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RESUMO

A disfuncéo endotelial tem sido considerada um marcador para a presenca de
doengas cardiovasculares. E caracterizada pela diminuicdo da liberacdo de fatores
vasodilatadores e/ou aumento da liberacdo de fatores vasoconstritores. O 6xido
nitrico (NO) é a principal molécula vasodilatadora enddégena que regula o tonus e a
homeostase vascular. A diminuicdo na biodisponibilidade do NO pode ser causada
por diversos fatores, incluindo o aumento na producéo do radical superéxido O,". A
producdo do O," pode ser estimulada pela angiotensina Il, pela ativacdo do
complexo enzimatico NADPH oxidase. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
estudar os efeitos induzidos pelo complexo de ruténio cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO2)]
(DCBPY) e Nitroprussiato de Sédio (NPS) em modelo de disuncdo endotelial, bem
como realizar a caracterizacdo farmacologica dos efeitos dependentes da remocéo
do O," e liberacdo do 6xido nitrico (NO) induzidos por estas drogas. Foram utilizados
ratos Wistar machos normotensos (2R) e hipertensos (2R-1C). Anéis de aortas com
endotélio intacto foram colocados em um midgrafo e incubados com DCBPY: 0,1;
1,0 ou 10 pM ou com NPS: 0,1; 1,0 ou 10 nM durante 30 minutos. Curvas
concentracéo-efeito a acetilcolina (ACh) foram construidas onde foi possivel analisar
que todas as concentracdes de DCBPY e NPS melhoraram o relaxamento induzido
pela ACh. NO intracelular foi medido (por sonda DAF-2DA) em HUVEC tratadas
com 0,1 yM de DCBPY, 0,1 nM de NPS ou 0,1 yuM de DETA / NO. N&o foi detectada
liberacdo de NO dos compostos DCBPY [0,1 pM] e NPS [0,1 nM]. Também foi
avaliada a liberacdo de NO do composto DCBPY utilizando eletrodo seletivo para
NO. O composto DCBPY libera NO espontaneamente em solugdo de forma
concentracdo dependente a partir da concentracdo 10 uM. Na presenca das células,
houve um aumento na liberagdo de NO na concentracdo 10 pM do composto
DCBPY de 1,69 vezes em comparacdo com a deteccdo sem a presenca de células.
Isto pode ter ocorrido devido a redugdo do composto por redutores celulares. A
deteccéo intracelular do radical superéxido (O,") foi obtida através da utilizacdo da
sonda fluorescente DHE. Os nossos resultados mostram que o tratamento de
células com DCBPY [0,1 pM] e de NPS [0,1 nM] diminuiu a intensidade de
fluorescéncia a DHE em células estimuladas com angiotensina Il. Assim, sugere-se
que DCBPY e NPS, em uma concentracdo que nao libera NO no interior das células,

sao capazes de atenuar a disfuncéo endotelial por inativar o radical superoxido.



ABSTRACT

Endothelial dysfunction has been considered a marker for the presence of
cardiovascular disease. It is characterized by decreased release of vasodilatory
factors and increased of vasoconstrictors factors. Nitric oxide (NO) is the main
endogenous vasodilator molecule that regulates the vascular tone and homeostasis.
Decrease in the bioavailability of NO can be caused by a variaty of factors, including
the increase in the production of superoxide radical O,". The production of O," can
be stimulated by angiotensin I, by the enzyme complex of the NADPH oxidase
activation. Thus, the objective of this work was to study the effects induced by
ruthenium complex cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(NO2)] (DCBPY) and sodium nitroprusside
(SNP) in endothelial dysfunction model, as well as perform the pharmacological
characterization of the dependent effects removal of O, and release of nitric oxide
(NO) induced by these drugs. Normotensive (2K) and hypertensive (2K-1C) wistar
rats were used. Aortic rings with intact endothelium were placed in a myograph and
incubated with DCBPY: 0.1; 1.0 ou 10 yM ou com SNP: 0.1; 1.0 ou 10 nM during 30
minutes. Curves concentration-effect of acetylcholine (ACh) were built where it was
possible to analyze all concentrations DCBPY and NPS improved relaxation induced
by ACh. NO was measured intracellular (for DAF-2DA probe) in HUVEC treated with
0.1 uM of DCBPY, 0.1 nM a SNP and 0.1 yM DETA-NO. It was not detected NO
release of the compounds DCBPY [0.1 yM] and SNP [0.1 nM]. It also evaluated the
release of NO compound DCBPY using an electrode selective for NO. The
compound DCBPY spontaneously release NO in solution form concentration-
dependent, starting from 10 yM concentration. DCBPY released more NO in the
presence of cells. This could be due to the reduction of the compound by reducing
cell. Intracellular detection of superoxide radical (O,") was obtained by using the
fluorescent probe (DHE). Our results show that treatment of cells with DCBPY [0.1
MM] and SNP [0.1 nM] decreased the fluorescence intensity cells stimulated with
angiotensin Il. Thus, it is suggested that DCBPY and SNP at a concentration which
does not release NO, inside the cells, they are capable of attenuating endothelial

dysfunction by inactivating superoxide.
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Introdugdo

1. INTRODUCAO

O endotélio vascular constitui uma monocamada celular que reveste
internamente o0s vasos sanguineos. Em condi¢des fisiologicas, desempenha um
papel fundamental na manutencdo da homeostase circulatéria por liberar fatores que
modulam a contragéo e o relaxamento vascular (Deanfield et al., 2007).

Diversos trabalhos demonstram que o endotélio libera fatores relaxantes
incluindo o éxido nitrico (NO), prostaciclina (PGl,) e o fator hiperpolarizante derivado
do endotélio (EDHF) assim como libera fatores contrateis, incluindo a endotelina-1,
tromboxano A2 (TXA2), prostaglandina-H2 (PGH2), prostaglandina F,, (PGF,,) € as
espécies reativas de oxigénio como o radical superéxido (O;") (Davel et al., 2011;
Vanhoutte et al., 2009, Shimizu et al., 1994; Moncada et al., 1988; Taylor e Weston,
1988; Ignarro et al., 1987). Quando ocorre um desequilibrio desta fungéo, pode ser
gerado um processo conhecido como disfuncdo endotelial, que € caracterizada
principalmente pela diminuicdo da capacidade das células endoteliais em liberar NO
(Vanhoute et al., 2009).

O oxido nitrico (NO) é uma das menores e mais simples moléculas
biossintetizadas e desempenha diversas func¢des fisioldgicas como a regulacédo do
tbnus vascular, inibicdo da adesdo de mondcitos ao endotélio vascular e inibicdo da
agregacao plaquetéaria (Moro et al., 1996; Kubes e Granger, 1991; Moncada et al.,
1988; Ignarro et al.,, 1987). O NO € a principal molécula vasodilatadora enddégena
que regula o tdnus e a homeostase vascular (Furchgott, 1999).

A disfuncéo endotelial tem sido considerada um marcador para a presenca
de doencas cardiovasculares (Vanhoute et al., 2009), uma vez que a diminuicdo da
biodisponibilidade do NO contribui para o desenvolvimento da hipertenséao arterial

(Yetik-Anacak e Catravas, 2006) e aterosclerose (Kawashima e Yokoyama, 2004,
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Introdugdo

Harrison, 1997), as quais podem levar ao desenvolvimento de doencas isquémicas
cardiaca, infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca.

A funcéo endotelial geralmente € avaliada por estudo de vasodilatacdo, no
qual se utiliza um estimulo farmacolégico (acetilcolina ou bradicinina) que induz a
producdo de NO nas células endoteliais, o qual migra para células do musculo liso
vascular e induz vasodilatacdo (Dharmashankar e Widlansky, 2010). A vasodilatacéo
em resposta a estes estimulos é diretamente relacionada a capacidade de producéo
e liberacdo de NO pelas células endoteliais. Outra forma de estudar a funcéo
endotelial é a utilizacdo de células endoteliais isoladas cultivadas em cultura,
tratando-as com estimulos que induzam disfuncdo (como a angiotensina Il) e
realizando a quantificacdo do NO (Zhang et al., 1999).

