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Resumo

Demonstramos em nosso laboratério a eficdcia do efeito vasorelaxante de compostos de ruténio
trans-[Ru(NH3),L(NO)]"" [L=piridina, nicotinamida, 4-picolina, Nimidazol, pirazina, NH3, SO;
> ou P(OEt)3] em anéis de aorta sem endotélio, resposta induzida pela liberacdo da molécula de
NO por esses compostos quando ativados por reducdo. Nesta tese objetivamos avaliar a resposta
vascular dos complexos trans-[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ (PyNO) , trcms-[Ru(NH3)4(Cy)(NO)]3+
(CyNO) e o complexo trans-[Ru (NH3) 4 (4-acPy) (NO)] 3t (4-acPyNO) em anéis de aorta, com
e sem endotélio, isoladas de ratos e analisar farmacologicamente os mecanismos envolvidos na
resposta vascular. As concentragdes utilizadas foram 10°M e 10°M para o composto PyNO, 10
‘M para o composto CyNO e 10°M para o composto 4-acPyNO. A populacao de ratos estudada
foi de 90 ratos machos com peso médio de 330 + 2,45 g. Uma amostra de dez ratos foi utilizada
para medidas de pressdo arterial, para avaliar se estavam em condi¢Oes cardiovasculares ideais
para caracterizd-los como normotensos. Os anéis de aorta foram pré-contraidos com
noradrenalina. Apds estabilizacdo da tensdo, concentracdo unica dos compostos estudados foi
adicionada ao banho. As respostas foram registradas durante de 120 min. A presenca de células
endoteliais nos anéis foi analisada pela resposta vascular a acetilcolina (ACh) e a integridade da
musculatura lisa vascular pelo efeito vascular do nitroprussiato de sédio (SNP). Os resultados
foram expressos como média + SEM em gF da tensao inicial dos anéis e em % de resposta aos
agonistas. Para andlise estatistica foi realizado teste ¢ Student (p<0,05). Frente as condi¢des
experimentais  utilizadas como resultados observamos que o complexo frans-
[Ru(NH3)4(Cy)(NO)I** e o complexo trans-[Ru(NH;)4(4-acPy)(NO)]** induzem aumento do
tonus vascular, sem efeito relaxante significativo, € o complexo tmns—[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+
promoveu reducdo do tonus vascular somente na presenca de inibidores enzimaticos. Os
resultados obtidos nos permitem sugerir que a acao relaxante tenha acontecido de forma indireta,
pois embora ambos apresentassem aumento no tonus vascular, apenas em aortas com endotélio
foi observada reducao do efeito contratil. Tal fato sugere a necessidade da interagdo com o 6xido
nitrico produzido pelas células endoteliais para que os complexos causem relaxamento agindo,
provavelmente, como sequestradores de NO inicialmente e, em seguida efeito relaxante apds
estabilizacdo do complexo. Estudos posteriores avaliando a presenga de substancias redutoras no
banho sdo necessdrios para melhor compreensdo dos efeitos dos complexos de ruténio analisados
em anéis de aorta isolados de ratos.

Palavras chave: Oxido nitrico, complexos de ruténio, reatividade vascular e ratos
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Abstract

We demonstrated in our laboratory the effectiveness of the vasorelaxant effect of compounds of
ruthenium trans-[Ru(NH3),L(NO)]"™*[L=pyridine, nicotinamide, 4-picoline, Nimidazol, pyrazine,
NH;, SO32', or P (OEt) 3] in aortic rings without endothelium induced response by the release of
the NO molecule by these compounds when activated by reduction. This thesis aimed to assess
the  vascular response of the complex trans—[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+(PyNO), trans-
[Ru(NH3)4(Cy)(NO)]** (CyNO), and complex trans-[Ru (NH;)4(4-acPy)(NO)]** (4-acPyNO) in
aortic rings with and without endothelium, isolated from rats, and analyze pharmacologically the
mechanisms involved in vascular response. The concentrations used were 10°M and 10°M for
the compound PyNO, 10°M for the compound CyNO, and 10°M for the compound 4-acPyNO.
The population of studied rats was 90 male rats with average weight of 330 + 2.45 g. A sample
of ten rats was used for measurements of blood pressure, and to assess whether they were in ideal
conditions in order to characterize them as normotensive. The aortic rings were pre-contracted
with noradrenaline. After stabilization of the tension, a single concentration of the compound
was added to the bath. The responses were recorded over 120 min. The presence of endothelial
cells in the rings was assessed by vascular response to acetylcholine (ACh) and integrity of the
vascular smooth muscle by sodium nitroprusside (SNP). The results are presented as mean +
SEM in gF of the initial tension of the rings and response percentage to agonists. For analysis we
performed Student's 7 test (p <0.05). Faced with the experimental conditions used, as results was
observed that the complexes trans-[Ru(NH3)4(Cy)(NO)]3 " and trans-[Ru(NH;3)4(4-
alch)(NO)]3 " induces an increase in vascular tone, with no significant relaxing effect, and the
complex trans—[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ promote a reduction of the vascular tone only at the
presence of enzyme inhibitors. The obtained results allow us to suggest that the relaxing action
took place in an indirect way, because although both presented an increase in vascular tone, only
in aortas with endothelium was observed a reduction in the contractile effect. This fact suggest
that there was the need for interaction with nitric oxide produced by endothelial cells to the
complex causes relaxation, probably acting as kidnappers of NO in an initial stage followed by a
likely stabilization of the complex and further relaxing effect. Further studies evaluating the
presence of reducing substances within the bay are needed to better understand the effects of
ruthenium complexes in isolated aortic rings of rats

Keywords: Nitric oxide, ruthenium complexes, vascular reactivity and rats



Introducdo

O 6xido nitrico, NO, também conhecido como monéxido de nitrogénio, estd envolvido
em muitos processos fisioldgicos e fisiopatologicos. Com a descoberta da produgdo endégena do
NO pelas células endoteliais, pesquisas se voltaram para estudar sua atividade bioldgica, assim
como, na produ¢do de fairmacos que possam liberar ou capturar NO em meio fisioldgico. Assim,
foram identificadas varias fungdes para o NO entre elas regulacdo do tonus vascular (VANE et
al., 1990; LIBBY, 2002).

Mesmo o NO estando envolvido em vdrias acdes bioldgicas, o comprometimento da
funcao vascular é sempre o foco para investigacdo de substancias vasoativas, principalmente as
anti-hipertensivas, com o objetivo de repor a quantidade de NO necessaria ao funcionamento
normal do organismo (BARRETO et al., 2005).

O envolvimento desta equipe com o Oxido nitrico se iniciou em 1991, onde foi
investigada a participa¢do do NO na circulacao esplénica de cdes. Neste mesmo leito vascular foi
avaliada a contribui¢do do 6xido nitrico na resposta vasoconstritora de substiancias como a
endotelina. A avalia¢do da circulacdo esplénica de humanos também foi realizada no periodo
(MARCONDES et al., 1993; GRASSI-KASSISSE, 1994; GRASSI-KASSISSE et al., 1994;
GRASSI-KASSISSE et al., 1995; GRASSI-KASSISSE et al., 1996; FARO et al., 1996; FARO
et al., 1998).

No ano de 2002, foram implantados no laboratério ensaios em anéis de aorta com e sem
endotélio, isoladas de ratos e de camundongos. Os ensaios foram realizados em animais
sedentdrios e dislipidémicos submetidos atividade fisica (ESTRELA, 2007; MINOZZI &
GRASSI-KASSISSE, 2008).

Nesse mesmo periodo iniciou-se a colaboracio com o Professor Dr. Douglas
Franco/USP-Sao Carlos. Colaboramos com a tese de doutorado da aluna Patricia Zanichelli,
intitulada “Ru-Edta como transportador de Oxido Nitrico”. Como resultado desta colaboragio
divulgamos em conjunto dois artigos cientificos sendo o primeiro em 2004 intitulado "The
[Ru(Hedta)NO]*'~ system: structure, chemical reactivity and biological assays”, na revista
Journal of Inorganic Biochemistry, volume 98, 11, pp 1921-1932, 2004 e em seguida o artigo,
publicado em 2007 intitulado: “The effects of ruthenium tetraammine compounds on vascular

smooth muscle” na revista Nitric Oxide (ZANICHELLI et al., 2004; ZANICHELLI et al., 2007).



Sintese e mecanismo de acdo do NO

O endotélio é formado por uma camada tnica de células que acompanha todo o sistema
circulatério. E um tecido dindmico que responde a estimulos mecénicos, como pressio e shear
stress (forca de cisalhamento) e a estimulos de substincias vasoativas como, por exemplo:
ADP/ATP (MARTIN et al., 1985), bradicinina (CHERRY et al., 1982), substincia P
(ZAWADSKI et al., 1981), histamina e angiotensina II (TODA, 1984), serotonina (COCKS &
ANGUS, 1983), policdtions (IGNARRO et al., 1989), dcido araquidonico (de NUCCI et al.,
1988) e pH extracelular elevado (MITCHELL et al., 1991).

Em resposta aos estimulos supracitados as células endoteliais produzem e secretam uma
variedade de substincias biologicamente ativas como agentes vasoconstritores e vasodilatadores.
Entre as principais substancias vasodilatadoras estdo o NO, a prostaciclina, o fator
hiperpolarizante dependente do endotélio (MONCADA et al., 1976; SCHIFFRIN, et al., 2001;
VERMA & ANDERSON, 2002; THIJSSEN et al., 2008). O NO € a principal substancia
vasodilatadora produzida pelo endotélio e um importante modulador em muitos aspectos
fisiolégicos (MONCADA et al., 1976; MARIN & MARTINEZ, 1997; KOJIDA & HARRISON,
1999; SCHIFFRIN et al., 2001; VERMA & ANDERSON, 2002; THIJSSEN et al., 2008).

A sintese de NO envolve duas etapas. Na primeira, ocorre a hidroxilacdo de um dos
nitrogénios guanidinos da L-arginina para gerar a N%-hidroxi-L-arginina (NHA). Esta reagdo
utiliza NADPH e oxigénio (O;) e, provavelmente, envolve o complexo heme da NOS. Na
segunda etapa, ocorre a conversao da NHA em NO e citrulina. Flavina adenina dinucleotideo
(FAD), flavina mononucleotideo (FMN) e a tetraidrobiopterina (BH,) sao utilizados como co-
fatores na reacdo (Figura 1) (MARLETTA, 1988; SCHMIDT et al., 1988; PALMER &
MONCADA, 1989; MARLETTA, 1994; CERQUEIRA, 2002; DUSSE et al., 2003).
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Figura 1: Sintese de Oxido Nitrico a partir da L-arginina (Adaptado de Dusse et al., 2003)

A enzima 6xido nitrico sintase endotelial pertence a uma familia de enzimas denominadas
NO sintases (NOS). Existem diferentes isoformas de NO sintases, sendo duas expressas
constitutivamente: a neuronal (nNOS, também conhecida como NOS-1, porque foi a primeira
isoforma descrita) e a endotelial (eNOS, NOS-3). Ambas as enzimas sdo reguladas por calcio-
calmodulina. A terceira isoforma é reconhecida como induzivel (iNOS, NOS-2) sendo esta
regulada por estimulagdo de citocinas e produz quantidades de NO excedendo, em muito, as
quantidades produzidas pelas outras duas isoformas (WALFORD & LOSCALZO, 2003).

Com o objetivo de se investigar a acdo de farmacos sobre a producao de NO pelas células
bem como avaliar se o efeito vascular dessas substincias € devido a acdo do NO, diferentes
ferramentas farmacoldgicas sio utilizadas.

Assim, para a investigagdo da producdo do NO utiliza-se inibidores da enzima
responsavel por sua sintese, por exemplo, inibidores da e-NOS. Entre estes inibidores
encontramos a N-monometil-L-arginina (L-NMMA), N-amino-L-arginina (L-NAA), N-nitro-L-
arginina (L-NA) e o metil éster correspondente, N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME). O L-
NAME compete com a L-arginina promovendo a redugdo da sintese de NO nas camadas das
células endoteliais pelo bloqueio da acdo eNOS (PALMER er al., 1988; PALMER &
MONCADA , 1989; GRASSI-KASSISSE et al., 1996; ROSSI et al., 2009).

Estes andlogos competem com a L-arginina e agem como inibidores estereoespecificos da
NOS. Além destes inibidores, a aminoguanidina € também capaz de inibir a NOS e apresenta

uma relativa seletividade para i-NOS. Virios desses inibidores t€ém sido utilizados também em



estudos da funcdo do NO, tanto em células isoladas como in vivo (REES et al, 1990;
MONCADA et al., 1991; SZABO, 1995).

Devido ao seu pequeno tamanho e sua caracteristica lipofilica o NO, produzido pela
célula endotelial, se difunde rapidamente para a musculatura lisa interagindo diretamente com o
ferro do grupo heme da enzima guanilato ciclase (GC) tornando-a ativa (GCa). A GCa catalisa a
saida de dois grupamentos fosfato da molécula de guanosina trifosfato ciclica (GTP) resultando
na formacao de guanosina monofosfato ciclica (GMPc). O aumento do GMPc na célula muscular

lisa, resulta no relaxamento vascular (Figura 2) (DUSSE et al.,2003).

