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Os nitrocomplexos de rutênio são estudados como agentes doadores de óxido nítrico 
(NO). Estes são atraentes como potenciais agentes terapêuticos porque apresentam 
baixa citotoxicidade, que pode ser decorrente da semelhança entre rutênio e ferro. 
Vários compostos de rutênio foram sintetizados em nosso laboratório, mas o complexo 
cis-[Ru(bpy)2(py)NO2] (PF6), (RuBPY) parece ser o mais promissor. Muitos doadores 
de NO tem como principal limitação clínica o desenvolvimento de tolerância, 
caracterizada pela perda rápida de seus efeitos anti-isquêmicos e hemodinâmicos. Os 
mecanismos e causas que levam à tolerância ainda são pouco conhecidos. Porém, 
acredita-se que a tolerância seja um processo multifatorial que envolva aumento da 
produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), diminuição da atividade da enzima 
guanilil ciclase solúvel (GCs) e aumento da expressão e atividade das enzimas 
fosfodiesterases. O presente trabalho teve por objetivos avaliar se os compostos 
RuBPY e NaNO2, em diferentes concentrações e tempos de incubação, 
desencadeiam auto tolerância e tolerância cruzada à nitroglicerina (NTG). Além disso, 
avaliar se os receptores TRPV1 participam do relaxamento induzido pelo RuBPY, se 
o RuBPY libera NO ou nitrito e se é capaz de inibir a agregação plaquetária. O RuBPY 
e o NaNO2 são capazes de promover relaxamento total, de maneira dependente de 
concentração, em aortas com e sem endotélio, contraídas 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 tolerância 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-
exposição por 30 min ou 45 min ao RuBPY potencializa o seu efeito vasodilatador em 
aortas sem endotélio e com endotélio, respectivamente. A potencialização da resposta 
relaxante independe da ativação da GCs, mas pode estar relacionada ao aumento da 
liberação de NO em células do músculo liso vascular e aumento na fosforilação do 
resíduo de Thr495 da eNOS. O NaNO2 também induz o processo de auto tolerância 
em aortas sem endotélio, pela pré-exposição ao NaNO2 por 5 min ou 30 min. Não há 
indução de tolerância cruzada entre nitroglicerina e RuBPY. Neste trabalho 
demonstramos também que o novo complexo de rutênio RuBPY é um gerador de NO, 
e não de nitrito, capaz de inibir a agregação plaquetária. Os receptores TRPV1 não 
participam do relaxamento desencadeado pelo RuBPY. Um achado importante deste 
trabalho foi o efeito potencializador da vasodilatação induzida pelo RuBPY promovida 
pela sua pré-exposição. Este efeito poderia ser benéfico, considerando um potencial 
uso terapêutico deste composto gerador de NO 
 
Palavras-chave: Tolerância, tolerância cruzada, auto tolerância, vasodilatação, 
doador de NO, RuBPY, potencialização do efeito vasodilatador. 
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1. Introdução 

 

 

A maior limitação clínica para o uso de nitratos orgânicos é o desenvolvimento 

de auto tolerância após seu uso continuado. Tolerância aos nitratos é definida como 

a perda de seus efeitos hemodinâmicos, anti-isquêmicos e/ou a necessidade de doses 

mais elevadas para manter os mesmos efeitos após seu uso prolongado. Este 

processo é consequência de diversos fenômenos, tanto vasculares como extra 

vasculares e pode ter implicações clínicas importantes (MÜNZEL; GORI, 2013, 

WARNHOLTZ et al., 2002). 

Evidências demonstram que, embora o uso de nitratos orgânicos para 

vasodilatação a curto prazo seja comum e bastante eficaz, as doses clinicamente 

relevantes prejudicam a liberação de óxido nítrico (NO) derivado do endotélio 

(MÜNZEL et al., 2011). 

