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RESUMO

EFEITOS RENAIS DOS METALOFARMACOS FOR011B E FOR811B EM
MODELOS DE RIM ISOLADO DE RATO E ISQUEMIA/REPERFUSAO (I/R)
CELULAR

O sistema renal através de multiplas acbGes exerce homeostasia do corpo. Diversas
complicagdes causam danos e danificam a estrutura e, também, diminuem a atividade
funcional dos rins, desencadeando um estado clinico denominado Lesdo Renal Aguda
(LRA). Compostos contendo ions metalicos sdo utilizados com grande relevancia no
tratamentos de diferentes doencas. Nos Ultimos anos, a quimica dos complexos de metal
nitrosilos, tornou-se significativo devido ao papel importante envolvendo metal de
transicdo nos processos bioldgicos de NO. O presente trabalho tem como objetivo
estudar os efeitos renais dos metalofarmacos FOR011B e FOR811B em modelos de rim
isolado de rato e Isquemia/Reperfusédo (I/R) celular. Os experimentos para avaliagdo dos
efeitos hemodinadmicos renais foram realizados com rim isolado de ratos Wistar e,
realizou-se dosagens bioguimicas das amostras coletadas e quantificacdo de GMPc por
ELISA. Realizou-se também modelo in vitro de I/R em linhagens de células tubulares
renais LLC-MK2 e ensaio de respiracdo celular por citometria de fluxo através da
analise do potencial transmembranico mitocondrial com corante Rodamina 123. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de animais CEUA/UFC sob o nimero
de protocolo 102/2016. Em perfusdo de rim isolado o composto FORO011B causou
aumento da pressdo de perfusdo e resisténcia vascular renal. O FOR011B e FOR811B
aumentaram o fluxo urinario, clearence osmolar e reduziram TFG. Também
ocasionaram diminuicdo dos transportes totais e proximais de sddio, potassio e cloreto.
Somente 0 FOR011B aumentou os niveis de GMPc urinario dos rins perfundidos. Em
linhagem de células LLC-MK2, apenas o FOR811B demonstrou potencial efeito
protetor da disfuncéo respiratéria causada pela lesdo por I/R e, também, causou aumento
da concentracdo nitrito/nitrato (NOx) em tecido renal. Em suma, faz-se necessario
futuros experimentos para investigar o mecanismo pelo qual o FOR811B tem a

capacidade de doar oxido nitrico de maneira controlada e em niveis subtoxicos.

PALAVRAS-CHAVE: Oxido nitrico (NO). Isquemia/Reperfusio  (I/R).
Metalofarmacos.



ABSTRACT

THE RENAL EFFECTS OF FOR011B AND FOR811B
METALLOPHARMACEUTICALS IN ISOLATED RAT KIDNEY AND
CELLULAR ISCHEMIA / REPERFUSION (I / R) MODELS

The renal system through multiple actions exerts homeostasis of the body. Several
complications cause damage and damage the structure and also decrease the functional
activity of the kidneys, triggering a clinical condition called Acute Renal Injury (AKI).
Compounds containing metal ions are used with great relevance in the treatment of
different diseases. In the last years, the chemistry of nitrosyl metal complexes has
become significant due to the important role involving transition metal in the biological
processes of NO. This paper aims to study the renal effects of FOR011B and FOR811B
metallopharmaceuticals in isolated rat kidney and cellular Ischemia / Reperfusion (I / R)
models. The experiments to evaluate renal hemodynamic effects were performed with
kidney isolated from Wistar rats and biochemical measurements of the collected
samples were performed and quantification of cGMP by ELISA. I/R model in vitro
were performed in LLC-MK2 renal tubule cells line and cell respiration assay by flow
cytometry through the analysis of mitochondrial transmembrane potential with
Rhodamine 123 dye. The project was approved by the Ethics Committee on Use of
Animals (CEUA)/UFC under protocol number 102/2016. In compound kidney infusion
compound FOR011B caused increased perfusion pressure and renal vascular resistance.
The FORO011B and FOR811B increased urinary flow and decreased osmolar clearence
and TFG. They also caused a decrease in the total and proximal transport of sodium,
potassium and chloride. Only FOR011B increased levels of urinary GMPc of perfused
kidneys. In LLC-MK2 cells line, only FOR 811 A demonstrated potential protective
effect of respiratory dysfunction caused by I/R injury and, also caused increased nitrite /
nitrate (NOx) concentration in renal tissue. In short, future experiments are needed to
investigate the mechanism by which the FOR811B has the capacity of donate nitric

oxide in a controlled manner and at subtoxic levels.

KEY WORDS: nitric oxide (NO). ischemia reperfusion. metallopharmaceuticals.
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1 INTRODUCAO

1.1 Funcéo Renal e Doencgas Renais

O sistema renal através de mdultiplas acdes exerce homeostasia do corpo. O
orgdo responsavel pela formacdo e eliminacdo de urina é o rim, através do qual pelo
mecanismo de excrecdo, 0s compostos indesejados ou metabolitos sdo eliminados, uma
vez que foram resultantes do metabolismo. O controle do volume da composigéo dos
liquidos corporais é outra fun¢do de extrema importancia do rim. O mesmo é realizado
através da filtracdo plasmatica e eliminacdo de produtos do filtrado em quantidades
variaveis, pelo fato de ndo serem mais necessarios ao corpo. Tais produtos incluem
creatinina (da creatina muscular), ureia (do metabolismo dos aminoécidos), &cido Urico
(dos acidos nucléicos), produtos finais do metabolismo da hemoglobina (bilirrubina) e
metabolitos de varios hormdnios sendo que, com a mesma velocidade em que sdo
produzidos devem ser eliminados do organismo. Os rins também sdo responsaveis pela
eliminacdo da maioria das toxinas e de outras substancias estranhas. E, através desta
funco regulatdria, os rins conseguem manter o ambiente das células estavel o suficiente
para realizacdo de suas func¢des (COVIELLO, 2007; GUYTON, 2006).

Outras fungdes exercidas pelos rins séo, dentre elas, regulacao do equilibrio
de agua e eletrolitos; regulacdo da pressdo arterial; regulacdo da osmolalidade dos
liquidos corporais e da concentracdo de eletrdlitos; secrecdo, metabolismo e excre¢do de
hormdnios; regulacdo do equilibrio acido-base e gliconeogénese (GUYTON, 2006).
Percebe-se, através das diversas funcbes exercidas pelos rins, que o mesmo é de
fundamental importancia para controle da homeostasia do organismo. Portanto, a
manutencdo funcional e estrutural de suas celulas tem uma relevancia significativa e
garante seu adequado funcionamento.

Das inumeras fungdes renais, a medida da taxa de filtracdo glomerular
(TFG) € aceita como a melhor quantificacdo do funcionamento renal (HOLLENBERG,
2004). A filtracdo glomerular é da ordem de 110 a 120 mL/min e corresponde a fungéo
de filtracdo de cerca de 2.000.000 de nefrons (glomérulos e tubulos renais) em
individuos normais. A filtracdo se reduz em pacientes com insuficiéncia renal, podendo
chegar, em casos avancados, até 5-10 mL/min quando o tratamento dialitico ou

transplante renal se fazem necessarios (COSTANZO, 2004). No organismo, a
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consequéncia bioquimica dessa reducdo de funcdo se traduz pela retencdo de uma
grande quantidade de solutos toxicos geralmente provenientes do metabolismo protéico,
que se elevam progressivamente, e podem ser avaliados indiretamente através das
dosagens da uréia e creatinina plasmaticas (DANTAS, 2010).

As doencas renais, atualmente, assumiram uma importancia global devido
ao crescimento exacerbado no nimero de casos notificados. Essas doengas causam um
aumento considerado na morbi-mortalidade, assim como, uso de terapias de alta
complexidade, aumento nos custos do sistema de saude, tanto privado como publico
(RAJAN et al, 2012).

As alteragOes renais mais significativas séo lesdo renal aguda (LRA) e lesdo
renal cronica (LRC). LRA tem uma evolucdo mais rapida e abrupta, enquanto a LRC
possui uma evolucdo mais lenta, progressiva e irreversivel, das fungdes tubular,
enddcrina e glomerular dos rins e, tem como principal caracteristica a reducdo do
filtrado glomerular em periodo de trés meses ou mais (JHA; PARAMESWARAN,
2013; KO et al., 2017; SANTOS et al., 2015). No Brasil, a prevaléncia e incidéncia da
Doenca Renal Cronica, aumentou de maneira significativa, o que representa um
aumento de 2, 3 vezes em relacdo ao periodo de 2000 a 2012 (PEREIRA et al.,2016).

LRA ¢é mais prevalente em paises em desenvolvimento do que em paises
desenvolvidos. Em todo o mundo, o nimero de casos de LRA estd em cima de 13,3
milhGes/ano, dos quais 11, 3 milhdes estdo presentes em paises de baixa renda e
envolve em mais de 1 milhdo de mortes por ano (PONCE; BALBI, 2016).

Embora nos Gltimos anos tenha havido muitos avancos na clinica médica,
ainda ndo ha terapias adequadas e definidas para o tratamento da LRA, onde prevalece
alta taxas de morbidade e mortalidade, além do aumento no tempo de hospitalizacéo,
causando uma sobrecarga nos custos dos sistemas de saude (KUMAR, 2018).

Diversas complicacfes causam danos e danificam a estrutura e, também,
diminuem a atividade funcional dos rins, desencadeando um estado clinico denominado,
anteriormente, insuficiéncia renal aguda, que passou a ser chamada recentemente em
Lesdo Renal Aguda (LRA), que pode ocorrer na auséncia de um fator desencadeante e
pode ter carater progressivo. Admite-se que com a reducdo inicial de um determinado
numero de néfrons, tornam-se hiperfiltrantes aqueles remanescentes e hipertrofiam,
passam por alteracdes da superficie glomerular e alteracdes da permeabilidade da

membrana glomerular as proteinas (DRAIBE, 2002).
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Essas modificacbes geram producdo de fatores de crescimento pelo rim,
citocinas e hormonios, como IGF (Insulin — like Growth Factor — 1), IL—1e IL -6
(interleucinas 1 e 6), PDGF (Platelet — Derived Growth Factor), TGF —a e B
(Transforming Growth Factor - a ¢ ), TNF - a (Tumoral Necrosis Factor — a), fator
Natriurético Atrial, endotelina, angiotensina Il, entre outros. Tais agentes seriam
responsaveis pelos processos de proliferacdo celular renal, recrutamento e proliferacdo
de células imunitarias, coagulacdo intraglomerular, proliferacdo colagena e fibrose. A
perda progressiva dos néfrons e da filtracdo glomerular sdo determinadas pela
continuidade da presenca de lesbes fibréticas glomerulares e intersticiais (DRAIBE,
2002).

Estudos de Zanatta et al., (2008) falam sobre as endotelinas, que sdo
peptideos vasoconstritores representados pela endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2)
e endotelina-3 (ET-3). A producdo desses peptideos ocorre em Vvarios tecidos, onde
atuam como moduladores do tonus vascular, produgdo hormonal e proliferagéo celular.
Um importante 6rgdo responsavel pela producdo de endotelina-1 é o rim, que por sua
vez, também ¢é alvo da acdo da mesma. As principais células que produzem e sofrem
acdo de ET-1 sdo as células mesangiais, contudo também héa producdo de endotelina-1
pelas células epiteliais tubulares e glomerulares. A mesma é responsavel por efeitos
hemodindmico nos rins, onde aumenta a resisténcia vascular renal devido a
vasoconstricdo das arteriolas aferentes e eferentes e, também, das artérias arqueadas e
interlobulares, consequentemente ha decréscimo do fluxo sanguineo, taxa de filtracdo
glomerular e bloqueio da reabsorcdo de sal e agua. A reducdo da taxa de filtracdo
glomerular, que pode levar a natriurese, estd relacionada a administracdo sisttémica de
ET-1 (ZANATTA et al.,2008).

A sindrome clinica LRA é comumente caracterizada por uma deterioracdo
rapida das funcdes glomerular e tubular, onde relaciona-se com um declinio da taxa de
filtracdo glomerular (TGF), que ocorre geralmente durante horas ou dias, e que resultam
na retencdo de compostos nitrogenados originados dos processos metabolicos
organicos, como ureia e creatinina. Outras demonstracGes laboratoriais e clinicas que
incluem alteragcdo do volume de liquido extracelular e reducéo ou perda dos essenciais
mecanismos reguladores eletroliticos (SINGH et al., 2012), apresentando como causas
frequentes a isquemia e a nefrotoxicidade, além do envelhecimento da populagéo

mundial e aumento da co-morbidades que sdo fatores de risco prevalentes para
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desenvolvimento dessa patologia, tais como: hipertensao, diabetes, doenca renal cronica
e doenca cardiovascular (HSU et al., 2016).

Nessa conjuntura, LRA é uma doenca complexa e frequente em pacientes
internados. Maior tempo no leito hospitalar e terapias de alto custo sdo resultados do
impacto dessa doenca, que causam retardo no processo de recuperacdo e exposicao a
sobrecarga circulatéria, hipercalemia, complicagfes neuroldgicas, acidose metabdlica e
aumento do risco de mortalidade (CHAWLA et al., 2011).

LRA ¢ considerada uma das complicagdes mais importantes em pacientes
hospitalizados, sendo sua incidéncia relacionada as condicdes clinicas dos pacientes,
maior nimero ocorrendo em pacientes na Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) (20-
40%), e em menor quantidade em unidades intermediarias (1-7%). A elevada taxa de
mortalidade em LRA ocorre devido a algumas condi¢bes, particularmente, a nao
identificacdo de fatores de risco, o tardio diagnostico da doenca ou o desconhecimento
dos aspectos associados a mortalidade. Os pacientes internados em UTI que evoluem
para LRA possuem uma incidéncia variavel entre 17% a 35% e desses, 49% a 70%
necessitam de tratamento dialitico (SANTOS, 2013).

Apesar da capacidade da recuperacdo renal em pacientes que sofreram LRA,
ha comprometimento da sobrevida a longo prazo, na qual eleva-se o risco de
desenvolver leséo renal cronica, doenca cardiovascular e morte (COCA et al., 2009).