A diminuicdo na biodisponibilidade do NO pode ser causada por diversos
fatores, incluindo o aumento na producdo do radical superoxido O, intracelular, o
qual reage com NO e forma peroxinitrito (ONOO’) (Equacédo 1) (Rubanyl e

Vanhoutte, 1986).

NO + O," — ONOO" (1)

A produgdo do O, é estimulado por diversos fatores, incluindo a
hipercolesterolemia (August et al., 2006), angiotensina Il (Griendling et al., 1994;
Rajagopalan et al., 1996; Mohazzab et al., 1994), dentre outros. A ativagdo dos
receptores AT1 de angiotensina Il (Griendling et al., 1994) ativa o complexo
enzimatico NADPH oxidase, aumentando a formacdo de O, (Frey et al., 2002). O
O,” diminui a biodisponibilidade do NO e também ativa NF-kB (Nagaosa et al.,

2003), que é um importante fator de transcricdo pro-inflamatorio, o qual tem sido
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Introdugdo

encontrado ativado nas células do sistema cardiovascular na presenca de doencas
cardiovasculares, incluindo a hipertensdo arterial (Biswas e Faria, 2007) e
insuficiéncia cardiaca (Hall et al., 2006).

Em baixas concentracdes ([NO] < 200 nmol/L) o NO apresenta efeito
citoprotetor por acdo direta com moléculas alvo (Thomas et al., 2008). Por outro
lado, altas concentracdes de NO ([NO] > 400 nmol/L) podem resultar em efeitos
citotoxicos ao gerar espécies reativas de oxigénio promovida pela reagdo com o O;”
(Thomas et al., 2008). Desta forma, a modulacdo de baixas concentracées de NO e

remocao do O, é desejavel para que se obtenha efeito cardioprotetor.

1.1 Doadores de Oxido nitrico

Pela acdo direta do NO sobre os processos fisiologicos, h4d um grande
interesse em compostos que possam servir de veiculos para liberacdo de NO.
Atualmente, os doadores de NO mais utilizados na clinica sdo os nitratos organicos
e inorganicos.

O Nitroprussiato de Sédio (NPS) é um doador de NO da classe dos nitratos
inorganicos que exerce efeitos sobre os leitos arteriais e venosos. O potencial
terapéutico do NPS no tratamento da hipertensao foi sugerida pela primeira vez por
Johnson em 1928 e 1929 (Tinker et al., 1976), e seu uso clinico foi aprovado em
1974 (Friederich e Butterworth, 1995). Este doador de NO ganhou aceitacdo por
reduzir a hipertensdo intra-operatoéria, diminuir a pés-carga e melhorar o débito
cardiaco em insuficiéncia cardiaca e induzir hipotensdo para diminuir a perda de
sangue durante um processo cirurgico (Hottinger et al., 2014). No entanto, existem

muitas limitagdes para o seu uso cronico. Altas doses de NPS ou o seu uso
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Introdugdo

prolongado tem sido associado com a disfuncdo endotelial (Fukatsu et al., 2007),
bem como a acumulacdo de cianeto (Arnold et al.,, 1984). Contudo, o efeito de
baixas concentracdes de NPS sobre a prevencdo e/ou reversao da disfuncao
endotelial dependente da remocédo do O, ainda nao é conhecido.

Os complexos de ruténio sédo estudados como doadores de NO (Rodrigues
et al.,2011; Rodrigues et al., 2008; Rodrigues et al., 2007; De Lima et al., 2006;
Sauaia et al., 2003; Torsoni et al., 2002; Da Silva e Tfouni, 1992), por apresentarem
baixa toxicidade e formas ativas que sao estaveis em condi¢cOes fisioldgicas
(Rodrigues et al., 2011; De Lima et al., 2006; Sauaia et al., 2003). Outra importante
caracteristica apresentada por estes compostos € a liberacdo prolongada de NO
(Rodrigues et al., 2012; De Gaitani et al.,, 2009). Entretanto, ndo € conhecido o
comportamento quanto a cinética de liberacdo de NO em células com disfuncéo
endotelial, as quais apresentam elevados niveis de O,". Algumas evidéncias
experimentais sugerem gue 0s complexos de ruténio podem ser reduzidos pelo O;",
0 que poderia induzir a liberagdo de NO pelos complexos de ruténio além de ocorrer
a diminuicdo do O," (Stanbury et al., 1980, Metzker, 2013).

Em estudos prévios foi demonstrado que o composto cis-[Ru(H-dcbpy)2(CI)(
NO)] (DCBPY) em sua forma estavel (Figura 1) induz vasodilatagdo em artéria de

ratos (Rodrigues et al., 2011).

Y 1Y)

HORE T N g

Figura 1. Estrutura do composto cis-[Ru(H-dcbpy  ),(CI)(NO;)]
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Introdugdo

Considerando que a disfuncao endotelial esta presente em diversas doencas
cardiovasculares, a qual € causada principalmente pela degradacéo do NO induzido
pelo O,", nossa hip6tese é de que os compostos cis-[Ru(H-dcbpy)2(Cl)( NOy)] e
Nitroprussiato de Sadio (NPS) podem reverter e/ou prevenir a disfuncdo endotelial
por atuar como sequestradores do O,".

Desta forma, o objetivo principal deste estudo foi de avaliar o potencial dos
doadores de NO cis-[Ru(H-dcbpy)>(CI)(NO,)] e Nitroprussiato de sodio como

estratégia farmacologica para reverter e/ou prevenir a disfuncéo endotelial.
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Objetivo

2. OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos induzidos pelo complexo de ruténio cis-[Ru(H-dcbpy
)2(CI)(NO3)] e nitroprussiato de sodio na disfuncdo endotelial, bem como realizar a
caracterizagdo farmacologica da liberagdo de NO e os efeitos dependentes da

remocédo do O;" e liberacdo do NO induzidos por estes compostos.

2.1 Objetivos especificos

» Avaliar o potencial do composto cis-[Ru(H-dcbpy’),(CI)(NO;)] como estratégia
farmacoldgica para reverter e/ou prevenir a disfuncdo endotelial encontrada no

modelo de hipertensdo 2R-1C e cultura de células tratadas com Angiotensina Il.

» Avaliar o efeito de baixas concentracbes do composto Nitroprussiato de Sédio

(NPS) na reverséo e/ou prevencao da disfuncéo endotelial encontrada no modelo de

hipertensédo 2R-1C e cultura de células tratadas com Angiotensina Il.
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Métodos

3. METODOS

3.1Sintese do composto cis-[Ru(H-dcbpy )2(CI)(NO;)]

O composto cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO,)] foi sintetizado no Laboratdrio do
Prof. Dr. Roberto Santana Da Silva, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto (FCFRP-USP). A sintese e caracterizagcdo quimica deste composto ja
estdo padronizadas (Rodrigues et al., 2011; Cicillini et al., 2009).

Como demonstrado previamente por Rodrigues (2011), quando o composto
cis-[Ru(H-dcbpy)2(Cl)(NO)] é solubilizado em pH 7,4 ocorre a conversdo do Ru-NO
em Ru-NO; formando o composto cis-[Ru(H-dcbpy)2(Cl)(NO2)] (equacéo 2), forma
estavel em temperatura e pH fisiologico. Desta forma, o composto cis-[Ru(H-dcbpy
)>(CI)(NO)] foi solubilizado em tampé&o fosfato pH 7,4 e mantido a 37°C durante 120
minutos para obtencéo da forma estavel do composto, a qual foi utilizada em todos

0S experimentos.

