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Resumo

BANIN, T. M. Estudo da tolerancia in vitro induzida pelo doador de NO cis-
[Ru(bpy)2 (py)NO2](PFs)(RuBPY). 2016. 87 f.Tese (Doutorado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirao
Preto, 2016.

Os nitrocomplexos de ruténio sdo estudados como agentes doadores de 6xido nitrico
(NO). Estes sao atraentes como potenciais agentes terapéuticos porque apresentam
baixa citotoxicidade, que pode ser decorrente da semelhanca entre ruténio e ferro.
Varios compostos de ruténio foram sintetizados em nosso laboratorio, mas o complexo
cis-[Ru(bpy)2(py)NO2] (PFe), (RUBPY) parece ser o mais promissor. Muitos doadores
de NO tem como principal limitagdo clinica o desenvolvimento de tolerancia,
caracterizada pela perda rapida de seus efeitos anti-isquémicos e hemodinamicos. Os
mecanismos e causas que levam a tolerancia ainda sdo pouco conhecidos. Porém,
acredita-se que a tolerancia seja um processo multifatorial que envolva aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), diminui¢do da atividade da enzima
guanilil ciclase solavel (GCs) e aumento da expressao e atividade das enzimas
fosfodiesterases. O presente trabalho teve por objetivos avaliar se os compostos
RuBPY e NaNO2, em diferentes concentracdes e tempos de incubagéo,
desencadeiam auto tolerancia e tolerancia cruzada a nitroglicerina (NTG). Além disso,
avaliar se os receptores TRPV1 participam do relaxamento induzido pelo RuBPY, se
0 RuBPY libera NO ou nitrito e se € capaz de inibir a agregacgéo plaquetaria. O RuBPY
e 0 NaNO2 sdo capazes de promover relaxamento total, de maneira dependente de
concentragdo, em aortas com e sem endotélio, contraidas com fenilefrina. Estes
resultados demonstram que o efeito vasodilatador destes compostos é independente
do endotélio. Porém, o RuBPY é mais potente que o NaNO2. O RuBPY é capaz de
induzir auto tolerancia em aortas sem endotélio pré-expostas por 5 ou 10 min ao
RuBPY e em aortas com endotélio, pré-expostas por 45 min ao RuBPY. A pré-
exposicao por 30 min ou 45 min ao RuUBPY potencializa o seu efeito vasodilatador em
aortas sem endotélio e com endotélio, respectivamente. A potencializacdo da resposta
relaxante independe da ativacdo da GCs, mas pode estar relacionada ao aumento da
liberagdo de NO em células do musculo liso vascular e aumento na fosforilagédo do
residuo de Thr*®> da eNOS. O NaNO2 também induz o processo de auto tolerancia
em aortas sem endotélio, pela pré-exposicdo ao NaNO2z por 5 min ou 30 min. Nao ha
inducdo de tolerdncia cruzada entre nitroglicerina e RuBPY. Neste trabalho
demonstramos também que o novo complexo de ruténio RUBPY € um gerador de NO,
e ndo de nitrito, capaz de inibir a agregacéo plaquetéria. Os receptores TRPV1 nédo
participam do relaxamento desencadeado pelo RuBPY. Um achado importante deste
trabalho foi o efeito potencializador da vasodilatacdo induzida pelo RuBPY promovida
pela sua pré-exposicao. Este efeito poderia ser benéfico, considerando um potencial
uso terapéutico deste composto gerador de NO

Palavras-chave: Tolerancia, tolerdncia cruzada, auto tolerancia, vasodilatacéo,
doador de NO, RuBPY, potencializacéo do efeito vasodilatador.






Introducdo |2

1. Introducéao

A maior limitacao clinica para o uso de nitratos organicos € o desenvolvimento
de auto tolerancia apos seu uso continuado. Tolerancia aos nitratos € definida como
a perda de seus efeitos hemodinamicos, anti-isquémicos e/ou a necessidade de doses
mais elevadas para manter os mesmos efeitos apds seu uso prolongado. Este
processo é consequéncia de diversos fenébmenos, tanto vasculares como extra
vasculares e pode ter implicagbes clinicas importantes (MUNZEL; GORI, 2013,
WARNHOLTZ et al., 2002).