Segundo LAMEIRE et al., (2013) fatores de risco comuns e importantes
como reducdo da TFG, proteindria e deplecdo de volume sdo caracteristicas a pré-
existéncia de LRA. Outros fatores que podem contribuir para manutengédo do quadro de
LRA sdo cirurgia vascular, hipovolemia, aterosclerose, diuréticos, insuficiéncia cardiaca
congestiva, diabetes mellitus, isquemia/reperfusdo, cirurgia biliar, dentre outros
(SINGH et al., 2012).

A primeira tentativa de criar uma definigdo internacional sobre os achados
clinicos na LRA, foi em 2002, através da classificacdo de LRA segundo critérios
abreviados como RIFLE (Risk, Injury, Failure, Loss, End-Stage) (Tabela 1). A
classificacdo é realizada considerando os trés estagios de severidade (Risk, Injury,
Failure), referindo-se a critérios de determinacdo da gravidade e diagndstico da LRA,
considerando-se aumento da creatinina sérica e producédo de urina, bem como nos dois
estagios finais (Loss, End- Stage), relacionando-se critérios de evolugdo clinica do
paciente e sdo determinados pelo prolongamento da perda da funcdo renal (KELLUM,
2011).
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Trés graus de severidade da LRA (Risk, Injury, Failure) sdo abordados pelo
critério RIFLE, baseados em alteragdes de creatinina sérica e producdo de urina. Mais
estdgios da patologia tidos como finais (Loss, End-stage) ainda sdo de grande
relevancia. O critério RIFLE foi aprimorado pelo critério AKIN o tornando mais
sensivel e especifico levando em consideracdo, menores mudancas nos valores de
creatinina sérica (> 0,3mg/dl) e 0 volume urindrio em um periodo de 48 horas (KIDGO,
2012; LUO et al., 2014). Além disso, o critério KIDGO leva em consideragdo trés
etapas separadas da LRA
de acordo com as mudancgas na producdo de urina e nos niveis basais de creatinina
sérica (ULGER et al., 2017).

Nas tabelas 1, 2 e 3 seguem os critérios para classificacdo de LRA de
RIFLE, AKIN e KDIGO.

Tabela 1 - Critérios de RIFLE para classificacdo da LRA
Classificagéo RIFLE

Classe Fluxo urinério Creatinina sérica(CrS) ou
RFG
Risk < 0,5 ml/kg/h > 6h CrS x 1,5 ou diminuicéo > 25%

do RFG

Injury < 0,5 ml/kg/h > 12 h CrSx 2 ou diminuicéo > 50%
do RFG
Failure < 0,3 ml/kg/h por 24h ou CrS x 3, ou CrS>4mg/dl com
anuria/12h aumento agudo > 0,5 mg/di
ou diminuicdo do RFG >75%
Loss Perda completa da funcéo renal

> 4 semanas



End-stage kidney desease

Fonte: adaptado de KIDGO (2012).
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Estagio final da doenca renal >
3 meses

Tabela 2 - Critérios de AKIN para classificacdo da LRA

Classificacdo AKIN

Estagio Fluxo urinério
1 < 0,5 ml/kg/h > 6h
2 <0,5ml/kg/h >12h
3 < 0,3 ml/kg/h por 24h ou andria/12h

Fonte: adaptado de KIDGO (2012).

Creatinina sérica (CrS)
Aumento da CrS>
0,3mg/dl ou aumento > 1,5
a 2 x o valor basal

Aumentoda CrS>2a3x
o valor basal

Aumento da CrS > 3x 0
valor basal, ou > 4x com
aumento agudo de ao
menos 0,5mg/dI

Tabela 3 - Critérios segundo KDIGO para classificacdo da LRA

Classificacdo KDIGO

Estagio Fluxo urinério
1 < 0,5 ml/kg/h > 6h
2 <0,5ml/kg/h>12h
3 < 0,3 ml/kg/h por 24h ou

anuria/12h

Fonte: adaptado de THOMAS et al., (2014).

Creatinina sérica

Aumento > 0,3mg/dl com 48h
ou aumentodaCrSx1,5a
1,99 do valor basal em 7 dias

Aumento de CrS x 2,0 ou 2,99
do valor basal em 7 dias

Aumentode CrS>3,0x 0
valor basal em 7 dias,
aumento de 0,3mg/dl em 48h
ou CrS > 1,5 x do valor basal
dentro de 7 dias. Ou ainda,
qualquer requisito para terapia
de substituicdo renal
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Com o objetivo de aumentar sensibilidade e especificidade do diagndstico,
caracterizou-se a LRA como reducdo abrupta da fungédo renal (dentro de 48 horas)
seguido do aumento absoluto de 0,3 mg/dL no nivel de creatinina sérica e pela reducéo
da producdo de urina (MEHTA et al., 2007). Devido a essas iniciativas, foi proposto
substituir o termo Insuficiéncia Renal Aguda por Lesdo Renal Aguda, buscando
enfatizar o estado clinico total do paciente, que incluem a presenga progressiva de
estagios de lesdo tecidual até a perda da funcéo renal e implantacéo da doenca (MEHTA
etal., 2007; KELLUM et al., 2011).

De acordo com 0s mecanismos basicos que levam a disfungdo renal
classifica-se LRA em trés grupos: LRA pré-renal, LRA renal, LRA poés-renal. LRA é
considerada pré-renal nos casos em que ha funcionamento integro do rim, mas ha
reducdo da perfusdo sanguinea que chega até ele. Hipovolemia aguda é responsavel pela
hipoperfusédo renal que ocorre, por exemplo, em casos de desidratacdo por perdas
gastrointestinais ou hemorragia grave (HORKAN et al., 2015).

Necrose tubular aguda (NTA) é a principal caracteristica de uma LRA renal,
apesar de haver outras alteragdes sutis que sdo vistas apenas com ajuda de microscopia
eletronica. Lesbes de cristas mitocondriais, condensacdo de cromatina nuclear e
vacuolizagdo citoplasmatica sdo exemplos de tais alteracBes que possam existir
(MENKE et al., 2014). Fatores intrinsecos (renal) que desencadeiam a LRA
classificam-se de acordo com o principal local afetado (tGbulos, intersticio, vasos ou
glomérulos) que € a segunda modalidade comum de LRA depois da pré-renal (COSTA
et al., 2003; HUMPHREYS et al., 2005).

A interrupcdo do fluxo urinario devido a obstrucdo do trato urinario, como
ocorre em condicdes de célculo renal e hipertrofia prostatica sdo a principais causas de
LRA pés-renal. Nesta patologia, a grande relevancia do diagndéstico é a reversibilidade
da insuficiéncia renal devido ao tratamento correto sendo feito mais precocemente
possivel (HUMPHREYS et al., 2005). Entretanto, se o periodo do processo obstrutivo
for muito longo, pode haver evolugdo para NTA ou haver uma dificil recuperacao
(KIDGO, 2015; KELLUM, 2008).

1.2 Fisiopatologia da disfunc¢éo endotelial

Através de multiplas fungdes, o endotélio vascular que reveste as paredes

internas dos vasos, mantém a homeostasia do microambiente, ha a troca de nutrientes,
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vasodilatacdo e reacOes de defesa do hospedeiro. Apresenta-se como uma Unica camada
de células, responsével por alinhar o limen e manter a estrutura da parede dos vasos
sanguineos (MEHTA; MALIK, 2006).

O endotélio age como uma barreira entre 0os compartimentos intravascular e
extravascular, permitindo interacdo com células e componentes do sangue circulante,
assim como, com as células nas paredes do vasos e isso, se deve ao fato de estarem em
uma posicdo anatdmica. As células endoteliais sdo longas e planas orientadas ao longo
do eixo dos vasos e sdo constituintes predominantes do endotélio desses vasos. Uma
célula endotelial possui 10-15uM de largura, 20-40 uM de comprimento e somente 0.1-
0.5 UM de espessura (CAHIL; REDMOND, 2016; SUN et al., 2016).

Algumas fungdes sdo mediadas pelas células endoteliais, como: manutencéo
da fluidez sanguinea, modulacéo do ténus vascular, regulacao da inflamacéo e resposta
imune e a neovascularizagdo. Um complexo evento fisiopatoldgico estad envolvido no
comprometimento do endotélio que insere tanto o aumento da ativacdo das células
endoteliais como o inicio da disfungdo dessas células (INCALZA et al., 2017).

O dano endotelial € complementar a uma variedade de estimulos, que
resulta na perda da integridade endotelial, disfuncdo da barreira e regulacdes atipicas de
vasodilatacdo e vasoconstriccdo, conduzindo a alteracbes do ambiente vascular.
Ocorrendo essas alteracGes, havera mudancas na hemodinamica vascular, que afeta
perfusdo de oOrgdos, resultando na ocorréncia de eventos cardiovasculares e alta
incidéncia de mortalidade (ZHANG et al., 2017).

A perda da fungdo endotelial é determinada por estresse oxidativo, adeséo
de leucdcitos, resposta inflamatoria, ativacdo plaquetaria e trombose em doencas
cardiovasculares, ocasionando o0 desenvolvimento de aterosclerose, diabetes e
hipertensdo (SUN et al., 2016). Tal disfuncdo estd agregada ao envelhecimento,
sindrome coronéria, a insuficiéncia renal, microalbumindria, hiperglicemia, obesidade,
trombose, inflamagdo, vasculite, sepse, artrite, dentre outras patologias (FELETOU;
VANHOUTTE, 2006).

A microvasculatura renal tem um importante papel na fisiopatologia da
LRA. Para controlar a homeostasia se faz necessario a produgdo de trifosfato de
adenosina (ATP) mitocondrial a partir de O, oxido nitrico (NO) e espécies reativas de
oxigénio (EROs). H& o comprometimento da microcirculagdo quando ocorre uma leséo,
ocasionando um desequilibrio na fonte de NO, O, e EROs, desencadeando hipdxia e

estresse oxidativo. Um processo inflamatorio é gerado pela lesdo ao endotélio
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microvascular, provocando aumento da permeabilidade vascular, comprometimento do
fluxo sanguineo, edema intersticial, resultando em hipdxia e fibrose renal (ZUK;
BONVENTRE, 2016).

A reducdo da capacidade de dilatacdo que, muitas vezes, é relacionada a
diminuicdo da producdo de Oxido nitrico, caracteriza de certa forma, a disfuncéo
endotelial (BASILE; YODER, 2014). Essa diminui¢do de 6xido nitrico pode ocorrer
devido a lesdes que acometem o endotélio que, muitas vezes, sdo ocasionadas por

isquemia e reperfusao.

1.3 Isquemia e reperfuséo

Define-se isquemia como uma reducdo do fluxo arterial ou auséncia do
mesmo que acarreta uma reducdo ou auséncia de oxigénio que é essencial para
manutencdo das funcBes dos tecidos. Além disso, ocorre diminuicdo do aporte de
nutrientes, proteinas, vitaminas e bem como acumulo de metabolitos. Dessa forma,
eventos isquémicos constituem um dos mais relevantes problemas enfrentados pela
medicina, como oclusdo arterial aguda, infarto agudo do miocérdio, insuficiéncia
vascular periférica e no procedimento realizado para transplante de Orgéos
(MAXWELL, 1997; HARRIS et al., 2015).

Quando o fluxo arterial € insuficiente para manter a vida celular a isquemia
pode ser total; e se mantém a viabilidade é considerado parcial. Porém, dependendo da
nobreza do tecido pode evoluir para morte celular, além de ser importante considerar o
tempo de duracdo da isquemia, demanda metabdlica dos tecidos que foram atingidos e
da auséncia de circulacdo colateral compensatdéria (BLANTZ et al., 2007).
Complementarmente, no rim o processo isquémico caracteriza-se pela diminuicdo do
fluxo sanguineo renal, reducdo do coeficiente de ultrafiltracdo renal, decréscimo da
filtracdo glomerular e dano do epitélio tubular (DITONNO et al., 2013).

Células do tabulo proximal envolvem-se em muitas das lesfes isquémicas,
que estdo diretamente relacionados a ativagdo dos principais mecanismos
fisiopatoldgicos que levam a perda da TFG durante a LRA. Os principais alvos de dano
isquémico nas regides do rim sdo o segmento proximal e o ramo ascendente espesso
medular da al¢a de Henle (WALKER e ENDRE, 2008).
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Oxigénio e NADPH diminuem durante a isquemia 0 que promove,
consequentemente, reducdo da producdo de oOxido nitrico. Com a reperfusdo ha um
aumento répido e limitado da producdo de NO, devido a entrada de célcio para as
células, estimulando a acdo da eNOS (6xido nitrico sintase endotelial). O aumento da
disponibilidade de L-arginina proporciona a producdo rapida de NO, porém em pequena
quantidade. Mesmo com aumento da dose de L-arginina, ndo ha efeito significativo para
producdo de NO. Tal fato é explicado devido uma provével saturacdo da eNOS e,
também, pela degradacdo da L-arginina pela acdo da arginase (SHAH et al., 1997; LEE
etal., 2001).

O estabelecimento da LRA estd intimamente relacionado a reperfusdo das
areas isquémicas, podendo gerar um dano maior do que aquele causado pela isquemia
(ABELA et al., 2003). O processo inflamatorio iniciado pela isquemia exacerba-se com
a reperfusdo, gerando um infiltrado no qual predominam leucécitos mononucleados e
onde, também, ha liberacdo de vérias citocinas que causam o estimulo das moléculas de
adesdo (ICAM- moléculas de adesao intracelular) e selectinas, principalmente, que sao
responsaveis pela adesdo de leucocitos ao endotélio vascular, proporcionando um
aumento da inflamacdo (BONVENTRE et al., 2004).

Desse modo, a lesdo por isquemia/reperfuséo (I/R) é definida como todas as
mudancas que ocorrem apos a interrupcdo e re-estabelecimento do fornecimento de
oxigénio aos tecidos e dérgdos. Pelo fato da isquemia iniciar uma lesdo por mecanismo
de supressdo de energia necessaria para manter o gradiente idnico e homeostase celular,
a medida que ocorre a reperfusdo tem-se uma piora dessa lesdo, intensificando as
reacOes inflamatorias (COSTA, 2013).

Nessa conjuntura, substancias que possuem acdes vasodilatadoras,
promovem na fase inicial, uma melhora no fluxo sanguineo e na oxigenacdo renal e,
consequentemente, ha preservacdo da funcdo renal ou a atenuacdo dos efeitos danosos
(HOOSGOOD et al., 2014).