GC » GCa

Figura 2: Formacgdo de guanosina monofosfato ciclica (GMPc), a partir da guanosina trifosfato
ciclica (GTP), mediada por 6xido nitrico (Adaptado de Dusse et al., 2003).

O relaxamento da musculatura lisa vascular se d4 em funcdo da diminui¢do da
concentragcdo de Ca”™ intracelular, esta diminui¢do € decorrente da reducdo direta do transporte
de Ca™ para o interior da célula, sequestrando, Ca® excedente do liquido intracelular para o
interior do reticulo sarcoplasmaético, pela inibicdo da liberagio de Ca®* do reticulo
sarcoplasmdtico e também pela reducdo na sensibilidade da interacdo entre o Ca* e os
miofilamentos de actina e miosina (ITO et al., 1987, MURAD et al., 1987, RADOMSKI &
MONCADA, 1991; ANDRIANTSITOHAINA et al., 1995; BROPHY et al., 1997; GEWALTIG
& KOJDA, 2002; FORD & LORKOVIC, 2002).

O mecanismo pelo qual o NO € removido da GC (guanilato ciclase), apds ocorrer a
vasodilatagdo, é desconhecido. Sabe-se que a produ¢dao de GMPc € interrompida segundos apds a

remogdo do NO da enzima guanilato ciclase (BUTLER et al., 1987).



O NO que deixa a célula endotelial em dire¢do a corrente sanguinea pode penetrar nas
plaquetas, especialmente nas que se encontram justapostas a parede do vaso ou nas hemdcias. No
interior das plaquetas, de modo anédlogo ao discutido para a célula muscular, o NO promove um
aumento nas concentragcdes de GMPc e a consequente diminuicdo nas concentracdes de Ca®*
livie. Como o Ca® é essencial para o processo de ativacdo plaquetdria, esse processo estard
inibido. As plaquetas humanas possuem e-NOS e sdo também produtoras de NO. Tanto o NO
oriundo das células endoteliais quanto o produzido endogenamente sdo importantes no controle
da funcdo plaquetdria (RADOMSKI et al., 1990; MARCONDES et al., 1993; VASTA et al.,
1995; WOLIN, 2000).

Se o NO penetra nas hemdcias, ele é eliminado através de sua reacdo com o ferro da
hemoglobina, tanto oxigenada (Hb-O,) quanto desoxigenada (WOLIN, 2000).

* Hb-O, + NO — Metemoglobina (metHb) + NO5

* Hb + NO — Nitrosil-hemoglobina (NO-Hb)

* NO-Hb + O, — MetHb + NO3

O conhecimento do principal mensageiro da acdo do NO estimulou o desenvolvimento de
inibidores da enzima guanilato ciclase. Dentre estes inibidores encontramos o ODQ (3-10 uM;
HWANG et al., 1998) bem como do Carboxy-PTIO (300 uM; ELLIS et al., 2001) sendo este
ultimo também sequestrador de NO.

O campo estd aberto para investigagdo do papel do NO em circunstancias diversas, € o
nimero de publicacdes relacionadas a esta molécula tem aumentado exponencialmente. Ja esta
bem estabelecido que o desequilibrio na biodisponibilidade de NO tem sido observado em
diversas doengas evidenciando a necessidade da manutencdo da sua disponibilidade em
concentragdes adequadas, pois o excessivo aporte de NO pode causar morte das células através
de processos como o stress oxidativo, danos no DNA e desequilibrio de cdlcio citosdlico. Por
outro lado, a insuficiéncia do aporte ou aumento da degradacdo de NO estd associada a
hipertensdo e a disfun¢do endotelial. Esta insuficiéncia de NO pode ser suprida, mesmo que
parcialmente, através da administracdo de substincias doadoras de NO (DUSTING &
MACDONALD, 1995; CHUNG et al., 2001).

Além disto, novos compostos tem sido estudados com o objetivo de liberarem NO no
ambiente vascular de maneira controlada e constante sendo, assim, Uteis para o tratamento de

doengas vasculares. Desta forma, diversos pesquisadores hoje estudam a interacio do NO com



complexos de metais de transicdo para criar compostos potencialmente uteis de medicamentos
eluidores de NO (TFOUNI et al., 2003). A grande dificuldade no desenvolvimento de novos
dispositivos contendo doadores de NO € a modulacdo da estabilidade e da liberagao do NO por essas

substancias.

Complexos Nitrosilo de Ruténio no relaxamento vascular

O 6xi1do nitrico € capaz de servir como ligante para uma variedade de metais de transi¢ao,
como, por exemplo, ferro, cobalto, ruténio, cromio, entre outros (RITCHER-ADDO &
LEGZDINS, 1992; TFOUNI et al., 2003). Espera-se que os compostos de ruténio sejam
melhores carregadores de NO por serem menos toxicos que outros complexos, e por oferecerem
vantagens em sua sintese quando comparados a compostos de ferro, por exemplo. (BUTLER et
al., 1987; TORSONI et al., 2002). O ruténio é o elemento que mais forma complexos Nitrosilo
(CALANDRELLI & TFOUNI, 2005). A habilidade dos complexos de ruténio com ligante
Nitrosilo de atuar como captadores ou liberadores de NO e por consequéncia atuarem como
farmacos no tratamento da hipertensao arterial tem despertado muito interesse no estudo de suas
propriedades visando tal aplicabilidade clinica. (CALANDRELLI & TFOUNI, 2005).

Tendo em vista o conhecimento das propriedades de complexos de ruténio com ligante
Nitrosilo, uma série de compostos foram desenvolvidos e estudados, dentre eles encontram-se 0s
complexos estudados pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Elia Tfouni e do Prof. Dr. Douglas W.
Franco, que ao longo da ultima década tem sintetizado, caracterizado e estudado propriedades de
complexos de ruténio contendo ligante nitrosilo em sua esfera de coordenacao.

Dentre os complexos estudados por estes grupos se encontram as tetraaminas de ruténio,
trans-[Ru (NO) (NH3),L]"" (L = N-heterociclos, H,O, 8032', P(OR)3). Essa classe de compostos
¢ estavel e solivel em meio aquoso, o que facilita seu uso em sistemas bioldgicos. Além disso,
sdo termicamente inertes em relacao a substitui¢do das amonias no plano equatorial, apresentam
baixa toxicidade e as propriedades dos complexos no que se diz respeito principalmente ao
ligante NO (potencial redox do fragmento {RuNO} e na constante de velocidade especifica de
liberagdo de NO, k.o, apdés reducdo monoeletronica), variam com a caracteristica do ligante L,
trans posicionado ao ligante NO (TFOUNI et al., 2003).

Em solugdo aquosa, apds reducdo quimica estes complexos liberam NO como descrito

pelas equacdes abaixo:



trans-[Ru(NO)(NH3),L]™ + ¢ ——= rrans-[Ru(NO)(NH;),L]"*

k-No
trans-[Ru(NO)(NH3),L]"D* + H,O — > mrans-[Ru(H,0)(NH3),L]"™" + NO

A velocidade de saida do NO (k.no) varia de 0,02 ! (L=4-pic)a 4 s (L =imC), em 25
°C, aumentando na ordem: isn ~ pic ~ nic ~ HO ~ py ~ pz < L-His ~ imN < P(OEt); < imC
(TFOUNI et al., 2003).

Outros complexos como [Ru(NO)(Hedta)] e trans-[Ru(NO)(Cl)(Cyclam)]2+ também sdo
interessantes pois liberam NO° de forma mais lenta que as aminas de ruténio com k.no = 2,0 x
10757 e 6,1 x 10* 5™, respectivamente (TFOUNI et al., 2003; ZANICHELLI et al., 2004).

Ratos hipertensos foram submetidos a administracdo endovenosa pelos complexos de
ruténio e apresentaram decréscimo da pressdo arterial de forma semelhante ao nitroprussiato de
sodio, entretanto enquanto o SNP tem inicio de ag¢do extremamente rapido (em segundos) e
duracgdo de acdo de 1 a 2 minutos (FEITOSA-FILHO et al., 2008), em um dos compostos, trans-
[ru(Cl)NO(cyclan)]2+, o efeito perdura por 15 minutos, contribuindo muito para o
desenvolvimento de modelos que possam liberar NO de maneira controlada (CALANDRELLI &
TFOUNI, 2005).

O controle da velocidade de liberagdo de NO pela modificagdo na estrutura do composto
(isto é: na esfera de coordenacdo) pode ser util para a confeccdo de complexos com efeitos
bioldgicos desejdveis. Assim, muitos complexos nitrosilos de ruténio tém sido sintetizados com
esta finalidade e suas propriedades bioldgicas tém sido testadas como € o caso das tetraminas de
ruténio acima citadas, do [Ru(NO)(Hedta)] e do trans—[Ru(NO)(Cl)(Cyclam)]2+ (TFOUNI et al.,
2003).

Demonstramos a eficdcia de ensaios de anéis de aorta sem endotélio isolados de ratos
para avaliarmos a liberacdo de moléculas de NO de tais complexos. Observamos a vasodilatacdao
do anel adrtico nos complexos trczns—[Ru(NO)(NH3)4L]3+ sendo L=py, 4-pic, ImN e P(OEt),
entretanto com diferentes intensidades e tempo de relaxamento, sendo que no composto onde L=

P(OEY) o efeito relaxante foi induzido nos primeiros 15 minutos, enquanto que nos anéis onde foi



administrado o composto trans—[Ru(NH3)4(ImN)NO]3+ o relaxamento inicial aconteceu somente
apos 15 minutos progredindo ao longo de todo o experimento tendo a duracdo de duas horas.

Também foi estudado o efeito dos complexos [Ru(Cyclam)(Cl)], trans-
Ru(NH3)4L(H20)3+ e [Ru(Hedta)(H,O)] porém, ndo foi observado efeito relaxante, sugerindo
entdo que o ligante NO em trans-{Ru(NH3)*'L(NO)]** seja responsavel pelo relaxamento
vascular observado nos anéis de aorta (ZANICHELLI et al., 2007).

Estudos em outros modelos mostraram também, que estes complexos e outros, tais como
tmns-[Ru(NH3)4(L)(NO)]3+ (L=isonicotinamida (isn), piridina (py), dcido isonicotinico (inaH,
etc.) liberam NO apo6s sofrerem reducdo, formando o respectivo aqua-ion [Ru(NH3)4(L)(HzO)]3+
que € eficaz como sequestrador de NO sendo assim util para o tratamento do choque séptico,
quadro caracterizado por liberacao excessiva de NO (TFOUNI et al., 2003; ZANICHELLI et al.,
2004; ZANICHELLI et al., 2007; TFOUNI et al., 2010). Esta reducao foi também observada em
testes com mitocondria (JAMES, 1995; KAMISAKI, 1996).

Apos a reducdo, estes compostos também sdo capazes de reagir com nitrito, regenerando
o complexo nitrosilo original trcms-[Ru(NH3)4(L)(NO)]3+ (KIECHLE & MALINSKI, 1993). O
complexo regenerado sofre nova reducdo, liberando NO, e iniciando um novo ciclo. Ou seja,
convertendo nitrito em NO (ZANICHELLI et al., 2007; DORO et al., 2007; TFOUNI et al.,
2010).

A utilizac@o de anéis de aorta com e sem endotélio tem objetivo de definir se a acdo dos
compostos € direta ou indireta, ou seja, se observarmos efeito relaxante em anéis de aorta com
endotélio e nenhum efeito em anéis de aorta sem endotélio, poderemos sugerir fortemente que a
acdo relaxante € indireta, depende das células endoteliais liberarem NO para causar relaxamento.
Por outro lado, se o efeito relaxante ja for identificado em anéis sem endotélio, existe a forte
indicacdo de que a acdo é direta uma vez que em vasos isolados ndo teria outra fonte de NO a
ndo ser o composto colocado na cuba. Entretanto, mesmo com estes ensaios classicos,
experimentos com inibidores enzimaticos sdo necessdrios para a confirmagdo da agdo direta ou
indireta dos complexos estudados.

Ainda ndo foram realizados estudos dos efeitos de complexos de ruténio com ligante
nitrosilo em anéis de aorta com endotélio isoladas de ratos bem como a investigacao se as agdes

sdo diretas ou indiretas. Desta forma propusemos a realizagdo destes ensaios no projeto tematico



em colaborag@o com os professores Elia Tfouni e Douglas Franco, processo Fapesp n® 06/53266-
4.

Sendo assim, a proposta desta dissertacdo de mestrado foi investigar os efeitos diretos e
indiretos dos complexos de ruténio trans-[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3 T (PyNO), trans-
[Ru(NH3)4(Cyclam)(NO)]3 (CyNO) e trans—[Ru(NH3)4(4—ach)(NO)]3+ (4-acPyNO) em anéis de
aorta, com e sem endotélio respectivamente, isoladas de ratos e avaliar farmacologicamente os

mecanismos envolvidos na resposta vascular.
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Objetivos

Geral
Investigar os provaveis efeitos diretos e indiretos dos complexos de ruténio trans-

[Ru(NH3)4(Cy)(NO)I™*, trans-[Ru(NH3)4(Py)(NO)I** e trans-[Ru(NHz)4(4-acPy)(NO)**, em
anéis isolados de aorta de ratos, com e sem endotélio, e avaliar farmacologicamente os

mecanismos envolvidos na resposta vascular.