Evidéncias demonstram que, embora o uso de nitratos organicos para
vasodilatacdo a curto prazo seja comum e bastante eficaz, as doses clinicamente
relevantes prejudicam a liberacdo de Oxido nitrico (NO) derivado do endotélio
(MUNZEL et al., 2011).

O uso continuo de nitratos organicos pode desencadear outro processo,
denominado tolerancia cruzada, em que a resposta vasodilatadora para outros
nitrovasodilatadores ou agentes que induzem relaxamento de forma dependente ou
independente de endotélio também esta comprometida (ABRAMS, 1998, MUNZEL et
al., 1995). Este processo é comum, por exemplo, apds o0 uso crénico de nitroglicerina
(NTG) e a falha na resposta a outros vasodilatadores pode ser decorrente de
alteracdes na atividade da enzima guanilil ciclase soluvel (GCs) (MOLINA et al., 1987,
AXELSSON; ANDERSSON, 1983).

Acredita-se que estes processos, embora muito estudados nao estejam
totalmente elucidados por serem multifatoriais (CHEN et al., 2002, GORI; PARKER,
2002a, IGNARRO, 2002, MUNZEL et al., 2000, PARKER; GORI, 2001).

Dentre as alteracdes extra vasculares que podem estar relacionadas ao
processo de tolerancia, podem ser incluidos: contra-regulacdo neuro-hormonal das
forgas vasoconstritoras (como a ativacdo do eixo renina-angiotensina-aldosterona),
expansédo do volume intravascular, reducao de biotransformacédo (da NTG a NO, por
exemplo) e aumento da sensibilidade a vasoconstritores (MUNZEL et al., 1995).

Os fenbmenos vasculares que estdo associados ao desenvolvimento da
tolerancia sao: aumento na biodisponibilidade do anion superéxido (O2’) e de outras
espécies reativas de oxigénio (ERO), com consequente reducéo da disponibilidade de
NO (GORI et al., 2001, KAESEMEYER et al., 2000, LANDMESSER et al., 2003,
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MUNZEL et al., 1995), diminuicéo da atividade da enzima GCs (MULSCH et al., 1988)
e aumento da expressédo e atividade das enzimas responséveis pela degradacéo de
guanosina monofosfato ciclica (GMPc) e fosfodiesterases (PDE) (KIM et al., 2001).

A tolerancia aos nitratos organicos, especialmente a NTG, pode ser devida ao
aumento na producao de radicais livres no tecido vascular (MUNZEL et al., 1995). De
acordo com ESPLUGUES e colaboradores (2006), o tratamento prolongado com NTG
leva ao aumento da sintese de ERO pela mitocondria, o que pode levar ao
desenvolvimento e manutencdo da tolerancia. Além da cadeia respiratoria
mitocondrial, as enzimas NO sintases (NOS) e oxidases de membrana também s&o
fontes de ERO (GORI; PARKER, 2002a e 2002b).

De acordo com SZOCS e colaboradores (2007), durante o uso crénico de NTG
ha reducdo na expressdo da enzima NADPH oxidase (Nox), porém sua atividade é
aumentada. Assim sendo, este processo desencadeia aumento significativo na
concentragdo de O2 e consequentemente, aumento do consumo de NO. Estes
pesquisadores relatam também que a enzima aldeido desidrogenase mitocondrial
(ALDH2), responsavel pela conversdo de NTG a NO esta reduzida, também em
decorréncia do aumento de Oz

Embora algumas ERO favorecam o processo de tolerancia, o acumulo de
perdxido de hidrogénio (H202) nos vasos sanguineos atenua o desenvolvimento da
tolerancia aos nitratos. Em aorta de ratos, a presenca de agentes que decompdem o
H20:2 intensificam o processo de tolerancia. Porém, na presenca de tempol (mimético
da SOD), este processo € minimizado (GHATTA et al., 2007).

Outros nitratos organicos também sédo utilizados terapeuticamente, como o
dinitrato de isossorbida (ISDN), o mononitrato de isossorbida (ISMN) e o tetranitrato
de pentaeritritii (PETN). Véarios autores demonstraram que a exposi¢cdo crénica ao
ISDN e ISMN, induz tolerancia e que este fendbmeno esta associado ao aumento de
ERO, disfuncédo endotelial e ativacdo simpatica (GORI; PARKER, 2002a, 2002b,
SEKIYA et al., 2005).

