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RESUMO

O ¢6xido nitrico (NO) é um agente bioldgico multifuncional que vem sendo alvo de
diversos estudos. A sua capacidade de promover a reendotelizacdo ou inibir a formagéo
da neointima apds injuria vascular é reconhecida nos ultimos anos devido a sua eficacia
em atuar na proliferacdo e na migracdo de células endoteliais, bem como na sua
capacidade de inibir a adesdo e agregacdo plaquetaria. A neointima intra-stent pode ser
combatida com o desenvolvimento de stents eluidores de drogas (SED). Os nitrosilos
complexos de ruténio se destacam dentre os doadores de NO, devido a sua capacidade
de liberar o NO de forma controlada e incorporados a veiculos. Este estudo se propds
padronizar as condi¢des de cultivo das células endoteliais umbilicais humana (HUVEC)
“saudaveis”, verificar a margem de seguranca do composto trans-
[Ru(NO)Cl(cyclam)](PF¢),, nomeado Ru(cyclam)NO, em células HUVEC por meio de
ensaios de citotoxicidade, verificar sua capacidade de promover proliferacdo/migracio
celular e a inibicdo da adesdo de plaquetas humanas, e, também verificar a
biocompatibilidade deste composto quando incorporados em plataformas de ago.
Expressao de proteinas fenotipicas da célula endotelial foi utilizada para padronizacio
de cultivo de HUVEC. A concentragdo de 0,5mM foi definida como o6tima nas
condi¢des experimentais. A acdo do composto foi caracterizada pelas respostas de
manuten¢do da proliferagdo (incorporagdo de timidina triciada - 3HT) e no aumento da
migragdo celular (ensaio transwell), entretanto foi capaz de reduzir as acdes
estimulatdrias do fator de crescimento epidermal (EGF). A citotoxicidade do complexo
e das plataformas de incorporacdo foi determinada por ensaio de redu¢ao do 3-brometo
de 4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil-tetrazélio (MTT). Em relagao ao nitroprussiato de
sodio (SNP) a toxicidade induzida pelo composto nas concentragdes de 0,5mM a
2,0mM foi reduzida, mesmo na maior concentragdo apos 24 horas de exposicdo
(MTT: 59% + 4,42). O complexo mostrou ser capaz de reduzir a adesdo ao fibrinogénio
de plaquetas humanas ativadas ou ndo. A biocompatibilidade total das plataformas de
inox, matriz de siloxano e matriz de siloxano incorporado com Ru(cyclam) foram
demonstradas pelo ensaio de redu¢do de MTT e a funcionalidade pelo ensaio de
migragdo transwell. A margem de seguranca do Ru(cyclam)NO e de suas respectivas
plataformas de imobilizacdo foram caracterizadas como baixa e ausente citotoxicidade.
As avaliacdes funcionais evidenciaram que o Ru(cyclam)NO manteve a proliferacio
celular, estimulou a migracdo das HUVEC e inibiu a adesdo de plaquetas humanas.
Estas evidéncias constituem-se de pontos fundamentais para se obter a reendotelizagio.

Palavras chaves: doador de 6xido nitrico, proliferagdo/migracao de células endoteliais,
nitrosilos  complexos de ruténio, célula endotelial umbilical humana,
biocompatibilidade.
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ABSTRACT

Nitric oxide (NO) is a multifunctional biological agent that has been the subject of
several studies. In recent years, its ability to promote re-endothelialization or inhibit
neointimal formation after vascular injury is recognized due to its efficacy in stimulates
proliferation and migration of endothelial cells, as well as its ability to inhibit platelet
adhesion and aggregation. The in-stent neointimal can be prevented with the
development of drug-eluting stents (DES). Nitrosyl ruthenium complexes highlighted
from the NO donors, due to their ability to release NO in a controlled manner and
incorporated into vehicles. This study aimed to: 1) standardize the cultivation conditions
of " healthy " human umbilical endothelial cells (HUVEC); 2) verify the safety margin
of the compound trans - [Ru(NO)Cl(cyclam)](PF¢),, named Ru(cyclam) O, in HUVEC
cells by cytotoxicity assay; 3) determine its ability to promote proliferation/migration
cell and inhibition adhesion of human platelets; and also 4) verify biocompatibility of
this compound when incorporated in slides. Phenotypic expression of the endothelial
cell protein was used to standardize cultured HUVEC. A concentration of 0.5 mM was
set to the optimal experimental conditions. The Ru(cyclam)NO action was characterized
by responses of the proliferation maintenance (tritiated thymidine incorporation - 3HT )
and migration cell increased (transwell assay), however was able to reduce the
stimulatory actions of epidermal growth factor (EGF). The cytotoxicity of the
compound and its incorporation slides was determined by reduction of 3- bromide, 4,5-
dimethyl -2-thiazolyl -2 ,5 -diphenyl tetrazolium bromide (MTT). In relation to sodium
nitroprusside (SNP), Ru(cyclam)NO showed reduced toxicity from 0.5 mM to 2.0 mM,
even at the highest concentration that was 59% =+ 4.42 of the cell viability. The
Ru(cyclam)NO was shown to reduce adhesion to fibrinogen of human platelets
activated or not. The total biocompatibility of stainless slide with siloxane matrix and
siloxane matrix incorporated with Ru(cyclam)NO were demonstrated by MTT reduction
assay and their functionality by transwell migration assay. The safety margin of
Ru(cyclam)NO and their respective slide incorporated were characterized as low or
absent cytotoxicity, respectively. Functional evaluations showed that the
Ru(cyclam)NO maintained cell proliferation and stimulated the migration of HUVEC,
well as well, inhibited adhesion of human platelets. These obtained evidences are key
points to get the re-endothelialization

Key words: nitric oxide donor, proliferation/migration of endothelial cells, ruthenium
nitrosyl complexes, human umbilical endothelial cell, biocompatibility.
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1. INTRODUCAO

1.1. ENDOTELIO

O endotélio recobre todos os vasos do organismo, desde o coragdo, grandes,
médias, pequenas artérias, microartérias e capilares, bem como toda a arvore venosa,
veias pos-capilares, pequenas, médias e grandes veias que conduzem o sangue de volta
ao coragdo e os vasos linfaticos (Nascimento C. A. et al, 2003). As células endoteliais
apresentam-se justapostas, onde ha pouca substancia extracelular, e seu eixo orienta-se
na direcdo do fluxo sanguineo. A superficie de contato entre as células e o tecido
conjuntivo subjacente é chamada lamina basal, a qual ¢ composta por colageno tipo IV,
proteoglicanos e as glicoproteinas laminina e entactina. A lamina basal realiza, entre
suas fun¢des, a regulacdo da proliferagdo e diferenciacio celular, por meio da ligacdo
com fatores de crescimento, da influencia na polaridade celular, do metabolismo celular,
e ainda, organiza as proteinas nas membranas plasmaticas de células adjacentes
afetando a transdugdo de sinais através dessas membranas e serve como caminho e

suporte para a migragao de células (Junqueira e Carneiro, 2004).

Durante muito tempo pensou-se no endotélio vascular simplesmente como uma
barreira a passagem do fluxo sanguineo. Atualmente, é reconhecido que as células
endoteliais ndo somente se constituem em uma barreira de permeabilidade seletiva entre
os espacos vascular e intersticial como também tem um papel muito importante na
regulacdo da homeostase vascular (Lemman e Burnett, 1992). Segundo revisdo de
Krieger ¢ Consolin-Colombo (2013), as primeiras evidéncias da participagdo do
endotélio foram demonstradas por Furchgott e Zawadzki (1980), que

experimentalmente mostraram que a remog¢ao da camada endotelial de artérias isoladas

produzia prejuizo das respostas dilatadoras a acetilcolina. Bioensaios subseqiientes



revelaram que as células endoteliais causam relaxamento por liberagdo de potente
substancia vasoativa, a qual foi denominada fator de relaxamento derivado do endotélio
(EDRF). O EDRF estimula a guanilato ciclase soluvel (GCs) nas células musculares
lisas (Ignarro et al., 1986), aumenta a produgdo de monofosfato ciclico de guanosina
(GPMc) (Liuscher et al., 1986; Furchgott et al., 1989), e ¢ rapidamente destruido pelo
anion superoxido (Gryglewski er al., 1986). Estes fatos experimentais levaram a
proposta e demonstra¢do que o EDRF ¢ a molécula de NO. Além do NO, outros fatores
derivados do endotélio e a presenca de jungdes intercelulares do tipo “gap” podem
causar vasorelaxamento-dependente do endotélio por meio da hiperpolarizagdo das
células musculares lisas subjacentes (Moncada et al, 1989). Coexistem os fatores
constritores derivados do endotélio (EDCF; do inglés endothelium-derived contracting
factors) como a endotelina (ET-1), angiotensina II local e circulante, produtos da via da
cicloxigenase como o tromboxano A, (TXA;) e espécies reativas de oxigénio como o
anion superdxido (O;7) (Michel e Vanhouette, 2010). Em condi¢cdes normais, o
equilibrio entre estes fatores vasoconstritores e os vasorelaxantes parece pender para
uma situag¢do de vasodilata¢do, com predominio da acdo da prostaciclina (PGI;) e do
NO (Giaid e Saleh, 1995). Assim, quando a producdo de NO endotelial é removida ou
reduzida instala-se uma cadeia de eventos caracterizados pela disfungdo endotelial, ou

seja, o prejuizo das fungdes protetoras exercidas pelo endotélio saudavel.
1.1.0XIDO NIiTRICO E SEU MECANISMO DE ACAO

O NO ¢ um radical livre, gasoso, inorganico, incolor, com meia vida de
depuracdo curta (3 a 5 segundos). Ele apresenta um elétron desemparelhado na ultima
camada e ¢ altamente difusivel devido suas caracteristicas lipofilicas e baixo peso
molecular. O NO era considerado até meados da década de 80 apenas um membro de
uma familia de poluentes ambientais indesejaveis e potenciais carcindgenos. Contudo,
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nas ultimas décadas ele tem sido considerado uma molécula sinalizadora chave na via
de transducdo de sinal e isso ocorre em diversos tipos celulares que estdo envolvidos em
uma série de funcgdes fisioldgicas. Assim, o NO retne propriedades de
neurotransmissdo, de mediador constitutivo e indutivel, ou mesmo de agente citotdxico
e, sobretudo modula o sistema cardiovascular. Pelo seu alto coeficiente de difusdo
através das membranas bioldgicas ele também apresenta uma importante caracteristica
de atuar como mediador de processos intracelulares e extracelulares diversos.
(Palmer et at., 1987; Feldman et al., 1993; Wink et al., 1996; Culotta e Koshland Junior
1992; Ignarro, 2000). O NO ¢ produzido pela enzima chamada de oxido nitrico sintase
(NOS) (Forstermann et al, 2012), sendo que trés isoformas desta enzima foram
descritas em mamiferos, a NOS neuronal (NOSn), NOS induzivel (NOSi) e NOS

endotelial (NOSe).

No citosol das células musculares lisas, o NO interage com o ferro do grupo
heme da enzima guanilato ciclase soluvel (GCs), a qual produz uma alteracio
conformacional e conseqiientemente sua ativacdo. A GCs ativa catalisa a saida de dois
grupamentos fosfato da molécula de guanosina trifosfato (GTP), resultando na formacao
de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). O acimulo desta molécula na célula
muscular promove o relaxamento, através da inibi¢do da entrada de cdlcio, da liberagio
de calcio do reticulo sarcoplasmatico e do aumento do seqiiestro de calcio pelo mesmo

(Moncada et al., 1991).

A via GCs-GMPc ¢ o ponto final melhor compreendido na sinalizacdo do NO. A
ativagdo da GCs e o aumento na produgdo de GMPc ocorre em torno de 10 mM
(Basudhar et al,2013). O NO e tem sido demonstrado mediar varios processos,
incluindo relaxamento vascular, modulagdo da permeabilidade idnica ¢ inibigdo da

agregacdo plaquetaria.



O NO liberado para o limen de um vaso sanguineo ¢ um inibidor da agregagao
plaquetaria e da adesdo de varias moléculas e plaquetas a parede vascular. A inibicdo da
adesdo de leucdécitos a parede do vaso € devido a interferéncia do NO na capacidade da
molécula de adesdo de leucocitos CD11/CD18 se ligarem na superficie da célula
endotelial e suprimir a expressao CD11/CD18 em leucdcitos. A inibi¢do da agregacdo e
adesdo plaquetaria protege o musculo liso da exposicdo do fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) impedindo a formagdo da placa fibrosa. Atualmente é
reconhecida que a NOSe é essencial para a funcdo de células progenitoras endoteliais

migrarem e aderirem para a reparacdo vascular (Forstermann et al., 2010).