Especificos
Investigar os mecanismos envolvidos, nas respostas vasculares, ou seja, se atuam como

doadores diretos ou indiretos de NO através de:
— Ensaios em anéis isolados de aorta de ratos, com e sem endotélio;
— Ensaios com inibidores enziméticos tanto da sintese como da a¢do do 6xido nitrico;

— Ensaios com inibidores da ciclooxigenase, a fim de avaliar possiveis interferentes, tais

como prostaciclina ou tromboxano.
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Materiais e Métodos

Animais

Utilizamos aortas isoladas de 90 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, Albino,
Rodentia, Mammalia) com peso de 330+2,45 g. Estes animais foram provenientes do CEMIB
(Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na drea as ciéncia em animais de
laboratorio) da Universidade Estadual de Campinas. Estes ratos chegaram ao biotério do
Departamento de Biologia Estrutural e Funcional do Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas, com 4 semanas de vida e ficaram em adaptacdo até completarem 12
semanas de vida, ou seja atingirem a idade adulta. Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas (quatro animais em cada gaiola). A sala foi dotada de controle de temperatura, sendo
esta mantida constante (22 = 2°C) e com ciclo claro-escuro de 12/12 horas, com o ciclo claro
iniciando-se as 6:30 horas. Durante os experimentos, os ratos foram tratados de acordo com as
normas descritas por Olfert et al. (1993) para uso de animais para pesquisa € ensino para
pesquisa e educagao.

Os protocolos apresentados neste trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais CEUA e recebeu o nimero de protocolo 2099-2

Realizamos ensaios com ratos normolipidémicos, alimentados com uma racdo padrio
para laboratdrio contendo 4 % de gordura e 0 % de colesterol, marca Labina-Purina, Brasil. A
racdo e a agua foram fornecidas diariamente ad libitum.

Como critério de inclusao foi atribuido a avaliagdo da pressao arterial.

Pressdo Arterial

A andlise da pressao arterial foi realizada de acordo com o protocolo utilizado pelo aluno
de doutorado Luiz Alberto Ferreira Ramos, que atua em colaboracdo em nosso laboratério. Ao
final da adaptacdo os ratos foram anestesiados com Ketamina e Xilazina 100 e 7 mg/Kg. Para
andlise da pressdao arterial (PA) foi realizado o procedimento de cateterizacdo, em que uma
canula (PE 50) foi introduzida na artéria carétida direita e conectada a um transdutor de pressdao
do tipo strain-gauge acoplado a um amplificador MLS370/7 Blood Pressure Module

(ADInstruments — Australia) e um sistema de aquisi¢do de dados PowerLab 8/30. Para andlise
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dos resultados foi utilizado o Software LabChart Pro (ADInstruments — Austrdlia)(Figura 3)
(HENRIQUE-CABRINI, 2008; RAMOS, 2008).

Figura 3: Processo de Cateterizacao utilizado para andlise de pressdo arterial em ratos.

Analise Histologica

Os anéis de aorta com e sem endotélio apds a realizacdo do ensaio foram isolados e
colocados em solu¢do formalina (200 mL de dgua destilada; 50 mL de formaldeido 40% e 250
mL de tampao fosfato, 0,2 M pH 7,4) durante 24 horas. As amostras em seguida foram lavadas

com élcool 70% e armazenadas nesta solucdo até o dia da inclusdo em parafina.

Para inclusdo procedeu-se a desidratacdo em série crescente de solugdo de dlcool etilico
até o dlcool absoluto, a clarificagdao em xilol (dlcool-xilol 1:1 e xilol puro) e a impregnacdo em
xilol-parafina (1:1) finalmente foi realizada a inclusdo e emblocagem a 58°C, em ‘“Paraplast
plus” (mistura de parafina, polimeros plasticos e dimetilsulfoxido). Os anéis de aorta
devidamente incluidos foram colados em blocos de madeira e cortados em espessura de 2 mm
em micrétomo “820” Spencer (American Optical Corporation, USA). Cerca de 3 cortes foram

colocados em cada lamina. Apds desparafinizacdo, os cortes foram corados com
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hematoxilina/eosina. As imagens foram capturadas em microscopio Optico Nikon Eclipse 801
acoplado a um computador e video camera (Nikon Express Series, Shinagawa, Thokyo, Japao) e
analisadas utilizando o software NIS-Elements AR 3.0 com a ampliacio de 40 e 100 x

(HENRIQUE-CABRINI, 2008; RAMOS, 2008).

Complexos de Ruténio

Os complexos foram sintetizados e fornecidos pelo laboratério dos professores
colaboradores Elias Tfouni e Douglas W. Franco e caracterizados por andlise elementar,
espectroscopia eletronica na regido do infravermelho, EPR, RMN, e técnicas eletroquimicas

(PPD, VC) pelo proprio laboratério em que foram sintetizados.

Preparacado dos anéis de aorta isolada

Para o estudo da reatividade vascular os anéis de aorta foram isolados e preparados de
acordo com Zanichelli er al. (2007) e para cada andlise foram utilizados 6 ratos adultos. Os
animais foram sacrificados com aprofundamento da anestesia, logo apds o térax foi aberto por
meio de uma incisdo mediana, e a porcdo tordcica da aorta foi removida e dividida em quatro
anéis de aproximadamente 4 mm cada. Destes, dois anéis tiveram o endotélio mecanicamente
removido da superficie interna da aorta, tendo o auxilio de uma haste de algoddo, e os outros
dois anéis restantes permaneceram com a camada endotelial integra.

Cada anel foi montado em 2 ganchos de aco inox em forma de L, com a parte menor
atravessando a parte interna do anel e estes ganchos foram colocados individualmente em uma
cuba, (localizada em um transdutor isométrico de tensdo), contendo 10 mL de solucdo fisioldgica
de Krebs-Hanseleit composta de NaCl, 115,0; KCL,4,6; NaHCOs, 25,0; MgS0,4.7H,0, 2,5;
CaCl,.2H,0, 2,5 ; KH,PO4, 1,2; Glicose, 11,0 e Acido Ascérbico, 0,11 (em mMolL™;
ZANICHELLI et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4: Anel de aorta isolado imerso em solucgdo fisioldgica de Krebs-Hanseleit

A solugdo foi mantida em um banho de 37 °C tendo o auxilio de uma bomba de perfusio
e assim sendo constantemente borbulhada com O, (95%) e CO, (5%), para a manutencao do PH
da solug@o. Apds a instalacdo do anel de aorta na cuba foi induzida no transdutor uma tensao de
1,5 g sendo esta mantida durante todo o experimento, tanto nos anéis com endotélio quanto nos
anéis sem endotélio.

Para o registro dessa tensdo foi utilizado um transdutor isométrico de tensdo Biopac
System, contendo um poligrafo de 4 canais (Modelo MP-100, EUA) (Figura 5). Os anéis
permaneceram em estabilizacdo por um periodo de 50 minutos, sendo que a solucdo de Krebs-

Hanseleit foi trocada a cada 20 minutos.
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Figura 5: Transdutor isométrico de tensdo Biopac System, contendo um poligrafo de 4 canais
(Modelo MP-100, EUA).

Obtengdo de resposta concentragcdo-efeito temporal

Foram realizados ensaios com o composto CyNO na concentragdo 10°M, com o
composto PyNO nas concentragdes 10°M e 10°M, e com o composto 4-acPyNO na
concentragdo de 10°M.

Ap6s o periodo de estabilizacdo os anéis de aorta foram pré-contraidos com noradrenalina
(NE), dissolvida em 4cido ascérbico 2 % que foi mantida no banho ao longo de todo o ensaio.
Andlises preliminares em nosso laboratério demonstraram que nao foi possivel o estudo de
compostos liberadores de NO na forma de curva concentragdo-efeito, devido ao longo tempo
necessdrio para atingir a resposta maxima uma vez que os compostos sdo de fato, doadores de
NO de liberacgdo lenta. Desta forma estabelecemos que para estes compostos o estudo temporal,
ou seja, uma concentragdo tnica do composto e aguardado o tempo de 2 horas para registro do
efeito. Ao final do tempo de efeito do composto foi administrada concentracdo tnica de
acetilcolina (ACh) para estudo da integridade do endotélio e em seguida concentracdo Unica de
nitroprussiato de sédio (SNP) administrada para estudo da integridade da musculatura vascular
lisa. As concentragdes de NE, ACh e SNP foram adaptadas a concentracdo estabelecida para
cada ensaio.

A fim de complementar a investigacdo farmacoldgica do mecanismo de ac¢do envolvido,

ou seja, apds a primeira investigacdo de curvas concentragdo-efeito temporal, foi investigada a
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participagdo das vias de formacdo de NO endogeno, de seu mecanismo de acao via GMPc, bem
como a possivel interferéncia de eicosandides enddgenos. Para tal estudo os anéis com e sem
endotélio foram previamente encubados com inibidores enzimdticos nas concentracdes
especificadas na literatura.

Os inibidores utilizados foram:

— L-NAME. Hydrochloride (10-30uM) (Enzo Life Sciences International, Inc. 5120 Butler
Pike, Plymouth Meeting,PA 19462): Inibidor da enzima NO sintase (GRAVES &
POSTON, 1993; GRASSI-KASSISSE et al., 1996).

— Indometacina (5.6 pM) (Enzo Life Sciences International, Inc. 5120 Butler Pike,
Plymouth Meeting,PA 19462): Inibidor da enzima ciclooxigenase (de NUCCI, et al.,
1988; MONCADA, et al.,1991; GRASSI-KASSISSE et al., 1996).

— ODQ (3-10 uM) (Enzo Life Sciences International, Inc.5120 Butler Pike, Plymouth
Meeting,PA 19462): Inibidor da guanilato ciclase solivel. (HWANG et al., 1998)

— Carboxy-PTIO (10-300 uM) Enzo Life Sciences International, Inc.5120 Butler Pike,
Plymouth Meeting, PA 19462 (ELLIS et al., 2001): Sequestrador de NO.

Para melhor avaliar o efeito direto ou indireto causado por estes complexos foram
realizados ensaios com o complexo PyNO 10°M interagindo com mais de um inibidor
enzimdtico, como por exemplo ensaios com pré-incubacio de L-NAME e Indometacina; L-
NAME e ODQ; L-NAME, Indometacina e ODQ, mantendo a concentracdo especifica utilizada
para cada inibidor.

Todos os sais utilizados para o preparo da solu¢do de Krebs-Henseleit foram de padrao
ACS. As solucdes estoque de noradrenalina foram preparadas em solucdo de dcido ascérbico a
2% e armazenadas a -20 °C, por no mdiximo sete dias. Na preparacdo da solucdo de
indometacina, foi utilizado tampao de bicarbonato de sédio 5%. As dilui¢cdes foram feitas em
solucdo de Krebs-Hanseleit imediatamente antes do uso, e em seguida descartadas.

Analise Estatistica

Os dados estdo apresentados como médias + erro padrao da média (EPM) da resposta em
gF ou porcentagem de resposta. O teste #-Student foi utilizado para comparar os diferentes

tratamentos dentro de um mesmo grupo ou comparar dois grupos distintos. Em todos os casos
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valores de P menores que 5% foram aceitos como indicativos de diferengas estatisticamente
significativas.
As curvas foram realizadas com auxilio do software Graph-Pad Prism (GraphPad

Software, San Diego,CA).
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Resultados e Discussao

Pressdo Arterial

A populacdo de ratos estudada foi de 90 ratos com peso médio de 330 + 2,45g. Destes
animais uma amostra de dez ratos foi utilizada medidas de pressdo arterial. Indica-se que para se

avaliar substancias que tenham acdo vascular € interessante que os estudos sejam iniciados

primeiramente em vasos isolados de animais normotensos.

Para determinacdo da pressdo arterial foi utilizada uma amostra de 10 ratos. Os animais
apresentaram valores pressoricos condizentes com a literatura para ratos adultos jovens, de peso
médio e anestesiados: Pressdo sist6lica 119,443,862 mmHg, Pressdo diastélica 92,75+6,125
mmHg e Pressdo arterial média de 104,5+4,29 mmHg, caracterizando-os como normotensos
(Figura 6), isto por que nosso resultados corroboram com os da literatura que apresentam
valores de pressao arterial de 121/84 mmHg para ratos (CHORILLI, et al.,2007; RANDALL et
al,.2011; ZOPF, 2011; FU et al,.2011).