O uso continuo de nitratos orgânicos pode desencadear outro processo, 

denominado tolerância cruzada, em que a resposta vasodilatadora para outros 

nitrovasodilatadores ou agentes que induzem relaxamento de forma dependente ou 

independente de endotélio também está comprometida (ABRAMS, 1998, MÜNZEL et 

al., 1995). Este processo é comum, por exemplo, após o uso crônico de nitroglicerina 

(NTG) e a falha na resposta a outros vasodilatadores pode ser decorrente de 

alterações na atividade da enzima guanilil ciclase solúvel (GCs) (MOLINA et al., 1987, 

AXELSSON; ANDERSSON, 1983). 

Acredita-se que estes processos, embora muito estudados não estejam 

totalmente elucidados por serem multifatoriais (CHEN et al., 2002, GORI; PARKER, 

2002a, IGNARRO, 2002, MÜNZEL et al., 2000, PARKER; GORI, 2001). 

Dentre as alterações extra vasculares que podem estar relacionadas ao 

processo de tolerância, podem ser incluídos: contra-regulação neuro-hormonal das 

forças vasoconstritoras (como a ativação do eixo renina-angiotensina-aldosterona), 

expansão do volume intravascular, redução de biotransformação (da NTG a NO, por 

exemplo) e aumento da sensibilidade a vasoconstritores (MÜNZEL et al., 1995). 

Os fenômenos vasculares que estão associados ao desenvolvimento da 

tolerância são: aumento na biodisponibilidade do ânion superóxido (O2
-) e de outras 

espécies reativas de oxigênio (ERO), com consequente redução da disponibilidade de 

NO (GORI et al., 2001, KAESEMEYER et al., 2000, LANDMESSER et al., 2003, 
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MÜNZEL et al., 1995), diminuição da atividade da enzima GCs (MULSCH et al., 1988) 

e aumento da expressão e atividade das enzimas responsáveis pela degradação de 

guanosina monofosfato cíclica (GMPc) e fosfodiesterases (PDE) (KIM et al., 2001). 

A tolerância aos nitratos orgânicos, especialmente à NTG, pode ser devida ao 

aumento na produção de radicais livres no tecido vascular (MÜNZEL et al., 1995). De 

acordo com ESPLUGUES e colaboradores (2006), o tratamento prolongado com NTG 

leva ao aumento da síntese de ERO pela mitocôndria, o que pode levar ao 

desenvolvimento e manutenção da tolerância. Além da cadeia respiratória 

mitocondrial, as enzimas NO sintases (NOS) e oxidases de membrana também são 

fontes de ERO (GORI; PARKER, 2002a e 2002b). 

De acordo com SZÖCS e colaboradores (2007), durante o uso crônico de NTG 

há redução na expressão da enzima NADPH oxidase (Nox), porém sua atividade é 

aumentada. Assim sendo, este processo desencadeia aumento significativo na 

concentração de O2
- e consequentemente, aumento do consumo de NO. Estes 

pesquisadores relatam também que a enzima aldeído desidrogenase mitocondrial 

(ALDH2), responsável pela conversão de NTG a NO está reduzida, também em 

decorrência do aumento de O2
-. 

Embora algumas ERO favoreçam o processo de tolerância, o acúmulo de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) nos vasos sanguíneos atenua o desenvolvimento da 

tolerância aos nitratos. Em aorta de ratos, a presença de agentes que decompõem o 

H2O2 intensificam o processo de tolerância. Porém, na presença de tempol (mimético 

da SOD), este processo é minimizado (GHATTA et al., 2007). 

Outros nitratos orgânicos também são utilizados terapeuticamente, como o 

dinitrato de isossorbida (ISDN), o mononitrato de isossorbida (ISMN) e o tetranitrato 

de pentaeritritil (PETN). Vários autores demonstraram que a exposição crônica ao 

ISDN e ISMN, induz tolerância e que este fenômeno está associado ao aumento de 

ERO, disfunção endotelial e ativação simpática (GORI; PARKER, 2002a, 2002b, 

SEKIYA et al., 2005).  