1.4 Oxido nitrico

O 6xido nitrico (NO) constitui um mediador ubiquo que apresenta inimeras
fungdes, além de ser uma molécula sinalizadora chave nos sistemas nervoso e
cardiovascular. Essa molécula se forma através de uma reagdo que € catalisada por uma

enzima, reacdo essa entre o oxigénio molecular e a L-arginina. Furchgott & Zawadzki
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descobriram uma funcéo fisiologica do NO no sistema vascular, demonstrando que o
oOxido nitrico era responsével pelo fator de relaxamento (RANG et al., 2016).

O NO ¢é responsavel pela ativacdo endogena da guanilil ciclase sollvel,
onde ha formacdo de GMP ciclico (GMPc) o qual constitui um segundo mensageiro de
grande relevancia em muitas células. O NO possui uma caracteristica em particular de
ter alta afinidade pelo heme e outros grupos ferro-enxofre. Essa propriedade é de grande
importancia para ativacao da guanilil ciclase (RANG et al., 2016).

Para controle da biossintese do NO existem as enzimas 0xido nitrico sintase
(NOS). As trés isoformas conhecidas sdo: (iINOS ou NOS-II uma forma induzivel) e
duas formas constitutivas (eNOS ou NOS-111; nNOS ou NOS 1) que estéo presentes no
endotélio em condicgdes fisioldgicas. A eNOS faz-se presente em midcitos cardiacos,
células mesangiais, epitélio respiratdrio e osteoblastos, ndo restringindo-se somente ao
endotélio. Pequenas quantidades de NO sdo produzidas pelas enzimas constitutivas,
enquanto ha uma alta producdo pela iINOS devido a sua alta atividade, além de ser muito
abundante em estados ndo patoldgicos associados a liberacdo de citocina. A atividade da
iNOS é independente da concentragdo de célcio intracelular ([Ca*]i), em contraste com
as isoformas constitutivas. Assim a iNOS encontra-se completamente ativada mesmo
com baixos niveis de [Ca®]i presentes em repouso (RANG et al., 2016).

A inducdo da forma induzivel pode ser inibida por glicocorticoides e por
varias citocinas, onde inclui fator de transformagéo de crescimento-f. Mesmo em baixas
concentracdes de anion superoxido, ha reacdo rapida com NO, produzindo o anion
peroxinitrito (ONOQ), no qual é responsavel por alguns dos seus efeitos toxicos. A
afinidade do heme pelo NO é 10.000 vezes maior do que pelo oxigénio. A ligacdo do
NO ao heme possui razoavel estabilidade mesmo na auséncia de oxigénio. Porém, com
oxigénio presente, o0 NO converte-se em nitrato e o ferro hémico oxida-se a
metemoglobina. NO derivado do endotélio possui acdo local sobre a musculatura lisa
vascular subjacente ou sobre os mondcitos ou plaquetas aderentes (RANG et al., 2016).

Um dos efeitos mais significativos do éxido nitrico baseia-se na ativacdo da
guanilil ciclase soltvel, que por sua vez € responsavel pela sintese do segundo
mensageiro GMPc. Através da combinagdo com seu grupo heme, o NO ativa a enzima,
e mesmo em baixas concentracdes de NO, muitos efeitos fisioldgicos sdo mediados pelo
GMPc. Independente de NO, a guanilil ciclase contém um outro sitio regulatorio, que é

ativado por uma séries de farmacos experimentais (RANG et al., 2016).
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Através da enzima fosfodiesterase os efeitos do GMPc sdo finalizados.
Sildenafila e tadalafila sdo farmacos de relevancia para tratamento de disfuncéo erétil,
uma vez que sdo inibidores da fosfodiesterase. Por meio de sua quimica como radical
livre, altas concentracbes de NO sdo responsaveis por seus efeitos citotoxicos e/ou
citoprotetores. A via L-arginina/NO, reduz resisténcia vascular periférica e, por sua vez
a pressdo arterial sistémica, devido a sua a¢do tonicamente ativa nos vasos de resisténcia
(RANG et al., 2016).

O dxido nitrico na funcdo renal exerce uma importante funcdo de modular a
TFG, porém ndo é mediador direto. A producdo de NO na macula densa através da
ativacdo de nNOS é capaz de atenuar a constricdo da arteriola eferente. A falta dessa
acdo, resulta em vasoconstri¢do, retencdo de sddio e dgua causando hipertensao arterial
sisttmica (HAS). Demonstrou-se, através de estudos, que NO esta envolvido na
adaptacdo renal, na resposta de dietas em diferentes concentracdes de sodio, facilitando
a excrecdo de sodio e proporcionando a manutencdo da pressdo arterial normal. Esses
fatos ocorrem devido a mudancas na expressao de nNOS na mécula densa, entretanto a
restricdo de sédio na dieta aumenta sua expressdo na macula densa e no cortex e, uma
dieta rica em sodio reduz a expressao (LEE, 2008).

O NO possui uma acgdo inibitoria sobre a reabsorcdo tubular de sédio,
repercutindo no aumento da excrecdo urinaria, dgua e solutos. Podem haver variages
em diferentes segmentos do néfron dos efeitos do NO no transporte tubular. A atuacédo
inibitéria do NO sobre a reabsor¢do tubular de sodio no tubulo proximal esta
relacionado ao decréscimo apical da troca de NA*/H" e diminuico da atividade da Na™/
K" ATPase. No ramo ascendente da alca de Henle, o NO reduz absor¢do de sddio por
inibir Na*/K*/2CI" e impede a reabsorcdo de bicarbonato pela diminuicdo da atividade
de Na*/H" (LEE, 2008).

Na natriurese pressorica, o Oxido nitrico esta envolvido como mediador da
excrecdo de sodio que ocorre em consequéncia ao aumento da pressao da artéria renal.
A sintese de NO ¢é estimulada pelo aumento da pressdo de perfusdo, resultado do
acréscimo do ““shear stress”” nas células endoteliais, e a proporc¢ao de excre¢do urinaria
de nitrito se correlaciona positivamente com a excre¢do de sodio, marcando assim um
aumento da atividade local do NO (LEE, 2008).

O sistema nervoso simpatico possui uma acao fundamental na regulacéo da
hemodinamica renal e homeostase de sddio. O efeito vasoconstritor simpatico pode ser

diminuido pela sintese de NO. O 6xido nitrico medeia 0 aumento da reabsorcao tubular
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proximal de sddio, ocorrendo com a estimulagdo do sistema simpatico, exercendo uma
funcdo rara, pois nessa condi¢do o NO realiza a absorcao de sodio (LEE, 2008).

Vasodilatadores sdo farmacos que atuam sobre o musculo liso vascular ou
sobre o endotélio vascular adjacente para reduzir o tdnus vascular. Eles agem, em sua
maioria, diminuindo a contratilidade dos complexos actina-miosina nas células
musculares lisas vasculares. Existem diversas categorias de vasodilatadores. Os
doadores de NO farmacol6gicos como: nitratos organicos e nitroprussiato de sédio,
causam vasodilatacdo ao ativar a guanilil ciclase, logo, aumentam a desfosforilacdo das
cadeias leve de miosina (GOLAN et al., 2014).

Os nitratos organicos sdo quimicamente reduzidos e liberam 6xido nitrico
no organismo que € um gas capaz de se dissolver nos liquidos bioldgicos e membranas
celulares. Reage diretamente com diversas biomoléculas, englobando o heme presente
na guanilil ciclase. O NO é uma molécula de sinalizacdo enddgena responsavel pelo
relaxamento do musculo liso vascular. Embora tenha capacidade de dilatar tanto artérias
como veias, a dilatacdo venosa predomina em doses terapéuticas. A capacitancia venosa
é aumentada pela venodilatacdo causada pelo NO, resultando em uma diminuicdo do
retorno do sangue ao lado direito do coracdo e, consequentemente, reducédo da pressao e
volume diastélicos finais do ventriculo direito e esquerdo. ConcentracGes mais altas de
nitratos organicos podem causar vasodilatagéo arterial (GOLAN et al., 2014).

1.5 Metalofarmacos: aspectos quimicos e perspectivas terapéuticas

Ao longo dos anos, compostos contendo ions metalicos sao utilizados com
grande relevancia no tratamentos de diferentes doencas e, sabe-se que a utilizacdo dos
mesmos € feita ha cerca de 5000 anos (ORVIG et al., 1999). Pelo fato de muitos desses
compostos apresentarem metal em sua estrutura e, possuirem propriedades
farmacoldgicas, os mesmos sdo conhecidos como metalofarmacos (RANG et al., 2007,
SILVA, 2010). Utilizam-se, geralmente, metais de transicao, pelo fato de apresentarem
caracteristicas importantes como: varias possibilidades de geometria, diversas estruturas
e acessiveis estados de oxidacdo em meio fisiologico (BERALDO, 2005; REISNER et
al., 2008; RIJIT et al., 2009).

Em 1965, com a descoberta da atividade antitumoral da

cisdiaminodicloroplatina (1), a cisplatina, pelo fisico Barnett Rosemberg, verificou-se
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um impulso na medicina no que diz respeito a investigacdo sistematica de complexos
para uso em doencas relevantes (ROSEMBERG et al., 1965). Esse composto também
foi usado no tratamento de outros tipos de cancer, tais como pulmé&o, ovério, es6fago e
estbmago (SYKES, 1988). Entretanto, mesmo com a atividade anticancerigena
relevante da cisplatina, sua utilizacdo é um fator limitante devido a toxicidade renal.
Dessa forma, 0os medicamentos & base de cisplatina tem uso restrito, pela toxicidade,
bem como pelos efeitos adversos que podem causar como: nauseas severas, diminuigdo
da producdo de células na medula 6ssea e 0s danos associados a toxicidade (SYKES,
1988).

A busca por novos metalofdrmacos, principalmente na terapia do céancer,
intensificou-se apds a descoberta da cisplatina. Nessa conjuntura, destacam-se alguns
compostos metalicos derivados de ruténio que devido a sua atividade antitumoral
superior a platina e sdo bem promissores na interacdo com DNA, por exemplo
(CLARKE et al., 1980; MESTRONI et al., 1987), além da suas propriedades
compativeis com uso medicinal (CLARKE, 2002). Dentre essas caracteristicas, pode-se
citar: possui a capacidade de permitir até seis sitios de coordenacdo (geometria
octaédrica), diferentes estados de oxidagdo (I1,111) com estabilidade sob condicdes
fisiologicas, baixa toxicidade e tem uma semelhanga com o elemento ferro no quesito
metabolismo em sistemas biologicos (CLARKE, 2002; CRAVER et al., 2010). Nos
ultimos anos, ocorreu um avanco significativo no desenvolvimento de novos farmacos,
sejam eles inorganicos ou metalo-organicos, demonstrado pelo aumento do ndmero de
publicacdes na area (FRICKER, 2007).

Para o desenvolvimento ou modificacdo de farmacos, ha muitas vantagens na
utilizacdo de metais, dentre essas podemos citar o variavel nimero de coordenacao e
geometrias, acessibilidade a diferentes estados redox, caracteristicas termodinamicas e
cinéticas particulares, bem como as propriedades intrinsecas dos cations metalicos e
seus ligantes que, por vezes, sao significativamente alteradas quando formado o
complexo metélico (BRUIININCX & SADLER, 2008; HAMBLEY,2007; MEGGERS,
2009).

Um fator que determina a atividade bioldgica é a troca de ligantes e poucos
metalofarmacos sem sofrerem modificacdo conseguem atingir os alvos bioldgicos.
Complexos de Ru(ll) e Ru(lll) possuem uma cinética de troca de ligantes semelhantes
aos compostos de Pt(Il), em um intervalo, aproximadamente, de 102 a 107s™. Para
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impulsionar as propriedades terapéuticas propostas dos complexos algumas interacoes
sdo de grande relevancia, como a cinética de troca de ligantes do ruténio que estd na
escala de tempo da reprodugéo celular (mitose), levando a concluir que se houver uma
interacdo do ruténio com algum componente celular, possivelmente a ligacdo continuara
durante o tempo de vida celular (ALLARDYCE & DYSON, 2001).

Em 1950, foram reportados os primeiros estudos e atividades bioldgicas do
complexos de ruténio (DWYER et al.,1952; BERGAMO et al., 2007). A quimica dos
complexos de metal nitrosilos, tornou-se significativa devido ao papel importante
envolvendo metal de transicdo nos processos bioldgicos de NO, bem como o papel de
produzir espécies termodinamicamente labeis e cineticamente estaveis (FORD; WINK;
STANBURY, 1993; WINK et al., 1993). O NO e os doadores de NO sdo conhecidos
por bons ativadores de GCs. Exemplos de farmacos que funcionam como doadores de
NO incluem: minoxidil, nitroglicerina, nitroprussiato de sédio e os S-nitrosilados
(BRIONI et al., 2002). A prospeccdo de compostos nitrosilados com metais de transigéo
tem surgido como perspectiva para formacdo de agentes liberadores de NO e, em
particular, na liberacdo redutimétrica de NO em alvos bioldgicos, concernente ao
relaxamento da musculatura lisa vascular, a GCs é um importante alvo. Devido a
disfungdo endotelial que ocorre em diversas patologias, os doadores de NO foram
desenvolvidos para suprir a deficiéncia existente. Porém, relata-se uma tolerancia aos
nitratos organicos. Portanto, farmacos capazes de ativar GCs de maneira NO-
independente foram desenvolvidos para superar o problema da tolerancia advindo dos
nitratos (PRIVIERO; WEBB, 2010).

Pelo fato dos compostos de ruténio possuirem menor toxicidade, quando
comparado com os de platina, atribui-se esse fato devido a capacidade de mimetizar o
ferro na ligacdo a véarias moléculas bioldgicas, espera-se que sejam melhores
carregadores de NO. A alta afinidade de ruténio com NO é a caracteristica principal da
quimica desse composto, devido a comprovacdo de ser um doador de NO por
estimulacdo externa. Esse fato favorece o grande investimento em estudos dos
complexos de ruténio em comparacdo com medicamentos doadores de NO, aliado a
vantagem de NO ser lancado em alvo especifico (LUNARDI; SILVA; BENDHACK,
2009).