"
cis-[Ru(H-dcbpy )2(CH(NO)] 2 cis-[Ru(H-dcbpy )2(CN(NO2)] (2)

H+
00, a».‘] !-|;: ':«;';HI,‘\] s )
M, % el | e
r‘h -~ ey a\".""
"i’?- “]l)/ﬁ, HODC -"'I C%j/l‘kj“:::-c‘
Lot CO0H

Figura 2. Estrutura dos compostos (a) cis-[Ru(H-dcb  py-)2(CI)(NO)] e
(b) cis-[Ru(H-dcbpy-)2(CIl)(NO2-)]
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3.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (180- 200 g), fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal de S&o Carlos - UFSCar e mantidos no biotério do
Laboratério de Neuroendocrinologia do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas
(DCF- UFSCar) (Responsavel: Profa. Dra. Keico Okino Nonaka). Os animais foram
mantidos em condi¢cdes de luz e temperatura controladas, alimentados com racao
para ratos e agua a vontade. Os protocolos experimentais seguiram as normas e
politicas da Comissdo de ética no uso de animal da Universidade Federal de Sao

Carlos (CEUA n°®5990210915).

3.3 Cirurgia para inducéo da Hipertensédo Renal 2R-1 C

Para obtencédo de ratos com hipertensao renal 2R-1C, foi utilizada a técnica
descrita por Goldblatt (1934) e adaptada por Shaffemburg (1959) para pequenos
animais onde, a constricdo parcial de uma artéria renal, com o rim contra-lateral
integro, ocasiona um aumento da presséo arterial. Os animais foram anestesiados
com tribromoetanol (2,5 mg/kg) e depois submetidos a uma laparotomia para
implante de um clipe de prata com abertura de 0,2 mm na artéria renal, como
descrito previamente (Rodrigues et al., 2007; Rodrigues et al., 2008; Rodrigues et
al., 2010). Os animais controle denominados sham-operados ou dois rins (2R) foram

submetidos a operacéao, porém nao foi implantado o clipe de prata na artéria renal.
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3.4 Medida da pressao arterial (método nao invasivo )

A pressdo arterial sistélica (PAS) foi aferida nos animais acordados pela
técnica de pletismografia de cauda (NIBP System-ADinstruments), antes do
procedimento cirargico de inducdo da hipertensdo e seis semanas apOs este
procedimento cirargico. Foram utilizados os animais do grupo 2R-1C que

apresentaram PAS maior ou igual a 160 mmHg.

3.5 Estudo da reatividade vascular em artéria aort a de ratos 2R e 2R-1C

Os ratos foram eutanasiados por decapitacdo seis semanas apos a cirurgia,
e as aortas toracicas foram dissecadas e cortadas em anéis de 3 mm de
comprimento como descrito previamente (Rodrigues et al.,, 2011), mantidas em
solucédo de Krebs (mM: NaCl 130, KCI 4.7, KH,PO4 1.2, MgSO,4 1.2, NaHCO3; 14.9,
glucose 5.5 e CaCl, 1.6) a 37 C, pH 7.4, continuamente borbulhada com 95% de O,
e 5% CO,, montadas entre dois ganchos metalicos em um miografo (Mulvany-
Halpern, modelo 610 DMT-EUA, Marietta, GA), para estudo de tensdo isométrica. O
miografo foi conectado a um sistema para aquisicdo de dados (PowerLab / 8SP,
ADinstruments, Australia) e este a um computador.

Os anéis da aorta foram submetidos a uma tensdo de 1,5 g antes da adicao
do farmaco administrado. A integridade endotelial foi avaliada pelo grau de
relaxamento induzida por 1 ymol/L de acetilcolina apds contracdo do anel adrtico
com fenilefrina (0,1 ymol/L). O anel foi descartado se o relaxamento com acetilcolina
foi menor do que 80% em aortas de rato 2R e 60% em aortas de rato 2R-1C

(Rodrigues, 2010).
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Protocolos:
ApoOs o teste de integridade do endotélio, anéis de aorta foram incubados
durante 30 minutos com:
a) DCBPY (concentracbes 0,1; 1,0 ou 10 pM);
b) NPS (em concentracdes de 0,1; 1,0 ou 10 nM) ou;

c) PBS (controle).

ApOs a incubacéo, os anéis de aorta foram lavados 3 vezes para remover 0s
farmacos, pré-contraidos com fenilefrina (0,1 uM) e construidas curvas de
concentracdo-efeito a acetilcolina. Os valores de pD2 (-log da ECsy (concentracéo

que produz 50 % do efeito maximo)) e o Emax (efeito maximo) foram analisados.

3.6 Cultura de células endoteliais

Foram utilizadas células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC).
Estas células foram mantidas em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino
(10%), estreptomicina (100 uM) e penicilina (100 U/mL), mantidas a 37 C em est ufa
com 5% de CO,. Para a realizacdo destes experimentos foi utilizada a estrutura
(estufa e fluxo laminar) disponivel no Departamento de Ciéncias Fisiolégicas

(UFSCar).
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3.7 Liberacdo de NO do composto cis-[Ru(H-dcbpy )2(CH(NO2)] na presenca

células endoteliais com disfuncéo

A quantificacdo do NO foi feita por eletrodo seletivo para NO (InNO-T-II,
Nitric Oxide Measuring System, - Inovative Instruments, Inc.) de forma indireta, pela
quantificacdo do nitrito (NO2) que € um metabolito estavel do NO. Segundo o
fabricante o eletrodo INNO-T-II tem limite minimo de detec¢cédo de 0,01nM. Em uma
cuba de agitacdo constante foi adicionado 1 mL de solucdo de trabalho que é
composta por agua deionizada purificada em um sistema Milli-Q®, 1M de acido
sulfrico e 90mM de lodeto de potassio (Solucédo de trabalho). Nesta solucao ocorre

a reducéo do nitrito em NO (equacéo 3), o qual pode ser detectado pelo eletrodo.

2NO;~ + 217 + 4H* —» 2NO + I, + 2H;0 (3)

As células disfuncionais foram obtidas pela incubacdo com 0,1 uM de
angiotensina Il (Ang Il), protocolo padronizado no laboratério, em projeto de
pesquisa desenvolvido por uma aluna de iniciacdo cientifica FAPESP (Proc.
2013/12365-3).

Primeiramente foi realizado a cinética de liberacdo de NO ao longo do tempo
do composto DCBPY para padronizar o tempo apropriado para as leituras. Neste
protocolo a quantificacdo do NO foi feita de hora em hora (até 4 horas) por eletrodo

seletivo para NO.
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Protocolos:

a) Cinética de liberacdo de NO do composto cis-[Ru(H-dcbpy -
)2(CI)(NO2)] (DCBPY) na concentracdo de 10 pM:

A cinética de liberacdo do NO pelo composto DCBPY foi realizada na
presenca e auséncia de células utilizando a concentracdo 10 uM. As células
endoteliais foram plaqueadas em placas com 6 pocos a uma concentracéo de 4x10°
células por poco. Apods 24 horas do plagueamento, as células foram tratadas com 10
MM de DCBPY. Para a leitura, foi retirado o sobrenadante de cada poco e colocado
na cuba de agitacdo juntamente com a solucdo de trabalho onde o eletrodo ficou
imerso. As leituras foram realizadas nos tempos: 0, 30, 120, 180, 240 minutos. Estes

mesmos tempos foram utilizados para a detec¢cdo na auséncia de células.

b) Liberacdo de NO do composto cis-[Ru(H-dcbpy )2(CI)(NO2)] nas
concentracbes: 0,1,1e 10 pM:

A liberacdo de NO pelo composto foi determinada na presenca de células
endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) que foram plaqueadas em placas
com 6 pocos a uma concentracdo de 4x10° células por poco, 24 horas antes do
inicio dos experimentos. Apds 24 horas do plaqueamento, as células foram tratadas
com 0,1, 1 e 10 yM de DCBPY com ou sem adi¢céao de 0,1 uM de Ang Il e a leitura foi
realizada apos 3 horas para cada concentracdo. Para a leitura, foi retirado o
sobrenadante de cada poco e colocado na cuba de agitacdo juntamente com a
solucéo de trabalho onde o eletrodo ficou imerso. Como controle, este protocolo foi

realizado na auséncia das células endoteliais.
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3.8 Quantificacdo do NO intracelular em HUVEC

As células endoteliais foram plaqueadas em placas de 96 pogos com
concentracédo de 5x10* célula por poco e foram mantidas a 37C em estufa de CO,
5%. Os experimentos foram realizados ap0ds 24 horas.