A perda da NOSe também esta relacionada com a proliferagao celular. Jenkins e
colaboradores (1995) mostraram que as células tumorais humanas de adenocarcinoma
de cdlon transfectada com a forma induzivel da NOS produzindo quantidades de NO de
9-14, 5 uM, proliferaram mais que as ndo transfectadas. O NO inibe a sintese de DNA e

proliferagdo de células musculares lisas vasculares mediado pelo GMPc.

O NO ¢ capaz de inibir a adesdo e agregacdo plaquetaria, determinando as
propriedades nio adesivas do endotélio (Yan et al., 1996). A inibigcdo plaquetaria ¢
importante na prevencdo de eventos trombdticos associados a insuficiéncia cardiaca e a

trombose cerebral (Gordge et al., 1998).

O efeito de inibicdo da agregacdo plaquetaria promovida pelo NO tem sido
verificada com a utilizagdo de diferentes classes de doadores. Varias evidéncias
sugerem que o principal mecanismo pelo qual o NO inibe a ativacdo das plaquetas seja
por meio da ativacdo da guanilato ciclase plaquetaria, a qual resulta no aumento
intracelular nos niveis de GMPc e reducdo do fluxo de calcio intracelular, o que

resultara na inibi¢do da expressdo de P-selectina e a da conformacgdo de GP IIb/Illa.



Entretanto, outros mecanismos de acdo do NO tem sido descritos, os quais podem ser
independentes da producdo de GMPc (Sorragi et al., 2011). Tais mecanismos mediados
pelo NO incluem a ribosilagdo da molécula de adenosina trifosfato (ADP) e a inibigdo

da desidrogenase gliceraldeido-3-fosfato B (Ridden e Owen, 1999).

Em conclus@o, o NO medeia ativamente muitas das func¢des protetoras exercidas
pelo endotélio saudavel, e, em conjunto com PGI,, exerce potente efeito antiaterogénico

e tromborresistente, prevenindo adesdo e agregagido plaquetaria.
1.2.PROLIFERACAO E MIGRACAO DE CELULAS ENDOTELIAIS

Entre os papéis descobertos do NO, a regulacdo da proliferagdo celular se
destaca. Como muitos atestam, o maior efeito exercido pelo NO sobre a proliferacdo de
varios tipos celulares em condi¢des normais e em algumas células tumorais aparece ser
controlado pela interferéncia na progressao do ciclo celular e a subseqiiente inibi¢ao do
processo proliferativo. H4, no entanto, estudos que descrevem a agao estimulatdria do
NO na proliferagao de células endoteliais (Ziche ef al., 1994; Yasunari et al., 2001). A
razdo para este fendmeno ambivalente ainda ndo € totalmente conhecida, embora
recentes achados sugiram que a concentragdo do NO ¢é um fator determinante na direcéo

da a¢do (Villalobo, 2006).

Assim, a propriedade do NO poder estimular a proliferacdo de células
endoteliais, tem levado a investigacdo da eficacia de terapias baseadas em doadores de

NO para promover a reendotelizacdo apos angioplastia (Yasunari et al., 2001).

No tecido vascular, tem sido demonstrado que o NO promove a sintese do DNA
em células endoteliais (Ziche et al., 1994), estimulando a proliferacdo destas. Ao
contrario das células endoteliais, doadores de NO inibem a mitogénese e proliferacdo

das células musculares lisas vasculares (Garde e Hassid, 1989). Assim, a especificidade
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celular juntamente como gradiente de concentracdo local do NO constituem de fator
crucial para a discriminacdo dos efeitos desta molécula no tecido vascular.

Luczak e colaboradores (2004) demonstraram que a proliferacdo de células
endoteliais umbilicais humanas (HUVEC), in vitro, foi inibida por concentracdes

maiores que 5 pM de SNP, mas estimulada por concentra¢des menores que 1 pM.

A migracdo de células endoteliais, a partir da superficie do limen arterial
adjacente é o principal recurso na reconstituicdo da superficie de areas lesadas. O
endotélio é fundamental para prevengdo de trombose e para controlar o crescimento e
fungdo das células musculares lisas arteriais (Muto et al., 2007). O exato estimulo para
inducdo da replicacdo e migracdo endotelial ainda permanece desconhecido, contudo a
perda de contato das células endoteliais adjacentes que permanecem viaveis apos injuria
parece ser um dos principais fatores “in  vivo” (Gurjar et al, 2001).

Estudos utilizando modelos animais e culturas de células mostraram que o shear
stress, significativamente, influencia a morfologia, fun¢do e migracdo das células
endoteliais (Ward et al., 2001; Becher et al., 2010). Assim, a melhor compreensdo
quanto a migracdo das células endoteliais para areas lesadas, constitui importante area
de estudo para o desenvolvimento de novas estratégias para obtengdo do processo de

reendotelizagio.

O fator de crescimento epidermal (EGF) é um estimulador critico e especifico,
que se liga ao seu receptor nas células endoteliais. Ele pode induzir a proliferacdo e a
migragdo de células endoteliais de forma dependente da concentragdo. Estudos tém
demonstrado que a utilizagdo de doadores de NO em conjunto com EGF produzem uma
redugdo da resposta estimulatoria deste ultimo (Carpenter ¢ Cohen, 1990; Shao et al.,

2008).



O receptor do fator de crescimento EGF (EGFR) ¢ uma glicoproteina
transmembranar que constitui um dos quatro membros da familia erbB de receptores de
tirosina quinase. A ligacdo de seus ligantes especificos no EGFR leva a auto-
fosforilagdo deste receptor de tirosina quinase ¢ ativacdo subseqliente das vias de
transducdo de sinal que estdo envolvidas na regulacdo da proliferagdo, diferenciagio e

sobrevivéncia celular (Roy e Herbst, 2004).

Murillo-Carretero e colaboradores (2002) verificaram que o efeito
anti-proliferativo do NO em fibroblastos que superexpressam o EGFR humano pode ser
devido a sua interagdo com o EGFR (Estrada et al., 1997). Isto também foi demonstrado
em varias células tumorais que expressam naturalmente este receptor
(Murillo-Carretero et al., 2002; Ruano et al., 2003; Gonzalez-Fernandez et al., 2008).
Nestes estudos foi demonstrado que a proliferagio celular dependente de EGF foi
inibida pelos doadores de NO devido a sua capacidade de inibir a autofosforilacdo do
EGFR. Ainda foi sugerido por Murillo-Carretero e colaboradores (2002) que o EGFR
sofre um processo de S-nitrosilagdo na presenga de doadores de NO, pois a inibi¢cdo foi

invertida na presencga de ditiotreitol (Estrada et al., 1997).

1.3.DISFUNCAO ENDOTELIAL

O endotélio vascular desempenha um papel fundamental na manutengdo da
fungdo wvascular normal, modulando ténus vascular, inflamagdo e homeostase
(Brunner et al., 2005). Devido a diversas fungdes e sua localizacdo, o endotélio tem um
papel importante na iniciagdo e/ou progressao das doengas cardiovasculares, incluindo a
aterosclerose. Por outro lado, as fungdes do endotélio podem apresentar-se
comprometidas (disfun¢do endotelial) em algumas patologias como um resultado do

estresse oxidativo. Este pode influenciar a reatividade vascular através de alteracdes em



processos de transdu¢@o de sinal dependentes de calcio em células musculares lisas e

em células endoteliais. (Schilling e Elliot, 1992).

Segundo Shane e colaboradores (2008) a disfuncdo endotelial € o termo usado
quando se refere a uma perda funcional do endotélio (ex: vasodilatagdo, inibicdo da
agregacdo plaquetaria e ades@o leucocitaria). Embora tenha causas multifatoriais, o
comprometimento na biodisponibilidade do NO ¢ o mecanismo chave para esta
patologia (Muzzel et al., 1997). Entretanto, ambos os eventos, tais como a deficiéncia

de NO e a inibi¢do cronica do NO podem induzi-la (Pereira et al., 2011).

Ha concordancia na atual literatura, de que a reduzida atividade bioldgica do
NO, causada tanto pela reducdo na sintese como pelo aumento da degradagido pelo
estresse oxidativo, tem sido identificada como o mecanismo de maior relevancia no
processo multifatorial na disfuncdo endotelial, bem como na sua participagdo das
principais disfun¢des cardiovasculares (Pepine et al., 2009). Assim, a redugdo na
biodisponibilidade do NO e a conseqiiente disfuncdo endotelial determinam no
ambiente vascular o desencadeamento de eventos tais como alteracdes no tdnus,
disfuncdes trombodticas, proliferacdo e migragdo de células musculares lisas (CML) e a
adesdo de leucocitos (Madamanchi et al, 2005). Ocorre, também, o aumento da
produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Cai, 2005), redugdo na expressio e
na atividade das NO sintases, devido a mudancas nos seus substratos ou co-fatores,
como no aumento dos niveis de dimetilarginina assimétrica (ADMA)
(De Genarro et al., 2009), e ainda, o desacoplamento da NOS endotelial, devido a

oxidagao aumentada de BHy4 (Sessa W.C., 2004).



1.4.ANGIOPLASTIA

A angioplastia coronaria transluminal percutinea (ACTP), adquiriu papel de
destaque no manejo da cardiopatia isquémica, desde sua introdu¢do por Andreas
Griintzig, em 1977 (Griintzig, 1979), e consiste no remodelamento do vaso através da
dilatacdo da obstrug¢do coronariana. Em praticamente todos os pacientes submetidos a
ACTP ocorre algum grau de espessamento da camada intima e formagdo de neointima
(Luz e Solimene, 1997). Inumeros esquemas de terapéutica farmacologica e dispositivos
endovasculares ndo foram capazes de solucionar integralmente o problema da
reestenose, o indice situa-se em 20 a 40% dos casos (Kipshidze et al, 2005). A
necessidade de procedimentos diagnodsticos e cirurgias de revascularizacdo determina
um marcante prejuizo a evolucdo dos pacientes que desenvolveram reestenose e eleva,
consideravelmente, os custos do tratamento. Fatores que predizem incidéncia maior de
reestenose incluem diabetes mellitus, angina instavel, abordagem de lesdes ja
reestendticas, lesdes em pontes de safena e oclusdes cronicas (Guérios et al., 1998). Os
procedimentos de intervencdo vascular representam um enorme avango no tratamento
das obstrucdes das patologias acima descritas, ¢ seu espectro de indicagdes e seguranga

vem se expandindo progressivamente.

Objetivando solucionar as limitacdes do procedimento de angioplastia por
cateter baldo, os stents eluidores de drogas, também chamados stents farmacoldgicos,
foram desenvolvidos e apresentados como alternativos ou adjuvantes a angioplastia
convencional. Estes permitem a liberacdo local, numa concentragdo apropriada, de um
agente efetivo que previna o desenvolvimento da reestenose intra-stent, sem toxicidade

sistémica.



Segundo Htay e Liu (2005), um sistema de liberacdo para esta finalidade
consiste de trés componentes: 1) uma plataforma metélica; 2) uma matriz carreadora
que armazene o agente terapéutico e permita sua difusdo no tecido vascular de forma
controlada; e 3) um agente terapéutico efetivo que impega o crescimento neointimal

apds a implantagdo do stent (TAB 1).

Em 2002, surgiu a primeira geracdo de stents farmacologicos, dispositivos
endovasculares eluidores de drogas como o sirolimus (Cypher®, Cordis Corporation,
Miami, FL, USA) e o paclitaxel (Taxus®, Boston Scientific Corporation, Natick, MA,
USA), capazes de inibir a proliferagdo do tecido endovascular, levando ao controle da
reestenose. A necessidade de revascularizacdo apds implante de stents farmacoldgicos

como esses foi reduzida para menos de 10% (Lischer et al., 2007).

Novas geracdes de stents farmacologicos foram desenvolvidas desde entdo,
utilizando plataformas cada vez mais adaptaveis e biocompativeis, produzidas com ligas
de cobalto-cromo ou platina-cromo, reduzindo os danos causados ao endotélio durante a
implantacdo, e liberando agentes terapéuticos com maior precisdo, imobilizados em
matrizes biodegradaveis, aumentando a margem de seguranca e reduzindo a incidéncia

de eventos adversos (Khan et al., 2012).
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Tabela 1. Agentes terapéuticos utilizados em stents farmacolégicos.