150 150~ 150
P
—
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E E E
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0 0 . 0 T
pressdo sistélica pressdo diastdélica PAM PAm

Figura 6: Média dos valores pressoricos obtidos nos ensaios de 10 ratos. A pressdo foi analisada
sob processo de cateterizagcdo onde foi introduzida uma cinula na artéria cardtida direita e
conectada a um transdutor de pressao do tipo strain-gauge acoplado a um amplificador
MLS370/7 Blood Pressure Module (ADInstruments — Austrdlia) e um sistema de aquisi¢do de
dados PowerLab 8/30. Para andlise dos resultados foi utilizado o Software LabChart Pro
(ADInstruments — Australia).
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Anadlise Histologica

Andlises histolégicas foram realizadas em anéis isolados ao final dos ensaios de incubac¢do com
os compostos (CyNO, Figura 7 e PyNO Figura 8) e confirmamos os dados obtidos
experimentalmente que indicavam a presenca (Figura 7a e c; Figura 8a e c¢) ou auséncia (Figuras

Figura 7b e d; Figura 8b e d) de células endoteliais.
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Figura 7: Fotomicrografias de anéis de aorta com (a,c) e sem (b,d) endotélio isoladas de ratos
normotensos apds ensaio com CyNO, 10°M. Apds os ensaios os anéis foram isolados e
colocados em solugdo formalina (200 mL de 4dgua destilada; 50 mL de formaldeido 40% e 250
mL de tampdo fosfato, 0,2 M pH 7,4) durante 24 horas, em seguidas lavadas com com &lcool
70% e armazenadas nesta solu¢do até o dia da inclusdo em parafina. Logo apds foram colados
em blocos de madeira e cortados em espessura de 2 mm em micrétomo “820” Spencer
(American Optical Corporation, USA) e apds desparafinizacdo os cortes foram corados com
hematoxilina/eosina. Na figura ilustrada, as setas indicam a presenca de células endoteliais.
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Figura 8: Fotomicrografias de anéis de aorta com (a,c) e sem (b,d) endotélio isoladas de ratos
normotensos apds ensaio com PyNO, 10°M. Apés os ensaios os anéis foram isolados e
colocados em solu¢@o formalina (200 mL de dgua destilada; 50 mL de formaldeido 40% e 250
mL de tampao fosfato, 0,2 M pH 7,4) durante 24 horas, em seguidas lavadas com com alcool
70% e armazenadas nesta solucdo até o dia da inclusdo em parafina. Logo apds foram colados
em blocos de madeira e cortados em espessura de 2 mm em micrétomo “820” Spencer
(American Optical Corporation, USA) e apds desparafinizacdo os cortes foram corados com
hematoxilina/eosina. Na figura ilustrada, as setas indicam a presenca de células endoteliais.
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Reatividade Vascular

Todas as respostas vasculares estao apresentadas

Tabela 1, que demonstra os valores obtidos para a tensao basal, resposta a noradrenalina,
acetilcolina e nitroprussiato de sédio de todos os ensaios para a determinacdo da reatividade

vascular em anéis de aorta com e sem endotélio.

A média dos valores basais de todos os ensaios de anéis isolados de ratos normotensos
ndo foi estatisticamente diferente nas condicdes com e sem endotélio, na presenca ou nao dos
varios inibidores estudados. Estes resultados comprovam que a tensio basal gerada manualmente
no transdutor de tensdo foi semelhante e todos os ensaios se iniciaram a partir de uma tensao

basal padrao (1,5 gF) para que o tonus inicial ndo interferisse na resposta vascular.

O procedimento experimental comprovou que a noradrenalina (10°M) foi eficiente em
promover a pré-contracdo esperada, pois agindo sobre receptores alfa-adrenérgicos ativa a
fosfolipase C e com isso forma os segundos-mensageiros diacilglicerol (DAG) e inositol
trifosfato (IP3), que disparam o processo de contracdo do musculo liso vascular, gerando uma
vasoconstricio (CARROLL et al., 2007; AIRES, 2008), o que foi possivel ser observado pela
resposta contratil significativa encontrada nos anéis tanto com endotélio quanto sem endotélio.
Ao utilizarmos inibidores enzimaticos a resposta contratil induzida pela noradrenalina diminuiu
significativamente em anéis com endotélio na presenca de Carboxy-Ptio enquanto que em anéis
sem endotélio todos os inibidores enzimaticos reduziram significativamente a resposta contratil a

noradrenalina, exceto quando na presenca de L-NAME.

A acetilcolina age diretamente em receptores muscarinicos presentes no endotélio, que
ativam a NOS induzindo a sintese e liberagao de 6xido nitrico, o qual se difunde no musculo liso
vascular promovendo a vasodilatacdo (AIRES, 2008), sendo um importante indicador da
presenga de células endoteliais no ensaio. Quando analisamos os resultados a presenca € a
integridade das células endoteliais foi comprovada uma vez que anéis com endotélio
responderam significativamente com uma resposta de -0,77+0,09 gF e foi comprovado também a
auséncia de células endoteliais nos anéis sem endotélio, uma vez que 0S mesmos nao

apresentaram repostas significativas, corroborando assim com a literatura.
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Com a utilizacdo de inibidores enzimadticos foi observado que em anéis com endotélio
houve reducdo significativa da resposta a ACh em ensaios com L-NAME, ODQ, Carboxy-PTIO.
Ensaios com mais de um inibidor enzimético no mesmo experimento também causaram reducao
significativa da resposta a ACh, ou seja, quando utilizados L-NAME junto a Indometacina e L-
NAME junto ao ODQ. Nao foram observadas respostas significativas a ACh em anéis sem

endotélio quando utilizamos inibidores enzimaticos.

O nitroprussiato de s6dio (SNP) tem sua a¢do diretamente na musculatura lisa, causando
rapido relaxamento vascular independente do endotélio. Foi comprovada a integridade da
musculatura lisa, por meio da eficiéncia do SNP, em que houve resposta significativa ao SNP
tanto em anéis com endotélio (-0,97+0,18 gF) quanto em anéis sem endotélio (-1,35+0,18 gF).
Na presenca dos inibidores enzimaticos em anéis com endotélio foi observado reducdo
significativa da resposta ao SNP em anéis com Indometacina e aumento da resposta ao SNP em
anéis com uso de L-NAME e L-NAME junto a Indometacina. Em anéis sem endotélio, por sua
vez, foi observada reducdo significativa da resposta ao SNP em anéis com L-NAME,

Indometacina, ODQ, Carboxy-PTIO e L-NAME junto ao ODQ.
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a) CE Basal, gF NE,gF ACh, gF SNP, gF
ﬁﬁ;‘?;;:i::inaa"tfc'z sem qualquer , 5.61 1,6440,22" -0,7740,09°  -0,970,18"
L-NAME(30puM) 1,29+0,21 1,87+0,20 -0,30+0,06" -1,43+0,13"
Indometacina(5,6uM) 1,25+0,10 1,32+0,15 -0,55+0,09 -0,54+0,08"
oDQ(10uM) 0,98+0,06 1,56%0,16 -0,26+0,06" -0,82+0,11
Carboxy-PTIO (10uM) 0,91+0,05 0,95+0,16" -0,37+0,04" -0,60£0,08
L-NAME + Indometacina(e) 1,69+0,12 1,97+0,32 -0,06+0,03" -1,98+0,26"
L-NAME + ODQ(e) 1,21+0,05 1,2040,15 -0,17+0,09" -0,67+0,18
L-NAME+ Indometacina +ODQ(e) 1,48+0,10 1,1620,21 -0,41+0,22 -0,94+0,32
b) SE Basal, gF NE, gF ACh, gF SNP, gF
ﬁ;?:;:z::rsn:::i sem qualquer , ,c.5 10 1,47+0,13 -0,16+0,06 11,35+0,18
L-NAME(30puM) 0,93+0,08 1,16+0,26 -0,12+0,04 -0,39+0,13"
Indometacina(5,6uM) 1,02+0,13 0,89+0,11" -0,0440,01 -0,74+0,09"
oDQ(10puM) 1,18+0,22 0,98+0,10" -0,13+0,04 -0,61+0,07"
Carboxy-PTIO (10uM) 0,91+0,08 0,99+0,18" -0,23+0,07 -0,44+0,14"
L-NAME + Indometacina(e) 1,81+0,30 0,90+0,15" -0,01+0,01 -1,26+0,25
L-NAME + ODQ(e) 1,05+0,14 0,87+0,10" -0,00+0,01 -0,60+0,16"
L-NAME+ Indometacina +ODQ (®) 1,35+0,06 0,65+0,17" -0,3440,23 -1,10+0,17

Tabela 1 a e b: Tensdo basal, resposta a noradrenalina (NE), acetilcolina (ACh) e nitroprussiato
de so6dio (SNP) de todos os ensaios em anéis de aorta com e sem endotélio. Os resultados estao
apresentados em gF e sdo resultados da diferenca (A) entre (resposta maxima vs resposta
inicial). O sfmbolo * indica que as concentragdes dos inibidores foram mantidas em ensaios
quando na presenga de mais de um inibidor enzimdtico. Andlise estatistica teste t de Student.

* p<0,05 resposta maxima vs resposta inicial do ensaio sem inibidor enzimatico;

# p<0,05 resposta do agonista na presenca ou nio do inibidor enzimdtico;
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Complexo trans-[Ru(NH;)4Cy)(NO) ]3+( CyNO)

O composto CyNO induziu aumento de tonus tanto em anéis com quanto em anéis sem

endotélio: CE: 15 min (+5,77+1,62%) e 30 min (+7,79+2,78%) e SE: 30 min (+5,30+2,01%)
(Figura 9 A).

Corroborando com os dados histologicos, a presenga de células endoteliais foi
comprovada com o efeito relaxante em aortas com endotélio em decorréncia da ACh (Figura 9

B). A integridade da musculatura lisa comprovada com o relaxamento em ambos os anéis de

aorta causado pelo SNP (Figura 9 C).
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Figura 9: (A) Efeito do complexo tmns-[Ru(NH3)4(Cy)(NO)]3+ 10°M em anéis de aorta
isolados de ratos com (@) e sem (0) endotélio. (B) Resposta a Acetilcolina. (C) Resposta ao

Nitroprussiato de Sédio.
* significa o efeito do agonista no tempo inicado vs tempo zero, p<0,05



25

Quando em presenca de L-NAME (10x10°M) o composto CyNO causou efeito contratil
significativo no tempo 30 minutos (+2,17+0,98%) seguido de efeito relaxante significativo no
tempo de 120 minutos (-8,71£1,45%) em aortas com endotélio (Figura 10 A). Entretanto, ndo
foram observadas respostas significativas em aortas sem endotélio (Figura 11A). Em comparacdo
aos ensaios sem inibidores enzimaticos a inibi¢do da NOS aboliu o aumento de tonus antes visto
em 15 minutos e reduziu o efeito observado em 30 minutos, sendo que, nestas condi¢des induziu
significante reducio de tonus no tempo 120 minutos em aortas com endotélio. Entretanto em
aortas sem endotélio a resposta encontrada nos ensaios sem L-NAME foi abolida.

Em ensaios na presenca de indometacina (5,6x10°M) foi observado em anéis com e sem
endotélio aumento de tonus vascular nos tempos 15 e 30 minutos (CE; 15: +2,84+0,71% e
30:43,62+£1,05% e SE; 15: +1,91+0,25% e 30: +3,10+0,50%) (Figura 10 B) (Figura 11B). Em
aortas com endotélio quando comparados aos ensaios sem inibidores o inibidor da COX reduziu,
porém ndo aboliu o aumento de tonus observado em 15 e 30 minutos. Em aortas sem endotélio
quando comparados aos ensaios sem inibidores, a indometacina causou discreto aumento de
tonus no tempo 15 e reduziu este tonus no tempo 30 minutos.

Em presenga de ODQ (10°M) em ambos os anéis foi observado aumento do ténus nos
tempos 15, 30 e 60 min (CE; 15: + 8,22+1,91%, 30: +12,67+3,50% 60: +15,37+4,66%; SE; 15:
+4,63+0,94%, 30: +7,49+1,45% e 60: +9,79+1,79%) seguido de reducdo no ténus no tempo 90
min (CE: 90: -13,78+4,86% e SE: -7,92+2,63%) (Figura 10 C)(Figura 11C).

O inibidor da GC induziu aumento no tonus tanto em 30 minutos quanto em 60 minutos
com redugdo deste tonus em 90 minutos em relagdo a auséncia de inibidores enzimdticos em
aortas sem endotélio, porém, em aortas sem endotélio causou um aumento de tdnus nos tempos
15, 30, 60 e 90 minutos.

Nao foi observada resposta significativa para ambos os anéis em presenga de Carboxy-
PTIO (Figura 10D) (Figura 11D). Em relacdo aos ensaios sem inibidores o NO scavenger nao
alterou a resposta do composto CyNO tanto em anéis com endotélio quanto em anéis sem
endotélio.