Além de oferecerem maior vantagem em sua sintese quando compara-se
com compostos de ferro (BUTLER et al., 2003; TORSONI et al., 2002; WEE; DYSON,
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2006). O ruténio é o elemento que mais forma complexos nitrosilo (CALANDRELLI
& TFOUNI, 2005). A habilidade dos complexos de ruténio com ligante nitrosilo tem
despertado muito interesse no estudo de suas propriedades visando uma aplicabilidade
clinica, uma vez que, atuam como captadores ou liberadores de NO, e por consequéncia
possivelmente atuarem como farmacos no tratamento de varias patologias como, por
exemplo na hipertenséo arterial (CALANDRELLI & TFOUNI, 2005). Além do que, 0s
complexos metalicos contendo fon nitrosilo (NO®) estdo sendo estudados in vitro em
tratamentos de doencas como: doenca de Chagas e leishamaniose (SILVA et al., 2007;
SILVA et al., 2008; VALDEZ et al., 2008).

Devido ao conhecimento das propriedades farmacoldgicas dos complexos
de ruténio com ligante nitrosilo, diversos compostos foram desenvolvidos, assim como
estudados, dentre eles existe a colaboracdo que foi feita com o Prof. Dr. Luiz G. de
Franca Lopes, que vem sintetizando, caracterizando e estudando, ao longo dos ultimos

anos, os complexos de ruténio que possuem ion nirosilo em sua esfera de coordenacéo.

Para a confeccdo de complexos com efeitos biolégicos desejaveis, o
controle da velocidade de liberacdo de NO atraveés da modificacdo na estrutura do
composto (ou seja: na esfera de coordenacdo) pode ser de grande relevancia. Dessa
forma, a sintese desses complexos nitrosilos de ruténio com esta finalidade e suas
devidas propriedades bioldgicas tém sido alvo de teste como é o caso dos complexos de
ruténio [Ru(NO)(Hedta)] e do trans-[Ru(NO)(CI)(Cyclam)]?" sintetizada por Tfouni e
colaboradores (TFOUNI et al., 2003) e dos complexos [Ru(bpy). —(SO3)(NO)](PF¢)] e
cis-[ Ru(bpy)2(L)(NO)(PFs) sintetizados pelo grupo de Lopes e colaboradores (SILVA
et al., 2006).

Os complexos nitrosilos de ruténio doadores de NO, ha alguns anos, vem
sendo testados em diversos sistemas. Bonaventura e seus colaboradores, em 2007,
demonstraram, utilizando aorta de rato, potente efeito relaxante no endotélio vascular
por parte deste grupos doadores de NO (BONAVENTURA, et al., 2007). Observou-se
um relaxamento significativo no tecido carvenoso animal e humano, por Cerqueira
2008, utilizando o composto Rut-caf (CERQUEIRA, 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

Diversos distlrbios na via do 6xido nitrico (NO) tém sido descritos em
patologias renais, incluindo a doenga renal crénica (DRC) e nas injdrias renais agudas
(IRAs), como na nefropatia induzida por meios de contraste, por antibioticos

aminoglicosideos e, em especial, por isquemia/reperfusdo (I/R) (LEE et al., 2016).

No contexto da IR, o déficit de NO se da pelo desacoplamento da Oxido
nitrico sintase endotelial (eNOS), principal enzima responsavel pela producdo basal de
NO no organismo (ROBERTS et al., 2012). Isso se deve ao fato da eNOS esta ancorada
de maneira estratégica a membrana da célula endotelial, que facilita a presenca de
grandes quantidades de NO proximo a camada muscular do vaso e as células sanguineas
circulantes (DUSSE et al., 2003). Ao mesmo tempo, a lesdo mitocondrial gerada na fase
isquémica leva ao aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio, que reduz os
efeitos bioldgicos promovidos pelo NO (ARAUJO; MAGALLI, 2006).

Por conseguinte, a queda na biodisponibilidade e na resposta ao NO, leva a
modificacdes na hemodindmica renal, promovendo vasoconstriccdo cortico-medular,
que por sua vez exacerba a lesdo nos néfrons, acentuando o processo inflamatério e o
desequilibrio do balanco redox nos néfrons. Nesse sentido, agentes terapéuticos que
atuam como doadores de NO ou que promovem ativacdo da guanilato ciclase soltvel
(GCs) tém apresentado perfil nefroprotetor em modelos experimentais de LRA animais
(INCE, 2014).

No contexto de farmacos que estimulam a producdo de NO, existem ainda
poucos compostos que, efetivamente, estimulam/ativam a enzima GCs (EVGENOQV,
2006). Além disso, alguns efeitos adversos tém sido descritos, sendo o principal deles a
instabilidade hemodinamica, devido a reducdo consideravel da pressdo arterial, que
encontra-se previamente reduzida em muitos pacientes com LRA causada por IR
(ROBERTS et al., 2012). Cefaleia, hipotensdo postural e metemoglobinemia sdo outros
efeitos causados por nitratos organicos (MICHEL; HOFFMAN, 2011). E tambem,
devido a da anulacdo dos efeitos desejaveis dos nitratos, atraves das respostas
compensatdrias do sistema nervoso simpatico e respostas renais compensatorias. Os

mecanismos de tolerancia fisioldgica e farmacoldgica dos nitratos organicos sdo de
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grande relevancia clinica, uma vez que limitam a eficAcia dessa classe de
vasodilatadores (GOLAN et al., 2014).

Nesse sentido, os metalofarmacos, substancias metélicas capazes de
atuarem como doadores de NO aparecem como uma potencial alternativa terapéutica no
tratamento de doengas por acometimento do endotélio vascular. Entre estes farmacos,
nitrosilo complexos de ruténio apresentam vantagens em relagcdo aos que apresentam
outros metais, devido a baixa toxicidade do ruténio (ALLARDYCE; DYSON, 2001).
Entre os compostos metéalicos contendo ion nitrosilo (NO™), Ru(bpy)2(SO3)(NO)]PF6
(FOR0810) demonstrou atividadade protetora na IR cerebral, bem como em lesGes
gastricas induzidas por naproxeno e etanol. Estes efeitos foram atribuidos reducgdo da
inflamacéo e do estresse oxidativo (CAMPELO et al., 2011; SANTANA et al., 2015).

Dessa forma, na perspectiva de fornecer uma nova alternativa terapéutica no
contexto das patologias renais, o presente estudo buscou investigar as acfes renais e
citotdxicas do FOR011B e FOR811B.

Essa pesquisa é a primeira evidéncia experimental utilizando os complexos
de ruténio (cis- [Ru(bpy)2(ETU) CI]"(FOR011B) e (cis- [Ru(bpy)2(ETU)
(NO)**FOR811B).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos renais dos complexos de ruténio FOR011B e FOR811B em modelo
de rim isolado de rato e isquemia/reperfuséo in vitro na busca de um novo agente

terapéutico.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos dos metalofarmacos FOR011B e FOR811B sobre os parametros

funcionais renal no protocolo experimental de rim isolado;

- Verificar os efeitos dos metalofarmacos FOR011B e FOR811B sobre a viabilidade de
células LLC-MK?2 in vitro pelo ensaio do MTT;

- Avaliar o potencial transmembranico mitocondrial dos efeitos dos metalofarmacos
FORO011B e FOR811B sobre isquemia/reperfuséo (I/R);

- Determinar os efeitos dos metalofarmacos FORO011B e FORS811B através da

determinacéo de nitirto/nitrato e glutationa reduzida em tecido renal,

- Verificar os efeitos dos metalofarmacos FOR011B e FOR811B sobre o GMPc urinario

por teste de Elisa nos rins submetidos a perfuséo renal;

- Analisar os efeitos dos metalofarmacos FOR011B e FOR811B através da histologia

dos rins perfundidos no experimento de perfusdo do rim isolado.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Sintese do complexos de ruténio

Os compostos de ruténio, (cis- [Ru(bpy)2(ETU) CI]* representado pela sigla
FOR011B e o composto complexo com a molécula de NO, (cis- [Ru(bpy)2(ETU)
(NO)J** representado por FOR811B, foram sintetizados no laboratério de Bioinorganica
(LABIO) do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal
do Ceara, de acordo com técnica descrita por Gouveia-Junior (2017). As propostas

estruturas planas dos compostos estdo representadas nas figuras 1 e 2.

Figura 1 - Estrutura plana do complexo de ruténio (cis- [Ru(bpy)2(ETU)
CI]*(FOR011B).

PFg

Fonte: Gouveia-Junior (2017).
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Figura 2 — Estrutura plana do nitrosil complexo de ruténio (cis- [Ru(bpy)2(ETU)
(NO)J**FORS811B).

(PFg)3

Fonte: Gouveia-Junior (2017).

4.2 Animais de Experimentacao

Para os ensaios bioldgicos foram utilizados ratos Wistar machos, em idade
adulta, pesando entre 280 e 320 g provenientes do Biotério Setorial do Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Ceara
(NPDM-UFC).

Os animais foram devidamente acondicionados em sala aclimatada a
temperatura de 23° C, com estantes apropriadas e circulacdo de ar. Os animais
permanecerdo sob o ciclo claro-escuro de 12/12h com &gua e racdo a vontade, em

ambiente de microisolamento no biotério supracitado.

4.3 Aspectos éticos

Todos os modelos experimentais envolvendo animais empregados neste
projeto foram previamente encaminhados para aprovacdo pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara. Os cuidados com 0s
animais de experimentacdo estavam de acordo com o Guia para Cuidado e Utilizagéo de
Animais de Laboratério, publicado pelo Instituto Nacional de Saude dos Estados
Unidos da América (NIH, publicacdes 85-23, revisado em 1996) e com regulamentacao

brasileira recentemente aprovada.
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O trabalho foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceard sob o numero de protocolo
102/2016.

4.4 Perfusdo Renal em Modelo de Rim Isolado de Rato

4.4.1 Sistema utilizado

O sistema utilizado consiste na perfusdo de rim isolado com recirculacéo
(FONTELES et al., 1983) com dois subsistemas, um in situ e outro em circuito fechado,
para perfusdo in vitro, mantidos ambos a mesma temperatura de 37 °C. Este sistema
apresenta a vantagem da manutencdo constante de parametros funcionais renais com
utilizacdo de albumina (fracdo V, 6g%) na solucdo perfusora. A oxigenacdo ¢é
proveniente de uma mistura carbogénica de O,/CO, (95:5) adaptada ao sistema, e 0
perfusato recircula no rim com uma quantidade de 100 mL de solucdo Krebs-Hanseleit
modificada. (MONTEIRO, 1980; FONTELES et al., 1983; JORGE, 2013).

4.4.2 Calibracao do sistema

Antes do inicio de cada experimento, o sistema foi limpo, montado e
calibrado. A calibracdo sempre foi feita com o sistema em funcionamento e com
solucdo de cloreto de sodio a 0,9%, com a temperatura a 37°C, averiguando durante a
calibracdo qualquer vazamento ou obstrucgéo do fluxo.

A calibracdo ocorre com a solucdo de cloreto de sodio a 0,9% circulando
pelo sistema e sendo coletada por um minuto em uma proveta milimetrada. Esse
procedimento foi feito com o objetivo de verificar o fluxo de perfuséo frente a
resisténcia do proprio sistema (canula arterial), avaliou-se em cada uma das bombas (1,
2, 3, 4 e 5) a Pressdo de Perfuséo (mmHg), o volume de solucdo (NaCl 0,9%) (mL/min)

e o valor registrado pelo Fluxémetro (L/h).
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As figuras 3, 4 e 5 mostram as curvas de calibracdo com suas respectivas

plotagens.

Figura 3- Valores de Pressdo de Perfusdo (mmHg), relacionados a velocidade da

bomba, registrados durante a calibragéo do sistema (n=6)
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Fonte: LAFAVET- UFC

Figura 4- Valores de Volume de NaCl 0,9% (mL/min), relacionados a velocidade da
bomba, registrados durante a calibracdo do sistema (n=6)
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Figura 5- Valores registrados pelo Fluxémetro (L/h), relacionados a velocidade da
bomba, durante a calibragdo do sistema (n=6)
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4.4.3 Solucéo Perfusora

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada (FONTELES, 1998), concentrada
20 vezes, continha NaCl = 138g; KCI = 7g; NaH,PO,4.H,0 = 3,2g; MgS0,.7H,0 = 5,89
e Ureia = 10g. Quarenta e oito horas antes dos experimentos, 100 mL desta solugcéo
foram separados e acrescidos de NaHCO3; = 4,2¢g; CaCl,.2H,0 = 0,74g; glicose = 2g e
penicilina G potassica cristalina = 0,059. Em seguida, o volume foi completado para
2000 mL com &gua bidestilada. Retirou-se 300 mL desta solucdo, volume ao qual se
adiciona albumina bovina (6g%). Esta solucdo final foi dializada com a albumina,
auxiliada por um homogeneizador. A diélise teve como objetivo retirar substancias
contaminantes como piruvatos, citratos e lactatos (COHEN, KOOK e LITTLE, 1977;
ROSS, 1978).

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada para diélise foi trocada com 24
horas. No final, apds 48 horas de dialise, acrescentou-se 0,15g de inulina a solucdo

perfusora. O pH da solucdo perfusora foi ajustado entre os valores de 7,3 a 7,4.

4.4.4 Técnica cirargica

Os animais foram anestesiados com Xilazina (8 mg/Kg i.p.) e Cetamina
(80mg/Kg i.p.). As cirurgias foram realizadas segundo o método descrito por
Balhlamann, Giebisch e Ochwadt (1967), Ross (1978) e Fonteles et al. (1983).
Inicialmente, a veia femoral foi isolada e administrou-se manitol (100mg/mL — 3 mL) a

fim de facilitar a visualizacéo e a fixacdo da canula ao ureter. Apos assepsia da parede
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abdominal, procedeu-se uma incisdo mediana de, aproximadamente 5 cm, e duas
incisdes perpendiculares a linha alba em torno de 3 cm para uma melhor observacéo das
estruturas anatdémicas. As visceras foram rebatidas para a esquerda para facilitar a
visualizacdo do rim direito, sendo o mesmo isolado, seguido da retirada da glandula
suprarrenal a fim de que nenhum dos horménios influenciasse nos experimentos. Com
uma lupa o ureter foi identificado, dissecado e canulado com um tubo de polietileno PE-
30. A artéria renal foi isolada e canulada através da artéria mesentérica superior.
Durante o procedimento cirdrgico, uma parte da solucdo ja oxigenada (40 mL) foi
desviada para o sistema de perfusdo in situ, para perfundir o rim ainda in vivo, evitando
qualquer isquemia ao 6rgdo. Finalmente, o rim foi acoplado para o sistema de perfuséo

in vitro, sem a interrupcdo do fluxo.