Antineoplasicos, Inibidores de Fatores que
anti-inflamatorios migracio e facilitam a
e moduladores de cicatrizacio e
imunomoduladores Antiproliferativos @ MEC reendotelizacio
Sirolimus QP-2, Paclitaxel Inibidores de BCP671
. _ . prolilhidroxilase
Tacrolimus Actinomicina VEGF
. Halofunginona o
Everolimus Metotrexato Estradiois
) . ) Inibidores de C-
Leflunomide Angiopeptina proteinase Compostos
) o doadores de NO
M-Prednisolona Vincristina
Probucol )
o Anticorpos CEP
Dexametasona Mitomicina
_ Biorest
Interferon Estatinas

Acido micofenodlico  C-mycantisense

Mizoribina Abbott ABT-578
Ciclosporina RestenASE 2-
. Clorodeoxiadenosina
Tranilast
PCNA ribozima

Abreviag¢des: MEC, matriz extracelular, CPE, células progenitoras endoteliais; NO,
oxido nitrico; PCNA, antigeno nuclear de células proliferativas, VEGF, fator de
crescimento vascular derivado do endotélio; QP-2, 7-hexanoiltaxol.

Adaptado de Htay e Liu, 2005.

Isto levou a grande expansio no uso desses dispositivos. Estima-se que até 2007,
nos EUA, os stents farmacoldgicos foram empregados em até 90% das cirurgias de
revascularizacdo (Liischer et al., 2007), e, no Brasil, dados revelam um aumento

progressivo e estatisticamente notavel no uso de stents farmacoldgicos no periodo de
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2000 a 2005, passando de 0,14% dos casos entre 2000 e 2001 para 14% entre 2004 e

2005 (Cardoso et al., 2007).

No entanto, com o uso extensivo dos SEDs, outras questoes tém sido abordadas,
especialmente em relagao ao risco de trombose tardia associada aos mesmos, que
embora ndo seja alto (0,5 a 0,6% ao ano), mostrou-se persistente por longos periodos,
diferentemente da reestenose, cuja ocorréncia temporal ¢ bem definida, ou seja, elevada
nos primeiros seis meses apos o procedimento e muito rara um ano ou mais apds o
mesmo (Daemen et al., 2007; Lagerqvist et al., 2007). Segundo a maioria dos
especialistas, o favorecimento de formagao de trombos apds o implante do stent deve-se
ao prejuizo da capacidade de reconstituicdo do endotélio e a exposi¢ao a moléculas
trombogénicas que constituem um estimulo continuo a agregacio de plaquetas, ou
entdo, a reacdo inflamatdria persistente na parede arterial, que pode induzir um processo
de remodelamento positivo, com aumento do Iimen arterial e alteragdes no fluxo

sanguineo (Stefanini e Holmes, 2013; Avelar et al., 2008).

Recentemente, muitos outros complexos t€m sido estudados como doadores de
NO, incluindo complexos de ruténio, complexos de nitrito e espécies relacionadas
(Lunardi et al., 2009). O NO e a sua interagdo com complexos de metais de transi¢do
tem sido empregada para criar compostos potencialmente uteis como medicamentos
eluidores de NO. No entanto, a grande dificuldade no desenvolvimento de novos
dispositivos contendo doadores de NO ¢ a modulacdo da sua estabilidade e o controle
de sua liberacdo. Assim, diferentes estratégias para viabilizar a utilizagdo de doadores
de NO em aplicacdes biologicas tém sido exploradas. Os estudos em colaboragao com o
professor Dr. Elia Tfouni do Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto apresentados na revisdo “Deposition of Organic-
Inorganic Hybrid Coatings over the 316L Surgical Stainless Steel and Evaluation on
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Vascular Cells” publicado no periddico Canadian Journal of Chemistry mostraram as
estratégias utilizadas para recobrimento de plataformas simulando stents
farmacologicos. Foi demonstrado, neste estudo, que o revestimento de superficie de
materiais metalicos utilizando a técnica sol-gel ¢ uma abordagem adequada para a
obtencdo de materiais hibridos com melhores propriedades para um ambiente bioldgico
e com melhores potenciais candidatos para aplica¢des biomédicas. Assim no estudo, a
superficie ago inoxidavel (SS) foi revestido com ormosil preparado a partir de
tetraetoxisilano (TEOS) e de um organossilano
3-glicidoxipropiltrimetoxisilano (GLYMO) e ou polidimetilsiloxano (PDMS). As
propriedades estruturais e de superficie das amostras e materiais que podem influenciar
o seu desempenho no ambiente cardiovascular foram caracterizadas. Os ensaios
bioldgicos realizados em plataformas com seus respectivos revestimentos mostram-se
desprovidos de qualquer efeito citotoxico sobre as células endoteliais umbilicais
humanas (HUVEC) e células musculares lisas (RASM) por meio da viabilidade celular
apds 24 horas de incubagdo e analisados pelo ensaio de reducdo de MTT. O aspecto
funcional dos materiais foi avaliado através do ensaio de migragdo celular, transwell,
com o qual, ndo foi observado aumento da migragdo celular nas células HUVEC e

RASM quando comparadas ao controle apos 24 horas (Doro et al., 2014).

1.5.DOADORES DE OXIDO NiTRICO

Viarios compostos doadores de NO tem sido estudados como potenciais agentes
terapéuticos, ¢ tem sido explorados quanto as suas funcgdes bioldgicas e seus aspectos
farmacologicos (Janero, 2000; Lehmann J, 2000; Megson, 2000). As drogas doadoras
de NO tem um importante efeito terap€utico no tratamento de varias doengas

cardiovasculares (Gruetter et al., 1979). Estes doadores produzem os efeitos do NO
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enddgeno quando aplicados em sistemas bioldgicos, por isto eles sdo principalmente
adequados para mimificar uma resposta relacionada ao NO endogeno ou substitui-lo
quando deficiente (Ignarro et al., 1999). Atualmente, ainda presenciamos um aumento
nas pesquisas farmacologicas para a concepgdo de novas drogas capazes de influenciar a

producdo endogena desta molécula.

Os doadores de NO mais conhecidos s3o os nitratos organicos, descobertos a
mais de um século, a nitroglicerina, por exemplo, que é usada principalmente para alivio
da dor aguda associada a angina pectoris, bem como o nitroprussiato de sddio (SNP),
um complexo inorganico utilizado como vasodilatador em casos de hipertensdo severa
(Kodja et al., 1995; Friederich e Butterworth, 1995; Feelish, 1998). Contudo, ambas as
classes dos compostos apresentam efeitos colaterais indesejaveis. A exposi¢do continua
a nitroglicerina leva ao desenvolvimento de tolerdncia ao nitrato. O uso de SNP em
pacientes com funcdo hepatica comprometida esta associado com aciimulo de cianeto e
seu metabdlito tiocianato. Levando isto em consideracdo, os novos compostos de
nitrosilo de ruténio possuem melhores propriedades farmacoldgicas e podem atuar
como doador de NO e tém sido desenvolvidos como alternativos de vasodilatadores

(Pereira et al., 2011).

1.5.1. NITROSILOS COMPLEXOS DE RUTENIO

Nos ultimos anos, tem havido um interesse crescente na quimica dos complexos
de ruténio e a suas adequacdes como potenciais agentes terapéuticos devido suas
caracteristicas citotoxicas geralmente baixas (Hutchings et al., 2005). O interesse na
modelagem quimica dos complexos de ruténio assumiu significado adicional pelo
importante papel envolvendo a transicdo do metal nos processos bioldgicos

(Ford et al., 1993; Wink et al., 1996). O ruténio tem uma alta afinidade pelo NO, sendo
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esta uma caracteristica marcante da sua quimica. Uma vez que este sistema tenha sido
demonstrado ser um agente doador de NO sob estimulo externo, uma variedade de
complexos de ruténio estd sendo desenvolvido e estudado. Comparados com outros
doadores de NO, estes complexos tem a vantagem de poderes ser liberados em um alvo
bioldgico especifico. O NO liberado a partir de complexos de ruténio induz o
relaxamento do musculo liso vascular via ativagido da produgdo de GMPc e ativagio de
canal de potassio, bem como a diminui¢cdo das concentragdes de calcio citosdlico em

aortas de ratos normotensos (Lunardi ez al., 2009).

A poténcia de alguns compostos de ruténio com relacdo a indugdo do
relaxamento vascular ¢ menor quando comparado com SNP, tanto in vitro quanto in
vivo (Marcondes et al., 2002). O tempo decorrido até que alguns complexos de ruténio
possam induzir o relaxamento maximo ¢ maior quando comparado ao SNP, indicando
que os compostos de ruténio proporcionam uma liberagdo mais lenta e sustentada de

NO nos sistemas bioldgicos (Tfouni et al., 2003).

As trés principais propriedades que fazem dos complexos de ruténio adequados
para aplicacdes biomédicas sdo: a) versatilidade de ligantes; b) uma série de estados de

oxidagao: Ru (II), Ru(IIl) e Ru(IV) e ¢) capacidade de mimetizar a liga¢ao do ferro em

certas moléculas biologicas, como a albumina e a proteina transportadora de ferro
transferrina, o que lhe confere baixa toxicidade. Acredita-se que devido a capacidade do
complexo de ruténio imitar o modo de ligacdo do ferro e a de muitas moléculas
bioldgicas como a transferrina e a albumina sérica, possa ser explicado sua baixa
toxicidade em geral (Allardyce e Dyson, 2001).Devido a estas caracteristicas, esses
complexos de ruténio podem ser uteis como agentes de liberagdo ou captacdo de

moléculas decisivas em processos biologicos. A capacidade destes complexos de liberar
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NO de forma coordenada e em uma taxa constante ¢ de grande interesse na atualidade, o

que favorece o uso da clinica (Tfouni ef al., 2012).

trans-[Ru{NO)Cl(cyelam)]®™ + & —— trans-[Ru(NOYCI{cyclam)]* (1)

Lt
2+ g +
trans-[ Rul WO Clcyclam)]™ + HyO trans-[Ru(OHZCl{cyclam)]™ + HNO (&)

A redugio do NO (equagdo 1) ¢ uma etapa importante para liberacdo de NO
nesta classe de complexos, e o complexo resultante apos a dissociagdo de NO ¢é seu
correspondente aquo (equacao 2). Este aquo complexo pode, por outro lado, atuar como
seqliestrador de nitrito (NO,"), que, apds uma reagao de fotolise secundaria, pode formar
NO e O, renovando fonte de NO, o que eleva o potencial desses complexos (Osti ¢

Franco, 2007).

Diante do conhecimento destas propriedades, os complexos de ruténio tem sido
o foco de pesquisa do grupo de pesquisa do Prof. Dr. Elia Tfouni e do Prof. Dr. Douglas
W. Franco, que tem estudado caracterizado e sintetizado estes complexos, resultando
em uma série de trabalhos publicados em revistas de alto impacto. Ha mais de dez anos
nosso grupo de pesquisa tem colaborado com estes estudos na caracterizagdo da
atividade bioldgica destes compostos. O presente estudo foi desenvolvido utilizando o
complexo de ruténio trans-[Ru(NO)Cl(cyclam)](PFs), (FIG. 1), nomeado neste estudo
apenas como, Ru(cyclam)NO, que é capaz de liberar NO, por redugdo, in vivo.
Sua atividade como vasodilatador ja foi investigada em outros estudos de nosso grupo,
demonstrando que tal complexo ¢ capaz de induzir relaxamento completo e reducdo da
pressdo arterial (Tfouni ef al, 2003), tais efeitos sdo mediados pela difusdo do NO pelas

células e estimulo a guanilato ciclase soluvel (GCs), que cataliza a producido do segundo
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mensageiro monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) em trifosfato de guanosina
(GTP) (Torsoni et al., 2002). Quando administrado em ratos normotensos ou
hipertensos, o composto trans-[Ru(NO)Cl(cyclam)](PF¢), induz uma reducdo da
pressdo arterial, especialmente nos ratos hipertensos, sendo o tempo de duragdo do
efeito cerca de 20 vezes mais longo que o resultante da administragdo de nitroprussiato
de sddio a ratos normotensos ou hipertensos (Marcondes et ail, 2002; Tfouni et al.,

2012).