Em contrapartida, o uso do nitrato orgânico PETN é exceção, pois não 

desencadeia o processo de tolerância tanto em coelhos (MÜLLENHEIM et al., 2001) 

como em humanos (GORI et al., 2003, JURT et al., 2001). Acredita-se que o PETN 

não seja capaz de induzir o fenômeno de tolerância por possuir atividade antioxidante 

(GORI et al., 2003, JURT et al., 2001), reforçando o conceito de que o processo de 

tolerância envolve aumento de algumas ERO. O processo de tolerância é associado 
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apenas a nitratos orgânicos e pouco se sabe sobre a ocorrência deste fenômeno a 

doadores nitritos. 

Vários autores destacam o uso do nitrito no tratamento e prevenção de doenças 

cardiovasculares, como hipertensão arterial (LUNDBERG; WEITZBERG, 2008), como 

broncodilatador (HUNTER et al., 2004), relaxante intestinal e em alguns casos, como 

antídoto para intoxicação por cianeto (CHEN; ROSE, 1952).Recentemente, foi 

demonstrado que o nitrito de sódio pode reduzir a produção de metaloproteinases 

(MMP-9) em células endoteliais, assim como a atorvastatina (MESCHIARI et al., 

2016). A ação vasodilatadora do nitrito foi descrita em 1880 por REICHERT e 

MITCHELL e mais tarde por FURCHGOTT e BHADRAKOM (1953) que usaram nitrito 

de sódio acidificado para relaxar tiras de aorta de coelhos, contraídas com adrenalina.  

O nitrito (NO2
-) é um íon estável obtido pela oxidação do NO endógeno 

(IGNARRO et al., 1993), por fontes nutricionais (MEAH et al., 1994) ou pelo nitrato 

presente nos alimentos, que é convertido a NO2
- por bactérias salivares 

(SPIEGELHALDER et al., 1976). Sabe-se que aproximadamente 25% do nitrato 

ingerido pela alimentação, passa pela circulação entero-salivar, onde é reduzido a 

NO2
- por bactérias anaeróbias facultativas presentes na superfície dorsal da língua. O 

NO2
- é então convertido a NO no ambiente ácido do estômago (BENJAMIN et al., 

1994, LUNDBERG; GOVONI et al., 2004, WEBB et al., 2008). 

Por muitos anos, o NO2
- foi considerado um metabólito inerte da via do NO 

(BRYAN, 2006). Porém, estudos sugerem que o NO2
- presente em abundância 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 

endógeno da atividade das NOS (KLEINBONGARD et al., 2003, LAUER et al., 2001).  

O NO2
- pode ser reduzido a NO, que se difunde para o músculo liso e pode 

dilatar regiões com débito de oxigênio na circulação humana (COSBY et al., 2003). O 

NO2
- é rapidamente convertido a NO e complexos ferro-nitrosil, N-nitrosil e S-nitrosil 

em condições fisiológicas, além de atuar como regulador da expressão proteica 

levando ao acúmulo de GMPc em alguns tecidos, inibição da atividade da enzima 

P450 e alteração da expressão da heat-shock-protein 70 e heme-oxigenases (BRYAN 

et al., 2006). 

Em condições fisiológicas e fiosiopatológicas, o NO2
- pode ser convertido a NO 

pela reação com hemoglobina, mioglobina, xantina oxi-redutase, enzimas contendo 

grupos heme ou tiol e por redução ácida (GLADWIN et al., 2005). A potência dos 
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nitrovasodilatadores em induzir relaxamento vascular está relacionada à sua 

capacidade de liberar NO (FEELISH; NOACK, 1987).  

O NO é uma das menores e mais simples moléculas biológicas, com 

características que lhe conferem alta capacidade de difusão pelas células, sendo 

classificado como mensageiro que não depende de transportadores específicos 

(CHEN et al., 2007). Sua produção endógena é importante na modulação do tônus 

vascular, controle da pressão arterial, respostas imunológicas e inibição da agregação 

plaquetária (PALMER et al., 1987, MONCADA et al., 1991, 1993, REES et al., 1989, 

WHITTLE, 1985).  