CyNO induziu entdo aumento de tonus vascular, mas sem relaxamento efetivo, e esse

efeito foi modificado somente em presenca de NO scavenger.
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Complexo trans-[Ru(NH 3)4(Py)(NO)]3 " (PyNO)

PyNO 10-5M

Em anéis com endotélio o composto PyNO 10®™M induziu um aumento de tonus no
tempo 15 minutos (+8,36+£1,97%). Em anéis de aorta sem endotélio ndo foi observada resposta
significativa ao longo dos 120 minutos de ensaios (Figura 12A). Devido a auséncia de resposta
dentro dessa concentragdo foram realizados ensaios com o composto PyNO na concentragdo 10°
M. A presenca de células endoteliais foi comprovada com o efeito relaxante em aortas com
endotélio em decorréncia da ACh (Figura 12B), e a integridade da musculatura lisa comprovada

com o relaxamento em ambos os anéis de aorta causado pelo SNP (Figura 12C).
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Figura 12: (A) Efeito do complexo tmns-[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ 10*M em anéis de aorta
isolados de ratos com (®) e sem (0) endotélio. (B) Resposta a Acetilcolina. (C) Resposta ao
Nitroprussiato de Sodio. (* significa o efeito do agonista no tempo inicado vs tempo zero,

p<0,05).
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PyNO 10-M

Em anéis com endotélio o composto PyNO 10°M induziu aumento de tdnus nos tempos
15 minutos (+10,91£3,39%), 30 minutos (+21,33+5,54%), 60 minutos (+25,02+6,32%) e 90
minutos (+20,79+6,14%). Em anéis sem endotélio foi observado aumento de tonus nos tempos
15 minutos (+5,77+1,75%) e 30 minutos (+10,48+3,45%) (Figura 13A). Corroborando com os
dados histolégicos a presencga de células endoteliais foi comprovada com o efeito relaxante em
aortas com endotélio em decorréncia da ACh (Figura 13B), e a integridade da musculatura lisa
comprovada com o relaxamento em ambos os anéis de aorta causado pelo SNP, tanto em anéis

com como sem endotélio (Figura 13C).
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Figura 13: (A) Efeito do complexo trans-[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ 10°M em anéis de aorta
isolados de ratos com (@) e sem (©) endotélio. (B) Resposta a acetilcolina. (C) Resposta ao
nitroprussiato de Sdédio. (* significa o efeito do agonista no tempo inicado vs tempo zero,

p<0,05).
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Ensaios em presenca de L-NAME (10x10°M) foi observado aumento de ténus vascular
nos tempos 15 (+5,36+1,40%), 30 (+9,11+2,11%) e 60 min (+10,01+2,77%) em anéis de aorta
com endotélio (Figura 14A) e no tempo 15 minutos (+5,74+1,43%) em aortas sem endotélio
(Figura 15A). Em comparacdo com os ensaios sem inibidores enzimdticos a inibi¢do da NOS em
aortas com endotélio diminuiu a resposta do tonus em 15, 30 e 60 minutos e aboliu a resposta em
90 minutos e em aortas sem endotélio diminuiu a resposta em 15 minutos e aboliu a resposta em
30 minutos.

Em ensaios na presenca de indometacina (5,6x10°M) foi observado em anéis com
endotélio aumento de tonus no tempo 60 minutos (+8,12+2,40%) (Figura 14B)e em anéis sem
endotélio foi observado uma diminuicdo do tdnus nos tempos 15 (-3,59+3,01%), 30 (-
1,37£3,24%) e 60 (-0,08+3,58%) (Figura 15B). O inibidor da COX quando comparados aos
ensaios sem tal inibidor aboliu a resposta do tonus apresentada nos tempos 15 e 30 min, e
reduziu a resposta apresentada no tempo 60 min em aortas com endotélio. Em aortas sem
endotélio o inibidor da COX reduziu a resposta vascular apresentada nos tempos 15, 30 e 60
minutos.

Em presenca de ODQ (10°M) foi observado aumento de tonus em anéis com endotélio
no tempo 15 (+4,49+£0,91%) e 30 min (+6,95+1,43%) (Figura 14C) e diminui¢do de tOonus em
anéis sem endotélio do tempo 120 minutos (-8,02+2,17%) (Figura 15C). O inibidor da GC em
anéis com endotélio diminuiu o tonus vascular apresentados no tempo 15 e 30 min e aboliu o
tonus nos tempos 60 e 90 minutos. Em anéis sem endotélio o inibidor da GC aboliu a resposta
vascular apresentada em 15 e 30 minutos.

Em ensaios na presenga de Carboxy-PTIO (10°M) houve aumento de ténus no tempo 30
(+10,28+3,62%) em anéis de aorta com endotélio (Figura 14D) e ndo foi observada resposta
significativa em anéis de aorta sem endotélio (Figura 15D). Em relacdo aos ensaios sem
inibidores o NO scavenger em anéis com endotélio aboliu a resposta apresentada em 15, 60 e 90
minutos e reduziu o tonus em 30 minutos. Em anéis sem endotélio o Carboxy-PTIO aboliu as

respostas apresentadas pelos ensaios sem inibidores.
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O efeito contratil induzido pelo PyNO provavelmente seja mediado pela producdo de

tromboxano, devido ao tonus observado nos ensaios com indometacina, e possivelmente o

composto PyNO tenha a¢do de sequestrador de NO.

Complexo trans-[Ru(NH3) (4-acPy)(NO) ]3 * (4-acPyNO)

Em anéis com endotélio o composto 4-acPyNO 10°M induziu aumento de ténus nos

tempos 15 minutos (+11,4942,94%), 30 minutos (+15,26+3,33%), 60 minutos (+19,81+5,18%),

e 90 minutos (+18,82+6,85). Nao foram observadas respostas significativas em anéis sem

endotélio (Figura 16A).A presencga de células endoteliais foi comprovada com o efeito relaxante

em aortas com endotélio em decorréncia da ACh (Figura 16B), e a integridade da musculatura

lisa comprovada com o relaxamento em ambos os anéis de aorta causado pelo SNP (Figura 16C).
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isolados de ratos com(e) e sem (©) endotélio. (B) Resposta a Acetilcolina. (C) Resposta ao
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Nitroprussiato de Soédio. (* significa o efeito do agonista no tempo inicado vs tempo zero,
p<0,05).

Com o objetivo de melhor entender o efeito causado por estes complexos foram
realizados ensaios com o complexo PyNO 10°M na presenca de mais de um inibidor enzimético,
como por exemplo, ensaios com pré-incubacdo de L-NAME e indometacina, com a intencao de
bloquear acdo do NO enddégeno e ao mesmo tempo a acdo de eicosandides tal como a
prostaciclina (PGI, e TXA;). Também foram realizados ensaios com L-NAME associado ao
ODQ, bloqueando ao mesmo tempo a sintese como a acdo do NO enddgeno e L-NAME,
indometacina e ODQ, afim de eliminarmos as possiveis varidveis como NO endogeno (sintese e
acdo) e eicosandides enddgenos (PGI, e TXA;) no mesmo ensaio.

Em relacdo aos ensaios com L-NAME e indometacina foi possivel observar em anéis
com endotélio aumento de tonus nos tempos 15 (+2,08+0,42%), 30 (+3,97+0,54%) e 60 minutos
(+3,9840,82%), entretanto ndo foram observadas respostas significativas em anéis sem endotélio.
Quando comparados aos ensaios sem uso de inibidores enzimaticos a adi¢do dos dois inibidores
ocasionou redu¢do no tonus nos tempos 15,30 e 60 min e aboliu a resposta encontrada no tempo
90 minutos em anéis com endotélio, j4 em anéis sem endotélio a interacdo de L-NAME e

indometacina nao modificou a resposta encontrada nos ensaios sem inibidores (Figura 17).
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Figura 17: Composto PyNO 10°M em resposta aos inibidores enzimdticos L-NAME e
Indometacina em anéis de aorta com (x) € sem (a) endotélio. (* significa o efeito do agonista no
tempo inicado vs tempo zero, p<0,05).

Quando realizados ensaios com os inibidores L-NAME e ODQ nio foram observadas
respostas significativas em relacdo ao ensaio e também ndo houve resposta significativa em

comparagdo aos ensaios sem inibidores enziméticos tanto em anéis com endotélio quanto em

anéis sem endotélio (Figura 18).
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Figura 18: Composto PyNO 10°M em resposta aos inibidores enzimaticos L-NAME e ODQ em
anéis de aorta com (#) e sem (+) endotélio. (* significa o efeito do agonista no tempo inicado vs

tempo zero, p<0,05).

Sobre os ensaios com os inibidores L-NAME, indometacina ¢ ODQ foi observado
aumento de tonus no tempo 30 minutos (+10,36%2,76%) em anéis de aorta com endotélio, porém
nenhuma resposta significativa foi observada em anéis de aorta sem endotélio. Quando
comparados aos ensaios sem inibidores em anéis com endotélio houve reducdo do tonus no
tempo 30 minutos e aboliu 0 aumento de tonus antes observado foi nos tempo 15, 60 minutos. O
que ndo pode ser notado em anéis de aorta sem endotélio, pois ndo houve nenhuma resposta

significativa em relacdo aos ensaios sem os inibidores enziméticos (Figura 19).
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Figura 19: Composto PyNO 10°M em resposta aos inibidores enzimdaticos L-NAME,
Indometacina e ODQ em anéis de aorta com (4) e sem (&) endotélio. (* significa o efeito do
agonista no tempo inicado vs tempo zero, p<0,05).
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Os resultados obtidos nos permitem sugerir que a acao relaxante dos complexos nitrosilo
de ruténio avaliados (CyNO e PyNO e 4-acPyNO) tenha acontecido de forma indireta, pois
embora ambos apresentassem um aumento no tonus vascular, apenas em aortas com endotélio foi
observada reducdo do efeito contrétil, o que ndo aconteceu em aortas sem endotélio demostrando
que havia a necessidade da interacdo com o 6xido nitrico produzido pelas células endoteliais para

que os complexos causassem algum tipo de relaxamento.

Dessa forma, os complexos de ruténio utilizados neste experimento agem,
provavelmente, como sequestradores de NO em um momento inicial, para uma provavel
estabilizacdo do complexo e posterior efeito relaxante. Possivelmente essa resposta pode ter
acontecido por produgdo de tromboxano, devido aos resultados obtidos com o inibidor da COX.

]3+

Segundo Bonaventura, et al., 2009 em ensaios com [Ru(terpy)(bdq)NO*]"* quando tratados com

o inibidor da COX tiveram o relaxamento induzido pelo endotélio bloqueado.

Complexos Nitrosilo de ruténio em contato com espécies redutoras (intra e extracelular)
podem ser reduzidos e entdo ativados liberando NO, que se difunde a partir das células
musculares da parede do vaso causando como efeito final o relaxamento. (ZANICHELLI et al.,
2007). Até o momento nao se tem uma clara identificacao de tal redutor biolégico, entretanto,
segundo a literatura grupos R-SH e NADPH sdo capazes de realizar essa reducdo
RuNO*/RuNO” porém ainda ndo se tem estabelecido se a reducio ocorre dentro da célula, na
membrana ou em ambas as maneiras (ZANICHELLI et al.,2007). Tais fatos sugerem uma
possivel interferéncia no potencial redutor do composto quando submetido a incubagdo ou com a
interacdo dos inibidores enzimaticos, como por exemplo, 0 L-NAME. Ou mesmo quand interage
com o acido ascorbico presente na solugdo de Krebs-Hanseleit, no meio de incubacdo, pois
segundo Oliveira et al., 1994 a interacdo do complexo de ruténio [(Cdta)RllIH(L)COHI(NH3 )5]2+
com éacido ascoérbico promove a reducdo preferencial de Ru(Ill) a Ru(Il) ocasionando uma
transferéncia de elétrons intramolecular (REIN, et al., 2004). Tais fatos nos levam a acreditar em
uma interferéncia do 4cido ascérbico sobre os complexos, sendo necessario aumentar a
concentragdo de dcido ascorbico na fabricagdo da solugcdo de Krebs-Hanseleit. Outros possiveis
redutores biologicos presentes nestes ensaios seriam o NADH, o a-cetoglutarato e os tidis que
poderiam de alguma forma estarem também contribuindo com a facilidade ou ndo de liberacdo

da molécula de NO ancorada nos complexos (LOACH 1968).
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Outro fator que pode ter influenciado nessa resposta € a via NO/GMPc, pois de acordo
com Tfouni et al, 2003, em estudos realizados in vivo, os complexos trans-
[Ru(NO)(NH3)4(P(OE)t)3]2+ e trans-[Ru(NO)CL(Cyclam)]2+ em presenca de azul de metileno,
um inibidor da guanilato ciclase solivel, apresentaram bloqueio do efeito vasodilatador, o que
pode ser relacionado as respostas obtidas nos ensaios realizados com ODQ. O mesmo autor

ainda cita um efeito similar observado quando administrado Carboxy-PTIO.

Provavelmente, embora os complexos estudados atuem como doadores de NO, uma
interferéncia na atuacdo da guanilato ciclase solivel influenciaria a resposta do GMP ciclico

possibilitando a a¢do dos complexos, em um primeiro momento sequestrar NO.

De fato, ja estd demonstrado na literatura que existem complexos de ruténio que atuam
como sequestradores de NO, por exemplo, segundo Pereira et al., 2011 os complexos
[Ru(Hedta)(H,0)] e trans-[Ru-(CL)(H,O)(Cyclam)] nos quais a molécula de NO pode interagir
com o ruténio e substituir a molécula de H,O do composto atuando, desta forma, como

sequestrador de NO.