Cl

Figura 1. Estrutura quimica do doador de NO trans-[Ru(NO)Cl(cyclam)](PFs),

Visando verificar a capacidade de reendotelizagdo almejada nas injurias
vasculares apds angioplastia, nossa proposta foi a de investigar as respostas do

complexo Ru(cyclam)NO nas células endoteliais umbilicais humanas (HUVEC).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O presente estudo se propOs avaliar as acdes nas respostas proliferativas e
migratorias do complexo de ruténio trans-[Ru(NO)Cl(cyclam)](PF¢),, nomeado como
Ru(cyclam)NO em células vasculares, bem como a sua capacidade de inibir a adesdo de

plaquetas.

2.2. Objetivos especificos

1. Determinar a citotoxicidade do Ru(cyclam)NO por meio da avaliacdo da
viabilidade celular de HUVEC na atividade funcional das mitocondrias;

2. Determinar os efeitos do Ru(cyclam)NO na proliferacdo celular de HUVEC
estimulada pelo fator de crescimento EGF, por meio de ensaios de incorporacdo de

timidina triciada;

3. Determinar os efeitos do Ru(cyclam)NO na migragdo celular de HUVEC

estimulada pelo fator de crescimento EGF, por meio do ensaio de migragao transwell;

4. Avaliar a capacidade do Ru(cyclam)NO na inibicdo da ades@o de plaquetas

ativadas ou nio;

5. Determinar a biocompatibilidade das plataformas de inox, matriz de siloxano e
matriz de siloxano incorporado com Ru(cyclam)NO por meio da avaliagdo da

citotoxicidade e da avaliagdo funcional em HUVEC ¢ RASM.
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3. METODOS

3.1. Obtenc¢ao do composto trans-[Ru(NO)Cl(cyclam)]|(PFg); e das plataformas

O composto de ruténio doador de NO trans-[Ru(NO)Cl(cyclam)](PFe),
(PM: 656,78g/mol),nomeado neste estudo como Ru(cyclam)NO, bem como as
plataformas de inox, matriz de siloxano e matriz de siloxano incorporado com
Ru(cyclam), foram produzidos e gentilmente cedidos pelo grupo de Quimica Inorganica
e Analitica do Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia,Ciéncias e Letras de
Ribeirao Preto, da Universidade de Sao Paulo — USP, sob coordenagido do Prof. Dr. Elia
Tfouni, e pelo Prof. Dr. Fabio Gorzoni Doro, do Departamento de Quimica Geral ¢

Inorganica da Universidade Federal da Bahia.

As concentragdes de Ru(cyclam)NO e SNP utilizadas nos experimentos foi
similar ao estudo in vitro de Torsoni e colaboradores (2003). Apds experimentos
pilotos foram determinadas para este estudo as concentragdes 0,5mM, 1,0mM, 1,5mM
e 2,0mM, para ensaios de citotoxicidade, e, fixado em 0,5mM para os outros
experimentos. Para ambos os compostos o veiculo utilizado foi meio M200 e as
solugdes foram preparadas imediatamente antes do uso, filtradas em membrana
Millipore 0,22pum, e mantidas ao abrigo da luz. As plataformas utilizadas consistiam
em amostras controle, que sao placas de ago inoxidavel, amostras de placas de aco com
a matriz de siloxano incorporada pelo processo de sol-gel, e amostras de placas de aco

com a matriz incorporada juntamente com o complexo Ru(cyclam)NO..
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3.2.Linhagem celular e manutencio das culturas

Neste trabalho, foram utilizadas células da linhagem HUVEC (células
endoteliais umbilicais humanas), obtidas da empresa Life Technologies Brasil. Essas
células foram cultivadas em meio de cultura M200 suplementado com 1 ug/ml de
hidrocortisona, 10 ng/ml de fator de crescimento epidérmico humano (EGF), 10 ng/ml
de heparina, 3 ng/ml de fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF),
gentamicina/anfoterecina (Zhang et al., 2006; Hafizah et al, 2010) e foram
acrescentados soro fetal bovino (SFB) com concentracdo final de 20% em estufa a
37°C, em atmosfera umida contendo 5% de COj. A manutengdo da linhagem foi
realizada através de repiques periddicos e a semeadura foi feita em garrafas estéreis
(TPP, Trasadingen, Switzerland), estoque ou placas experimentais. As células foram

utilizadas somente entre as passagens 2 a 8.

As células musculares lisas arteriais de coelho (RASM), selecdo de linhagem
imortalizada previamente estabelecida, foram generosamente fornecidas pela Dra.
Helena Nader, do departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Sao Paulo
(Sao Paulo, SP, Brasil). Essas células foram cultivadas em meio F-12 10% SFB com
100 U/ml de penicilina e 10 mg / ml de estreptomicina em estufa a 37°C, em atmosfera
umida contendo 5% de CO;. A manutengdo da linhagem foi realizada através de
repiques periodicos e a semeadura foi feita em garrafas estéreis (TPP, Trasadingen,

Switzerland), estoque ou placas experimentais.
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3.3.Western blotting

Células HUVEC foram cultivadas em garrafas para cultura de 25¢cm’, em DMEM
10% e/ou em M200 suplementado, ¢ quando atingiram cerca de 80% de confluéncia
foram carenciadas utilizando meio DMEM e M200 com 0,5% de SFB durante a noite.
Foram  analisadas as  proteinas  marcadoras de  células  endoteliais

VE-caderina e NOSe.

Apds o periodo de caréncia, o meio de cultura foi removido e as células lavadas trés
vezes com PBS gelado e mantidas a 4°C. O homogenato total foi obtido utilizando
tampao RIPA (50 mM Tris HCI pH 7.4; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% Triton X-
100; 1% desoxicolato de sodio; 0,1% SDS) acrescido de 10 ul/ml de um coquetel de
inibidores de proteases (AEBSF 104 mM, aprotinina 90 uM, bestatina 4 mM, E-64
1,4 mM, leupeptina 2 mM, pepstatina A 1,5 mM) além de 1 mM de ortovanadato de
sodio e PMSF (todos da Sigma, St Louis, MO, USA), por 15 minutos, e entdo as
garrafas foram raspadas, as amostras transferidas para eppendorfs previamente
resfriados, sonicadas (3x 5 segundos, 8W, no gelo), e centrifugadas a 12.000 rpm, por
10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi recolhido para outro eppendorf, e uma aliquota
foi utilizada para dosagem de proteinas, através do método de Bradford
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), utilizando-se uma curva de concentragao
com albumina bovina (BSA).

As amostras foram entdo incubadas a 100°C por 5 minutos juntamente com tampao
de Laemmli 2x (azul de bromofenol 0.1%, fosfato de sddio 1 M, glicerol 50%; SDS 4%,
2-mercaptoetanol 10%) na proporcdo 1:1, e entdo submetidas a eletroforese em gel
bifasico de poliacrilamida, que consiste em um gel de empilhamento (tris 0,5 M pH6.8,

acrilamida/bis-acrilamida (30/0,8) 5%, SDS 0,1%) e um gel de resolugao (tris 1,5 M
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pH 8.8, acrilamida/bis-acrilamida (30/0,8) 8%, SDS 0,1%), polimerizados pela adi¢do
de TEMED e persulfato de amdnio. A corrida foi efetuada inicialmente a 70 V
(40 minutos) e depois a 100 V até fim do gel por aproximadamente 2 horas, em meio a
tampao de corrida (tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,4%), e em cada gel foi
adicionado 5 pl de um padrido de peso molecular (#1610373 Precision Plus Protein -
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). As amostras foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) durante 2 horas
a 120 V, em gelo, em meio a tampdo de transferéncia (tris 25 mM, glicina 192 mM,
metanol 20%). Apds a transferéncia, a membrana foi bloqueada com solugido de 5% de
leite desnatado em TBS-T (NaCl 1,6 M, tris 0,2 M, tween-20 0,1%), durante

90 minutos, em temperatura ambiente e sob agitacido suave.

A membranas foram incubadas com o anticorpo primario VE-caderina
(SC-52751 — mouse — monoclonal — 1:1000) e NOSe (BD-610297 — mouse —
monoclonal — 1:1000) por 12-16 horas a 4°C, sob agitag@o suave, e ap0ds este periodo, a
membrana foi lavada trés vezes por cinco minutos em solucdo de TBS-T, e entdo
incubada com o anticorpo secundario anti-IgG conjugado com HRP de camundongo
(#1721011 - Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) na dilui¢ao 1:5000, durante 2

horas, a 4°C e sob agitacdo suave.

As membranas foram novamente lavadas em TBS-T, por trés vezes de 5
minutos, e entdo incubadas por 5 minutos com os reagentes de quimiluminescéncia
(acido p-cumarico 201 uM, luminol 1,24 mM, tris 1,5M pH 8.8, H,O, 0,018%) e
expostas por 5 minutos em um fotodocumentador Gbox iChemi XR (Syngene

International Ltd, Bangalore, India).
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3.4. Ensaio de viabilidade celular

3.4.1. Ensaio de reducao de MTT

A avaliagio da viabilidade celular foi efetuada por meio do ensaio de reducio do
tetrazolio 3-brometo de 4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil-tetrazolio — Sigma (MTT)

segundo Mosmann (1983).

A viabilidade, neste método, ¢ avaliada por meio da medida da capacidade das
células de reduzir o MTT a formazan azul. O formazan azul ¢ um pigmento insoluvel
extraido das células e quantificado espectofotometricamente. A reducdo deste tetrazdlio
¢ catalisada pela enzima desidrogenase succinica, presente na membrana mitocondrial.
Entdo, a atividade dessa enzima reflete na funcionalidade metabdlica das mitocondrias e
a viabilidade celular. Assim, a inibi¢do da atividade enzimatica causada pela substancia

a ser analisada leva a uma diminui¢@o da quantidade de formazan azul formado.

As células HUVEC foram semeadas em placas de 96 pocos (5000 células / mL,
100 uL / pogo) e cultivadas em atmosfera umida a 37 °C, 5% CO; durante 24 h. Em
seguida, as células foram sincronizadas durante a noite com meio contendo 0,5% de
soro fetal bovino. Apds sincroniza¢do do ciclo, as células foram tratadas com os
compostos Ru(cyclam)NO e nitroprossiato de sddio (SNP). Em um primeiro momento
as células endoteliais foram tratadas com Ru(cyclam)NO nas concentra¢des 0,008 mM,
0,028 mM, 0, 089 mM ¢ 0, 268 mM por 24 horas. Contudo, nestas concentragcdes nao
foram obtidas alteracdes maiores que 20% na viabilidade das células (experimentos
piloto e resultados ndo apresentados). Assim sendo, nos experimentos aqui em
apresentacdo, as células foram incubadas por 24 horas nas concentragdes 0,5 mM, 1,0
mM, 1,5 mM e 2,0 mM. Apds incubacdo, o meio celular foi descartado, e as células

foram lavadas, uma vez, com EBSS (NaCl 17,1 mM; KC1 0,7 mM; KH,PO4 0,05 mM;
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NaH,PO4 0,04 mM; D-glicose 0,7 mM; pH 7.,4) estéril. Em seguida, o meio foi aspirado
e 100 pl de solu¢do de MTT (0,5 mg/mL em meio contendo 0,5% de soro fetal bovino)
foram adicionados a cada pogo. Apods incubacdo por 4 horas 37°C, 5% CO,, o
sobrenadante foi removido e os cristais de formazan azul foram dissolvidos em 150 pl
de DMSO. As placas foram agitadas gentilmente a 37°C, 5% CO,, durante 2 horas. A
absorbancia foi registrada a 570 nm utilizando um leitor de microplacas de ELISA
(Biotek). Cada valor das diferentes amostras e controle foi baseado na média de trés
pogos, ¢ o erro padrdo da média foi calculado baseado nos valores obtidos por trés

experimentos independentes.