Em contrapartida, o uso do nitrato organico PETN € excec¢do, pois nao
desencadeia o processo de tolerancia tanto em coelhos (MULLENHEIM et al., 2001)
como em humanos (GORI et al., 2003, JURT et al., 2001). Acredita-se que o PETN
nao seja capaz de induzir o fendbmeno de tolerancia por possuir atividade antioxidante
(GORI et al., 2003, JURT et al., 2001), reforcando o conceito de que o processo de

tolerancia envolve aumento de algumas ERO. O processo de toleréncia € associado
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apenas a nitratos organicos e pouco se sabe sobre a ocorréncia deste fendbmeno a
doadores nitritos.

Varios autores destacam o uso do nitrito no tratamento e prevencéo de doencas
cardiovasculares, como hipertenséo arterial (LUNDBERG; WEITZBERG, 2008), como
broncodilatador (HUNTER et al., 2004), relaxante intestinal e em alguns casos, como
antidoto para intoxicacdo por cianeto (CHEN; ROSE, 1952).Recentemente, foi
demonstrado que o nitrito de soédio pode reduzir a producdo de metaloproteinases
(MMP-9) em células endoteliais, assim como a atorvastatina (MESCHIARI et al.,
2016). A acado vasodilatadora do nitrito foi descrita em 1880 por REICHERT e
MITCHELL e mais tarde por FURCHGOTT e BHADRAKOM (1953) que usaram nitrito
de sddio acidificado para relaxar tiras de aorta de coelhos, contraidas com adrenalina.

O nitrito (NO2) € um ion estavel obtido pela oxidagdo do NO enddgeno
(IGNARRO et al., 1993), por fontes nutricionais (MEAH et al., 1994) ou pelo nitrato
presente nos alimentos, que € convertido a NO2z por bactérias salivares
(SPIEGELHALDER et al., 1976). Sabe-se que aproximadamente 25% do nitrato
ingerido pela alimentacéo, passa pela circulacdo entero-salivar, onde € reduzido a
NO:2 por bactérias anaerébias facultativas presentes na superficie dorsal da lingua. O
NO2 é entdo convertido a NO no ambiente acido do estdmago (BENJAMIN et al.,
1994, LUNDBERG; GOVONI et al., 2004, WEBB et al., 2008).

Por muitos anos, o NOz2 foi considerado um metabdlito inerte da via do NO
(BRYAN, 2006). Porém, estudos sugerem que o NOz presente em abundancia no
sangue e tecidos, pode ser a maior fonte intravascular e tecidual, de armazenamento
de NO (GLADWIN et al., 2005). Além disso, o NO2" é um importante biomarcador
endogeno da atividade das NOS (KLEINBONGARD et al., 2003, LAUER et al., 2001).

O NOz2 pode ser reduzido a NO, que se difunde para o musculo liso e pode
dilatar regides com débito de oxigénio na circulacdo humana (COSBY et al., 2003). O
NO:2 é rapidamente convertido a NO e complexos ferro-nitrosil, N-nitrosil e S-nitrosil
em condi¢fes fisiolégicas, além de atuar como regulador da expressao proteica
levando ao acumulo de GMPc em alguns tecidos, inibicdo da atividade da enzima
P450 e alteracao da expresséo da heat-shock-protein 70 e heme-oxigenases (BRYAN
et al., 2006).

Em condigdes fisiologicas e fiosiopatoldgicas, o NO2 pode ser convertido a NO
pela reagcdo com hemoglobina, mioglobina, xantina oxi-redutase, enzimas contendo

grupos heme ou tiol e por reducédo acida (GLADWIN et al., 2005). A poténcia dos
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nitrovasodilatadores em induzir relaxamento vascular esta relacionada a sua
capacidade de liberar NO (FEELISH; NOACK, 1987).

O NO é uma das menores e mais simples moléculas biolégicas, com
caracteristicas que lhe conferem alta capacidade de difusdo pelas células, sendo
classificado como mensageiro que nao depende de transportadores especificos
(CHEN et al., 2007). Sua produ¢do enddgena é importante na modulagédo do ténus
vascular, controle da pressao arterial, respostas imunolégicas e inibicdo da agregacéo
plaquetaria (PALMER et al., 1987, MONCADA et al., 1991, 1993, REES et al., 1989,
WHITTLE, 1985).