A deteccdo do NO intracelular foi obtida pela incubacdo com a sonda
seletiva fluorescente diacetato diaminodifluorofluoresceina (DAF-2DA — 10 uM) que
ao reagir com trioxido de dinitrogénio (N2.O3) (produto de oxidacdo do NO) produz o
composto fluorescente DAF-2T (NAKATSUBO et al., 1998). A leitura foi realizada em
fluorimetro SpectraMax GeminiXS (Molecular Devices) com onda de excitacdo e
emissao: 485 nm e 538 nm, respectivamente.

Como alternativa, a producdo de NO foi examinada em microscopio de

fluorescéncia (Axiovert, Zeiss) aumento de 40x da lente objetiva.

Protocolos:

a) As células foram incubadas com DCBPY 0,1 uM juntamente com a
sonda DAF/2DA durante 30 minutos. ApoOs este tempo a intensidade de
fluorescéncia foi detectada.

b) As células foram incubadas com DETA NO 0,1 yM juntamente com a
sonda DAF/2DA durante 30 minutos. ApoOs este tempo a intensidade de
fluorescéncia foi detectada.

c) As células foram incubadas com NPS 0,1 nM juntamente com a sonda
DAF/2DA durante 30 minutos. Apés este tempo a intensidade de fluorescéncia foi

detectada.
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3.9 Avaliacdo do tratamento das células endoteliais com cis-[Ru(H-dcbpy -~
)2(CI)(NO2)] ou NPS na reversédo e/ou prevencao da disfuncdo  endotelial, por

inativacao do radical superoxido (O ,") em modelo de cultura de células.

A deteccdo do O;" intracelular foi obtida pela utlizagdo de sonda
Dihidroetidina (DHE) e a leitura foi realizada em fluorimetro SpectraMax GeminiXS
(Molecular Devices) com excitagdo de 510 nm e emissao de 595 nm. As células
endoteliais foram plagueadas em placas de 96 pocos com concentracdo de 5x10* e
foram mantidas a 37C em estufa de com 5% de CO,. Os experimentos foram
realizados apés 24 horas.

DHE é uma sonda permeavel em células, que ao reagir com o O, forma 2-
hidroxietidio (EOH) que se liga ao DNA proporcionando fluorescéncia nuclear.

(FERNANDES et al., 2007; ZHAO et al., 2005).

Protocolos:

a) Incubacdo com o composto  cis-[Ru(H-dcbpy ).(C(NO,)] nas
concentracdes de 0,1; 1,0 e 10uM:

ApoOs 24 horas do plaqueamento, retirou-se o meio de cultura presente nos
pocos e as ceélulas foram tratadas com 0,1; 1,0; 10 uM de DCBPY por 30 minutos.
Em seguida, o composto foi retirado e foi adicionado 0,1 uM de Ang Il onde ficou em
contato com as células durante 1 hora. Logo apos, a Ang Il foi retirada e entéo

aplicada a sonda DHE (50 uM) por 20 minutos. Foi realizada a leitura.
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b) Incubacdo com o composto NPS nas concentragbes d e 0,1; 1,0 e
10 nM:

ApoOs 24 horas do plaqueamento, o meio de cultura dos pocos foi retirado e
as células foram tratadas com NPS nas concentracbes 0,1; 1,0; 10 nM durante 30
minutos. Em seguida, o composto foi retirado e foi adicionado 0,1 uM de Ang Il onde
permaneceu durante 1 hora. Logo apoés, a Ang Il foi retirada e entdo aplicada a

sonda DHE por 20 minutos. Logo apds, a leitura foi realizada.

¢) Incubacé&o com Tempol na concentracdo de 100 uM

ApoOs 24 horas do plaqueamento, retirou-se o meio de cultura presente nos
pocos e as células foram tratadas com 100 uM de Tempol (mimético da Superoxido
dismutase — SOD) por 30 minutos. Posteriormente, o composto foi retirado e as
células foram tratadas com 0,1 uM de Ang Il por 1 hora. ApGs este tempo, a Ang Il
foi retirada e entdo aplicada a sonda DHE onde agiu por 20 minutos. A leitura foi

realizada ap0s este tempo.

3.10 Viabilidade celular

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada pelo método de andlise
colorimétrico 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT).
Trata-se de um método que mede a atividade das células viaveis no final do ensaio.
As desidrogenases mitocondriais convertem o MTT acumulando cristais de formazan
de cor purpura no interior da célula. Esta conversdo sé ocorre em células

metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983).
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As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos a uma concentracao de
5x10* células por poco e foram mantidas a 37 °C em uma estufa contendo 5% de
CO,. Apos 24 horas, as células foram tratadas com DCBPY (0,1 uM, 1 yM ou 10uM)
com e sem Ang Il 0,1 uM, por 3 horas ou com NPS (0,1 nM, 1 nM ou 10 nM) com e
sem Ang Il 0,1 uM durante 4 horas. O mesmo protocolo foi realizado com PBS.
Depois disso, 5 mg/mL de MTT foi adicionado, seguido de 4 horas de incubacéo a
37 C, 5% de CO,. Apos, foram adicionados 100 uL de dimetilsulféxido (DMSO) e
manteve-se no agitador de placas durante 10 minutos. A absorbancia foi medida a
540 nm utilizando um leitor de microplacas (SpectraMax GeminiXS, Molecular

Devices).

3.11 Andlise dos resultados

ApoOs a coleta, a analise estatistica dos resultados foi realizada como auxilio
do programa GraphPad Prism versédo 3.0. Os dados foram devidamente analisados
utiizando ANOVA One-Way seguida de um poés-teste Newman Keuls para
determinar a significancia da diferenca entre os grupos dentro do mesmo ensaio. Foi
adotado nivel de significancia de 5% para que as diferencas fossem consideradas

estatisticamente significativas.
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4. RESULTADOS

4.1 Estudo da reatividade vascular em artéria aor ta de ratos 2R e 2R-1C

4.1.1 Efeito do composto DCBPY sobre o relaxamento de aortas induzido pela
acetilcolina

O tratamento, dos anéis adrticos de ratos hipertensos, com DCBPY melhorou
0 relaxamento induzido por acetilcolina, com nenhum efeito em anéis de aorta de
ratos normotensos. Todas as concentragcdo de DCBPY testadas melhoraram o
relaxamento em anéis da aorta de ratos 2R-1C (pD2 DCBPY 0,1 uM: 7,11 + 0,04;
1,0 uM: 7,13 + 0,05; 10 uM: 6,91 + 0,02; p <0,05 n = 8) em comparagcdo com aneéis
de aorta de ratos 2R-1C sem tratamento com DCBPY (pD2 PBS: 6,57 + 0,08) (figura
3A). Nenhum efeito foi verificado em anéis de aorta de ratos 2R (pD2 DCBPY 0,1
MM: 8,03 + 0,26; 1,0 uM: 7,64 + 0,14; 10 uM: 7,71 = 0,10) (Figura 3A). O efeito
méaximo relaxante (Emax) foi melhorado pelo tratamento com DCBPY em todas as
concentracbes em aortas de ratos 2R-1C (Emax: PBS: 78,7 £ 2,4%; 0,1 uyM: 93,8
1,1%; 1,0 yM: 91,0 £ 1,5%; 10,0 uM: 92,4 £ 0,7%; p <0,05 n = 8), sem diferenca em
aortas de ratos 2R (Emax PBS: 93,6 + 3,1%; 0,1 pM: 92,2 £ 3,5%; 1,0 uyM: 92,1 +