Figura 6 - Desenho esquematico do procedimento cirdrgico para perfusdo de rim

isolado em ratos.

’ oW Tricotomia
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Fonte: Silveira (2015)
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Figura 7 — Esquema do sistema de perfuséo de rim isolado
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4.4.5 Procedimento experimental

Os experimentos foram iniciados apés a estabilizacdo e adaptacdo do 6rgao
as novas condicBes. A pressdo de perfusdo e o fluxo foram mantidos constantes durante
os 30 min iniciais que foram utilizados como controle interno, ap6s decorrido esse
tempo adicionou-se o metalofarmaco (FOR811B e o 011B) na concentragcdo de 1
pmol/L. A cada cinco minutos foram registrados a pressdo de perfusdo e o fluxo de
perfusdo em mandmetro e fluxémetro, respectivamente, em um periodo total de 120
min. Amostras do perfusato e da urina foram coletadas a cada dez minutos e depois
congeladas a -20 °C para posterior dosagem de sddio, potassio, cloreto, inulina e
osmolaridade, importantes na determinacdo dos seguintes parametros de funcéo renal,

tais como, resisténcia vascular renal (RVR), ritmo de filtracdo glomerular (RFG), fluxo
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urinario (FU) e transporte tubular de sodio (%TNa"), potassio (% TK") e cloreto (%TCI
).

4.4.6 Determinacdo dos Parametros Funcionais Renais

O quadro abaixo apresenta as formulas utilizadas para determinagdo de
parametros funcionais renais (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978; FONTELES,
1980).

Parametros renais Foérmula
PP (mmHg) — Presséo de Perfusao Leitura em mandmetro
FU (mL.g .min™) — Fluxo Urinario FU = Peso do volume urinario/ peso do

rim esquerdo x 10

RFG (mL.g™.min?) - Ritmo de Filtracdo RFG = (DOUin / DOPin x FU) sendo

Glomerular DOUin = densidade otica da inulina na
urina e DOPin = densidade oOtica da
inulina no perfusato.

FPR (mL.g-.min®) — Fluxo de perfusdo Registrado a cada 10 min/peso do

renal rim/intervalo de tempo

RVR (mmHg/mL.g-.min?) — Resisténcia RVR = PP (mmHg) / FPR

vascular renal.

FNa" (LEg.g™.min™) — Sédio filtrado FNa" = RFG x PNa"

ENa* (uEq.g™.min™) — Sédio excretado ENa" = FU x UNa"

TNa* (uEg.g™.min™) — Sédio transportado  TNa® = FNa* - ENa"

%TNa" — Percentual de sddio transportado % TNa" = TNa" x 100/ FNa"

FKa" (UEg.g™ . min™) — Potassio filtrado ~ FKa® = RFG x PKa'

EK* (uEq.g .min™) — Potéssio excretado ~ EK* = FU x UKa"

TK* (uEq.g™.min™) — Potéassio transportado TK* = FK* - EK*

%TK" — Percentual de potassio %TK" = TK" x 100/ FK*
transportado
FCI" (uEq.g™".min™) — Cloreto filtrado FCI = RFG x PCI

ECI (uEg.g™.min™) — Cloreto excretado ECI = FU x UCI

TCI (uEq.g™".min™) — Cloreto transportado TCI" = FCI" - ECI

%TCI — Percentual de cloreto %TCI = TCI" x 100/ FCI

transportado

Cosm (mL.g™*.min™?)= Clearence osmético Cosm = [Uosm/Posm] x FU (onde
Uosm= Osmolaridade urinaria e Posm=
osmalaridade do perfusato)
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4.4.7 Grupos experimentais

O estudo dos efeitos dos metalofarmacos (FOR811B e FOR011B) sobre a
funcéo renal foram iniciados ap6s decorrido os 30 min iniciais (controle interno) e as
observacOes foram feitas durante os 90 min seguintes. Os quatro grupos analisados

foram os seguintes:

- Grupo Controle (n=5): rins perfundidos somente com solucdo de Krebs —
Henseleit;

- Grupo Controle Positivo (n=3): rins perfundidos com solucdo de Krebs —
Henseleit e Nitropussiato na concentracdo de 1umol/L, ap6s os 30 min iniciais;

- Grupo FOR811B (n=5): rins perfundidos com solugéo de Krebs — Henseleit e
metalofarmaco na concentracdo de 1umol/L, ap6s os 30 min inciais;

- Grupo FOR011B (n=5): rins perfundidos com solucdo de Krebs — Henseleit e
metalofarmaco na concentracdo de 1umol/L, ap6s os 30 min inciais.

4.4.8 Analises Bioguimicas

Nas amostras de urina e perfusato foram realizadas dosagens de sédio,
potassio e cloreto utilizando aparelho de ions eletrodos seletivos (RapidChem 744 —
Bayer® diagnostica). A inulina do perfusato e da urina foi determinada por hidrdlise
direta, conforme Walser, Davidson e Orloff (1955) e Fonteles et al. (1983) com
modificagfes que reduziram as quantidades de amostras e reagentes utilizados. Para
tanto, foram realizadas leituras fotométricas em espectrofotdbmetro e a osmolaridade
determinada através de osmoOmetro (Vapor pressure osmometer — Vapro 5520,
WESCOR®).
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4.5 Determinacéo dos Niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

Para a determinagdo da glutationa reduzida (y-glutamil-L-cisteinilglicina,
GSH), o homogenato do tecido do rim perfundido foi preparado com 0,02 M de EDTA.
As amostras foram misturadas ao acido tricloroacético a 50%, centrifugado (3000 RPM,
15 min, 4°C), 400 uL do sobrenadante foi adicionado a 800 ul de tampéo Tris-HCI (0,4
M, pH 8,9) e 20 ul de DTNB (5,5-ditiobis- (&cido 2-nitrobenzoico)). Por fim, a
absorbancia foi medida por espectrofotometria a 412 nm (UV ASYS 340, Biochrom,

Cambridge, Reino Unido). Os resultados foram expressos em pg/g de tecido.

Sob condicBes oxidantes, duas moléculas de GSH doam um elétron para
cada GSSG, que pode ser reduzido novamente para GSH pela a¢do da enzima GSSG
redutase (GR). Um decréscimo das concentracdes de GSH e/ou alta concentracdo de
GSSG e uma baixa relacdo das concentracbes dessas duas moléculas (razéo
GSH/GSSG) séo interpretadas como prova de desequilibrio redox (GIUSTARINI et al.,
2011).

4.6 Dosagem da producéo de Nitrito/nitrato (NOX)

O tecido do rim perfundido foi macerado em uma proporcao de 50 mg em
500 pL de cloreto de potéssio (KCI) a 1,15%. O homogenato foi centrifugado em tubos
a uma rotacdo de 5000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi coletado e submetido
para analise de NOx. A dosagem de nitrito foi obtida como um indicador para a
producdo de oxido nitrico, por meio da determinac&o total de nitrito/nitrato (NO,/NO3’)
em tecido renal. A dosagem de NO2 foi feita pelo método colorimétrico baseado na
reacdo de Griess (GREEN et al., 1982). Em condicGes acidas, o nitrito reage com a
sulfonilamida formando um composto intermediario, o sal diazénico. Em seguida, esse
sal reage com o N-naftil-etilenodiamina (NEED) formando um azo estavel de coloragdo

purpura, com o pico de absorbancia em 540nm.
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4.7 Niveis de GMPc urinéario

A concentracdo de GMPc foi determinada em urinas obtidas do experimento
de perfusdo renal. As urinas foram previamentes diluidas (1:50) no tampéao do Kit
segundo as recomendac0es do fabricante (Cayman Chemical®, Michigan, EUA). O Kit
utilizado foi de imunoensaio competitivo em microplaca de 96 pogos, para
determinacédo quantitativa de GMPc. A dosagem consistiu na utilizacdo de um anticorpo
monoclonal de coelho que se liga ao GMPc ou a acetilcolinesrase (AChE) complexada
ao GMPc (complexo presente no kit) de maneira competitiva. Adicionou-se um
antissoro especifico para GMPc, um substrato para a enzima AChE e as amostras ou
padroes que foram incubados por 18 horas a temperatura de 4°C. Posteriormente,
adicionou-se, entdo, o reagente de Ellman’s a fim de haver uma reacdo com a AChE
ligada ao anticorpo, gerando um produto colorido. A cor amarela formada foi lida em
405nm. A intensidade da cor é proporcional a concentracdo de GMPc nas amostras
(quanto mais escura a cor, menos GMPc a amostra contém) e foi calculada a partir da

curva padréo dos controles e foi expresso em pmol/mL/g.

4.8 Analise histologica

As amostras de tecidos foram fixadas em formol tamponado a 10% por 24 a
48 horas. O material foi processado rotineiramente para exame histoldégico em
processador automatico de tecidos Lupe® modelo PT09 (histotécnico), para ser entdo
desidratado em concentracfes crescentes de 70 a 100% de etanol. Ap6s o
processamento, foi realizada a inclusdo do material em parafina, utilizando o
equipamento para Banho Histoldgico Modelo BH05. O material nos blocos de parafina
foi cortado com 5 um de espessura e colocado em laminas histolégicas para posterior
processo de coloracao.
Os cortes histologicos foram obtidos utilizando-se micrétomo de impacto (Poycut S,
Leica, Alemanha) equipado com navalha de tungsténio de 16 cm, tipo D (Leica,
Alemanha). As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para todas as

amostras e observadas em microscopio Nikon Eclipse Nis. Software Nis 4.0.
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4.9 Cultura de Células Tubulares Renais

4.9.1 Obtencédo da Linhagem Celular

A linhagem de células tubulares epiteliais renais LLC-MK2 (Rhesus
Monkey (Macaca mulatta) Kidney Epithelial Cells) foi obtida do Laboratério de
Cultivo Celular (LCC) do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da
Universidade Federal do Ceara.

Foi cultivada em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,
Invitrogen, EUA composto de glutamina (580 mg/L), bicarbonato de sédio (3,7 g/L),
glicose (4,5 g/L), piruvato de sodio (110 mg/L), sais inorganicos, vitaminas e outros
aminoéacidos, e acrescido de penicilina (100 U/mL), estreptomicina (130 mg/L) e soro
bovino fetal (SBF) a 10% em garrafas plasticas estéreis, e mantida em estufa de CO; a
37°C e 5% de CO, até atingir confluéncia (BUTLER e DAWSON, 1992).

A linhagem de célula foi escolhida para este estudo, uma vez que representa
um tipo celular muito bem caracterizado em termos de propriedades funcionais e
composicdo molecular, com caracteristicas morfoldgicas e funcionais semelhantes a
célula do tdbulo proximal (LLC-MK2) de mamiferos (COLLARES-BUZATO;
SUEUR; CRUZ-HOFLING, 2002).

4.9.2 Cultivo de Células Renais

Para manutencéo das células, o meio de cultivo das garrafas confluentes foi
removido, e as células foram lavadas com 3-5 mL de PBS estéril, pH 7,4. Incubou-se a
garrafa com 1mL de solugédo de tripsina-EDTA (0,05%/0,02%) por 5-10 min a 37 °C
para deslocamento das células aderidas na superficie de cultivo. Em seguida, para
inativacdo da tripsina-EDTA, foi adicionado 1mL de DMEM completo (adicionado de
10% de soro bovino fetal — SBF), e aliquotas das suspensdes celulares obtidas foram
transferidas para novas garrafas com meio DMEM completo.

Para producdo de estoques celulares, as celulas foram periodicamente
deslocadas, quantificadas, conforme descrito a seguir e ressuspensas em meio DMEM

completo acrescido de 10% de dimetilsulfoxido (DMSQO) estéril. Essas suspensdes
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foram armazenadas em vials de criopreservacdo a -20 °C overnight e, em seguida,
transferidas para freezer a -80 °C, mantidas por até 4 meses.

Antes de cada experimento, as células foram mantidas em meio DMEM sem
SBF por 24 h em atmosfera de 5% de CO, a 37 °C para sincronizacdo na fase Gy do
ciclo celular. Apds esse periodo, lavou-se as ceélulas, tripsinizadas e centrifugadas a
4000 RPM por 5 min. O sobrenadante foi descartado, e o pellet foi ressuspenso em 1mL
de meio DMEM completo. Para plagueamento inicial dos experimentos, as células
foram quantificadas e ajustada a concentracio para 1x10°.

Nos estudos in vitro, passagens celulares que apresentassem caracteristica
de contaminacdo ou de alteracdo morfoldgica ndo foram aceitas. Foram incluidos nos
resultados ensaios onde 0s grupos experimentais pertencessem a mesma passagem da
linhagem celular.

Para quantificacdo, removeu-se aliquotas para contagem em Céamara de
Neubauer pelo método de exclusdo do azul de trypan (solucdo a 0,1% em PBS), a
concentracédo celular foi ajustada e a suspensao foi pipetada na concentracdo final de

1x10° células/mL em placas de 24 e 96 pocos.

4.9.3 Ensaios de Viabilidade Celular por Redugdo do MTT

O teste do brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT)
é amplamente usado na determinacéo da viabilidade de células em cultivo. E um sal de
tetrazolio de cor amarelada, que é internalizado nas células viaveis por endocitose e
reduzido no microambiente intracelular por desidrogenases citoplasmaticas e
mitocondriais em um sal de formazan, de cor azul violacea, insolivel em meio aquoso.
Em seguida, deve ser adicionado um agente surfactante para solubilizacdo dos cristais
formados. Os produtos finais foram lidos por espectrofotometria a 570 nm. Dessa
forma, o teste € utilizado como um marcador da capacidade metabodlica e viabilidade
celular (L1U et al., 1997; MOSMANN, 1983).