Assim, em razdo da alta complexidade das respostas e diferentes mecanismos de acdo das
substancias estudadas, tornam-se necessarios estudos posteriores para entendimento dos efeitos
dos complexos de ruténio em anéis de aorta isolados de ratos, assim como, a utilizacdo dos

mesmos como recurso terapéutico.
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Conclusoes

Frente as condi¢des experimentais apresentadas sugere-se que os complexos nitrosilo de ruténio
avaliados tenham de maneira geral acdo indireta sobre a resposta vascular, sendo sua acao

dependente do endotélio, de modo que:

1- O complexo tmns—[Ru(NH3)4(Cy)(NO)]3+ e o complexo nio trans—[Ru(NH3)4(4—ach)(NO)]3+

nao foram eficazes em promover a diminuicao do tonus vascular;

2- O complexo trans—[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ promoveu diminui¢do do tonus vascular somente na

presenca de inibidores enzimaticos;

3- O efeito vascular observado nos ensaios obtidos indica que estes compostos ndo sdo eficientes
para induzir o vasorelaxamento como aquele observado pelo nitroprussiato de sodio e que

melhorias na estrutura dos complexos devem ser avaliadas para novos estudos.
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Perspectivas

Nas condi¢gdes experimentais utilizadas ndo seria vidvel a utilizacdo destes complexos no
tratamento da hipertensao e tendo em vista os resultados obtidos indicariamos como perspectivas

para avancgar no estudo destes compostos ou derivados:

1-Ensaios Quimicos

a) Avaliando a concentragdo de NO no meio de incubacio dos anéis isolados por meio do
aparelho Sievers Nitric Oxide Analyzer (NOA 280i), no valor de USD 7.600/ GE
Analytical Instruments
(http://www.labx.com/v2/spiderdealer2/vistasearchdetails.cfm?LVid=12155705);

b) Avaliando o potencial redox no meio de incubacdo dos anéis de aorta com e sem
endotélio na presenga ou ndo de inibidores enziméticos;

¢) Avaliacdes de medidas ameprométricas, por meio de sensor de 6xido nitrico, afim de
correlacionar algum tipo de reacdo dos complexos estudados com a solucdo de Krebs-

Henseleit (Zanichelli, 2007).

2- Ensaios Funcionais

a) Ensaios com concentracdes mais elevadas dos compostos, sendo o maximo 10'3M;

b) Ensaios com o inibidor especifico de tromboxano A,; OKY 046, UDS 542
(http://www.caymaneurope.com/app/template/Product.vm/catalog/70515/tab/data/a/z;jses
sionid=F507791C555D09831364550AF47305FB) (Hiraku, et al., 1986).

¢) Ensaios com aumento da concentracdo de 4cido ascérbico na solucdo de Krebs-Hanseleit,

afim de otimizar a redu¢do do complexo e liberagdo da molécula de NO.

3- Estudos sobre a administracdo destes compostos in vivo, em ratos normotensos € hipertensos,
avaliando a eficiéncia destes compostos em relagdo a diminuicdo ou estabilizacdo da pressao

arterial e a prevencdo de alteragdes cardiacas decorrentes da hipertensao.
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Anexo 2

Tabela de peso dos ratos de todos os ensaios

MEDIA 330g EPM 2,45

Rato Peso Rato Peso Rato Peso Rato Peso Rato Peso Rato Peso

1 300g 16 300g 31 355g 46 344g 61 380g 76 326g
2 315 17 315g 32 350g 47 345g 62 345¢ 77 350g
3 350g 18 350g 33 354g 48 344g 63 322g 78 350g
4 3008 19 300g 34 345g 49 365g 64 350g 79 348¢g
5 298g 20 298g 35 348g 50 351g 65 350g 80 342¢g
6 335 21 345g 36 342¢ 51 308g 66 345g 81 299¢g
7 3058 22 295g 37 343g 52 326g 67 345g 82 344g
8 340g 23 305g 38 360g 53 342g 68 342g 83 350g
9 3268 24 330g 39 322g 54 345g 69 321g 84 337g
10 350g 25 333g 40 324g 55 295g 70 345g 85 359g
11 350g 26 321g 41 279¢ 56 305¢g 71 300g 86 350g
12 350g 27 293g 42 303g 57 330g 72 350g 87 322¢g
13 300g 28 285g 43 300g 58 333g 73 3358 88 346g
14 330g 29 345g 44 270g 59 321g 74 305g 89 300g
15 3388 30 369g 45 300g 60 293g 75 340g 90 350g
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Anexo 3
Protocolos completos PyNO 10°M
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Figura 20: Ensaio completo realizado com o composto trans—[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ em anéis de aorta isolados de
ratos com (e) e sem (o) endotélio.
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Figura 21: Ensaio completo realizado com o composto z‘mns—[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ e L-NAME em anéis de aorta
isolados de ratos com (m) e sem (O0) endotélio.
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Figura 22: Ensaio completo realizado com o composto trans- [Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ e Indometacina em anéis de
aorta isolados de ratos com (&) e sem (&) endotélio.
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Figura 23: Ensaio completo realizado com o composto trans- [Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ e ODQ em anéis de aorta
isolados de ratos com (*#) e sem (%*) endotélio.
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PyNO e Carboxy-PTIO
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Figura 24: Ensaio completo realizado com o composto tmns-[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ e Carboxy-PTIO em anéis de
aorta isolados de ratos com ( ¥) e sem (¥) endotélio.
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Figura 25: Ensaio completo realizado com o composto tmns—[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ e L-NAME + Indometacina em
anéis de aorta isolados de ratos com (I0) e sem () endotélio.
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Figura 26: Ensaio completo realizado com o composto tmns-[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ e L-NAME + ODQ em anéis
de aorta isolados de ratos com (*) e sem (%) endotélio.
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Figura 27: Ensaio completo realizado com o composto trans—[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ e L-NAME + Indometacina +
ODQ em anéis de aorta isolados de ratos com (4 ) e sem (&) endotélio.
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Figura 28: Ensaio completo realizado com o composto trans- [Ru(NH3)4(4—ach)(NO)]3+ em anéis de aorta isolados

de ratos com (%) e sem () endotélio.
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Anexo 4

Protocolos completos PyNO 10°M
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Figura 29: Ensaio completo realizado com o composto z‘mns—[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ em anéis de aorta isolados de

ratos com (e ) e sem (0) endotélio.
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Anexo 5

Protocolos completos CyNO 10-6M
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Figura 30: Ensaio completo realizado com o composto tmns—[Ru(NH3)4(Cy)(NO)]3+ em anéis de aorta isolados de
ratos com (e ) e sem () endotélio.
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Figura 31: Ensaio completo realizado com o composto tmns—[Ru(NH3)4(Cy)(NO)]3+ e L-NAME em anéis de aorta
isolados de ratos com (m) e sem (O0) endotélio.



55

CyNO e Indometacina

Tensdo em gF
b ¢ b

—_
L
Tensdo em gF
i

T T T T T T T T T T T T O r—TTT T T T T T T T T
PN L L0 AP NN 0L L P L L0 PP ID LR

ORI A RGOS S
A R SR o NSO R Ll et

VoV OO PEUIRE LT e o NV OR 0 048RS S et &

ST AR L e e AR L o'
QO Q'Qo &Q A «G «06\ Q01’Q‘ QO &Q o «2-& «0&
PP O FENPUE

Figura 32: Ensaio completo realizado com o composto trans- [Ru(NH3)4(Cy)(NO)]3+ e Indometacina em anéis de
aorta isolados de ratos com (&) e sem (&) endotélio.
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Figura 33: Ensaio completo realizado com o composto tmns—[Ru(NH3)4(Cy)(NO)]3+ e ODQ em anéis de aorta
isolados de ratos com (#) e sem (<> ) endotélio.
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Figura 34: Ensaio completo realizado com o composto trans-[Ru(NH3)4(Cy)(NO)]3+ e ODQ em anéis de aorta
isolados de ratos com ( V) e sem (¥) endotélio.
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Anexo 6

Resumos apresentados e submetidos em congressos nacionais e internacionais no periodo de

2010-2011.
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2010
XXV Reuniao Anula da FeSBE 2010 Resumo:13.104
13.104 GLYCEROL PRODUCTION FROM ISOLATED ADIPOCYTES OF RATS TREATED WITH

HIGH-FAT DIET DURING FOUR OR SIX WEEKS

Autores: VON ZUBEN, A. B. (UNICAMP - Anatomia, Biologia Celular, Fisiologia e Biofisica/ IB) ;
BELLENZANI, M. P. P. (UNICAMP - Anatomia, Biologia Celular, Fisiologia e Biofisica/ IB) ; CREGE,
D. R. X. O. (UNICAMP - Anatomia, Biologia Celular, Fisiologia e Biofisica/ IB) ; MARTINELLI, T. C. P.
(UNICAMP - Anatomia, Biologia Celular, Fisiologia e Biofisica/ IB) ; ISHIZU, L. Y. (UNICAMP -
Anatomia, Biologia Celular, Fisiologia e Biofisica/ IB) ; CONCEI(;AO, A. G. (UNICAMP - Anatomia,
Biologia Celular, Fisiologia e Biofisica/ IB) ; AROUCA, A. B. (UNICAMP - Anatomia, Biologia Celular,
Fisiologia e Biofisica/ IB) ; GRASSI-KASSISSE, D. M. (UNICAMP - Anatomia, Biologia Celular,
Fisiologia e Biofisica/ IB)

Resumo

OBJETIVOS:

The aim of this study was to compare the glycerol production from isolated adipocytes of rats treated with high-fat diet during four
or six weeks

METODO E RESULTADOS:

Adipose tissue was collected from epididymal fat pad of rats treated with four (FW: n=8) or six (SW: n=5) weeks of high fat diet
(D) and respective controls (standard diet, C). Adipocytes were isolated following Rodbells original procedure (1964) with
modifications and incubated with norepinephrine (0.0001 mM to 1 mM). Results are presented as means + SEM (FWD and FWC:
mmol glycerol/106 cells.60 min; SWD and SWC: mmol glycerol/100mg of total lipid.60 min). Statistical analyses were performed
by Student t test (p<0.05). The protocol was approved by the ethical committee of Medical Sciences Institute (Protocol number -
058/1). Six and four week diet treatment induced a significantly increased in triacylglycerols, cholesterol total and fractions
plasmatic levels. Adipose fat pads were significantly increased after sex weeks of diet treatment (Epididymal, g: SWD - 4.36+0.41
vs. SWC - 2.81+0.21; Mesenteric, g: SWD - 4.20+0.24 vs. SWC — 3.47+0.52 and Peri-renal, g: SWD — 3.59+0.28 vs. SWC —
1.83+0.44). Epididymal isolated adipocytes from SWD rats showed significantly lower basal glycerol production (SWD -
0.47+0.07 vs. SWC - 0.19+0.03), while basal glycerol production from adipocytes isolated of FWD rats showed significantly
higher amounts compared to their controls (FWD: 0.51+0.12 vs. FWC: 0.36+0.11). However maximum bl stimulated (NE, 1 mM)
glycerol production were significantly higher in adipocytes isolated of rats from both groups compared to respective basal values
(FWD: 1.66+0.16 vs. FWC: 0.36+0.11; SWD: 2.08+0.29 vs. SWC: 0.47+0.07).

CONCLUSAO:

Both groups showed alterations in lipid plasmatic concentrations, but these differences were not significant between the treatment
of four and six weeks with high-fat diet. Our results showed that after four weeks of high-fat diet treatment, rats presented higher
basal glycerol production compared to basal values. However, in rats treated with six weeks of high-fat diet, the basal values were
lower than isolated adipocytes of rats fed with normal food. Besides that, stimulated lipolysis by norepinephrine, was significantly
higher for isolated adipocytes of rats fed with high-fat diet. These results allow us suggest that basal glycerol production is the
main factor to promote fad pads deposits alterations. This way, we suggest that the lower basal lipolysis in six weeks group,
treated with high-fat diet, could be an adaptation to reduce the basal lipolytic active of epididymal adipose tissue and preserve this
fat deposit pad.
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XXV Reunidao Anula da FeSBE 2010 Resumo0:13.078

13.078 AVALIACAO DE POSSfYEL CORRELACAQ: DADOS ANTROPOMETRICOS VS
’ INDICADORES PLASMATICOS EM EUTROFICOS E OBESOS MORBIDOS

Autores: ISHIZU, L. Y. (UNICAMP - Departamento de Anatomia, Biologia Celular e Fisiologia/ IB) ;
BELLENZANI, M. P. P. (UNICAMP - Departamento de Anatomia, Biologia Celular e Fisiologia / IB) ;
CONCEICAO, A. G. (UNICAMP - Departamento de Anatomia, Biologia Celular e Fisiologia / IB) ;
AROUCA, A. B. (UNICAMP - Departamento de Anatomia, Biologia Celular e Fisiologia / IB) ; CHAIM,
E. A. (UNICAMP - Departamento de Anatomia, Biologia Celular e Fisiologia / IB) ; PAREJA, J. C.
(UNICAMP - Departamento de Anatomia, Biologia Celular e Fisiologia / IB) ; GRASSI-KASSISSE, D.
M. (UNICAMP - Departamento de Anatomia, Biologia Celular e Fisiologia / IB)

Resumo

OBJETIVOS:

O objetivo deste trabalho foi correlacionar pardmetros antropométricos e plasmaticos de humanos eutréficos (E) e obesos
morbidos (O), avaliando possivel detec¢ao de indicadores de um quadro inflamatério (Contagem de leucécitos [WBC] e Proteina
C Reativa [PCR]) ou de disfun¢des no metabolismo da glicose (Hemoglobina glicosilada [HbAlc] e Peptideo C [Pept C]).