3,2%; 10,0 uM: 94,8 £ 2,6%, n= 8) (Figura 3A e Figura 3B).
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Figura 3. Curvas concentracao-efeito para acetilcol  ina em anéis de aorta com endotélio intacto
(2R e 2R-1C) e incubados com diferentes concentragd es de DCBPY. A. Os valores sdo a média +
E.P.M. de experimentos realizados em preparac6es obtidas a partir de diferentes animais . * indica
diferenca significativa (p <0,05) nos valores de pD2 e Emax 2R-1C PBS (nh = 8) vs. 2R-1C DCBPY
0,1/1,0/10,0 pyM (n=8). B. Os valores sao a média + E.P.M de experimentos realizados em
preparacdes obtidas a partir de diferentes animais 2R (n= 8).
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4.1.2 Efeito do composto NPS sobre o relaxamento de aortas induzido pela

acetilcolina

O tratamento de anéis de aorta de ratos hipertensos com NPS melhorou o
relaxamento dependente do endotélio induzido por acetilcolina. Todas as
concentracOes testadas de NPS melhoraram o relaxamento em anéis de aorta de
ratos 2R-1C (pD2 de NPS 0,1 nM: 7,176 0,11, n =10; 1,0 nM: 7,288 + 0,11, n = 9;
10 nM: 7,569 £ 0,13; p <0,01, n = 9) quando comparado com anéis de aorta de ratos
2R-1C sem tratamento com NPS (pD2 PBS: 6,571 + 0,08, n= 6) (Figura4 A e 4 C).
Em ratos 2R-1C a poténcia (pD2 PBS: 6,571 + 0,08, n=6) e o efeito maximo (Emax)
(Emax PBS: 81,10 * 4,80%, n= 7) foram mais baixos em comparacdo com 2R (pD2
PBS: 7,824 £ 0,24, n= 8, p <0,001; Emax : 95,66 £+ 1,32%, n= 8; P <0,05). Nenhum
efeito do tratamento com NPS foi verificado em anéis de aorta de ratos 2R (pD2 de
PBS: 7,824 + 0,24, n= 8; NPS 0,1 nM: 7,697 + 0,23, n=7; 1,0 nM: 7,644 + 0,05, n=5;
10 uM: 7,785 £ 0,14, n=5; p <0,05) (Figura 4B). A figura 4 C apresenta diferenca na
poténcia (pD2) de acetilcolina em induzir o relaxamento em aortas com e sem
tratamento com NPS. A concentracdo 10 nM de NPS normalizou o relaxamento em

anéis de aorta de ratos 2R-1C em comparacdo com aneéis de aorta de ratos 2R.
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Figura 4. Curvas concentracao-efeito para acetilcol

(2R e 2R-1C) e incubados com diferentes concentracd
como média + E.P.M expressos em porcentagem de relaxamento em preparacdes obtidas a partir de
diferentes animais 2R-1C e 2R.* indica diferenca significativa (p <0,01) 2R-1C PBS (n = 6) vs. 2R-1C
NPS 0,1/1,0/10,0 nM (n=9). B. Os dados estdo apresentados como média + E.P.M expressos em
porcentagem de relaxamento em prepara¢8es obtidas a partir de diferentes animais 2R. C. Os dados
estdo apresentados como média + E.P.M. As barras representam a poténcia (pD2) de Ach obtida a
partir de curvas de concentragdo-efeito de diferentes animais 2R e 2R-1C. * indica diferenca (p <0,01)
pD2 2R-1C PBS (n =6) vs 2R-1C NPS 0,1/1,0/ 10,0 nM (n=9) e 2R PBS (n=8).
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4.2 Cinética de liberacdo de NO do composto  cis-[Ru(H-dcbpy ).(CI(NO2)] na

presenca celulas endoteliais com disfuncao.

A cinética de liberacdo de NO pelo composto cis-[Ru(H-dcbpy’)2(CI)(NO,)]
(DCBPY) foi realizada com objetivo de determinar o tempo de estabilizacdo na
liberacdo do NO. Esta cinética foi obtida utilizando 10 yM de DCBPY. Com o0s
resultados adquiridos pode-se estipular o tempo para realizacdo dos protocolos de
deteccado de NO.

Como pode ser observado na figura 5, houve maior liberacdo de NO pelo
composto DCBPY (10uM) na presenca de células endoteliais nos tempos 120
minutos (DCBPY 10 uM 120 min: 249.71+ 5,09 nM, n=3), 180 minutos (DCBPY 10
MM 180 min: 276.96 + 1,32 nM, n=3) e 240 minutos (DCBPY 10 uM 240 min: 277.37
+ 1,27 nM, n=3), estabilizando a liberacdo em 180 minutos. Desta forma, os
protocolos de deteccdo de NO que serdo apresentados a seguir foram realizados

com 180 minutos de incubag¢ao dos compostos.
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Figura 5. Cinética de liberagdo de 6xido nitrico em funcéo do tempo pelo composto cis-[Ru(H-
dcbpy ),(CI)(NO,)] (10uM) na presenca (C+) e auséncia (C-) de células endo teliais. Cada ponto
representam a média + EPM da concentragdo de NO (nM) mensurada ao longo do tempo durante 240
min de incubagdo com 10 uM de DCBPY. Em cada ponto foi descontado o valor da leitura do PBS
sem célula. * indica diferenca (P<0,001) entre 30 min C- vs 0 min C-; 120 min C- vs 30 min C-; 180
min C- vs 120 min C-; 240 min C- vs 180 min C-. ## indica diferenca (P<0,001) entre 30 min C+ vs 0
min C+; 120 min C+ vs 30 min C+. # indica diferenca (P<0,01) entre 180 min C+ vs 120 min C+.

4.3 Liberagcdo de NO do composto cis-[Ru(H-dcbpy )2(CI)(NO2)] nas

concentracbes: 0,1,1e 10 pM:

Como mostrado na figura 7, o composto DCBPY libera NO
espontaneamente em solucédo de forma concentracdo dependente (0,1 uM: 78,68 +
4,55 nM, n=3 e 1 uM: 108,94 + 10,28 nM, n=3 < 10 pM: 277,57 + 26,85 nM, n=5,
P<0,001).

A presenca da Ang Il ndo alterou a liberacédo do NO do composto DCBPY na
auséncia de células endoteliais (0,1 uM + Angll: 36,42 £ 9,57 nM, n=3 =; 0,1 uM:
37,09 +8,94 nM, n=3; 1 uM + Ang Il: 39,44 + 3,98 nM, n=4 = 1 uM: 40,59 + 3,99 nM,
n=5; 10 uM +Ang II: 123,69+ 7,01 nM = 10 uM; 142,72 + 12,82 nM, n=4, n=4)
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indicando que o composto DCBPY nao sofre reducdo ou oxidacéo pela Ang Il, o que
poderia alterar a liberacdo de NO deste composto (Figura 6).

Nas células tratadas com DCBPY juntamente com Ang I, a quantificacdo do
NO no meio foi menor para o composto DCBPY na concentracdo de 10uM quando
comparado com o composto DCBPY sem a presenca da Ang Il (10 uM+Ang II:
220,80 = 22,31 nM, n=4 < 10 uM: 277,57 + 26,85 nM, n=5; P<0,05). Este fato nédo
ocorreu para as concentragcdes 0,1uM e 1uM de DCBPY onde a presenca de a Ang
Il ndo diminuiu a deteccdo de NO (0,1 pM+Ang II: 79,38 + 3,98 nM, n=3 = 0,1 uM:
78,68 + 4,55 nM, n=3 ; P>0,05; 1 pM+Ang II: 90,70 £ 5,4 nM, n=4 =1 pM: 108,94 +
10,28 nM, n=3; P>0,05) (Figura 7).