As placas submetidas ao processo de I/R e posteriormente tratadas com
diferentes concentragdes de Ruténio foram incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO,.
Como controle negativo, utilizou-se PBS estéril, pH 7.4. Em seguida, as placas foram
centrifugadas a 4000 RPM por 5 min e 100 pL de sobrenadante removidos. 10 pL de
uma solugdo de MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 2,5 mg/mL em PBS

foram adicionados e a placa foi incubada por 4 horas a 37°C no escuro e, em seguida,
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90 pL de dodecil-sulfato de sodio (SDS) (10% em HCI 0,01N). Apo6s 17 h de

incubacéo, as placas foram lidas em leitor de placas a 570 nm.

Figura 8- Desenho esquematico do ensaio de toxicidade pelo MTT.
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Fonte: Lima (2014)

4.9.4 Indugéo de I/R in vitro

A lesdo in vitro por isquemia/reperfusdo foi induzida por um método
anteriormente descrito denominado método da camara anaerébica (GINO et al., 2014).
As células foram plaqueadas em uma concentragdo de 1 x 10° células/ mL em placas de
96 pocos e mantidas overnight, para permitir adesdo e proliferacdo celular. Para a
inducdo da isquemia, o0 meio de cultura normal foi substituido por DMEM privado de
glicose, piruvato e SBF e, em seguida, as placas foram incubadas numa cémara
anaerdbica por 24 h. A reperfusdo foi realizada, apds o periodo na camara, atraves da

adicdo de um meio de cultura completo e retorno das células a atmosfera de 5% de CO..

Apo6s 3h, as placas foram tratadas com FOR811B e FOR011B em varias
concentragdes (1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,25 uM). Todos os ensaios foram
realizados em paralelo nas células em condigdes normais de aerobiose a fim de detectar
eventuais concentracOes toxicas da FOR 811A nas linhagens celulares. A recuperagdo

da viabilidade celular foi medida pelo ensaio de reducdo do MTT.
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4.9.5 Analise do Potencial Transmembranico Mitocondrial

Para a andlise do potencial de membrana mitocondrial, foi utilizado o
corante Rodamina 123 (Rho123) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) que é um
corante especifico para a marcagdo mitocondrial em células vivas. O fato de ser um
fluorocromo catidnico (carregado positivamente) permite que seja atraido pelo elevado
potencial elétrico negativo presente na membrana mitocondrial, incorporando-se no

interior das organelas, emitindo fluorescéncia vermelha.

Alteracbes ao nivel da integridade  mitocondrial  (potencial
transmembranico) podem ser detectados em ensaios de citometria de fluxo por aumento
da fluorescéncia verde citosolica em detrimento da vermelha mitocondrial, indicando
uma difusdo da Rhol23 da mitocdndria para o citosol em células danificadas
(JOHNSON et al., 1980). Sendo assim, o fluorocromo Rodamina 123 liga-se as
membranas mitocondriais e inibe o transporte de elétrons, retardando a respiracdo
celular. A intensidade de fluorescéncia relativa produzida pela marcacdo de
mitocondrias ativas foi coletada através do filtro de fluorescéncia vermelha (FL2)
(YANG et al., 2012).

As células em cultura que foram submetidas a lesdo por
Isquemia/Reperfusdo pelo método da camara anaerdbica foram tratadas com FOR811B
e FORO011B, como descrito anteriormente neste trabalho. Ao término das 24 horas do
tratamento, as amostras foram lavadas com PBS, tripsinizadas, e o pellet de células
marcado com Rodamina 123 (concentracdo final de 10 pg/mL) por 30 min para, em

seguida, ser processado em citbmetro de fluxo.

4.10 Andlise estatistica

Para analise de dados, foi utilizado o software estatistico GraphPad® Prism
v. 7.0. Nos ensaios de perfusdo renal, utilizou-se teste t de Student seguido por analise
de variancia fator duplo (Two-way ANOVA) que, por sua vez, foi seguida pelo pos-
teste de Tukey. Para andlise das demais metodologias, utilizou-se analise de variancia

(one-way ANOVA) e pos-teste de Tukey. Os resultados foram apresentados como
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Média + Erro Padrdo da Média (E.P.M.), valores de p<0,05 foram considerados

significantes para a analise.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfusao de rim isolado

Os metalofarmacos FOR811B e FOR011B foram adicionados ao sistema de
perfusdo ap6s os 30 minutos iniciais dos experimentos. Os respectivos grupos tratados
foram comparados a um grupo controle, onde os rins foram perfundidos somente com
solucdo de Krebs-Henseleit modificada. Apos a adicdo dos metalofarmacos observou-se
alteracbes na fisiologia renal em todos os pardmetros renais estudados com as
concentragfes dos metalofarmacos utilizadas.

Foi verificado que houve uma reducdo da pressdo de perfusédo dos grupos
Nitro e FOR811B nos tempos 60 e 90 min em comparagdo ao grupo controle no tempo
30. E aumento da pressédo de perfusdo nos tempos 60, 90 e 120 min do grupo FOR011B
em relacdo ao tempo 30 min do grupo controle negativo (Tabela 4; Figura 9). Ao
comparar o controle interno (tempo 30) de cada grupo com os tempos 60, 90 e 120 min
do respectivo grupo, s6 houve significancia no grupo do FOR011B nos tempos 90 e 120
min, onde aumentou a pressdo de perfusdo. Relacionando o grupo nitro com 0s grupos
dos metalofarmacos, nos mesmos tempos, houve diferenca significativa apenas no
grupo FOR011B nos tempos 60, 90 e 120 min, onde aumentou a pressdo de perfusato

em relacdo ao grupo nitro (Tabela 1; Figura 5).

Tabela 4 — Presséo de perfusdo (PP) em rim isolado de rato na presenca de Nitro,
FORO011B e FOR811B nas concentracdes 1umol/L.

Tempo Controle Nitro FORO011B FOR811B
30 min | 108,8+4,653 94,81+2,882 114,7+2,256 96,55 + 3,79

60 min | 110,2+4,746 83,32+36* 1246+3,123*+  9457+4782*
90 min | 114,1+5,101 87,04+3,05* 133,6 +£3,531 *#+ 97,3+5,809*
120 min | 1158 +5,064 97,7 +4,978 143,9 + 3135 *#+ 104,6 +6,4

Os dados sdo expressos em média + E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two- Way ANOVA e
pos teste de Tukey. *P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90, 120 e o controle negativo do
grupo. # P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 de cada grupo com seu controle
interno (tempo 30). +P<0,05 comparacdo do grupo nitro com os grupos FOR011B e FOR811B nos
tempos 60, 90 e 120.
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Figura 9- Efeitos promovidos pelo nitro e metalofarmacos FOR011B e FOR811B
na presséo de perfuséo.
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Presséo de perfuséo em rim isolado de rato dos grupos nitro, FOR011B, FOR811B na concentracédo 1
pmol/L. Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). * p<0,05 relacionado a concentragdo 1pumol/L
com o controle negativo. # p<0,05 relacionado a concentragdo 1 umol/L com o controle interno
(tempo 30). + p<0,05 relacionado a comparagdo do grupo nitro com os grupos FORO011B e
FOR811B.

A resisténcia vascular renal (RVR) diminui significativamente nos tempos
60, 90 e 120 min dos grupos Nitro e FOR811B, e aumentou no tempo 120 min do grupo
FORO011B, quando comparou-se com o controle negativo no tempo 30 min (Tabela 2;
Figura 6). Ao comparar cada um dos grupos em estudo com o respectivo controle
interno, nos tempos 60, 90 e 120 min, houve aumento significativo apenas no tempo
120 min do grupo FORO11B e, ao analisar o grupo nitro em compara¢do com 0S
metalofarmacos em estudo, a diferenga significativa foi apenas no grupo FOR011B nos
tempos 60, 90 e 120 min, onde aumentou de maneira significativa (Tabela 5; Figura 10).

Tabela 5 — Resisténcia Vascular Renal (RVR) em rim isolado de rato na presenca de
Nitro, FOR011B e FOR811B nas concentragdes 1jumol/L.

Tempo Controle Nitro FORO011B FOR811B
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30 min | 5,887 +£1,086 4,089 + 0,256 5,673 +0,482 3,9+0,3423

60 min | 5,509 +0,789 3,608 +0,272* 6,225+ 0,326+ 3,849 £ 0,383 *
90 min | 4,601+0,245 3,759+0,256* 6,566 *+ 0,368 + 3,974 £ 0,433 *
120 min | 4,663 +0,235 4,212+0,312* 7,067 + 0,264 *#+ 4,249 + 0,464 *

Os dados sdo expressos em média + E.P.M. com analise por teste t de Student ou Two- Way ANOVA e
pos teste de Tukey. *P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90, 120 e o controle negativo do
grupo. # P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 de cada grupo com seu controle
interno (tempo 30). +P<0,05 comparacdo do grupo nitro com os grupos FOR011B e FOR811B nos
tempos 60, 90 e 120.

Figura 10- Efeitos promovidos pelo nitro e metalof&rmacos FOR011B e FOR811B
na resisténcia vascular renal.
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Resisténcia vascular renal em rim isolado de rato dos grupos nitro, FOR011B, FOR811B na
concentragdo 1 pmol/L. Os dados sdo expressos em (media + E.P.M.). * p<0,05 relacionado a
concentragdo 1pumol/L com o controle negativo. # p<0,05 relacionado a concentragdo 1 pmol/L com
o controle interno (tempo 30). + p<0,05 relacionado a compara¢do do grupo nitro com 0S grupos
FORO011B e FOR811B.

Em relacdo ao fluxo urinério (FU) ndo houve diferenga significativa entre
0s grupos nitro e FOR811B em relacdo ao controle negativo. Em contrapartida, houve
aumento do fluxo urinario no tempo 120 min do grupo FOR011B quando comparou
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com o controle negativo (Tabela 6; Figura 11). Ao realizar a analise dos grupos em
estudos nos tempos 60, 90 e 120 min com o seu proprio controle interno (tempo 30
min), houve significancia no grupo FOR011B nos tempos 90 e 120 min, onde houve
aumento do fluxo urindrio e, no grupo FOR811B no tempo 120. Em relacdo a
comparacdo do grupo nitro com os metalofarmacos, houve diferenca significativa nos
tempo 90 e 120 min no grupo FOR011B e no tempo 120 min no FOR811B (Tabela 3;
Figura 7).

Tabela 6 — Fluxo urinario (FU) em rim isolado de rato na presenca de Nitro,
FORO011B e FOR811B nas concentragdes 1pumol/L.

Tempo Controle Nitro FORO011B FOR811B
30 min | 0,07513+0,02  0,04089 £ 0,005 0,0494 + 0,008 0,0594 + 0,008
60 min | 0,0774 £ 0,02 0,04444 + 0,005 0,0704 + 0,012 0,0698 + 0,0097
90 min | 0,08513 +0,019 0,04756 + 0,007 0,0970 + 0,016#+ 0,0791 £ 0,011
120 min | 0,08807 + 0,019 0,04989 + 0,006 0,124 + 0,023*#+ 0,097 + 0,015#+

Os dados sdo expressos em média + E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two- Way ANOVA e
pos teste de Tukey. *P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90, 120 e o controle negativo do
grupo. # P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 de cada grupo com seu controle
interno (tempo 30). +P<0,05 comparacdo do grupo nitro com os grupos FOR011B e FOR811B nos
tempos 60, 90 e 120.

Figura 11- Efeitos promovidos pelo nitro e metalofarmacos FOR011B e FOR811B
no fluxo urinario.
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Fluxo urinario em rim isolado de rato dos grupos nitro, FOR011B, FOR811B na concentragdo 1
pmol/L. Os dados séo expressos em (média + E.P.M.). * p<0,05 relacionado a concentracdo 1pumol/L
com o controle negativo. # p<0,05 relacionado a concentracdo 1pmol/L com o controle interno
(tempo 30). + p<0,05 relacionado a comparagdo do grupo nitro com os grupos FORO011B e
FOR811B.

Adicionalmente, houve diminuicdo significativa no ritmo de filtracdo
glomerular no tempo 60 min até o final do experimento em todos os grupos em estudo
quando compara-se com o controle negativo no tempo 30 min (Tabela 7; Figura 12).
Em relagdo a comparagdo do controle interno com os demais tempos de cada grupo,
houve diferenca significativa nos tempo 60 e 120 min do grupo nitro, onde reduziu em
comparacdo ao tempo 30 min, diminuiu significativamente a RFG do FOR011B no
tempo 60 min e, também houve reducdo em todos os tempos do FOR811B em
comparagdo ao seu controle interno. Ao analisar os dados do grupo nitro em
comparagdo aos dos metalofarmacos, houveram diferencas significativas no tempo 120

min de ambos 0S grupos.

Tabela 7 — Ritmo de filtracdo glomerular (RFG) em rim isolado de rato na presenca
de Nitro, FOR011B e FOR811B nas concentragdes 1umol/L.

Tempo Controle Nitro FORO011B FOR811B
30 min | 0,887 +0,086 0,427 + 0,053 0,397 + 0,061 0,509 + 0,08

60 min | 0,300 + 0,081* 0,233 +0,035*# 0,218 £ 0,037*# 0,296 £ 0,04*#
90 min | 0,325+0,076* 0,261 +0,049* 0,325+ 0,052* 0,324 £ 0,05*#
120 min | 0,337 £0,072* 0,241 £ 0,038*# 0,403 +0,081*+ 0,320 + 0,06*#+
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Os dados sdo expressos em média + E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two- Way ANOVA e
pos teste de Tukey. *P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90, 120 e o controle negativo do
grupo. # P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 de cada grupo com seu controle
interno (tempo 30). +P<0,05 comparacdo do grupo nitro com os grupos FOR011B e FOR811B nos
tempos 60, 90 e 120.

Figura 12- Efeitos promovidos pelo nitro e metalof&rmacos FOR011B e FOR 811B
no ritmo de filtragdo glomerular.
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Ritmo de filtracdo glomerular em rim isolado de rato dos grupos nitro, FOR011B, FOR811B na
concentragdo 1 pumol/L. Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). * p<0,05 relacionado a
concentragdo 1umol/L com o controle negativo. # p<0,05 relacionado a concentragdo 1umol/L com o
controle interno (tempo 30). + p<0,05 relacionado a comparagdo do grupo nhitro com 0S grupos
FORO011B e FOR811B.