METODO E RESULTADOS:

Dados antropométricos e plasmaticos foram coletados de pacientes eutréficos (n=8-12) e obesos mérbidos (n=5-13) dos
respectivos prontudrios médicos e/ou de anamnese (CEP 097/2003). As andlises plasmadticas foram realizadas com kits
laboratoriais e p<0,05 indicativo de significancia. Os valores de peso (P, kg) e de indice de massa corpérea IMC, kg/m2) foram
significativamente maiores em obesos mérbidos do que eutréficos (O: P=99,2+3,1, IMC=37,6+1,5 n=13 vs E: P=63,5+2.5,
IMC=22,940,6, n=12). Nestes itens ndo houve diferenga entre géneros na populagdo obesa, entretanto os valores de peso de
homens eutréficos foram significativamente maiores que mulheres (H: P=71,7+3,4, n=4 vs M: P=59,442.3, n=8). Os valores de
WBC (103/ul)) e de PCR (mg/L), condizem com a literatura (Obes. Surg., 19:571, 2009) sendo os valores de obesos
significativamente maiores, do que os de eutréficos (O: WBC=8,4+0,7, n=11; PCR=1,1+0,3, n=8 vs E: WBC=6,10 £ 0,34, n=8;
PCR=0,17+£ 0,08, n=8). Os valores de HbAlc (% da concentra¢do de Hb total) e de Pept C (ng/mL) descritos na literatura sao
significativamente maiores nos obesos, comparados aos eutréficos. Nossos resultados demonstraram a mesma tendéncia sem,
portanto apresentarem diferengas significativas (E: HbAlc=5,4+0,1 e Pept C=5,440,7, n=10 vs O: HbAlc= 6,0+0,5 e Pept C=
7,0+0,004, n=10). Os valores de cintura (C, cm), de quadril (Q, cm) e de coxa (CX, cm) foram significativamente maiores em
obesos do que em eutréficos (O: C=111+2,4, n=13; Q=125,2+2,4, n=13; CX=64,5+1,7, n=13 vs E: C=78,4+2,5, n=11;
Q=97,3+1,8, n=11; CX=52,5+1,2, n=10) sem diferenca entre gé€neros. Dos resultados apresentados até o0 momento, identificamos
as seguintes correlacdes: quadril de mulheres eutréficas e de eutréficos geral vs HbAlc (p=0,0341, rSperman=+0,826; p=0,0182,
rSperman=+0,71); coxa de mulheres obesas e obesos em geral vs HbAlc (p=0,0154, rSperman= - 0,0154, p=0,0268, rSperman= -
0,7106). Acreditamos que esta correlagdo possa ser decorrente do nimero de mulheres voluntarias (E e O: n=7) maior que de
homens (E: n=4; O: n=3).

CONCLUSAO:

A populacdo obesa apresentou parametros inflamatdrios tipicos do seu estado, condizentes com dados da literatura (WBC e PCR).
Por outro lado, os indicadores metabdlicos (HbAlc e peptideo C) ndo corroboram com aqueles encontrados na literatura. Andlises
mais recentes de correlacdo de outros indicadores, que nio o IMC, tém sido apresentadas na literatura, ex. circunferéncia do
quadril e da coxa. Na populacdo estudada, mesmo sem alteracdo quanto ao IMC vs HbAlc e/ou Pept C, houve correlacdes
significativas relevantes. Isto é, houve correlagdo negativa entre a circunferéncia da coxa de mulheres obesas e obesos em geral vs
HbAlc, e correlagdo positiva entre o quadril de mulheres eutréficas e eutréficos em geral vs HbAlc. Estas correlacdes podem
refletir a importancia da circunferéncia da coxa como um indicador de massa muscular e, portanto, de uma melhor tolerincia a
glicose, do que o quadril, cujo valor é mais influenciado pelo osso do quadril e pela gordura gluteal.
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XXV Reunidao Anula da FeSBE 2010 Resumo:13.061

MODELO DE NATACAO DE BAIXA INTENSIDADE EM RATOS - AUMENTO NA CAPTACAO
PERIFERICA DE GLICOSE E NA EXPRESSAO DE GLUT 4 EM ADIPOCITOS ISOLADOS

Autores: MARTINELLL T. C. P. (UNICAMP - Anatomia, Biologia Celular, Fisiologia e Biofisica/ IB) ;
BELLENZANI M. P. P. (UNICAMP - Anatomia, Biologia Celular, Fisiologia e Biofisica/ IB) ; CREGE,
D. R. X. O. (UNICAMP - Anatomia, Biologia Celular, Fisiologia e Biofisica/ IB) ; VON ZUBEN, A. B.
(UNICAMP - Anatomia, Biologia Celular, Fisiologia e Biofisica/ IB) ; ISHIZU, L. Y. (UNICAMP -
Anatomia, Biologia Celular, Fisiologia e Biofisica/ IB) ; CONCEI(;AO, A. G. (UNICAMP - Anatomia,
Biologia Celular, Fisiologia e Biofisica/ IB) ; AROUCA, A. B. (UNICAMP - Anatomia, Biologia Celular,
Fisiologia e Biofisica/ IB) ; GRASSI-KASSISSE, D. M. (UNICAMP - Anatomia, Biologia Celular,
Fisiologia e Biofisica/ IB)

13.061

Resumo

OBIJETIVOS:
Nosso objetivo neste trabalho foi avaliar se o protocolo de natag@o proposto altera a sensibilidade periférica a insulina em ratos.
METODO E RESULTADOS:

Ratos Wistar machos com 6 semanas de idade foram utilizados neste trabalho. Durante o periodo de 4 semanas os ratos
permaneceram sedentdrios ou foram submetidos a um protocolo de natacio de baixa intensidade. Os ratos do grupo exercitado
foram submetidos a sessdes didrias de natacdo, durante 50 minutos, em tanque de vidro (95cm x 50cm x 43,5cm; comprimento x
largura x profundidade) com dgua a temperatura de 34+20C, 5 dias/semana, durante 4 semanas. Os ratos foram anestesiados
(Cloridrato de Cetamina, 50 mg/Kg de peso corporal, i.m. e Cloridrato de Xilazina 0,01 mg/Kg de peso corporal, i.m.) e tiveram
cateterizadas a jugular (infusdo de glicose 10% e insulina 6 mU/kg.min) e a cardtida direita (10 mL sangue para andlise de
glicemia). Sob o efeito da anestesia iniciou-se o ensaio experimental com a quantifica¢do da glicemia ao longo de 2 horas, a cada
10 minutos (glicosimetro, ACCU-CHEK Go). A expressdo total da proteina GLUT 4 foi avaliada pela técnica de “Western blot”
em adipdcitos isolados. Os resultados foram analisados pelo teste t de Student, P < 0,05. Ao logo do ensaio de clamp houve maior
captacdo de glicose nos ratos submetidos a natacdo quando comparado aos grupos controle medida pela taxa de infusdo de glicose
(sedentdrio 7,0 £ 0,4 e natacdo 10,0 = 0,4* g de glicose / Kg.min). Houve maior expressao protéica da GLUT 4 total em adipdcitos
isolados de ratos submetidos a 4 semanas de natacdo (n=4) quando comparado ao grupo controle (n=4).

CONCLUSAO:

Os resultados do ensaio de clamp e “Western blot” indicam que o protocolo de natacdo de baixa intensidade proposto é eficiente
em promover maior captagdo de glicose em tecidos periféricos de ratos, ou seja, promover um aumento da sensibilidade a insulina
e que o tecido adiposo participa ativamente deste processo de captagcdo de glicose, pois houve aumento na expressdo de GLUT 4
nos adipdcitos.
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XV SIMPOSIO BRASILEIRO DE FISIOLOGIA CARDIOVASCULAR 31

6- EFEITO DO COMPOSTO trans-[Ru(NHs)s(py)(NO)]s. EM ANEIS DE AORTA, COM E SEM
ENDOTELIO, ISOLADOS DE RATOS. 1Conceicdo, A.G., 1Ramos, L.A., 3Calandreli, I., 3Chiba, A.N.
2Franco, D.W., 3Tfouni, E., 1Grassi-Kassisse, D.M.,.1-Departamento de Anatomia, Biologia
Celular, Fisiologia e Biofisica-UNICAMP, Campinas/ SP; 2-Instituto de Quimica de Sdo Carlos-USP,
S0 Carlos/ SP, 3- Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto-USP, Ribeirao
Preto/ SP.

Demonstramos a eficdcia do efeito vasorelaxante de compostos de ruténio trans-[Ru(NH3)4L(NO)]n+
[L=piridina, nicotinamida, 4-picolina, Nimidazol, pirazina, NH3, SOz3-, ou P(OEt)3] em anéis de aorta sem
endotélio, resposta induzida pela liberacdo da molécula de NO por esses compostos quando ativados por
reducgdo (Nitric Oxide, 16(2): 189-96, 2007). Devido a relevancia do tema, neste estudo objetivamos avaliar a
resposta vascular do trans-[Ru(NH3)4(py)(NO)]3+ (pyNO) em anéis de aorta com endotélio isoladas de ratos.
Para os ensaios foram utilizados 9 ratos machos adultos. Anéis com e sem endotélio (CE e SE) foram pré-
contraidos com noradrenalina (10-s M). Apds estabilizacdo da tensdo, concentracdo tnica (10-s M) do composto
pyNO foi adicionada ao banho. As respostas foram registradas ao longo de 120 min. A presenca de células
endoteliais nos anéis foi analisada pela resposta vascular a acetilcolina (ACh, 10-s M) e a integridade da
musculatura lisa vascular pelo nitroprussiato de s6dio (SNP, 10-8 M). Resultados: média + SEM (n=9) em gF
da tensdo inicial dos anéis CE e SE e da porcentagem de resposta aos agonistas. Estatistica: feste t Student,
p<0,05. A tensdo inicial (gF) ndo foi diferente (CE: 1,02+0,08; SE: 1,24+0,15, p<0,05). A pyNO induziu
contracdo inicial (P>0,05) de 5,79+2,05% (CE, 30 min) e de 2,09+0,94% (SE, 15 min) seguida de relaxamento
(P>0,05) de 11,41+4,93% (CE, 120 min) e de 5,71+3,37% (SE, 120 min). Nao houve diferenca significativa
entre as respostas dos anéis CE e SE quando analisadas tempo a tempo. A resposta relaxante a Ach foi maior
em anéis CE, caracterizando a auséncia de endotélio nos anéis SE (CE: 21,52+5,52% vs SE: 3,88+1,06,
p<0,05). A integridade da musculatura lisa vascular foi preservada nos dois diferentes ensaios (SNP; CE:
69,12+6,34% vs SE: 69,15+5,83%). Estes resultados permitem concluir que o NO produzido pelas células
endoteliais ndo interferiu na resposta relaxante induzida pelo pyNO nas condi¢des experimentais utilizadas.

Auxilio financeiro: Fapesp, Capes, CNPq
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Resumo:02-121 TRANS-[RU(NH3)4(CY)(NO)]3+ EFFECT OF THE COMPOUND IN THE AORTIC RINGS
WITH ENDOTHELIUM ISOLATED FROM RATS. Conceicdo-vertamatti,a. G. 1; Ramos, L. A. F. 1; Grassi-
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CELULAR,FISIOLOGIA,BIOFISICA/UNICAMP, DABCFB 3 DEPARTAMENTO DE QUIMMICA- USP
RIBEIRAO PRETO, IQ-FFCLRP

Objectives: We demonstrate the effectiveness of the vasorelaxant effect of ruthenium compounds trans-[Ru(NH3)4L(NO)]n+
[L=pyridine, nicotinamide, 4-picoline, Nimidazol, pyrazine, NH3, SO32-, or P(OEt)3] in aortic rings without endothelium,
the response induced by the release of NO molecule by these compounds when activated by reduction (Nitric Oxide, 16(2):
189-96, 2007). Due to the relevance of the topic, this study aimed to assess the vascular response of trans-
[Ru(NH3)4(Cy)(NO)]3+ (CyNO) in aortic rings with endothelium isolated from rats. Methods and Results: For the tests we
used six adult male rats. The rings were pre-contracted with noradrenaline (10-6 M). After stabilizing the voltage, single
concentration (10-6 M) of the CyNO compound was added to the bath. The responses were recorded over 120 min. The
presence of endothelial cells in the rings was assessed by vascular response to acetylcholine (ACh, 10-6 M) and the
integrity of vascular smooth muscle by sodium nitroprusside (SNP, 10-6 M). Results: Results are expressed as
mean + SEM (n=6) of respective responsesin gF. Statistics: Sudent's t-test and ANOVA followed by Tukey test p
Conclusions: Under experimental conditions the compound showed significant relaxant effect in 120 minutesin
the presence of indomethacin and L-Name and contraction after 15, 30 and 60 min in the presence of ODQ.

Keywords: RUTHENIUM, NITRIC OXIDE, AORTIC RINGS, RATS

Financial Support: Financial Support: FAPESP, CAPES, CNPq
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1Conceicao-Vertamatti,A.G.,1Ramos,L.A.F.,3Calandreli,l.,3Chiba,A.N.2Franco, D.W., 3Tfouni,
E., 1Grassi-Kassisse, D.M."EFFECT OF RUTHENIUM COMPLEXES IN AORTIC RINGS OF
RATS." The Molecular and Functional Biology Graduate Forum.Oral Apresentation.June 30th

and July 1*.Unicamp.Campinas - Brazil.