Somente na concentragdo 10 pM o composto DCBPY liberou NO na
presenca de células, enquanto que DCBPY nas concentracdes 0,1 uM e 1,0 uM néo
apresentaram diferenca na liberacdo de NO quando comparada ao veiculo PBS

suplementado (PBS suplementado: 53,42 = 4,43 nM, n=3) (Figura 7).
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Figura 6. Liberacdo de NO do composto cis-[Ru(H-dcb  py-)2(CI)(NO2-)] na auséncia de células
endoteliais . As barras representam a média + EPM da concentragcdo de NO (nM) mensurada apés
180 min de incubacédo sem células com o composto cis-[Ru(H-dcbpy),(CI)(NO)] (DCBPY) ou com o
composto DCBPY + angiotensina Il (Ang. Il). Em cada condicéo foi descontado o valor da leitura do
PBS. *** indica diferenca (P<0,001) entre DCBPY 10 uM (n=4) vs DCBPY 0,1uM (n=5) e DCBPY 1uM
(n=3)
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Figura 7. Liberacdo de NO do composto cis-[Ru(H-dcb  py-)2(CI)(NO2-)] na presenca de células
endoteliais. As barras representam a média + EPM da concentracdo de NO (nM) mensurada apés
180 min de incubacgéo das células com o composto cis-[Ru(H-dcbpy),(CI)(NO)] (DCBPY) ou com o
composto DCBPY + angiotensina Il (Ang. Il). Em cada condicéo foi descontado o valor da leitura do
PBS sem célula. *** indica diferenca (P<0,001) entre DCBPY 10uM vs PBS; DCBPY 10uM+Angll vs
PBS. # indica diferenca (P<0,001) entre DCBPY 10 uM vs DCBPY 0,1uM e DCBPY 1uM. * indica
diferenca (P<0,05) entre DCBPY 10 uM vs DCBPY 10pM+Angll.
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O gréafico da figura 8 foi construido com o objetivo de quantificar a real
concentracdo de NO liberado pelo composto na presenca das células. Desta forma,
foi subtraido o valor obtido na incubacédo das células com PBS dos valores obtidos
do tratamento das células com DCBPY, ou seja, foi excluida a concentracdo de NO
liberada pelas células. Com o objetivo de comparar a liberagcdo de NO do composto
DCBPY na presenca de células e auséncia de células, os valores do grafico 6
também foram plotados no grafico 8.

Nossos resultados mostram que na presenca das células houve um aumento
na liberacdo de NO na concentracdo 10 uM do composto DCBPY de 1,69 vezes
(DCBPY 10 puM C+: 241,41 + 26,55 nM, n=4) em comparagcdo com a mesma
concentracdo do composto quando incubado sem a presenca de células (DCBPY 10

UM C-: 142,72 +12,82 nM, n=4).
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Figura 8.Comparacédo entre a liberacdo de NO do comp osto cis-[Ru(H-dcbpy-)2(CI)(NO2-)] na
presenca e auséncia de células endoteliais . As barras representam a média + EPM da
concentracdo de NO (nM) mensurada apds 180 min de incubacdo na auséncia (C-) ou presenca (C+)
de células com o composto cis-[Ru(H-dcbpy),(Cl)(NO)] (DCBPY). Nas condi¢cdes com células (C+),
foi descontado o valor da leitura do PBS com célula. *** indica diferenca (P<0,001) entre DCBPY
10uM C- vs DCBPY 0,1uM C-; DCBPY 10uM C- vs DCBPY 0,1uM C+; DCBPY 10uM C- vs DCBPY
1uM C-; DCBPY 10uM C- vs DCBPY 1uM C+; DCBPY 10uM C+ vs DCBPY 0,1uM C-; DCBPY 10uM
C+ vs DCBPY 0,1uM C+; DCBPY 10uM C+ vs DCBPY 1uM C-; DCBPY 10uM C+ vs DCBPY 1uM
C+. # indica diferenca (P<0,001) entre DCBPY 10uM C+ vs DCBPY 10uM C-.
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4.4 Quantificacdo do NO intracelular em HUVEC

Para avaliar a liberacdo intracelular de NO, foi realizada a medida de
intensidade de fluorescéncia (IF) pela adicdo da sonda DAF-2DA juntamente com
0,1 uM de DCBPY; 0,1 uM DETA-NO; NPS 0,1 nM; ou controle (PBS) durante 30
minutos. O DETA-NO foi utilizado como controle de doador espontaneo de NO.

A Figura 9 mostra que DCBPY né&o causou altera¢cdes na concentracao de
NO (DCBPY: 4,43 £ 0,31 IF, n= 6) quando comparada com os dados obtidos pela
adicao de PBS (PBS: 4,32 + 0,18 IF, n = 6). No entanto, DETA-NO apresentou um
aumento de NO em relacdo ao seu respectivo controle (6,20 £ 0,21 IF, n =6, P
<0,05). O aumento intracelular da concentracdo de NO foi ainda confirmada pelas
imagens de microscopia de fluorescéncia indicada pela acumulacdo de produto
DAF-2T, pela intensidade da coloracdo em HUVEC. As imagens mostram que nao
houve diferenca de intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo com o
tratamento com DCBPY, contudo, nota-se o aumento da intensidade de
fluorescéncia ao longo do tempo quando as células foram tratadas com DETA-NO

(Figura 10).
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Figura 9. Quantificacdo do NO intracelular em HUVE C apo6s tratamento com DCBPY. Valor sédo
médias + E.P.M da intensidade de fluorescéncia obtidos em células HUVEC ap6s 30 min de
tratamento com PBS, DCBPY ou DETA-NO. * Indica diferenga (p <0,05) para DETA-NO (n=6) vs PBS
(n=6).
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Figura 10. Imagem de fluorescéncia DAF-2DA apés tra tamento com DCBPY. Concentracdo
intracelular de NO antes e depois de 30 min de tratamento com DCBPY ou DETA-NO.
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A incubacdo com NPS 0,1 nM também n&o apresentou liberacdo de NO
apos 30 minutos (Figura 10). Como pode ser visto na Figura 11, o NPS néo liberou
NO durante o tempo monitorado (NPS 0,1 nM: 4,32 + 0,24 FI, n = 6) comparado com
a incubacdo com PBS (PBS: 4,19 £ 0,18 FI, n = 6). A incubacdo com DETA-NO
mostrou liberacdo de NO apés 30 minutos (DETA-NO 0,1 mM: 6,20 + 0,21 FI, n = 6;
p <0,05). Estes resultados foram confirmados por imagens de microscopia de

fluorescéncia, como pode ser visto na Figura 12.

61 —1PBS
= NPS 0,10

DETA-NO 0,1pM

IF (DAF-2T)
I

Figura 11. Quantificacdo do NO intracelular em HUV EC apdés tratamento com NPS . Valor sdo
médias + E.P.M da intensidade de fluorescéncia obtidos em células HUVEC ap6s 30 min de
tratamento com PBS, NPS ou DETA-NO. * Indica diferenca (p <0,05) para DETA-NO (n=6) vs PBS
(n=6).
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Figura 12. Imagem de fluorescéncia DAF-2DA apds tra tamento com NPS. Concentragdo
intracelular de NO antes e depois de 30 min de tratamento com NPS ou DETA-NO.

4.5 Deteccdo do O ;" intracelular obtida pela utilizacdo de sonda DHE a  pés

tratamento das células endoteliais com  cis-[Ru(H-dcbpy )»(Cl)(NO,)] ou NPS.

A figura 13 mostra que as células tratadas com Ang Il apresentaram maior
intensidade de fluorescéncia para sonda DHE se comparado com o controle (Ang II:
16,78 + 0,97 IF, n=9 > PBS: 12,03 + 0,49 IF, n=9, P<0,001), indicando que ocorreu
aumento da concentracdo do O,". Quando as células foram tratadas previamente
com DCBPY nas concentra¢des 0,1 uM, 1 uM e 10 uM, o tratamento com Ang Il n&do
induziu aumento na intensidade de fluorescéncia para o DHE (Ang Il: 16,78 + 0,97
IF, n=9 > DCBPY 0,1+ Ang Il yM: 11,19 + 0,51 IF, n=10, P<0,001; Ang Il: 16,78 £
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0,97 IF, n=9 > DCBPY 1 uM + Ang II: 11,46 + 0,66 IF, n=7, P<0,001; Ang II: 16,78 +
0,97 IF, n=9 > DCBPY 10 puM: 13,57 + 0,53 IF, n=6, P<0,001), indicando que ocorreu
normalizagdo na concentracdo do O, intracelular, uma vez que os valores ficaram
semelhantes ao controle (PBS) (PBS: 12,03 £ 0,49 IF, n=9). Resultado semelhante
foi observado pelo tratamento com Tempol, que € mimético da Superoxido
dismutase (SOD) (Tempol+Ang Il 100uM: 10,36 + 1,16 IF, n=7), o qual foi utilizado

como controle positivo.