A verificacdo da capacidade de depuracdo do rim isolado em nivel de
moléculas osmoticamente ativas baseou-se através do calculo do clearence osmolar
(Cosm). Ao realizar a comparacdo dos grupos em estudo com o controle negativo sé
houveram diferencas significativas no tempo 60 min do grupo nitro, onde houve uma
reducdo do clearence e, no grupo FOR011B no tempo 120 min em que houve um
acréscimo do Cosm.

Ao comparar o controle interno (tempo 30) de cada grupo com os demais tempo do seu
proprio grupo, as diferencas significativas foram presentes nos grupos dos

metalofarmacos, onde aumentou nos tempos 90 e 120 min do FORO011B e, no tempo
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120 min do FOR811B. Em relacdo a analise do grupo nitro com o0s grupos dos

metalofarmacos, houve aumento significativo do clearence nos tempos 90 e 120 min do
FORO11B e, no tempo 120 min do FOR811B.

Tabela 8 — Clearence osmolar (Cosm) em rim isolado de rato na presenca de Nitro,
FORO011B e FOR811B nas concentra¢es 1umol/L.

Tempo
30 min
60 min
90 min
120 min

Controle
0,074 £ 0,019
0,072 £ 0,019
0,081 £ 0,019
0,085 + 0,020

Nitro

0,033 + 0,005
0,032 + 0,004*
0,037 + 0,006
0,042 + 0,005

FORO011B
0,042 + 0,006
0,064 + 0,011
0,088 + 0,015#+
0,116 + 0,021*#+

FOR811B
0,046 + 0,007
0,055 + 0,007
0,062 + 0,008
0,080 + 0,01#+

Os dados sdo expressos em media + E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two- Way ANOVA e
pos teste de Tukey. *P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90, 120 e o controle negativo do
grupo. # P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 de cada grupo com seu controle
interno (tempo 30). +P<0,05 comparacdo do grupo nitro com os grupos FOR011B e FOR811B nos
tempos 60, 90 e 120.

Figura 13- Efeitos promovidos pelo nitro e metalofarmacos FOR011B e FOR811B
no clearence osmolar.
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Clearence osmolar em rim isolado de rato dos grupos nitro, FOR011B, FOR811B na concentracdo 1

pmol/L. Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). * p<0,05 relacionado a concentragdo 1pumol/L

com o controle negativo. # p<0,05 relacionado a concentra¢cdo 1pmol/L com o controle interno
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(tempo 30). + p<0,05 relacionado a comparagdo do grupo nitro com os grupos FORO011B e
FOR811B.

Ao analisar o transporte de eletrolitos, observou-se que o Percentual de
Transporte Tubular de Sddio (%TNa") diminui significativamente nos tempos 60, 90 e
120 min dos grupos FOR011B e FOR811B, porém ndo houve alteracdo no grupo nitro
ao comparar com o controle negativo no tempo 30. Ao realizar a comparagdo dos
grupos nos tempos 60, 90 e 120 min com seu controle interno, houve diferenca
significativa nos tempo 60 e 90 min para os metalofarmacos e no tempo 120 min para
0s trés grupos em estudo, onde houve reducdo do transporte tubular de sodio ao
comparar com 0s 30 minutos inicias. Quando se comparou o grupo nitro com FOR011B
e FOR811B nas mesmas faixas de tempo, houve diferenca significativa no tempo 60
min do FOR011B e no tempo 90 min para os dois metalofarmacos.

Tabela 9- Percentual de Transporte Tubular Total de Sdédio (%TNa®) em rim
isolado de rato na presenca de Nitro, FOR011B e FOR811B nas concentracdes
1umol/L.

Tempo Controle Nitro FORO011B FOR811B
30 min | 88,74 £1,362 92,85+ 1,126 91,98 + 0,712 90,38 + 1,402
60 min | 76,62 £ 3,685 87,88 + 1,487 78,36 + 1,40*#+ 82,14 + 2 47*#
90 min | 73,6 +4,394 87,31 +1,153 79,24 £ 2,08*#+ 79,84 + 2,85%#+
120 min | 70,85 £ 5,729 81,6 + 2,859# 7752 £2,71*%# 75,37 £ 2,39*#

Os dados sdo expressos em média + E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two- Way ANOVA e
pos teste de Tukey. *P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90, 120 e o controle negativo do
grupo. # P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 de cada grupo com seu controle
interno (tempo 30). +P<0,05 comparacdo do grupo nitro com os grupos FOR011B e FOR811B nos
tempos 60, 90 e 120.




59

Figura 14- Efeitos promovidos pelo nitro e metalofarmacos FOR011B e FOR811B
sobre Percentual de Transporte Tubular Total de Sodio (%TNa").
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Percentual de Transporte Tubular Total de Sédio (%TNa") em rim isolado de rato dos grupos nitro,
FOR011B, FOR811B na concentracdo 1 pmol/L. Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). *
p<0,05 relacionado a concentragdo 1umol/L com o controle negativo. # p<0,05 relacionado a
concentragdo 1umol/L com o controle interno (tempo 30). + p<0,05 relacionado a comparacgdo do
grupo nitro com os grupos FOR011B e FOR811B.

Assim como, também houve reducdo significativa no Percentual de
Transporte Proximal de Sédio nos tempos 60 e 90 min dos grupos FORO011B e
FOR811B e, no tempo 120 min houve reducdo dos trés grupos em estudo ao comparar
com o controle negativo. Ao realizar a comparagdo do controle interno de cada grupo
com os demais tempos do seu respectivo grupo, houve diminui¢do significativa nos
tempos 60, 90 e 120 min do FOR011B e FOR811B e, também houve reducéo no tempo
120 min do grupo nitro em comparagdo ao tempo 30 min. N&o houve significancia em

relacdo a comparagdo do grupo nitro com os grupos dos metalofarmacos.
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Tabela 10- Percentual de Transporte Proximal de Sddio (%TpNa*) em rim isolado de

rato na presenca de Nitro, FOR011B e FOR811B nas concentra¢des 1pumol/L.

Tempo Controle Nitro FORO011B
30 min | 89,2 + 1,547 90,98 + 1,115 92,55+ 1,676
60 min | 75,7 + 3,437 82,37 + 1,685 77,95 + 2,994*#
90 min | 72,16 £ 4,322 82,79 + 1,401 80,64 + 3,881*#
120 min | 69,73 £ 5,601 77,99 £2,924*# 80,66 + 5,394*#

FOR811B
88,11+ 1,351
77,39 = 2,116%#
75,45 + 2,443*#
70,79 + 2,013*#

Os dados sdo expressos em média + E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two- Way ANOVA e
pos teste de Tukey. *P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90, 120 e o controle negativo do
grupo. # P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 de cada grupo com seu controle
interno (tempo 30). +P<0,05 comparacdo do grupo nitro com os grupos FOR011B e FOR811B nos

tempos 60, 90 e 120.

Figura 15- Efeitos promovidos pelo nitro e metalofarmacos FOR011B e FOR811B

sobre Percentual de Transporte Proximal de Sodio (%TpNa®).
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Percentual de Transporte Proximal de Sodio (%TpNa*) em rim isolado de rato dos grupos nitro,

FOR011B, FOR811B na concentracdo 1 pmol/L. Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). *

p<0,05 relacionado a concentragdo 1umol/L com o controle negativo. # p<0,05 relacionado a

concentragdo 1 umol/L com o controle interno (tempo 30). + p<0,05 relacionado a comparagdo do

grupo nitro com os grupos FOR011B e FOR811B.
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Com relacdo ao ion potassio, o Percentual de Transporte Tubular de
Potassio (%TK") também reduziu significativamente nos grupos Nitro, FOR011B e
FOR811B nos tempos 60, 90 e 120 min do experimento a0 comparar com o controle
negativo no tempo 30 min. A comparacdo do controle interno de cada grupo com 0s
demais tempos foi significante para todos os grupos, onde houve uma diminui¢do do
percentual de transporte em todos os tempos dos grupos em estudo. Ao analisar 0s
dados do grupo nitro em relacdo aos do metalofarmaco ndo houveram diferencas

significativas entre 0s mesmaos.

Tabela 11- Percentual de Transporte Tubular Total de Potassio (%TK™) em rim isolado

de rato na presenca de Nitro, FOR011B e FOR811B nas concentracdes 1pumol/L.

Tempo Controle Nitro FORO011B FOR811B
30 min | 78,01 £ 2,096 83,26 + 1,829 83,59 + 1,29 81,29 + 1,395
60 min | 61,58 £ 4,268 62,38 + 3,172*# 53,65+ 3,481*# 64,94 + 2,624*#
90 min | 61,25+ 4,177 64,58 + 2,693*# 61,46 £ 4,194*# 63,37 + 3,376*#
120 min | 61,35+ 5,341 60,76 £ 6,99*# 59,53 +5,372*# 58,62 + 3,549*#

Os dados sdo expressos em média + E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two- Way ANOVA e
pos teste de Tukey. *P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90, 120 e o controle negativo do
grupo. # P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 de cada grupo com seu controle
interno (tempo 30). +P<0,05 comparacdo do grupo nitro com os grupos FOR011B e FOR811B nos
tempos 60, 90 e 120.
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Figura 16- Efeitos promovidos pelo nitro e metalofarmacos FOR011B e FOR811B
sobre Percentual de Transporte Tubular Total de Potassio (%TK™).
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Percentual de Transporte Tubular Total de Potassio (%TK") em rim isolado de rato dos grupos nitro,
FOR011B, FOR811B na concentracdo 1 umol/L. Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). *
p<0,05 relacionado a concentragdo lpmol/L com o controle negativo. # p<0,05 relacionado a
concentragdo 1 pmol/L com o controle interno (tempo 30). + p<0,05 relacionado a comparagdo do
grupo nitro com os grupos FOR011B e FOR811B.

Houve reducédo significativa no Percentual de Transporte Proximal de
Potéssio (%TpK™) nos trés grupos em estudo nos tempos 60, 90 e 120 min. Ao realizar a
comparacdo do controle interno de cada grupo com os demais tempos do experimento,
houveram diferencas significativas, nas quais teve reducdo do transporte proximal do
ion potassio em todos 0s grupos nos tempos 60, 90 e 120 min em relagdo ao controle
interno. Ndo houve significdncia na comparacdo do grupo nitro com 0S grupos
FORO011B e FOR811B.
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Tabela 12- Percentual de Transporte Proximal de Potassio (%TpK™) em rim isolado de

rato na presenca de Nitro, FOR011B e FOR811B nas concentra¢des 1pumol/L.

Tempo Controle Nitro FORO011B FOR811B
30 min | 78,47 £1,934 81,4+ 1,839 84,15 + 2,347 80,52 £ 1,702
60 min | 60,65 + 4,109 56,87 + 3,436*# 53,24 £5,356*# 60,26 + 2,697*#
90 min | 59,8 +4,195 60,06 + 2,939*# 62,85+ 6,416*# 57,9 + 3,595*#
120 min | 60,23 £ 5,329 57,15+ 7,064*# 62,66 £ 8,232*# 50,47 + 4,133*#

Os dados sdo expressos em média + E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two- Way ANOVA e
pos teste de Tukey. *P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90, 120 e o controle negativo do
grupo. # P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 de cada grupo com seu controle
interno (tempo 30). +P<0,05 comparacdo do grupo nitro com os grupos FOR011B e FOR811B nos
tempos 60, 90 e 120.

Figura 17- Efeitos promovidos pelo nitro e metalofarmacos FOR011B e FOR811B
sobre Percentual de Transporte Proximal de Potassio (%TpK™).
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Percentual de Transporte Proximal de Potassio (%TpK™) em rim isolado de rato dos grupos nitro,
FORO011B, FOR811B na concentragdo 1 pmol/L. Os dados séo expressos em (média + E.P.M.). *
p<0,05 relacionado a concentragdo lpmol/L com o controle negativo. # p<0,05 relacionado a
concentragdo 1 pumol/L com o controle interno (tempo 30). + p<0,05 relacionado a comparacdo do
grupo nitro com os grupos FOR011B e FOR811B.

Quando se analisou o ion cloreto, o Percentual de Transporte Tubular Total
de Cloreto (%TCI) reduziu significativamente nos tempos 60 € 90 min para 0S grupos

FORO011B e FOR811B e, também houve reducdo no tempo 120 min para 0s trés grupos
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em estudo ao comparar com o controle negativo no tempo 30 min. Ao realizar a
comparacdo do controle interno de cada grupo com os demais tempos do experimento,
houve diminuicdo significativa nos tempos 60, 90 e 120 min dos metalofdrmacos e
somente no tempo 120 min do grupo nitro. Em relacdo a comparacdo do grupo nitro
com 0 FOR011B e FOR811B na mesma faixa de tempo, teve diferenca significativa em
todos os tempos para 0 FOR011B e nos tempo 90 e 120 min para FOR811B, onde
houve maior diminui¢do do (%TCI-) para os metalofarmacos em estudo.

Tabela 13- Percentual de Transporte Tubular Total de Cloreto (%TCI) em rim isolado
de rato na presenca de Nitro, FOR011B e FOR811B nas concentragdes 1pumol/L.

Tempo Controle Nitro FORO011B FORS811B
30 min |86,82+1,328 91,3+1,294 89,73 £ 0,827 89,26 + 1,386

60 min | 73,34 +3,587 84,67 +1,755 71,75+ 1,096*#+ 78,79 £ 2,269*#
90 min | 70,56 £4,254 84,1+ 1,348 71,98 £1,389*#+ 75,91 £ 2,719*#+
120 min | 68,4+5589 78+3214*# 67,63+ 3,886*#+ 70,23 + 2,338*#+

Os dados sdo expressos em media + E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two- Way ANOVA e
pos teste de Tukey. *P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90, 120 e o controle negativo do
grupo. # P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 de cada grupo com seu controle
interno (tempo 30). +P<0,05 comparacdo do grupo nitro com os grupos FOR011B e FOR811B nos
tempos 60, 90 e 120.
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Figura 18- Efeitos promovidos pelo nitro e metalofarmacos FOR011B e FOR811B
sobre Percentual de Transporte Tubular Total de Cloreto (%TCI).
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Percentual de Transporte Tubular Total de Cloreto (%TCI) em rim isolado de rato dos grupos nitro,
FORO011B, FOR811B na concentracdo 1 pmol/L. Os dados so expressos em (média + E.P.M.). * p<0,05
relacionado a concentragdo 1umol/L com o controle negativo. # P<0,05, comparagdo entre os diferentes
tempos 60, 90 e 120 de cada grupo com seu controle interno (tempo 30). +P<0,05 compara¢do do grupo
nitro com os grupos FOR011B e FOR811B nos tempos 60, 90 e 120.