Em 2008, WEBB e colaboradores demonstraram que a agregacao plaquetéaria
de voluntarios saudaveis foi inibida apos a ingestédo de suco de beterraba, que contém
altos niveis de nitrato (NOs’) e, portanto, resulta em aumento na concentragcdo
plasméatica de NO2. Este resultado foi confirmado por VELMURUGAN e
colaboradores (2013) que demonstraram que a ingestdo de NO3/NO2 inibe a
agregacdo plaguetaria e que este efeito esta relacionado com a via NO-GCs em
individuos do sexo masculino, mas ndo em mulheres. Recentemente, GOSH e
colaboradores (2013) demonstraram que o NO3 presente no suco de beterraba
aumenta os niveis plasmaticos de NO2 e reduz a pressao arterial em pacientes
hipertensos. O NO2z" e NOgz’, obtidos pela dieta também podem levar a vasodilatacéo
pulmonar, sendo que este efeito depende da reducédo do NO2 a NO, via NOS e xantina
oxirredutase (BALIGA et al., 2012).

Embora existam diversos alvos para o NO, como canais para K* (BOLOTINA
et al.,, 1994), ribonucleotideos redutases e a enzima cicloxigenase (COX), seu
principal alvo intracelular € a enzima GCs, que por sua vez leva a producdo de GMPc
a partir do substrato GTP (ARNOLD et al., 1977, IGNARRO, 1991). O GMPc pode ser
rapidamente metabolizado pela acdo das PDE (KRUUSE et al., 2001) ou ativar uma
proteina quinase dependente de GMPc (PKG) (RAPOPORT et al., 1983) que induz a
fosforilacdo de varias proteinas, levando a reducdo da concentracdo citoplasmatica
de calcio ([Caz*]c) e desencadeando relaxamento vascular (IGNARRO, 1991).

Em condicdes fisiolégicas, o NO possui curto tempo de meia vida
(aproximadamente 5 seg) e € muito instavel, podendo reagir rapidamente com outros
radicais livres, como o anion Oz e com metais de transicdo como o atomo de ferro de
vérias proteinas (MCINTYRE et al., 1999). O desenvolvimento de novas moléculas que

liberam NO pode ser uma valiosa ferramenta farmacolégica para a compreensao do
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seu mecanismo de acao e ainda pode representar uma nova classe de agentes
terapéuticos (FORD; WECKSLER, 2005, YAMAMOTO; BING, 2000).

Os nitrocomplexos de ruténio tém sido bastante estudados como agentes
doadores de NO. Sao atraentes como agentes terapéuticos, pois apresentam baixa
citotoxicidade (FRICKER et al., 1997, DeLEO; FORD, 2000), que pode ser decorrente
da semelhanca entre ruténio e ferro. Esta nova classe de farmacos apresenta
estabilidade térmica e estabilidade em pH fisiol6gico (OLIVEIRA et al., 2004).

Nos ultimos anos, varios complexos de ruténio, que apresentam diferentes
caracteristicas quimicas e bioldgicas, foram sintetizados e estudados por nosso grupo
de pesquisa (BONAVENTURA et al., 2004, LUNARDI et al., 2009, DE LIMA et al.,
2006). O [Ru(terpy)(bdq)NO*]** (TERPY) é um vasodilatador atéxico, menos potente
que o nitroprussiato de sodio (NPS) (BONAVENTURA et al., 2007). O trans-
RuCl([15]aneN4)NO]?* (15-ANE) libera NO no meio extracelular e induz relaxamento
vascular na presenca de agente redutor via ativacao de canais para K* em aortas de
ratos normotensos. (BONAVENTURA et al, 2004 e 2005). Os compostos cis-
[Ru(C)(bpy)2(NO)]>** e trans-[RuCl(cyclam)(NO)]** induzem vasodilatagdo por
fotoinducédo (LUNARDI et al., 2007, OLIVEIRA et al., 2004).

