmos se a menor liberação de NO pelo BPY na presença de 

células, ocorre por degradação induzida pelo O2
- , utilizou-se a enzima superóxido 

dismutase (SOD). Neste experimento observamos que a redução da detecção de 

NO pela adição da Angiotensina II ocorre pelo aumento da liberação de O2
-, visto 

que através da liberação do ânion ocorre a redução da biodisponibilidade de NO do 

meio. 

Pelos resultados na ausência de células verificou-se que a enzima 

SOD gerou aumento na liberação de NO pelo BPY na presença da Angiotensina II. 

Este resultado indica que o composto BPY possa estar sofrendo redução ou 

oxidação pela angiotensina II implicando na alteração na liberação de NO pelo BPY 

e a SOD pode estar diminuindo a ação da angiotensina II no composto e ou 

potencializando a liberação de NO pelo BPY, assim como ocorreu para o Tempol.  

Por fim, vale lembrar que para se defender dos efeitos nocivos das espécies 

reativas de oxigênio (EROs), como o O2
- os organismos aeróbios contam com um 
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mecanismo de defesa, o sistema antioxidante. Este sistema consiste em eliminar ou 

impedir danos oxidativos à molécula alvo (Halliwell e Gutteridge 2007). Para tanto 

este trabalho buscou analisar também o comportamento do composto BPY como 

agente antioxidante, visto que uma característica importante dos complexos de 

rutênio é a capacidade de inativar O2
- (STANBURY, et al., 1980). 

Assim, por meio da técnica de geração de O2
- in vitro pela enzima xantina 

oxidase e espectroscopia ultravioleta (para detectar a redução do citocromo C pelo 

O2
-), nossos resultados mostraram que no tratamento sem células endoteliais, o BPY 

não foi capaz de inativar o O2
- gerado pela enzima xantina oxidase, deste modo, 

nossos resultados na ausência de células sugerem que o complexo de rutênio BPY 

nas concentrações testadas (0,01; 0,1; 1,0 e 10 µM) não é capaz  inativar O2
- e 

portanto de atuar como agente antioxidante. 

Contudo, o presente estudo traz informações importantes sobre os 

efeitos e o mecanismo de ação de doadores de NO, BPY e Deta-NO na presença de 

artéria aorta com disfunção endotelial e células em cultura com disfunção endotelial. 

Nossos resultados sugerem que os doadores de NO BPY e Deta-NO podem reverter 

a disfunção endotelial estabelecida por mecanismos distintos e por concentrações 

pontuais. 
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