Para analise da citoxicidade das células expostas as plataformas de inox, matriz
de siloxano e matriz de siloxano incorporado com Ru(cyclam)NO, as células da
linhagem RASM e HUVEC foram semeadas em placa de 12 pogos (1 x 10° células) e
expostas as plataformas de inox, matriz de siloxano e matriz de siloxano incorporado
com Ru(cyclam)NO por 24 horas. Apds este periodo, foram adicionadas a solugdo de
MTT (0,5 mg/ml) por 4 horas, a 37°C, 5% CO», e entdo determinada a absorbancia em
570 nm utilizando um leitor de microplacas de ELISA (Biotek). Cada valor das
diferentes amostras ¢ controle foi baseado na média de trés pogos, ¢ o erro padrdo da

média foi calculado baseado nos valores obtidos por trés experimentos independentes.
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3.5. Ensaio de proliferacao celular

3.5.1. Incorporacao de timidina triciada

A taxa de proliferagao celular foi medida pelo aumento da populagao celular em
um periodo de 24 horas apds sua exposicdo ao complexo Ru(cyclam)NO. As células
foram semeadas (5,0 x 10* células/poco) em placas de 24 pogos, cultivadas em 5% CO,
em atmosfera imida a 37 ° C durante 24 h. Em seguida, as células foram sincronizadas
durante a noite com meio M200 contendo 0,5% SFB. Apos este periodo retirou-se o
meio de cultura das cavidades e as células foram lavadas com EBSS. Entdo, as células
foram pré-tratadas ou ndo com o fator de crescimento EGF (25 ng/mL) por 2 horas e
apos este periodo tratadas ou ndo com Ru(cyclam)NO por 24 horas na concentragdo de
0,5 mM em estufa de 5% CO,, a 37°C. Ao final do tratamento, o meio contendo o
composto foi removido e as células foram cultivadas novamente em meio completo, nas
mesmas condi¢des anteriores por 24 horas. Nas ultimas 4 horas finais, foi adicionado
1 pCi [*H]-timidina, um analogo do nucleotideo timina em cada pogo. Ao final, as
células foram lavadas com tampao EBSS gelado, fixadas com acido tricloroacético 5%
e lisadas com NaOH 0,2 N + 0,2%SDS. A incorporacio ao DNA celular foi
determinada por meio contagem em cintilagdo em contador Beckman-LS 5000 TD
(Beckman Instruments, Fullen, Califérnia, EUA). Os resultados estdo expressos em

porcentagem versos o controle.

3.6. Ensaio de migracéo celular

3.6.1. Transwell

O ensaio de migragdo transwell detecta tanto a migragdo celular quanto o
aumento da motilidade. O NO aumenta a motilidade das células endoteliais resultando

no aumento da migracdo celular através da membrana (Kawasaki et al., 2003).
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O ensaio de migracdo celular por quimioatragdo foi realizado de acordo com

técnicas descritas por Pescatore e colaboradores (2012).

No ensaio de migragao transwell, as células HUVEC foram carenciadas durante
a noite e entdo tripsinizadas e ressuspensas em meio M200 completo contendo 20% de
SFB, para inativagdo da tripsina. Foram ent2o centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos.
Apos centrifugacao, as células foram novamente ressuspensas em meio M200 contendo
apenas 0,5% SFB. As células foram entdo contadas, e adicionadas a parte superior do
inserto 5.10% células, em um volume final de 200 pl de meio M200 0,5%SFB e/ou
Ru(cyclam)NO 0,5 mM. Na parte inferior do inserto, foi adicionado 500 pl de M200
0,5% SFB e/ou EGF (25 ng/mL). As células foram incubadas em estufa a 37°C e
5% CO,, sendo estimulada a migrag@o nos periodos de 12, 8 e 6 horas. Verificou-se que
a resposta mais adequada para quantificacdo foi apds 6 horas. Como controle do

experimento, alguns insertos continham apenas M200 0,5% SFB.

As células que ndo migraram (parte superior da membrana) foram removidas
com um swab delicadamente, e as células que migraram (parte inferior da membrana)
foram fixadas com metanol e coradas pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE), e apds
secagem durante a noite as membranas porosas dos insertos foram delicadamente
removidas com o auxilio de um bisturi, e foram colocadas sob laminas e, apds adicdo de
10 pl de uma solugdo de glicerol 80% em PBS, foram adicionadas laminulas por sob as
membranas, garantindo a integridade da membrana. Quatro campos randomizados por
membrana foram utilizados para contagem do nimero de células que migraram em um
microscopio invertido Leica DM2000 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Foram

realizados trés experimentos independentes ao menos em triplicatas.
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o P s

I M200 0,504 SFB
CAMARAINFERIOR ~——— ., COMOUSEMEGF  HUVEC f——
MEMERANA POROSA (5 um) 25 ng/ml

Figura 2. Representacio esquematica do protocolo experimental utilizado para analise de migracio
quimiotatica. Esquerda, as células sdo adicionadas a camara superior de insertos com membranas
porosas, na presenga ou auséncia do complexo Ru(cyclam)NO, e induzidas a migragdo para camara
inferior utilizando um meio condicionado com EGF (25 ng/ml). Direita, apos o periodo de migragdo de
seis horas as células migrantes aderem a superficie inferior da membrana porosa.

Para a andlise da migracdo das células RASM e HUVEC incorporadas nos
plataformas de inox, matriz de siloxano e matriz de siloxano incorporado com
Ru(cyclam). As células RASM e HUVEC foram carenciadas durante a noite e entdo
tripsinizadas e ressuspensas em meio F-12 e M200 contendo 10% e 20% de SFB,
respectivamente, para inativagao da tripsina. Foram entdo centrifugadas a 2000 rpm por
5 minutos. Apds centrifugagio, as células foram novamente ressuspensas em meio F-12
para RASM e M200 para HUVEC contendo 0,5% SFB. As células foram entdo
contadas, e adicionadas a parte superior do inserto 5.10* células, em um volume final de
200 pl. Na parte inferior do inserto, foi adicionado 500 pl de F-12 10% SFB para
RASM e M200 completo 20% SFB para HUVEC na auséncia ou presenca das
plataformas. Apos a exposicdo, foi adicionado a solugdo de MTT (0,5 mg/ml) e
expostas por 4 horas, na estufa (37°C, 5% CO,). As células a partir do topo da cdmara
transwell foram removidas (células residuais) e as células que migraram para o lado
oposto da membrana foram transferidas para placa de 24 pocos contendo 400 ul de
dimetilsulfoxido (DMSO). Apos 1 h de agitagdo suave, 100 ul das amostras foram
removidos para placa de 96 pocos e entdo determinada a absorbancia em

570nmutilizando um leitor de microplacas de ELISA (Biotek).
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A porcentagem da atividade migratoria foi calculada pela seguinte férmula:

Y%omigracdo= A/[A+B]x100, onde, A ¢ a absorbancia das células que migraram e B a

absorbancia das células residuais. Cada valor das diferentes amostras e controle foi
baseado na média de trés pocos, e o erro padrio da média foi calculado baseado nos
valores obtidos por trés experimentos independentes.

3.7. Ensaio de adesio celular

As plaquetas lavadas foram obtidas coletando-se o sangue humano proveniente
de doadores normais, na presenga de tampao ACD-C (citrato de sodio 12,4 mM, acido
citrico 13 mM e glicose 11 mM) na propor¢ao 9:1. Inicialmente foi preparado o plasma
rico em plaquetas (PRP) através da centrifugagdo do sangue total a 1100 rpm, 23 °C
durante 12 minutos. O PRP foi diluido em tampao de lavagem (NaCl 140 mM, KCl 0,5
mM, citrato trisédico 12 mM, glicose 10 mM e sacarose 12,5 mM, pH 6) e centrifugado
por 10 minutos a 2300 rpm. Esse procedimento foi repetido por mais uma vez e
finalmente as plaquetas foram ressuspensas em solucdo de Krebs-Ringer desprovida de
Ca*" (NaCl 118 mM, NaHCO; 25 mM, KH;PO4 1,2 mM, MgSO4 1,7 mM e glicose 5,6
mM, pH 7,4). O namero de plaquetas foi ajustado para uma solugdo estoque de 2 x 10
plaquetas/ml, através da contagem manual, utilizando-se solu¢@o de oxalato de amdnio
1% em camara de Newbawer. Nesta suspensdo de plaquetas foi adicionado CaCl, com
concentragdo final de 1 mM. As placas de 96 cavidades foram previamente incubadas
com solug¢do de fibrinogénio 50 pg/mL a 4 °C durante 24 horas. Esse revestimento tem
por finalidade criar uma camada de fibrina no fundo da placa onde deverd ocorrer a
adesdo especifica ao fibrinogénio. As placas foram lavadas 2 vezes com solucdo de
Krebs-Ringer para a remocdo do excesso de fibrinogénio e incubadas por 1 hora com

solucdo de BSA. O BSA se liga a sitios ndo especificos como partes da placa onde o
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revestimento ndo foi efetivo, assim, toda a adesdo deve ocorrer de modo especifico.
Apds a remocdo do BSA, as placas foram lavadas com Krebs-Ringer e entdo as
plaquetas foram incubadas nas seguintes concentragdes com os compostos SNP (1 mM
e 10 mM) por 10 minutos ¢ Ru(cyclam)NO (0,01 mM, 0,1 mM, 1 mM e 10 mM) por 40
minutos A ativacdo das plaquetas foi testada em experimentos piloto utilizando-se ADP
(5 uM e 10 uM), Colageno (25 pug/ml e 50 pg/ml) e Trombina (50 mU/ml) por 30
minutos a 37°C. Apdés o tempo de incubacdo, para a remog¢do das plaquetas ndo
aderidas, as placas foram lavadas com Krebs-Ringer. As plaquetas aderidas as
cavidades foram quantificadas através da determinagdo da atividade de fosfatase acida.
As cavidades contendo as plaquetas foram incubadas por 1 hora em temperatura
ambiente com solu¢do de p-nitrofenil (5 mM) em tampao citrato 0,1 M, pH 5,2,
contendo 0,1% de Triton X-100. Apos o periodo de incubagio foi adicionado NaOH (2
N) que tem por finalidade interromper a reacdo de producdo da fosfatase acida. A
quantificacdo da fosfatase acida foi feita utilizando um leitor de microplaca modelo
Spectra Max (Molecular Devices— Sunnyvale, CA) no comprimento de onda 405 nm. A
porcentagem de plaquetas aderidas foi calculada com relagdo a curva padrio, a qual foi
obtida através da adicdo de concentracdes conhecidas de plaquetas 0 — 1,0 x 10°
plaquetas/cavidade) a pogos nao revestidos com fibrinogénio. Os ensaios foram feitos
no minimo em triplicata.
3.8.Analise estatistica

Os resultados submetidos a analise estatistica estdo representados como média +
erro padrao dos valores. As diferengas entre as médias dos valores foram avaliadas pela
analise de varidncia de uma via para variaveis ndo paramétricas, seguido de teste de
bonferroni, utilizando o software GraphPadPrism v.5. Foram considerados

estatisticamente significantes valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Padronizacdo da cultura de células endoteliais umbilicais humanas
(HUVEC)

Na fase inicial do presente estudo, as HUVEC foram -cultivadas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% SFB.
Foi observado em diversas passagens celulares durante o cultivo, alteragdes nas
caracteristicas morfologicas destas células. Para determinagdo da alteragcdo fenotipica,
foi realizado um ensaio visando a obtencdo de proteinas que caracterizam as células
endoteliais, como NOSe e VE-caderina.

HUVEC cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% SFB, nao
apresentaram expressdo das proteinas NOSe e VE-caderina (FIG. 3). Porém, quando
estas células foram cultivadas em meio M200 suplementado com os fatores especificos
para células endoteliais (1 ug/ml de hidrocortisona, 10 ng/ml de EGF, 10 ng/ml de
heparina, 3 ng/ml de bFGF, gentamicina/anfoterecina ¢ 20% SFB), a expressdo das
proteinas testadas foram verificadas. Comprovando assim, a importancia da presenca
dos fatores corretos e essenciais para a manutencdo da cultura celular endotelial durante

um periodo inicial de passagens celulares.
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Figura 3. Expressdo das proteinas NOSe e VE-caderina, em HUVEC cultivadas em meio DMEM, e
em HUVEC cultivadas em M200 completo.As células foram cultivadas até a confluéncia, carenciadas
por 18 horas, ¢ entdo, obtidos os lisados celulares. Western Blotting da analise da expressdo qualitativa
das proteinas NOSe total ¢ VE-caderina.(A) Expressdo da proteina NOSe em HUVEC cultivadas em
meio DMEM com 10% SFB e HUVEC cultivadas em meio M200 suplementado com lug/ml de
hidrocortisona, 10 ng/ml de EGF, 10 ng/ml de heparina, 3 ng/ml de bFGF, gentamicina/anfoterecina e
20% SFB. (B) Expressdo da proteina VE-caderina em HUVEC cultivadas em meio DMEM com
10% SFB e HUVEC cultivadas em meio M200 suplementado com lug/ml de hidrocortisona, 10 ng/ml de
EGF, 10 ng/ml de heparina, 3ng/ml de bFGF, gentamicina/anfoterecina e 20% SFB.