O complexo cis-[Ru(bpy)2(py)NO2(PFs)] (RuBPY) (Figura 1) difere dos demais
por conter em sua molécula o NO2 que pode ser convertido a NO (PEREIRA et al.,
2011a), o que poderia caracterizad-lo como doador de NOz. Assim sendo, avaliar se o

composto libera NO ou NOz2 seria importante para sua caracterizacao.
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Figura 29: Estrutura plana do composto cis-[Ru(bpy):(py)NO:](PFes) ou RuBPY. Pereira,
AC. “Mecanismos celulares envolvidos no relaxamento da aorta de ratos induzidos pelo
composto doador de 6xido nitrico cis-[Ru(bpy)2(py)(NO2)](PFs) (RuBPY)”, Tese de Doutorado,
p. 23, 2011.
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O nosso grupo de pesquisa demonstrou que o RuBPY aumenta a liberagéo de
NO em células do musculo liso vascular de aorta de ratos (A7R5) e que a adicdo de
ODQ inibe esta liberacdo de NO. Estes resultados demonstraram que a conversao de
NO2 a NO pode ocorrer via uma enzima que é inibida pelo ODQ (PEREIRA et al.
2013). Entretanto, o0 ODQ néo é capaz de abolir toda a resposta vasodilatadora do
RuBPY, indicando que outra via de sinalizacédo possa estar envolvida no relaxamento
induzido pelo novo complexo.

O ruténio € uma molécula que pode ser combinada com muitas outras e
apresenta diferentes atividades (STAURENGO-FERRARI et al., 2013). Estudos
demonstram que o vermelho de ruténio, um complexo de ruténio, pode bloguear
canais para calcio do tipo receptor de rianodina (JIANJIE, 1993) canais para calcio e
sédio (MALECOT et al., 1998), canais TRPA (NAGATA et al.,, 2005) e receptores
vaniléides (TRPV1) (DRAY et al., 1990, AHLUWALIA; VALLANCE, 1996, SCOTLAND
et al., 2004, PIERRE et al., 2009). Por outro lado, STAURENGO-FERRARI et al.
(2013) demonstraram que um complexo de ruténio doador de NO bloqueia canais
TRPV1 e consequentemente induz analgesia.

Como foi demonstrado por TOTH e colaboradores (2014), os canais TRPV1
sao vastamente expressos nos vasos de ratos, incluindo a aorta. Este conjunto de
informacBes sugere que a resposta vasodilatadora residual do RuBPY que néo é
abolida pelo ODQ pode ser decorrente da perda de contracdo causada pelo bloqueio
de canais TRPV1.

Alguns dos mecanismos envolvidos na vasodilatacéo induzida pelo RuBPY tem
sido estudados. Foi demonstrado que o complexo RuBPY, possui baixa toxicidade, é
capaz de induzir vasodilatacdo em aorta de ratos e reduzir a pressao arterial de
animais hipertensos (PEREIRA et al., 2011a, 2013). Portanto, este composto parece
ser promissor para o tratamento da hipertensdo arterial e de outras doencas
cardiovasculares. Porém, é importante estudar se este composto, assim como 0sS
nitratos organicos, é capaz de induzir tolerancia, fendmeno este que limitaria seu uso
continuado na clinica. Precisavamos também determinar se o RuBPY poderia inibir a
agregacdo plaquetaria assim como os demais doadores de NO, se sua acgao
vasodilatadora € decorrente de liberacdo de NO ou de NOz e, para melhor
compreensao de seu mecanismo de agao, se os canais TRPV1 participam da resposta

farmacoldgica induzida pelo RuBPY.
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Com base nos relatos obtidos na literatura e com informacdes obtidas
anteriormente em nosso laboratdrio de pesquisa, a hipétese do nosso trabalho é a de
que o RuBPY é um doador de NO2 que n&o induz tolerancia; é capaz de inibir a
agregacao plaquetéaria e que os canais TRPV1 participam da resposta induzida pelo
RuBPY.
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6. Conclusao

O novo complexo de ruténio cis-[Ru(bpy)2(py)NO2](PFs)(RuBPY) é doador de
NO, que ndo ativa receptores TRPV1 para induzir relaxamento. E um vasodilatador
mais potente que o NaNO2, capaz de inibir a agregacao plaquetaria quando utilizado
em altas concentracdes. Em aortas de ratos, com ou sem endotélio, ndo desencadeia
tolerancia cruzada a NTG. Porém, em aortas sem endotélio desencadeia o processo
de auto tolerancia apés os tempos de exposicédo de 5 min e 10 min e em aortas com
endotélio, pré-expostas por 45 min ao RuBPY.
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