Abstract *

EFFECT OF RUTHENIUM COMPLEXES IN AORTIC RINGS OF RATS. 1Conceicao-
Vertamatti,A.G.,1Ramos,L.A.F.,3Calandreli,l.,3Chiba,A.N.2Franco, D.W., 3Tfouni, E., 1Grassi-Kassisse,
D.M.,.1-Depto ACBPB-UNICAMP; 2-1C-USP, Sao Carlos/SP, 3-FPSL-USP, Ribeirdo Preto/SP. We demonstrate
the effectiveness of the vasorelaxant effect of ruthenium trans-[Ru(NH3)4L(NO)]n+ [L=pyridine,
nicotinamide, 4-picoline, Nimidazol, pyrazine, NH3, SO32-, or P(OEt)3] compounds in aortic rings without
endothelium, the response induced by the release of NO molecule by these compounds when activated by
reduction (Nitric Oxide, 16(2): 189-96, 2007). Due to the relevance of the topic, this study aimed to
assess the vascular response of complex trans-[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ (PyNO) and trans-
[Ru(NH3)4(Cy)(NO)]3+ (CyNO) in aortic rings with endothelium, pre-contracted with norepinephrine (10-
8M or 10-6M) isolated from male rats (adults and n=15). After stabilizing, single concentration of the
compound was added: PyNO, 10-8M and CyNO, 10-6M, and recorded during 120 min. The presence of
endothelial cells in the rings was assessed by acetylcholine assays and integrity of vascular smooth muscle
by sodium nitroprusside, were used 10-8 M for PyNO and 10-6M for CyNO assays. Results: mean + SEM
in gF of the initial tension of the rings and the response to agonists. Statistics: Student's t-test and ANOVA
followed by Tukey's test p<0.05. Basal tonus (1 gF) were not different (PyNO: 1.02+0.08 gF; CyNO:
1.09+0.08 gF). The PyNO (10-8 M) induced an initial contraction (+5.79+2.05 gF) in 30 min, followed by
relaxation (-11.41+4.93 gF) at 120 min. CyNO (10-6 M) did not induced any significant effect in 120 min
of experiment. Endothelial integrity was confirmed with the relaxation induced by ACh (PyNO: -0,45+0,12
gF; CyNO: -0.90+0.12 gF). The integrity of vascular smooth muscle was also preserved (SNP, PyNO: -
1,32+0,22 gF; CyNO: -0.92+0.31 gF). These results showed that NO produced by endothelial cells did not
affect the relaxant response induced PyNO while CyNO caused no effect on vascular tone in experimental

conditions. FAPESP, CAPES, CNPq
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Chronic pulmonary hypertension

WCC12-ABS-1266

Melatonin reduces cardiovascular alterations in rats with pulmonary arterial hypertension
induced by monocrotaline.

L. A. F. Ramos 1’*, A. G. Conceicdo-Vertamatti 2, F. P. Henrique-Cabrini 3, F. G. R. Reyes 3, D.
M. Grassi-Kassisse 3, M. A. Areas’

' Anatomy, Celular Biology, Biophysics & Physiology, STATE UNIVERSITY OF CAMPINAS
- UNICAMP, *Anatomy, Celular Biology and Biophysic and Physiology, >Anatomy, Celular
Biology and Biophisic & Physiology, State University of Campinas - UNICAMP, Campinas -
Sao Paulo State, Brazil

Poster only: Yes

Introduction: Pulmonary arterial hypertension (PAH) is characterized by

thickening of vascular smooth muscle cells, affecting the cardio respiratory

system. Monocrotaline (MCT) is an alkaloid that induces PAH by increasing the

production of vasoconstrictor agents, as well as vascular lesions in the

lungs and heart. Melatonin (MEL), hormone produced by the pineal gland can reduce the smooth
muscle vascular tone was a reduction in peripheral resistance and cardiovascular alterations in
rats with this disease.

Objectives: To evaluate the effect of melatonin in the treatment of monocrotaline-induced PAH.
Methods: Male Wistar rats (250g.) were divided into four groups: C

(control, n=5), MT (monocrotaline, n = 5), CML (control Melatonin , n =5), MTML
(Monocrotaline plus Melatonin, n = 5) . MCT was administered as a single dose intraperitoneal
(i.p.) (60mg/kg i.p.) to induce PAH. Melatonin was administred (15mg/kg i.p.) during 28 days of
experimental period after this phase, the animals were anesthetized (Ketamine 100mg/Kg. plus
Xylazine 7mg/Kg im) to obtain the electrocardiographic parameters and then were euthanized by
anesthetic for further histological analysis of the heart. Statistical procedure: Analysis of
Variance (ANOVA) followed by Tukey test for comparison between groups (p <0.05).

Results: - reducing the thickness of the medial layer to the diameter of the coronary arteries, thus
improving tissue perfusion;

- reduced electrocardiographic alterations in rats with PAH, increased the P-wave amplitude
and the Heart Hate;

- reduction of the QT interval and consequently the risk of sudden death;

- decreased QT-c indicative of greater cardiac efficiency;

- decreased the cardiac ischemia as suggested by the reduction of the ST segment.
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Conclusion: We conclude that melatonin treatment reduced the cardiovascular alterations
resulting pulmonary arterial hypertension, can be used experimentally as adjunct in the
treatment of this disease.

Disclosure of Interest: None Declared
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EFFECT OF trans-[Ru(NH3)4(Cy)(NO)]3+ IN AORTIC RINGS OF RATS.

A. G. Conceicdo-Vertamatti 1, L. A. F. Ramos 1’*, I. Calandreli 2, A. N. Chiba 2, D. W. Franco 3,
M. A. Areas 1, E. Tfouni 2, D. M. Grassi-Kassisse !

1Anatomy, Celular Biology, Biophysics & Physiology, STATE UNIVERSITY OF CAMPINAS
- UNICAMP, Campinas, “FPSL, USP, Ribeirdo Preto, *IC, USP, Sdo Carlos, Brazil

Poster only: No

Introduction: We demonstrate the effectiveness of the vasorelaxant effect of ruthenium trans-
[Ru(NH;3)4L(NO)]™" [L=pyridine, nicotinamide, 4-picoline, Nimidazol, pyrazine, NH3, SO32', or
P(OEt)3] compounds in aortic rings without endothelium, the response induced by the release of
NO molecule by these compounds when activated by reduction.

Objectives: This study aimed to assess the vascular response of the tmns—[Ru(NH3)4(Cy)(NO)]3
complex (CyNO) in aortic rings with endothelium.

Methods: Assays were performed as Zanichelli et al., 2007 (15 male rats) with addicional
enzimatic inhibitors in the medium.The assays were performed in a presence or absence of L-
Name (10x10™ M), Indometacin (5,6x10°M), ODQ (10™°M)or Carboxy-PTIO(10x 10
6M),inhibitors of nitric oxide sintase(NOS), Cyclooxigenase(COX), Guanylate Cyclase(GC) and
NO scavenger, respectively.Data are expressed as the percentage of decrease in the wall
tension(gF)and % of response,meanstSEM, analysed by Student’z test and ANOV A followed by
Tukey's test p<0.05.

Results: Figure describes the CyNO in aortic rings with endothelium under NE tension. CyNO
induced tonus increased in 15 and 30min, with no relaxing effects. NOS inhibition abolish
increased in tonus 15 min and reduced that one observed in 30min, and in this conditions, CyNO
induced significantly decreased tonus in 120min.COXinhibition reduced but not abolish
increased in tonus observed in 15 and 30min. Under GC inhibition,CyNO induced a tonus
increased even in 30 and 60 min with a reduction in tonus in 90 min. NO scavenger did not alter
the CyNO response. Endothelial integrity was confirmed with the relaxation induced by ACh(-
33.49+2.93%)and the integrity of vascular smooth muscle was also preserved (SNP,-
43.07£6.49%).

+
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Conclusion: Under our experimental CyNO induced increased in vascular tonus without
relaxing effect. This effect was modified only by No-scavenger in the medium. FAPESP,
CAPES, CNPq.
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EFFECT OF trans- [Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ IN AORTIC RINGS OF RATS

A.G. Concelgao Vertamatt1 ,L. A. Ramos ', I Calandreli, A. N. Chiba® D. W. Franco >, M.
A. Areas®, E. Tfouni*, D. M. Gra551 Kassisse *

1Anatomy, Cellular Biology, Physiology and Biophysics, State University of Campinas,
Campinas, ZFPSL, USP, Ribeirio Preto, 3IC, USP, Sio Carlos, 4Anatomy, Celular Biology,
Biophysics & Physiology, STATE UNIVERSITY OF CAMPINAS - UNICAMP, Campinas,
Brazil

Poster only: No

Introduction: We demonstrate the effectiveness of the vasorelaxant effect of ruthenium trans-
[Ru(NH;3)4L(NO)]™" [L=pyridine, nicotinamide, 4-picoline, Nimidazol, pyrazine, NH3, SO32', or
P(OEt)3] compounds in aortic rings without endothelium, the response induced by the release of
NO molecule by these compounds when activated by reduction.

Objectives: This study aimed to assess the vascular response of the trans-
[Ru(NH3)4(Py)(NO)]3+ complex (PyNO) in aortic rings with endothelium, pre-contracted with
norepinephrine (NE, 10° M), isolated from male rats (n=15).

Methods: Assays were performed as described before by Zanichelli, et al., 2007 excepted that
aortic rigs with endothelium were used and in the medium was added enzyme inhibitors as L-
Name (lOXlO‘6 M), Indometacin (Indo, 5.6x10° M), ODQ (10'6 M) or Carboxy-PTIO
(C_PTIOlelO'6 M). Inhibitors of nitric oxide sintase (NOS), cyclooxigenase (COX), and
guanylate cyclase (GC) and NO scavenger, respectively. Data are expressed as wall tension (gF)
and % of response, means + SEM and analyzed by Student’s 7 test and ANOV A followed by
Tukey's test p<0.05.

Results: Figures show PyNO effects in aortic rings with endothelium, under NE tension induced
tonus alterations, there was a vasoconstriction effect in 15, 30, 60 and 90 min. NOS inhibition
decreased PyNO response in 15, 30 and 60 min and abolished the response observed in 90

min. COX inhibition abolished the tonus response observed in 15 and 30 min, and reduced
response in 60 min. Under GC inhibition, PyNO decreased tonus response in 15 and 30 min, and
abolished tonus response in 60 and 90 min. NO scavenger decrease PyNO response in 30 min
and abolished response in 15, 60, and 90 min. Endothelial integrity was confirmed by ACh
effects and integrity of vascular smooth muscle was also preserved.
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Conclusion: These assays allowed us suggest that contractions effect induced PyNO-complex in
aortic rings with endothelium are mediated by thromboxane production because higher tone
observed was inhibit buy indometacin and probably PyNO also acts as a NO

scavenger. FAPESP, CAPES, CNPq
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CO 27. EFEITO DO COMPOSTO trans-[Ru(NH3)4(4-acpy)(NO)]3+ EM ANEIS DE
AORTA, COM E SEM ENDOTELIO, ISOLADOS DE RATOS. Conceigd-Vertamatti AG?;
Ramos LA!: Calandreli I3; Chiba AN2; Franco DW?; Tfouni E3; Grassi-Kassisse DM,
iDepartamento de Anatomia, Biologia Celular, Fisiologia e Biofisica-UNICAMP,
Campinas/SP; 2Instituto de Quimica de Sdo Carlos—USP, Sdo Carlos/SP, *Faculdade
de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto-USP, Ribeirdo Preto/SP.

Demonstramos a eficacia do efeito vasorelaxante de compostos de ruténio trans-
[Ru(NH3)4L(NO)In+ [L=piridina, nicotinamida, 4-picolina, Nimidazol, pirazina,
NH3,5032-,0u P(OEt)3]em anéis de aorta sem endotélio, resposta induzida pela
liberagdo da molécula de NO por esses compostos quando ativados por redugdo.
Devido a relevancia do tema, neste estudo objetivamos avaliar a resposta vascular
do trans-[Ru(NH3)4(4-acpy)(NO)]3+ (4-acpyNO) em anéis de aorta com endotélio
isoladas de ratos. Para os ensaios foram utilizados 6 ratos machos adultos. Anéis
com e sem endotélio (CE e SE) foram pré-contraidos com noradrenalina (10¢M).
Apos estabilizacdo da tensdo, concentragdo Unica(10°M) do composto 4-acPyNO
foi adicionada ao banho. As respostas foram registradas ao longo de 120 min.A
presenca de células endoteliais nos anéis foi analisada pela resposta vascular a
acetilcolina(ACh,10M)e a integridade da musculatura lisa vascular pelo nitroprus-
siato de sédio(SNP,10M). Resultados: média+tSEM (n=6) em % de resposta dos
anéis CE e SE. Estatistica: teste t Student, p<0,05. Em anéis CE o composto 4-acPy
10M induziu aumento de ténus nos tempos 15 min (11,5+2,9),30 min(15,3+3,4),60
min (19,8+5,2) e 90 min (18,8+6,8). Em anéis SE ndo foi observada nenhuma res-
posta significativa. A resposta relaxante a ACh foi maior em anéis CE, ca racterizando
a auséncia de endotélio (CE: -28,6+2,1 vs SE: -0,4+0,9). A integridade da muscula-
tura lisa vascular foi preservada nos dois diferentes ensaios (SNP; CE:-41,7+3,5 vs
SE:-51,3+7,2). Nossos resultados sugerem que o composto 4-acPy provavelmente
ndo causou resposta relaxante pela auséncia de redutores enddgenos eficazes para
liberar a molécula de NO e também que além de ndo relaxar houve contragao mais
evidente em anéis com endotélio sugerindo o efeito de scavenger de NO contri-
buindo assim para aumento do ténus.

Apoio Financeiro: Fapesp, Capes, CNPq
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