20.0
17.54

15.04

7.5+

5.0+

2.9

0.0

Figura 13. Quantificacdo de fluorescéncia por sonda DHE em tratamento preventivo de células
HUVEC com o composto cis-[Ru(H-dcbpy-)2(CI)(NO2-)]  (DCBPY). As barras representam a média
+ EPM da intensidade de fluorescéncia mensurada apds 30 min de incuba¢do com sonda DHE das
células previamente tratadas com PBS, Tempol ou DCBPY. # indica diferenca (P<0,001) entre Ang Il
vs demais grupos.
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Como pode ser visto na figura 14, as células HUVEC tratadas com Ang Il
apresentou maior intensidade de fluorescéncia da sonda de DHE em comparacéo
com o controle (Ang II: 17,27 + 1,23 IF, n = 5> PBS: 8,7 £ 1,12 IF, n=6, p <0,01),
indicando um aumento da producédo do O,". Quando as células foram pré-tratadas
com 0,1 nM de NPS, o tratamento com Ang Il induziu menor aumento na intensidade
de fluorescéncia para DHE (Ang II: 17,27 + 1,23 IF, n = 5> Ang Il + NPS 0,1 nM
13.26 + 0.91 IF, n = 5, p <0,05). Um resultado semelhante foi observado por pré-
tratamento com Tempol (Ang Il + Tempol 0,1 mM: 13,76 + 1,39 IF, n =5, p <0,05), o

qual foi utilizado como controle positivo.

20.0- *%

1751 —|—
1501 T

12.54 T

10.01
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Figura 14. .Quantificacao de fluorescéncia por sond  a DHE em tratamento preventivo de células
HUVEC com NPS. Valor sdo médias + EPM da intensidade de fluorescéncia de DHE, que indicam a
presenca de O,". * Indica diferenca significativa (p<0,05) Ang Il (n=5) vs e Angll+NPS 0,1;1,0 nM e
Ang lI+Tempol; ** Indica diferenca (p <0,01) da Ang Il vs PBS; NPS 0,1; 1,0; 10 nM e Tempol.
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4.6 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo método MTT. Os resultados
demonstram que a viabilidade de HUVECs nao foi afetada apds o tratamento com
DCBPY ou NPS com e sem Ang Il, nas concentracdes testadas, durante 3 e 4 horas

respectivamente. Isto pode ser visto na figura 15.
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Figura 15. Avaliacdo da viabilidade celular por MTT . As barras representam a média + EPM da
absorbancia obtida. A: avaliagdo da viabilidade celular apés 3 horas de tratamento com DCBPY nas
concentracgdes 0,1; 1 e 10 yM com e sem angiotensina Il. B: avaliacdo da viabilidade celular apos 4
horas de tratamento com NPS nas concentragfes 0,1; 1 e 10 nM com e sem angiotensina Il.
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5. DISCUSSAO

5.1 Efeito dos compostos cis-[Ru(H-dcbpy )2(Cl)( NO3)] e Nitroprussiato de

sodio sobre o relaxamento vascular

No modelo de hipertensdo arterial 2R-1C, descrita por Goldblatt (1934) e
adaptada por Shaffemburg (1959), a hipertensdo arterial € mediada pelo Sistema
Renina, Angiotensina, Aldosterona (SRAA) (Okamura et al., 1986). A cascata
hormonal renina-angiotensina-aldosterona comeca com a biossintese de renina
pelas células justaglomerulares devido a reducéo do fluxo sanguineo renal. A renina
cliva a porcdo N-terminal do angiotensinogénio para formar o decapeptidio
biologicamente inerte Angiotensina I. A fonte primaria de angiotensinogénio na
circulacao sistémica é o figado, mas foi também detectado a expressdo de RNAm
do angiotensinogénio em outros tecidos, incluindo o rim, cérebro, cora¢do, ovario,
placenta, e tecido adiposo (Morgan et al., 1996). A Angiotensina | é hidrolisada pela
enzima de conversao da angiotensina (ECA), que remove o C-terminal da Ang | para
formar angiotensina Il. A ECA estd localizada nas membranas plasmaticas de
diversos tipos de células, incluindo as células endoteliais vasculares, células do
tubulo proximal renal e células neuroepiteliais (Atlas, 2007). A Ang Il é um potente
vasoconstritor, promove a liberacdo de Aldosterona pelo cortex da supra-renal que
faz com que ocorra reabsor¢cdo de sodio (BLACK,1978) além disso estimula a
producéo de radicais livres (Griendling et al., 1994). Por estes fatores, a cirurgia 2R-

1C resulta em elevacéo da presséo arterial.
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Neste trabalho, construimos a curva concentracdo-efeito a acetilcolina em
anéis de aorta de ratos 2R e 2R-1C apoOs o tratamento com DCBPY, NPS ou
controle. Em células endoteliais, acetilcolina induz a producdo de NO por um
aumento da concentracdo de calcio Ca®*, com consequente ativacéo de NO sintase
(eNOS). O NO no musculo liso vascular, se liga a guanilato ciclase solavel (GCs),
que catalisa a conversdo de Guanosina trifosfato (GTP) em Guanosina monofostado
ciclica (GMPc), que induz uma reducgdo na concentracdo de Ca*" citosélico para
promover o relaxamento vascular (Rapoport e Murad, 1983). O NO é a principal
molécula vasodilatadora endogena (Furchgott, 1999).

As curvas concentracao-efeito a acetilcolina mostram que o tratamento prévio
com DCBPY e NPS, em todas as concentracdes testadas melhorou o relaxamento
em aneéis de aorta de ratos hipertensos 2R-1C. O relaxamento induzido pela
acetilcolina em anéis de aorta de ratos hipertensos foi proximo ao relaxamento
promovido pela acetilcolina em anéis de aorta de ratos normotensos, ou seja, houve
uma melhora na funcéo endotelial apos o tratamento com DCBPY e NPS.

Nossos resultados estdo de acordo com trabalhos anteriores (Sendao Oliveira
e Bendhack, 2004; Rodrigues et al., 2010; Choi et al., 2014) que mostraram que o
relaxamento dependente do endotélio induzido por acetilcolina é prejudicada nos
anéis de aorta de ratos hipertensos 2R-1C onde se fez necessario uma
concentracdo maior de acetilcolina para gerar o relaxamento, caracterizando uma
disfuncdo endotelial. Sabendo que o complexo enzimatico NADPH oxidase € a maior
fonte de radical superoxido presente nas células vasculares (Griendling et al., 1994)
e que na oitava semana apés a cirurgia de indugcdo da hipertensdo 2R-1C a

atividade de NADPH ainda é elevada (Heitzer et al., 1999), alguns autores atribuem
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este efeito ao aumento de radical superédxido (O,7) (Jung et al., 2004; Chen, et al.,

2001).

5.2 Liberacdo de NO dos compostos cis-[Ru(H-dcbpy )2(Cl)( NO3)] e

Nitroprussiato de sédio

Rodrigues e colaboradores (2011) ao realizarem a curva concentragcéo-efeito
para NPS e DCBPY em anéis de aorta contraidos com fenilefrina, mostraram que a
concentracédo 0,1 yM de DCBPY e 0,1 nM de NPS nao promoveu relaxamento.
Nossos resultados mostram que o tratamento prévio com DCBPY e NPS nestas
concentracbes, gerou melhora no relaxamento promovido pela acetilcolina. Desta
forma, foi analisado se esta melhora na funcdo endotelial poderia ser causada pela
liberacéo de NO em células endoteliais.