As HUVEC cultivadas em meio M200 suplementado com os fatores especificos,
conforme citado acima se mantiveram, durante todo o cultivo, justapostas, achatadas e
em camada Unica, conservando assim suas caracteristicas morfologicas. (FIG. 4)

Diante disso, o meio de cultura utilizado para todos os experimentos a partir
deste, foi o M200 suplementado com lug/ml de hidrocortisona, 10 ng/ml de EGF,
10 ng/ml de heparina, 3 ng/ml de bFGF, gentamicina/anfoterecina e 20% SFB, e as

células utilizadas foram entre a segunda e oitava passagens.
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Figura 4. Fotomicrografia de células endoteliais umbilicais humanas (HUVEC). HUVEC
confluentes, na passagem 02, mantidas sob cultivo em meio M200 suplementado 1 ug/ml de
hidrocortisona, 10 ng/ml de fator de crescimento epidérmico humano (EGF), 10 ng/ml de heparina, 3
ng/ml de fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF), gentamicina/anfoterecina e 20% de soro fetal
bovino (SFB) em estufa a 37°C, em atmosfera umida contendo 5% de CO.

4.2. Avaliacio da viabilidade celular: ensaio de reducido de MTT

O MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), um
tetrazolio amarelo, apds redugdo por desidrogenases presentes no meio celular, gera
cristais de formazan de cor purpura. A quantidade de formazan gerada pela atividade
dessas desidrogenases ¢ diretamente proporcional ao numero de células viaveis.

(Denizot e Lang, 1986; Hatai et al.,2000)

O teste de reducdo de MTT tem sido amplamente utilizado em vista de sua
praticidade e precisdo na determinagdo da citotoxicidade de uma variedade de agentes
como linfotoxinas, quimioterapicos, pesticidas, radia¢do, cosméticos e drogas de

interesse farmacologico (Sorragi et al., 2011).

As HUVEC cultivadas e expostas aos doadores de NO, Ru(cyclam)NO e SNP
durante 24 horas, mostraram uma perda gradativa da viabilidade celular de maneira

dose-dependente. Na fase inicial deste estudo, foram avaliadas concentragdes mais
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baixas de Ru(cyclam)NO, respectivamente com valores que expressam a porcentagem
de células viaveis em média de 0,008 mM de 98%, de 0,028mM 98%, de 0,089mM
97% e de 0,268mM 96%. Assim, ndo foi verificada redugdo maior que 20% na
viabilidade celular apds exposi¢do ao complexo durante 24 horas nestas concentragdes

testadas.

Apos estes experimentos piloto, foi determinada a faixa de concentracdo de 0,5 a
2,0 mM para o complexo e para o SNP. A exposicdo das células ao SNP produziu
reducdo da viabilidade celular de forma significativa, com valores em média de 67%
apos exposicdo de 24 horas na maior concentragdo avaliada, ou seja, de 2,0 mM(TAB.
2). A citotoxicidade induzida pelo complexo Ru(cyclam)NO apresentou uma
diminui¢@o, porém, significativamente menor quando relacionada ao SNP, com valores
reduzidos em média 41% apos exposicdo de 24 horas na maior concentragdo avaliada

(2,0mM).

Tabela 2. Citotoxicidade do complexo Ru(cyclam)NO e SNP, expressa como a
porcentagem de células vidveis em relacdo ao controle, avaliada pelo método de
reduciio de MTT, apos exposicio durante 24 h.

Ru(cyclam)NO SNP
Concentracao 24h 24h
0,5SmM 94,7+ 3,55 67,8 +£4,65*%
1,0mM 85,8+ 6,36 34,8 £0,36*
1,SmM 80,3 + 2,58 33,2+ 1,67*
2,0mM 59,0 +£4,42 32,6 £2,07*

Dados representam média + E.P.M de trés experimentos independentes. *,
p < 0,05 vs SNP.
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4.3. Avaliacio da proliferacio celular em resposta ao Ru(cyclam)NO em

HUVEC estimuladas pelo EGF

A determinagao da proliferacdo celular em resposta a diferentes tratamentos foi

avaliada por meio do ensaio de incorporagao de timidina triciada.

As HUVEC tratadas apenas com o composto Ru(cyclam)NO apresentaram a
manuten¢do dos valores similares ao controle na proliferagdo celular, enquanto que, as
células tratadas com o EGF apresentaram um aumento significativo na proliferagao
celular, o qual foi em média de 39%. O tratamento com Ru(cyclam)NO na presen¢a do
EGF produziu redugéo significativa na proliferagdo celular, o qual foi em média 48%,

apresentando valores similares aos obtidos no controle (FIG. 5).
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Figura 5. Resposta proliferativa de HUVEC na presenca ou nio de EGF apés 24 horas de
tratamento, mensurada através de ensaio de incorporacio de timidina triciada. Analise da
proliferagio pela incorporagio de nucleotideo marcado ([*H]-timidina - 1uCi/ml) ao DNA durante a
replicagdo, em células tratadas com o complexo Ru(cyclam)NO (0,5mM), na presenca ou auséncia de
EGF (25 ng/mL).Dados representam média £ E.P.M de trés experimentos independentes. Controle,
HUVECs sem estimulo. *, p < 0,05 vs Controle; #, p < 0,05 vs RuNO, f, p<0,05 vs RuNO + EGF.

ANOVA Bonferroni.
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4.4. Avaliacio da migracio celular em resposta ao Ru(cyclam)NO em HUVEC

estimuladas pelo EGF

A resposta na migragao celular ao tratamento com o complexo Ru(cyclam)NO

na presen¢a do EGF foi avaliada pelo ensaio de quimioatragdo, denominado transwell.

As HUVEC tratadas apenas com o complexo Ru(cyclam)NO apresentaram um
aumento na migragdo celular em média de 24%, em relagdo ao controle, enquanto que,
as células tratadas apenas com o EGF apresentaram um aumento na migracao celular
em média de 108%, assim as células que receberam o tratamento com Ru(cyclam)NO
na presenca de EGF apresentaram um aumento na migragdo em média 37%, quando
comparadas com controle. Quando foram comparadas as células tratadas apenas com
EGF e as tratadas com Ru(cyclam)NO na presenga do EGF foi observado que houve
uma redu¢@o no estimulo do EGF na migragéo celular, com valores em média 71%, na

migragdo celular (FIG. 6A).

A fotomiografia das HUVEC durante o ensaio de migragdo transwell
comprovaram os resultados quantitativos analisados acima. O nimero de células que
migraram quando tratadas apenas com Ru(cyclam)NO foi semelhante ao controle, as
que foram tratadas apenas com EGF apresentaram um maior aumento no numero de
células que migraram, enquanto que, as que foram tratadas com Ru(cyclam)NO na
presenca de EGF tiveram o numero de células reduzidos e similares ao controle

(FIG. 6).
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Figura 6. Resposta migratéria de HUVEC na presenca ou nio de EGF apos 6 horas de tratamento,
mensurada através de ensaio de migracio transwell.Células foram ressuspensas e adicionadas a
camara superior de insertos com membranas porosas (8pm), na presenga do complexo RuNO 0,5mM e
induzidas a migrag@o durante 6 horas pela adi¢do ou ndo de EGF 25ng/mL a camara inferior do inserto.
Células transmembrana foram fixadas e coradas com HE e ecosina.(A) Contagem direta das células
transmembrana, em quatro campos aleatdrios por amostra ¢ (B) Fotomicrografia representativa da
migragdo apds 6h de exposi¢do ao Ru(cyclam)NO na auséncia ou presenca de EGF (x200). Controle,
HUVECs sem estimulo. *, p < 0,05 vs Controle; #, p< 0,05 vs EGF.. ANOVA Bonferroni.
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4.5. Avaliacio da adesio plaquetaria em resposta ao Ru(cyclam)NO

Sabe-se que o NO exerce um efeito inibitorio na funcdo plaquetaria, assim, esta
molécula quando liberada previne a adesdo e agregacdo de plaquetas a parede vascular
(Kroll et al, 1996). Previamente ao estabelecimento deste experimento foram
comparados os agonistas ADP, colageno e trombina para verificar o estimulo mais
eficaz na ativacio da adesdo de plaquetas humanas. A analise comparativa dos agonistas
mostrou um aumento na ativagdo de aproximadamente 57%, 26% e 18% para trombina,
colageno e ADP, respectivamente (resultados ndo apresentados).

No presente estudo, a capacidade de inibi¢do da adesdo plaquetaria, em
plaquetas ativadas ou ndo pela trombina foram incubadas com os compostos, nas
seguintes concentragdes, SNP (1 mM e 10 mM) por 10 minutos e Ru(cyclam)NO
(0,01 mM, 0,1 mM, 1 mM e 10 mM) por 40 minutos. Foi utilizado o modelo de adesdo
de plaquetas em placas revestidas com fibrinogénio, o qual é usado para simular a
adesdo de plaquetas em matrizes vasculares. (Bellavite et al, 1994; Belisario et al.,

2000).

A incubacdo das plaquetas ndo ativadas com SNP por 10 minutos e com

Ru(cyclam)NO por 40 minutos reduziu significativamente a adesdo plaquetaria. Foi
verificada a redu¢do da adesdo das plaquetas ndo ativadas para o SNP na concentragio e
respectivamente o percentual de 1 mM (35 %), 10 mM (46%) e para o Ru(cyclam)NO
nas concentragdes de: 0,01mM (26%), 0,1 mM (25 %), 1 mM (26%) e na concentragdo
de 10 mM (33%). Quando as plaquetas foram ativadas com 50 mM/ml de trombina por

30 minutos foi observado um aumento na adesdo plaquetaria de aproximadamente 57%

comparado ao controle basal. Isto ocorre devido a capacidade da trombina em promover a

conversdo de fibrinogénio em fibrina, papel fundamental no processo de coagulacio.

Tanto o SNP quanto o Ru(cyclam)NO demonstraram ser eficazes na redugio da adesdo de
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plaquetas humanas sendo que a resposta do Ru(cyclam)NO foi 50% maior que o SNP

(FIG. 7).
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Figura 7. Resposta da adesio de plaquetas ao fibrinogénio humano expostas ao complexo
Ru(cyclam)NO e ao SNP.As plaquetas (1x10° plaquetas por pogo), na auséncia ou na presenca de
trombina (50 mU/ml), foram incubadas com SNP (1 e 10 mM) durante 10 min e Ru(cyclam)NO
(0.01 mM a 10 mM) durante 40 min. Os resultados representam media +SEM de seis experiéncias, em
triplicata. *, p <0,05 vs trombina. ANOVA Bonferroni

4.6. Avaliacio de biocompatibilidade de plataformas incorporadas com

Ru(cyclam)NO

4.6.1. Avaliacao da viabilidade celular em HUVEC e RASM: Ensaio de reducio

de MTT

Os estudos para verificar a viabilidade celular das plataformas contendo os
filmes fornecem dados para um critério de avaliagdo de biocompatibilidade geral, no
que se refere a estimativa biologica de respostas celulares e insultos externos. Sendo um
resultado importante para a analise do efeito de possiveis artefatos, como lixiviagio e

craqueamento do filme sobre a superficie do stent.
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A avalia¢do da viabilidade das células HUVEC e RASM em plataformas de
inox (SS), matriz de siloxano (T70P3) e matriz de siloxano incorporado com
Ru(cyclam)NO (T7oP30Ru(cyclam)NO) ndo apresentaram perda da viabilidade celular
em relagao aos filmes testados, bem como ao filme incorporado com o doador de NO,

Ru(cyclam)NO (FIG.8), sendo encontrados valores similares aos do controle no periodo

de 24 horas.
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Figura 8. Citotoxicidade induzida ap6s 24 horas de exposicio as plataformas de imobilizacio do
complexo Ru(cyclam)NO.Avaliagdo da citotoxicidade pelo método de redugdo de MTT. (A) Viabilidade
celular em HUVEC expostas 24 horas as plataformas SS, T7oP3p ¢ T70P30RuNO e, (B) viabilidade celular
em RASM expostas 24 horas as plataformas SS, T;P3y ¢ T7P3;0RUNO. Dados representam média +
EPM de trés experimentos independentes. Controle, HUVEC/RASM sem estimulo.
* p < 0,05 vs controle. ANOVA Bonferroni

4.6.2. Analise da migracao celular em HUVEC e RASM expostas as plataformas de
imobilizacdo do Ru(cyclam)NO

A analise da migragdo celular em células HUVEC e RASM expostas as
plataformas de imobiliza¢@o, foi realizada pelo ensaio franswell. Apds adicio do MTT,
as células que permaneceram na parte superior do transwell (células residuais) foram
removidas e eluidas em DMSO, e as que migraram, ou seja, as presentes na parte
inferior do transwell foram adicionadas em outra placa contendo o mesmo reagente, ¢
entdo as absorbancias foram obtidas em 570 nm.