Em 2008, WEBB e colaboradores demonstraram que a agregação plaquetária 

de voluntários saudáveis foi inibida após a ingestão de suco de beterraba, que contém 

altos níveis de nitrato (NO3
-) e, portanto, resulta em aumento na concentração 

plasmática de NO2
-. Este resultado foi confirmado por VELMURUGAN e 

colaboradores (2013) que demonstraram que a ingestão de NO3
-/NO2

- inibe a 

agregação plaquetária e que este efeito está relacionado com a via NO-GCs em 

indivíduos do sexo masculino, mas não em mulheres. Recentemente, GOSH e 

colaboradores (2013) demonstraram que o NO3
- presente no suco de beterraba 

aumenta os níveis plasmáticos de NO2
- e reduz a pressão arterial em pacientes 

hipertensos. O NO2
- e NO3

-, obtidos pela dieta também podem levar à vasodilatação 

pulmonar, sendo que este efeito depende da redução 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), ribonucleotídeos redutases e a enzima cicloxigenase (COX), seu 

principal alvo intracelular é a enzima GCs, que por sua vez leva a produção de GMPc 

a partir do substrato GTP (ARNOLD et al., 1977, IGNARRO, 1991). O GMPc pode ser 

rapidamente metabolizado pela ação das PDE (KRUUSE et al., 2001) ou ativar uma 

proteína quinase dependente de GMPc (PKG) (RAPOPORT et al., 1983) que induz a 

fosforilação de várias proteínas, levando à redução da concentração citoplasmática 

de cálcio ([Ca2
+]c) e desencadeando relaxamento vascular (IGNARRO, 1991).  

Em condições fisiológicas, o NO possui curto tempo de meia vida 

(aproximadamente 5 seg) e é muito instável, podendo reagir rapidamente com outros 

radicais livres, como o ânion O2
- e com metais de transição como o átomo de ferro de 

várias proteínas (McINTYRE et al., 1999). O desenvolvimento de novas moléculas que 

liberam NO pode ser uma valiosa ferramenta farmacológica para a compreensão do 
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seu mecanismo de ação e ainda pode representar uma nova classe de agentes 

terapêuticos (FORD; WECKSLER, 2005, YAMAMOTO; BING, 2000). 

Os nitrocomplexos de rutênio têm sido bastante estudados como agentes 

doadores de NO. São atraentes como agentes terapêuticos, pois apresentam baixa 

citotoxicidade (FRICKER et al., 1997, DeLEO; FORD, 2000), que pode ser decorrente 

da semelhança entre rutênio e ferro. Esta nova classe de fármacos apresenta 

estabilidade térmica e estabilidade em pH fisiológico (OLIVEIRA et al., 2004). 

Nos últimos anos, vários complexos de rutênio, que apresentam diferentes 

características químicas e biológicas, 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+]3+ (TERPY) é um vasodilatador atóxico, menos potente 

que o nitroprussiato de sódio (NPS) (BONAVENTURA et al., 2007). O trans-

RuCl([15]aneN4)NO]2+ (15-ANE) libera NO no meio extracelular e induz relaxamento 

vascular na presença de agente redutor via ativação de canais para K+ em aortas de 

ratos normotensos. (BONAVENTURA et al, 2004 e 2005). Os compostos cis-

[Ru(Cl)(bpy)2(NO)]2+ e trans-[RuCl(cyclam)(NO)]3+ induzem vasodilatação por 

fotoindução (LUNARDI et al., 2007, OLIVEIRA et al., 2004).  

O complexo cis-[Ru(bpy)2(py)NO2(PF6)] (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 caracterizá-lo como doador de NO2
-. Assim sendo, avaliar se o 

composto libera NO ou NO2
- seria importante para sua caracterização. 