Os resultados obtidos na deteccao de NO pela utilizacdo do eletrodo seletivo
para NO apdés o tratamento das células com 0,1 uM do composto DCBPY e pela
realizacdo da medida de intensidade de fluorescéncia em HUVEC por adicdo de
sonda de DAF-2/DA, sugerem que a melhora na funcdo vascular ndo foi induzida
pela liberacdo de NO dos compostos. O DAF-2DA é uma sonda fluorescente seletiva
para o NO que apos reagir com trioxido de dinitrogénio (N.O3), que é um produto de
oxidacdo do NO, produz o composto fluorescente DAF-2T (Nakatsubo et al., 1998).
A quantificacdo de NO foi ainda confirmada por imagens de microscopia de
fluorescéncia onde néo se péde observar aumento de fluorescéncia apés 30 minutos
em células tratadas com 0,1 uM de DCBPY ou 0,1nM de NPS mas pbde-se observar
este aumento em células tratadas com 0,1 uM de DETA-NO que foi utilizado como

controle positivo de doagéao de NO.
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A liberacdo de NO pelo composto cis-[Ru(H-dcbpy),(Cl)( NO)] ocorre de
forma concentracdo dependente, podendo ser observada liberacdo de NO na
concentragcéo 10 uM.

Varios mecanismos in vivo foram identificados para conversdo de NO, em
NO, como, por exemplo, pelo processo de reducdo de desoxihemoglobina, pela
conversdo enzimatica de xantina oxidoredutase (Li et al., 2008; Kim-Shapiro et al.,
2006) e complexos da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial (Nohl et al,
2000; Kozlov et al., 1999) . Isto pode explicar os resultados obtidos neste trabalho
mostrados na figura 8, onde a presenca das células endoteliais aumentou a
quantificacdo de NO em 1,69 vezes com o tratamento com 10 yM do composto
DCBPY, em comparacdo com os valores obtidos sem a presenca das células. O
composto DCBPY pode ter sido reduzido na presenca das células endoteliais para

liberacdo de NO.

5.3 Efeito dos compostos DCBPY e NPS sobre o estres  se oxidativo.

A biodisponibilidade do NO pode ser diminuida por varios fatores, incluindo o
aumento na producdo do O;" intracelular (Rubanyi e Vanhoutte, 1986). O NO ao
reagir com O,", forma peroxinitrito (ONOO") (Equacdo 4). O peroxinitrito € uma
espécie fortemente oxidante capaz de induzir a carbonilagcéo proteica, a oxidacao do
triptofano, tirosina e residuos de cisteina e provocar a fragmentagdo de proteinas

(Ischiropoulos e Al-Mehdi, 1995).

NO+0,” ——» ONOO (4)
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De maneira geral, o termo “Radical livre” € definido como “espécie que tem
um ou mais elétrons desemparelhados em sua ultima camada eletrénica” (Dreher e
Junod, 1996). Para designar os agentes reativos que podem participar de processos
patogénicos, é utilizado o termo “Espécies Reativas de Oxigénio” (EROs) que inclui
os radicais livres e outras espécies que apesar de nao possuirem elétrons
desemparelhados s&o muito reativas devido a sua instabilidade. O radical
superéxido (O,7) é um importante membro da familia das EROs.

Um desequilibrio entre os niveis de antioxidante e a producdo de EROs
pode gerar um aumento do estresse oxidativo e aumento da pressao arterial
(Hamilton et al., 2001)

A producdo do O," é estimulado por diversos fatores, incluindo a
hipercolesterolemia (August et al., 2006), angiotensina Il (Griendling et al., 1994;
Rajagopalan et al., 1996; Mohazzab et al., 1994), dentre outros. A angiotensina Il
(Ang 1l) promove a producdo de O," e consequentemente a disfuncdo endotelial,
pela diminuicdo da biodisponibilidade do NO. Apoés a ativacdo do receptor AT1 (que
€ um receptor acoplado a proteina G) pela Ang Il ocorre a conversdo de guanosina
trifosfato (GTP) em guanosina difosfato (GDP) mudando a conformacédo da proteina
G. A subunidade Gq da proteina G heterotrimérica ativa a fosfolipase C (PLC), que
produz trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 mobiliza a liberagao de
calcio do reticulo sarcoplasmatico que juntamente com DAG contribue para a
ativacdo da Proteina quinase C (PKC). A PKC ativa NADPH-oxidase pela
fosforilacdo da subunidade p47phox, que estimula a producdo de superéxido (O3 )
(Lyle e Griendling, 2006).

Os resultados deste trabalho mostram que células tratadas com 10 yM de

DCBPY juntamente com Ang Il apresentaram menores valores de deteccdo de NO
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quando comparadas as tratadas sem Ang Il. Estes resultados sugerem que na
presenca da Ang Il ocorreu maior formacdo de O, com consequente diminui¢cdo do
NO, uma vez que a ativacado de receptores de angiotensina do tipo AT1 induz a
formacéo intracelular de O, (Lyle e Griendling, 2006).

Nossos resultados corroboram com os resultados de Zhang e colaboradores
(1999) ao mostrar um aumento da deteccdo do radical superoxido induzido por Ang
I (0,2uM) em HUVECSs. Pela utilizacdo de sonda DHE, podemos observar maior
fluorescéncia quando adicionado Ang Il as células endoteliais, 0 que indica maior
producao de O," (Figuras 13 e 14). DHE é uma sonda permeavel em células, que ao
reagir com O, forma 2-hidroxietidio (EOH) (Fernandes et al., 2007; Zhao et al.,
2005).

Para se defender dos efeitos nocivos das EROs o0s organismos aerobios
contam com um mecanismo de defesa, o sistema antioxidante. Um antioxidante
pode ser definido como "qualquer substancia que, impede ou elimina os danos
oxidativos para uma molécula-alvo" (Halliwell e Gutteridge 2007). O sistema
antioxidante é formado por compostos enzimaticos tais como superoxido dismutase
(SOD), catalase, glutationa-redutase, glutationa-peroxidase (GPx) e néo
enziméaticos, como a glutationa, o acido Urico e as vitaminas (Veskoukis et al., 2012).

Evidéncias experimentais sugerem que alguns doadores de NO podem
reduzir a biodisponibilidade de espécies reativas de oxigénio (Potje et al., 2014,
Stanbury et al., 1980).

Os resultados obtidos no nosso estudo, mostram que o tratamento de
células endoteliais com DCBPY normalizou a intensidade de fluorescéncia na
deteccdo de O, pela sonda DHE, ou seja, o tratamento com DCBPY foi capaz de

normalizar os niveis de O, a niveis basais de forma preventiva. Apds o tratamento
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de células com 0,1 nM de NPS, observou-se uma diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia a sonda DHE em células estimuladas com Ang IlI, com resultados
semelhantes ao tratamento com Tempol.

A disfuncéo endotelial esta presente em diversas doencas cardiovasculares, e
contribui para o desenvolvimento e progressdao da hipertensdo arterial e
aterosclerose, as quais podem levar ao desenvolvimento de doencas isquémicas
cardiacas e cerebrais, infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca (Yetik-anacak
and Catravas, 2006, Kawashima and Yokoyama, 2004). Segundo a Organizacao
Mundial da Saude (Who, 2015), doencas cardiovasculares sado a causa numero 1 de
morte em todo o mundo. No Brasil, em 2011, o numero de 6bitos por doencas do
aparelho circulatério foi de 335.213, segundo o ministério da saude (BRASIL, 2012).
Pequenas reducdes na pressédo arterial (PA) tém grande impacto na reducédo da
mortalidade (Whelton et. al., 2002). Nossos resultados indicam que 0os compostos
DCBPY e NPS podem atenuar a disfungcdo endotelial pela diminuicdo da
concentracdo de O,". Desta forma, os resultados obtidos neste trabalho podem
contribuir para a obtencdo de novas estratégias farmacoldgicas para o tratamento

das doencas cardiovasculares.
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Em conjunto, os nossos resultados sugerem que a melhora na funcéo
endotelial em anéis de aorta e a diminuicado de fluorescéncia na presenca da sonda
DHE em HUVECSs estimuladas com Ang I, foi devido a capacidade do complexo de
ruténio DCBPY e do Nitroprussiato de sédio de diminuir a concentracdo do radical
superoéxido. Assim, concluiu-se que DCBPY e NPS, em uma concentracdo que néo

libera NO no interior das células, sdo capazes de atenuar a disfuncao endotelial.
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