A porcentagem da atividade migratoria foi calculada pela seguinte formula:
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Y%migracao= A/[A+B]x100, onde, A ¢ a absorbancia das células que migraram e B a

absorbancia das células residuais.

As células HUVEC e RASM incorporadas em plataformas de inox (SS), matriz de
siloxano (T70P3) e matriz de siloxano incorporado com Ru(cyclam)NO
(T70P30Ru(cyclam)NO) ndo apresentaram alteracio significativa na migrago celular em
relacdo aos filmes testados, bem como ao filme incorporado com Ru(cyclam)NO, com

valores similares aos encontrados no controle no periodo de 24 horas (FIG. 9).
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Figura 9. Migracio celular induzida apés 24 horas de exposicio as plataformas de imobilizacio do
complexo Ru(cyclam)NO. Avaliagdo da migragdo celular pelo método transwell. As células foram
contadas pelo método de MTT. (A) Migracao celular em HUVEC expostas 24 horas as plataformas SS,
T70P30 € T7P3Ru(cyclam)NO e, (B) migracao celular em RASM expostas 24 horas as plataformas SS,
T70P30 € T7P30Ru(cyclam)NO. Dados representam média + E.P.M de trés experimentos independentes.
Controle, HUVEC/RASM sem estimulo. p < 0,05..ANOVA Bonferroni.
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5. DISCUSSAO

Os estudos apresentados mostraram a margem de seguranca do composto
Ru(cyclam)NO, bem como das plataformas de ago e incorporadas ao composto por
meio dos ensaios de citotoxicidade em células HUVEC e RASM sob cultivo. Uma vez
estabelecida as concentracdes Otimas para os ensaios a serem avaliados e o fendtipo
endotelial “saudavel”, foram determinadas as respostas de proliferacdo e migragcdo das
HUVEC. Tais respostas foram caracterizadas pela acdo do composto em reduzir as
acdes estimuladas pelo EGF. A capacidade anti-trombogénica foi avaliada por meio de
ensaios com plaquetas humanas, os quais demonstraram que o composto foi capaz de
inibir a resposta de adesdo plaquetaria. A biocompatibilidade das plataformas de
imobilizacdo do composto foi demonstrada pelos ensaios de toxicidade e migragdo das

HUVEC e RASM.

O NO ¢ uma molécula livre e estavel que tem sido eficaz em diversos processos
fisioldgicos e patoldgicos. Como algumas doengas tém sido associadas a deficiéncia do
NO, ha um grande interesse em doadores de NO exdgenos capazes de entregar o NO em

alvos especificos.

Considerando as caracteristicas multifuncionais do NO, esta molécula tem sido
alvo de muitos estudos na atualidade. Doadores de NO exdgenos que exercem a mesma
funcdo da molécula enddgena tem sido desenvolvidos nos ultimos tempos. Destacamos

neste presente estudo, os nitrosilos complexos de ruténio.

Os complexos metalicos sdo singulares, pois o 6xido nitrico reage facilmente
com alguns metais, produzindo compostos estaveis. Entre alguns exemplos de
complexos metalicos ja utilizados na medicina, podem-se citar os compostos de platina,

utilizados no tratamento do céncer, os compostos de ouro no tratamento da artrite
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reumatodide e os compostos de prata utilizados como agentes antimicrobianos (Allardyce

e Dyson, 2001).

Complexos metalicos de ruténio podem ter aplicacdes como imunossupressor
(Bastos et al., 1998), antibiotico (Navarro et al, 1997), anticancerigeno (Sava et al.,
1995), antifungico (De Lima et al., 2003) e como agente antiparasitario (Silva et al,
2010). Dentre os estudos de aplicacdo de complexos metalicos, os estudos de
complexos liberadores de NO como os complexos de ruténio, tem sido o alvo da
pesquisa do grupo de Tfouni e em uma parceria com nosso laboratorio, estudos t€ém sido
realizados a fim de caracterizar as atividades bioldgicas e verificar as possiveis
aplicagoOes destes complexos no sistema cardiovascular. No presente estudo, avaliamos a
capacidade de um nitrosilo complexo de ruténio, Ru(cyclam)NO, de promover a
reendotelizagdo almejada apos as injurias vasculares por meio da avaliagdo da

proliferagdo e migracdo de HUVEC.

Protocolos realizados em cultura de células sao atrativos por diversos motivos,
especialmente pelo facil acesso a observacdo detalhada, diferentemente do estudo em
animais. Porém algumas desvantagens estdo presentes no método: a) a senescéncia
celular limita o nimero de expansdes das células originadas de tecidos normais; b)
algumas células podem escapar da senescéncia e se dividir continuamente de modo
similar ao de uma linhagem celular, e ¢) existe o alto risco de contaminagdo celular, ja
que os tecidos consistem de uma mistura de tipos celulares que precisam ser removidos

(Cedar, 2006).

A expressao de biomarcadores protéicos sintetizados nas células endoteliais ¢
uma forma de avaliagdo da manutencdo adequada da cultura e de seu fendtipo celular.

Em nossos estudos, as HUVEC quando cultivadas em DMEM 10% SFB, meio
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largamente utilizado para estas células, nd3o mantiveram seu fenotipo endotelial, visto
que ndo expressaram duas proteinas caracteristicas das células endoteliais “sadias”
como a NOSe e VE-caderina. Contudo, uma vez cultivadas em meio contendo os
suplementos essenciais para células endoteliais foi observado de forma bem nitida a
expressdo destas proteinas. Assim, as células endoteliais necessitam de suplementacdo
com fatores especificos em seu meio de cultura para manter suas caracteristicas
endoteliais. Nos estudos em apresentagdo o meio de cultura padronizado foi o M200
contendo 1 ug/ml de hidrocortisona, 10 ng/ml de EGF, 10 ng/ml de heparina, 3 ng/ml de
bFGF, gentamicina/anfoterecina e 20% SFB. Outro fator importante a ser observado € a
passagem das células, segundo Hoffman e colaboradores (2001) o envelhecimento das
células endoteliais leva ao aumento da apoptose devido a perda da funcionalidade da
NOSe, diante disso, neste estudo as HUVEC foram utilizadas até a oitava passagem,

visto que a partir desta as células ndo se apresentaram “saudaveis”.

Para que uma droga tenha uso clinico, além de verificar o seu potencial
terapéutico este uso deve estar acondicionado a analise de sua toxicidade. Assim, o
presente estudo foi iniciado pela realizagdo de protocolos experimentais para definir o

potencial citotdéxico do Ru(cyclam)NO nas HUVEC.

A avaliagdo da citotoxicidade de um possivel agente terapéutico pode ser
verificada por diferentes métodos, como: a) nivel de integridade da membrana. b) nivel
de sintese de macromoléculas; c¢) nivel de crescimento celular e d) nivel da atividade
funcional de organelas (Cook e Mitchell 1989). Dentre estes métodos citados acima,
neste estudo foi realizado ensaio que avalia a atividade mitocondrial através da reducao

do MTT, apds a exposi¢do ao composto.
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O resultado obtido no ensaio realizado, sumarizado na tabela 2, indicou uma
baixa toxicidade do Ru(cyclam)NO quando comparado ao SNP. A exposicdo das
células ao SNP teve um efeito intenso na perda da viabilidade celular, produzindo um
decréscimo de 80%. Isto se deve ao fato de que o SNP é um doador que precisa ser
metabolizado para a liberagdo do NO. Esta metabolizagdo ¢ catalisada por enzimas
presentes na membrana plasmatica e é acompanhada pela liberacdo de ions cianeto
como produto de biotransformagido deste doador, sendo que o actimulo deste ion é
considerado altamente toxico (Bates ef al.,, 1991). Ja o Ru(cyclam)NO para a liberag@o
do NO requer a presenga de redutores no meio, como por exemplo o dcido ascorbico
encontrado no meio utilizado. Ao comparar a acdo deste composto na viabilidade
celular com a condigdo controle, ou seja, aquelas que ndo foram expostas ao composto,
notou-se uma redugdo na maior concentragao utilizada a qual ndo ultrapassou 42% em
24 horas de exposicdo. Assim, ndo foi observado o valor de ICsy na faixa da

concentragdo utilizada do composto Ru(cyclam)NO nas HUVEC.

Outros estudos com nitrosilos complexos de ruténio também t€ém demonstrado
baixa toxicidade. Em cultura de células V79 (fibroblastos de pulmao de hamster chinés)
foi demonstrado que a toxicidade deste mesmo complexo se apresenta em torno de
3,0mM (Torsoni et al., 2002), em células de melanoma murino (Melan-a) a 1Csy deste
complexo foi de 9,8mM (Gomes et al., 2007) e, ainda, em estudo com camundongos
tratados com [Ru(Il)(Hedta)NO(+)], outro nitrosilo complexo de ruténio, foi
demonstrado que o tratamento até a dose 9x10”° mol/Kg ndo levou a morte de nenhum

animal experimental (Zanichelli et al., 2007).
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Uma vez padronizado o meio de cultura e a margem de seguranga do composto
foram realizadas as andlises dos efeitos deste complexo na proliferagdo e migracido de

HUVEC.

Sabe-se que a integridade do endotélio ¢ essencial para a manutencdo da
homeostase vascular e que o resultado da desnudagdo endotelial constitui-se do
espessamento neointimal, como observado apds injuria vascular(Fishman et al., 1975;
Clowes e Karnovsky, 1977). Esta neointima sofre um processo denominado de
reestenose, o qual ¢ a resposta da parede arterial a lesdes mecanicas ¢ compreende em
dois processos, a hiperplasia neointimal (migragdo e proliferagao das células musculares
lisas e a deposicao de matriz extracelular) e o remodelamento vascular. Agregagdo
plaquetaria, infiltragdo de células inflamatdrias, liberacdo de fatores de crescimento,
modulag@o e proliferagdo de células musculares lisas, deposi¢do de proteoglicanos e
remodelamento da matriz extracelular foram identificados como os principais marcos na

seqiiéncia temporal da resposta a reestenose (Forrester et al., 1991).

Uma série de estudos tém buscado estratégias para limitar a lesdo endotelial no
processo de reestenose, bem como acelerar a regeneragdo das células endoteliais e
suplementar os produtos dessas células para reduzir o espessamento neointimal.
Promover a reendotelizagdo ao invés de bloquear a cicatrizagdo parece ser a abordagem

mais natural para evitar a reestenose (Costa e Simon, 2005).

A reendotelizag@o se caracteriza pela formacdo de uma nova camada endotelial
funcional. Considerando-se que o NO ¢ um importante fator na promog¢ao da resposta

proliferativa e migratoria das células endoteliais, este € o candidato adequado.

A elaboragdo de um stent eluidor do composto estudado torna-se interessante
para a analise de suas propriedades biologicas in vivo, principalmente para a analise da
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prevencdo da reestenose intra-stent. Apesar da importancia dos ensaios in vivo, o grande
numero de animais utilizados e a diferenca das espécies especificas vém sendo cada vez
mais criticado. A fim de evitar este problema, varias estratégias de estudo in vitro estao
sendo analisadas, de uma forma especial para estudos pré-clinicos a cultura de células

tem sido uma ferramenta atrativa (Cazarin et al., 2004).

A utilizagdo de sistemas “in vitro” permite a utilizagdo de farmacos/moléculas
que atuam como agonistas/antagonistas das respostas desejadas. Assim, utilizamos o
EGF ciente de que o EGF ¢ um fator de crescimento ¢ um importante mitogeno que
participa na fun¢@o endotelial. O mesmo foi utilizado no presente estudo como um fator
ativador mimetizando o seu envolvimento apds injuria vascular, comum pos-

implantacdo de stents.