 

 

Figura 29: Estrutura plana do composto cis-[Ru(bpy)2(py)NO2](PF6) ou RuBPY. Pereira, 
AC. “Mecanismos celulares envolvidos no relaxamento da aorta de ratos induzidos pelo 
composto doador de óxido nítrico cis-[Ru(bpy)2(py)(NO2)](PF6) (RuBPY)”, Tese de Doutorado, 
p. 23, 2011. 
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O nosso grupo de pesquisa demonstrou que o RuBPY aumenta a liberação de 

NO em células do músculo liso vascular de aorta de ratos (A7R5) e que a adição de 

ODQ inibe esta liberação de NO. Estes resultados demonstraram que a conversão de 

NO2
- a NO pode ocorrer via uma enzima que é inibida pelo ODQ (PEREIRA et al. 

2013). Entretanto, o ODQ não é capaz de abolir toda a resposta vasodilatadora do 

RuBPY, indicando que outra via de sinalização possa estar envolvida no relaxamento 

induzido pelo novo complexo. 

O rutênio é uma molécula que pode ser combinada com muitas outras e 

apresenta diferentes atividades (STAURENGO-FERRARI et al., 2013). Estudos 

demonstram que o vermelho de rutênio, um complexo de rutênio, pode bloquear 

canais para cálcio do tipo receptor de rianodina (JIANJIE, 1993) canais para cálcio e 

sódio (MALECOT et al., 1998), canais TRPA (NAGATA et al., 2005) e receptores 

vanilóides (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 rutênio doador de NO bloqueia canais 

TRPV1 e consequentemente induz analgesia.  

Como foi demonstrado por TOTH e colaboradores (2014), os canais TRPV1 

são vastamente expressos nos vasos de ratos, incluindo a aorta. Este conjunto de 

informações sugere que a resposta vasodilatadora residual do RuBPY que não é 

abolida pelo ODQ pode ser decorrente da perda de contração causada pelo bloqueio 

de canais TRPV1. 

Alguns dos mecanismos envolvidos na vasodilatação induzida pelo RuBPY tem 

sido estudados. Foi demonstrado que o complexo RuBPY, possui baixa toxicidade, é 

capaz de induzir vasodilatação em aorta de ratos e reduzir a pressão arterial de 

animais hipertensos (PEREIRA et al., 2011a, 2013). Portanto, este composto parece 

ser promissor para o tratamento da hipertensão arterial e de outras doenças 

cardiovasculares. Porém, é importante estudar se este composto, assim como os 

nitratos orgânicos, é capaz de induzir tolerância, fenômeno este que limitaria seu uso 

continuado na clínica. Precisávamos também determinar se o RuBPY poderia inibir a 

agregação plaquetária assim como os demais doadores de NO, se sua ação 

vasodilatadora é decorrente de liberação de NO ou de NO2
- e, para melhor 

compreensão de seu mecanismo de ação, se os canais TRPV1 participam da resposta 

farmacológica induzida pelo RuBPY. 
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Com base nos relatos obtidos na literatura e com informações obtidas 

anteriormente em nosso laboratório de pesquisa, a hipótese do nosso trabalho é a de 

que o RuBPY é um doador de NO2
- que não induz tolerância; é capaz de inibir a 

agregação plaquetária e que os canais TRPV1 participam da resposta induzida pelo 

RuBPY. 
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6. Conclusão 

 

 

O novo complexo de rutênio cis-[Ru(bpy)2(py)NO2](PF6)(RuBPY) é doador de 

NO, que não ativa receptores TRPV1 para induzir relaxamento. É um vasodilatador 

mais potente que o NaNO2, capaz de inibir a agregação plaquetária quando utilizado 

em altas concentrações. Em aortas de ratos, com ou sem endotélio, não desencadeia 

tolerância cruzada à NTG. Porém, em aortas sem endotélio desencadeia o processo 

de auto tolerância após os tempos de exposição de 5 min e 10 min e em aortas com 

endotélio, pré-expostas por 45 min ao RuBPY. 
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