A familia do receptor de EGF (EGFR) e seus ligantes serve como um painel de
comando na regulacdo de multiplos processamentos celulares. Enquanto é claro que a
atividade do EGFR ¢ essencial do desenvolvimento normal cardiaco, sua fun¢do na
vasculatura e seu papel na doenga cardiovascular tem sido elucidado somente nos

ultimos anos (Makki et al., 2013).

A ativacdo do receptor de EGF (EGFR) tem sido implicada na regulagdo da
pressdo arterial, disfungdo endotelial, hiperplasia neointimal, aterogénese e
remodelamento cardiaco. Além disso, o aumento de ligantes similares ao EGF na
circulacdo, podem mediar a doenga vascular acelerada relacionada a inflamagao cronica.
Este receptor atua em muitos processos celulares envolvidos na doenga vascular, tais
como a proliferacio e a migragdo, e os seus ligantes sdo expressos em células

endoteliais e musculares lisas, bem como em células inflamatorias.
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Apds a lesdo vascular ocasionada pela implantagdo do stent, geralmente, ocorre
a liberacdo de citocinas inflamatdrias que promovem a ativacdo e adesdo de plaquetas
eleucocitos, assim como a liberagdo de multiplos fatores de crescimento, que ao se
ligarem em seus receptores na membrana plasmatica desencandeiam uma série de sinais
intracelulares que resultam na expressdo de proteinas necessarias para a divisio e

proliferacdo celular (Hansson, 1993; Libby ef al, 1992; Caramori et al., 1997).

Uma das formas de se identificar a capacidade de um agente de estimular ou
inibir a sintese de DNA de células em cultura, ou seja, a proliferagdo celular, ¢ obtida
por meio da analise da incorporagao do nucleotideo timidina, marcado radioativamente
com o tricio ([methy1—3H]—timidina) durante a replicacio do DNA (Rathbone et al,

1992; Dixon et al., 1997).

A proliferagdo das HUVEC foi estimulada pelo fator de crescimento EGF, porém
o tratamento apenas com o doador de NO, Ru(cyclam)NO, ndo mostrou alteracdo. O
aumento da proliferagdo das HUVEC pelo EGF se deve ao fato de que, o EGF ¢
considerado um fator de crescimento geral que regula varias funcdes celulares que
envolvem a proliferagdo de células e diferenciagdo (Carpenter ¢ Cohen 1979; Wells
1999). O EGF se liga ao EGFR levando a dimerizag¢ao deste receptor, em seguida, os
dominios plasmaticos de tirosina-quinase deste receptor podem ser autofosforilados, e
entdo mediar sinais intracelulares para varias proteinas de sinaliza¢do. A sinalizag¢do
celular resultante desta autofosforilagdo ¢ a ativagdo da fosfolipase Cy (PLCy), a cascata
mediada pela proteina quinase C (PKC), os mitégenos ativado por proteina quinase
(MAPKSs), como as quinases reguladas extracelularmente (Erk), as quinases c-Jun N-

terminal (JNK), e MAPK p38 e pequenas GTPases como a Rho e Rac (Wells 1999).
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O resultado obtido na proliferacdo celular das HUVEC tratadas com o composto
doador de NO, Ru(cyclam)NO e ativadas pelo EGF, foi uma redu¢do de cerca de 50%
na resposta obtida pelo EGF “per se”. O efeito anti-proliferativo do NO observado pode
ser devido a sua interacdo com o EGFR na inibi¢do da autofosforilacdo do receptor ou
por sofrer um processo de S-nitrosilacdo na presenca de um doador de NO, segundo
estudos de Murillo-Carretero et al (2002). Entretanto o conhecimento das vias de
sinalizacdo que sdo ativadas neste processo, bem como a utilizagdo de farmacos
inibitdrios ou mesmo RNA de interferéncia (RNA1) sdo necessarios para a compreensao

deste efeito.

A migrac@o celular pode ser definida por uma variedade de métodos in vitro. A
maioria utiliza métodos microscopicos para registrar mudangas de posicdes e formatos
celulares ou a utilizacdo da camara de Boyden (franswell) para analise do movimento
celular através de uma membrana porosa a partir de um estimulo quimiotatico

(Gerthoffer, 2007)

Realizamos ensaios traswell, um ensaio de migracdo direcional, para avaliacdo da
migragdo frente ao estimulo quimiotatico do EGF e a resposta de estimulo a migragio
celular do composto Ru(cyclam)NO nesta condi¢ao. O aumento da migracio das células
tratadas com EGF foi muito acentuado, sendo o numero de células transmembrana mais
que o dobro do que o observado no grupo controle. As células tratadas com o
Ru(cyclam)NO exibiram um discreto aumento no numero de células transmembrana,
porém, as células tratadas com Ru(cyclam)NO na presenga do EGF exibiramuma
diminui¢do de aproximadamente 71% da resposta obtida pelo estimulo per se do EGF.
Sabemos que o NO enddgeno desempenha um papel fundamental favorecendo a

migracdo das células endoteliais, sendo um regulador chave para migracdo destas
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células (Bulotta et al., 2009). Semelhante ao efeito visto na proliferagéo celular, devido
a acdo direta do NO no EGFR, provavelmente constitui-se do fato que explica o efeito
anti-migratorio do doador de NO nas células HUVEC quando estimuladas pelo EGF.
Estudos similares n3o foram encontrados na literatura sendo necessarios estudos

adicionais referentes a proliferacio e migragdo das HUVEC.

A ativag@o de processos de coagulagdo sanguinea devido ao sangue entrar em
contato com a superficie de dispositivos biomédicos, como catéteres, tubos, oxigenador,
membranas de hemodialise, stents vasculares ou enxertos tém sido um problema

constante na cardiologia intervencionista (Yang et al., 2012).

Sabe-se que o 6xido nitrico exerce efeito inibitdrio na fungao plaquetaria através
da ativagdo de GMPc/ PKG e consequente redugdo na concentracdo de
calcioprevenindo assim a adesdo e agregacdo de plaquetas a parede vascular (Kroll et
al., 1996). A disfuncdo do endotélio presente em algumas condi¢des patoldgicas é
caracterizada pela diminui¢do da biodisponibilidade do NO que leva a ativagcdo anormal

das plaquetas e a formagao de trombos (Schafer e Bauersachs 2008; Rivera et al., 2009).

Segundo o padrido europeu ENSO 10993-4 aplicado a avaliagdo de dispositivos
médicos em contato com o sangue, os testes devem incluir a avaliacdo da ativacdo de

plaquetas in vitro, analise quantitativa, adesdo, agregacdo e a meia vida das plaquetas.

Em nossos estudos foi utilizado o modelo de adesdo de plaquetas humanas em
pocos revestidos com fibrinogénio, o qual simula a adesao de plaquetas em matrizes

vasculares (Belavite et al., 2004; Belisario et al., 2000).

Neste estudo demonstramos a capacidade do composto Ru(cyclam)NO na

inibicdo da adesdo de plaquetas humanas ativadas ou ndo. Foi verificado uma menor
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inibicdo da adesdo de plaquetas ativadas pela trombina promovida pelo composto
Ru(cyclam)NO em comparagdo ao SNP, istoocorreu possivelmente devido a velocidade
de liberagdo do NO ser maior neste ultimo. Tal resposta também foi verificada por
Marcondes ¢ colaboradores (2006) os quais demonstraram similar efeito do SNP
relacionado a utilizagdo de nitrosotiois na inibi¢do da adesdo plaquetaria em
fibrinogénio tanto em plaquetas ativadas ou nao ativadas pela trombina. O mecanismo
de acdo do SNP na inibi¢ao da adesdo plaquetaria é amplamente relatada. Sua agdo tem
sido relacionada a estimulagdo da GCs , a qual aumenta a concentracdo de GMPc e
inibe a ativagdo de plaquetas dependente de calcio (Gibbins, 2004). Assim,
necessitamos verificar se 0 mesmo mecanismo de acdo ocorre em doadores de NO

nitrosil complexo de ruténio.

Um dos aspectos mais trabalhados na otimizagdo do uso terapéutico dos
nitrosilos complexos de ruténio como agentes liberadores de NO esta relacionado a
estabilidade dos compostos. Sua natureza labil e reativa sdo as suas principais
limitagdes. Assim, o desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada e que
oferecam estabilidade aos complexos Ru''— NO' sdo de grande interesse para o sucesso

terap€utico de novas espécies quimicas (Tfouni et al., 2012).

Uma maneira interessante para a utilizacdo destes compostos foi sua
incorporag@o em sistemas carreadores de drogas, aumentando o tempo de circulacdo da

droga e favorecendo sua incorporagdo em membranas bioldgicas.

Superficies de biomateriais € um pré-requisito importante para o sucesso de
varios dispositivos biomédicos, bem como materiais poliméricos. Vias de exposicdo
bioldgica, assim como materiais de propriedades quimicas e fisicas devem ser

cuidadosamente consideradas através de testes de biocompatibilidade. No presente
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estudo os ensaios realizados para determinagdo da biocompatibilidade demonstraram
100% de compatibilidade das plataformas, destas incorporadas aos recobrimentos e ao
Ru(cyclam)NO. As plataformas de aco e incorporadas com diferentes matrizes de
siloxanos foram utilizadas para incorporagdo do complexo ao ago sendo que exibiram
baixa citotoxicidade. As solugdes de siloxanos sdo preparadas para formar finos filmes
para recobrimento do a¢o, e sdo consideradas de baixa toxicidade e descritas com baixos
indices de hipersensibilidade, sendo utilizados em diversas aplicacdes médicas (Dewil
et al., 2006).0utros estudos relatam redugdo da viabilidade celular em presenca de
plataformas de aco inox sendo que estes mostram que tal efeito pode ser devido a
presenca de residuos do processo de preparo do metal ou a liberacdo de ions niquel (Ren
et al., 2006). O uso do ago inox 316L para fins biomédicos deve-se a sua elevada
resisténcia mecanica e biocompatibilidade. Entretanto, atualmente ha tendéncia de se
utilizar ligas metalicas titdnio-molibdénio (p-titanio) e cromo-cobalto utilizadas na
confeccdo de stents, pois estas sdo mais flexiveis, duraveis e de extensa

biocompatibilidade (Yeung ef al., 2007).

O teste funcional de exposi¢do as plataformas analisadas foi realizado nas células
HUVEC e RASM pelo ensaio de migragdo celular transwell. Nenhuma alteracio

funcional na resposta migratdria foi verificada apos 24hs de exposigao.

O presente estudo colaborou na caracterizagdo da margem de seguranga do
complexo testado, da sua capacidade de liberagdo e promocao de respostas objetivadas
na reendotelizagdio e na atividade anti-trombogénica. Além de verificar a
biocompatibilidade das plataformas e processos utilizados para futuro desenvolvimento
dos DES. A melhor combinacdo desses fatores, que sdo dependentes uns dos outros, ¢
fundamental para o desempenho geral do stent e vai determinar o seu sucesso entre o

crescente niumero de alternativas no campo.
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6. SUMARIO E CONCLUSAO

A atividade do nitrosil complexo de ruténio doador de oxido nitrico trans-
[Ru(NO)Cl(cyclam)](PF¢),, nomeado neste estudo como Ru(cyclam)NO foi
caracterizada por meio de estudos in vitro em células vasculares, os quais mostraram as

seguintes respostas:

O composto demonstrou citotoxicidade reduzida em relagdo ao SNP mediante ensaio
realizado em HUVEC;

A proliferacdo das HUVEC foi mantida pela presenga do composto, porém o mesmo
reduziu o efeito estimulatorio do fator de crescimento EGF;

A migragao transwell das HUVEC foi estimulada pela presenca do composto, porém o
mesmo reduziu o efeito estimulatorio do fator de crescimento EGF;

A adesdo de plaquetas ativadas pela trombina ou ndo foi reduzida pela agdo do
composto;

Foi demonstrada a biocompatibilidade das plataformas de inox, matriz de siloxano e
matriz de siloxano incorporado com Ru(cyclam);

A margem de seguranga do Ru(cyclam)NO e de suas respectivas plataformas de
imobilizacdo foram caracterizadas como baixa e ausente citotoxicidade. As avaliagdes
funcionais evidenciaram que o Ru(cyclam)NO manteve a proliferagdo celular,
estimulou a migragdo das HUVEC e inibiu a adesdo de plaquetas humanas. Estas

evidéncias constituem-se de pontos fundamentais para se obter a reendotelizagao.
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