Para o Percentual de Transporte Proximal de Cloreto (% TpCI’) houve uma
diminuicdo significativa nos tempos 60, 90 e 120 min para os grupos FOR011B e
FOR811B, e diminuiu no tempo 120 min para o grupo Nitro ao comparar com 0
controle negativo. Ao comparar o controle interno de cada grupo com os demais tempos
do experimento, houve uma diminuicdo significativa do (%TpCl-) nos tempos 60, 90 e
120 min para todos os grupos em analise. Ao realizar a comparag¢do do grupo nitro com
0s grupos dos metalofarmacos na mesma faixa de tempo, s6 houve diferenga

significativa no tempo 120 min do FOR811B, onde diminuiu o (%TpCl-).
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Tabela 14- Percentual de Transporte Proximal Cloreto (% TpCI’) em rim isolado de rato

na presenga de Nitro, FOR011B e FOR811B nas concentra¢bes 1pmol/L.

Tempo Controle Nitro FORO011B FOR811B
30 min |87,28+1,515 89,44 +1,285 90,3+1,578 86,99 + 1,342
60min | 7241334 79,16+1,963# 71,35+ 2444*# 74,04 £1,976*#
90 min | 69,11 +4,198 79,58 +1,604# 73,38 £2,679*# 71,51 £ 2,394*#
120 min | 67,28 £5,477 74,39 £3,272*# 70,77 £5,77*# 65,65 + 2,102*#+

Os dados sdo expressos em média + E.P.M. com analise por teste t de Student ou Two- Way ANOVA e
pos teste de Tukey. *P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90, 120 e o controle negativo do
grupo. # P<0,05, comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 de cada grupo com seu controle
interno (tempo 30). +P<0,05 comparacdo do grupo nitro com os grupos FOR011B e FOR811B nos
tempos 60, 90 e 120.

Figura 19- Efeitos promovidos pelo nitro e metalofarmacos FOR011B e FOR811B
sobre Percentual de Transporte Proximal Cloreto (%TpClI).
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Percentual de Transporte Proximal de Cloreto (%TpCIl) em rim isolado de rato dos grupos nitro,
FORO011B, FOR811B na concentracdo 1 pmol/L. Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). * p<0,05
relacionado a concentragdo 1pmol/L com o controle negativo. # P<0,05, comparagéo entre os diferentes
tempos 60, 90 e 120 de cada grupo com seu controle interno (tempo 30). +P<0,05 comparacdo do grupo
nitro com os grupos FOR011B e FOR811B nos tempos 60, 90 e 120.

5.2 Dosagem de nitrito/nitrato (NOXx) no tecido renal
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A figura 20 mostra os niveis de nitrito/nitrato (NOx) em tecido renal. O
grupo FOR811B apresentou aumento dos niveis de NOx em relacdo ao grupo controle
(890+181,6 nM/g tecido vs 435,8+80,57 nM/g tecido), e o grupo controle e FOR011B

néo apresentaram significancia ao comparar com o grupo controle.

Figura 20- Niveis de nitrito/nitrato tecidual em tecido renal
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Efeito do FOR811B e FOR011B em niveis de NOx em tecido renal, apds a perfusdo de rim de rato
isolado. Os valores da figura expressam a média + erro padrao dos niveis teciduais de NOx nos diferentes
grupos experimentais. Grupos: controle; nitro, FOR811B e FOR011B com a dose 1umol/L em cada

grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA seguida pelo teste de Tukey.

5.3 Avaliacao dos niveis de glutationa reduzida (GSH) em tecido renal

A figura 21 mostra os resultados em relacdo aos niveis de GSH em tecido
renal apos perfusdo de rim isolado. Demonstrando um aumento ndo significativo do
grupo nitro em relacdo ao controle e, também, em relagdo aos outros grupos em estudo.
Ao observar os grupos do metalofarmacos, percebe-se que ndo houve aumento

significativo nos mesmo, porém o grupo FOR811B se mostrou mais parecido em
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valores com o grupo nitro, do que o FOR011B, onde houve valores bem baixos de
GSH.

Figura 21- Niveis de GSH em tecido renal
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Efeito do FOR811B e FOR011B em niveis de GSH em tecido renal, ap6s a perfusdo de rim de rato
isolado. Os valores da figura expressam a média + erro padrdo dos niveis teciduais de GSH nos diferentes
grupos experimentais. Grupos: controle; nitro, FOR811B e FOR011B com a dose lumol/L em cada

grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA seguida pelo teste de Tukey.

5.4 Determinacdo de GMPc urinario

A figura 22 mostra a determinacdo dos niveis de GMPc das urinas da
perfusdo. Houve um aumento significativo nos tempos 90 e 120 dos grupos Nitro e
FORO011B, em relacdo ao controle interno. Ao relacionar o grupo nitro com 0s grupos
dos metalofarmacos, na mesma faixa de tempo, sé houve significancia no grupo
FOR811B, onde reduziu os niveis de GMPc em relacdo ao grupo nitro. A comparacao
do grupo nitro e FOR011B nao demonstrou significancia.



69

Figura 22- Niveis de GMPc urinario
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Os dados sdo expressos em média + E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two- Way ANOVA e
pos teste de Tukey. # P<0,05, comparacao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 de cada grupo com seu
controle interno (tempo 30). +P<0,05 comparacéo do grupo nitro com os grupos FOR011B e FOR811B
nos tempos 60, 90 e 120.

5.5 Andlise histolégica

A figura 23 corresponde as fotomicrografias do grupo controle negativo que
representa o grupo no qual, os rins direitos perfundidos apenas com solucdo de Krebs-
Hanseleit e do grupo controle positivo dos rins que foram perfundidos com
Nitroprussiato 1,0 pumol/L. O grupo controle interno ndo apresentou alteragdes na
arquitetura renal. J& o grupo controle positivo com Nitropussiato 1,0 umol/L apresentou
alteracdes como deposicdo de material protéico intratubular, tumefacdo tubular,
degeneracéo hidrdpica vacuolar e tubular.

A figura 24 demonstra as fotomicrografias da analise histoldgica de rins
direitos dos grupos perfundidos com os metalofarmacos FOR811B e 011B na
concentragdo de 1,0 pumol/L. Uma leve atrofia glomerular, tumefacdo tubular e
deposicdo de material protéico foram as alteracfes na arquitetura renal do grupo do
FOR811B. Em relagdo ao grupo FORO11B, verificou-se também, alteracbes na
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arquitetura renal, como atrofia glomerular, deposicdo de material protéico

intraglomerular em tabulos proximais e degeneracdo tubular.

Figura 23 - Fotomicrografias representativas de rins de ratos perfundidos,
demonstrando o cortex, juncdo cortex-medular e medula interna. Coloracao

Hematoxilina-Eosina, 400x. Microscépio Nikon Eclipse/Software Nis 4.0.

Cortex Juncédo Cértex-medular Medula interna

Grupo controle (A-C) de rins perfundidos apenas com solucdo de Krebs-Hanseleit modificada (RD), ndo
apresentando alteracdes na arquitetura renal. Grupo Nitropussiato 1,0 umol/L (D-F) mostrando cdrtex
com deposicao de material protéico intratubular (1) e tumefagdo tubular (2); a regido cértex-medular com
deposicdo de material protéico intratubular (1) e degeneracdo hidrépica vacuolar (3); e medula interna
com deposicdo de material protéico intratubular (1) e degeneracdo tubular (4). As setas apontam as
alteragBes. Fonte: Laboratdrio de Morfologia Experimental Comparada (MEC) - UECE.
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Figura 24 — Fotomicrografias representativas de rins de ratos perfundidos
demonstrando o cortex, juncdo cortex-medular e medula interna. Coloracgéo

Hematoxilina-Eosina, 400x. Microscépio Nikon Eclipse/Software Nis 4.0.

Cortex Juncdo Cértex-medular Medula interna

Grupo FOR811B no qual os rins foram perfundidos com o esse metalofdrmaco na concentracédo 1 pmol/L
(G-H), o cdrtex apresentou uma leve e discreta atrofia glomerular (1), na regido cdrtex-medular foi
observado tumefacdo tubular (3) e atrofia glomerular (1) e na regido da medula interna, demonstrou-se
deposicdo de material protéico; no grupo FOR011B 1 pmol/L (J-L), na regido do cértex foi observado
atrofia glomerular (1), na regido cortex- medular demonstrou-se deposicdo de material protéico
intraglomerular em tubulos proximais e na regido da medula interna apresentou degeneracao tubular (4) e
deposigdo de proteina (2). As setas apontam as alteragfes. Fonte: MEC — UECE.
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5.6 Cultura de células renais e viabilidade celular

Com o objetivo de mensurar o percentual de células vivas (vidveis) em
comparacdo com o controle ap6s uma exposicdo de uma concentracdo conhecida de
células, realiza-se os ensaios de viabilidade celular. Tais células passaram por condic¢des
adversas (estresse fisico ou processo quimico, por exemplo). O teste de reducdo de
MTT foi realizado neste trabalho, o qual visa investigar, a eficiéncia da respiracéo
celular, apesar de ser de forma indireta.

Como demonstrado nas figuras 25 e 26, a fim de determinar as
concentragfes de FOR011B e FOR811B sem efeitos toxicos, as células LLC - MK2 em
condigdes ideias de cultivo foram tratadas com os metalofarmacos em concentragdes
crescentes (31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pmol/L),a substancia apresentou um
perfil de toxicidade nas concentracdes estudadas, aparentemente, concentracao
dependente, mostrando que para 0 FOR011B a partir da concentragcdo de 125 pmol/L
apresentou efeitos toxicos e a menor concentracdo sem efeito téxico na linhagem
estudada foi 62,5 umol/L, onde ndo houve alteracdo significativa na viabilidade. Da
mesma forma, as células LLC-MK2 foram tratadas com as mesmas concentracfes
crescentes com o FOR811B, onde houve efeitos toxicos a partir da concentragdo 250
pmol/L e nas concentragdes inferiores a esta, ndo houveram alteragGes significativas na

viabilidade, o que mostra que ndo ha efeitos toxicos nestas.

Tabela 15 - Percentual de viabilidade das células LLC-MK?2 tratadas com diferentes
concentracdes de FOR011B e FOR811B.
%Viabilidade das células LLC-MK?2

Controle 98,88+0,89

31,25 62,50 125 250 500 1000
pmol/L pmol/L pmol/L pmol/L pmol/L pmol/L

FORO011B 96,94+0,76 96,65+0,68 79,53+1,26* 64,61+0,52* 29,05+0,37* 20,29+1,06*

FOR811B 97,13+0,76 96,85+0,68 95,88+0,94  79,74+0,52* 62,41+0,67* 36,61+1,92*
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Figura 25 — Percentual de viabilidade das células LLC-MK2 tratadas com diferentes
concentracdes de FOR011B.

1259 «p<0,05 vs. CT

LLC-MK2 (% viabilidade)

CT 3125 625 125 250 500 1000
FOR 011 B (pmol/L)

Os experimentos foram realizados com n=6, e os dados expressos como percentual de viabilidade + EPM.
Para andlise estatistica, foi utilizado ANOVA seguido de pos teste de Tukey, p<0,05.

Figura 26 — Percentual de viabilidade das células LLC-MK2 tratadas com diferentes
concentracdes de FOR811B.
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Os experimentos foram realizados com n=6, e os dados expressos como percentual de viabilidade = EPM.
Para anlise estatistica, foi utilizado ANOVA seguido de pds teste de Tukey, p<0,05.

Apo6s conhecimento da faixa de concentracdo de trabalho, submeteu-se as
células as condicdes de I/R in vitro através do método da cAmara anaerdbica e tratadas
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com o0s respectivos metalofarmacos a fim de investigar possiveis efeitos protetores
diretos por meio do aumento no percentual de viabilidade celular. Na figura 27 o grupo
controle (C) representa a totalidade no percentual de viabilidade, que representa as
células mantidas em condicdes de aerobiose. Apos submeter o cultivo ao procedimento
de I/R sem o tratamento com os metalofarmacos, o modelo sobre a linhagem celular
(grupo I/R) foi obtido, no qual reduz a viabilidade para aproximadamente 50%.
Submeteu-se as céelulas ao modelo da cAmara anaerobica e, posteriormente,
foi realizado o tratamento com o FOR011B e FOR811B dentro da respectiva faixa de
concentracdo avaliada como ndo toxica para LLC-MK2. Quando as concentracfes de
FORO011B ndo toxicas para LLC-MK2 foram aplicadas sobre as células em processo de
I/R, a toxicidade permaneceu causando até morte nas menores concentragdes das
concentracdes em estudo (figura 22). Dessa forma, ndo foi dado continuidade com o

metalofarmaco FORO011B para 0s experimentos seguintes.

Tabela 16 - Percentual de viabilidade das células LLC-MK2 submetidas ao modelo de

I/R in vitro

%Viabilidade das células LLC-MK?2

Controle  100,5+0,91
I/IR 51,11+2,03
31,25 umol/L 62,50 umol/L 125 pmol/L. 250 pmol/L 500 umol/L 1000 pmol/L

FORO011B 25,57+1,01*# 28,01+0,46*# 36,24+0,95*# 24,5+0,67*# 16,73+1,30*# 5,85+1,08*#

FOR811B 45,46+1,01*  47,9+0,46* 31,02+0,81*# 20,97+0,58*# 27,68+2,15*# 5,14+0,90*#




75

Figura 27- Percentual de viabilidade das células LLC-MK2 submetidas ao modelo de

I/R in vitro e tratadas com diferentes concentragdes de FOR011B.
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Os experimentos foram realizados com n=6, e os dados expressos como percentual de viabilidade £ EPM.
Para andlise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pés teste de Tukey, *p< 0,05 vs. grupo
controle; #p<0,05 vs. grupo I/R.

Para o metalofarmaco FOR811B, conforme a figura 21 a concentracdo
minima encontrada sem efeito toxico na linhagem estudada foi de 125 pumol/L, sendo a
mesma toxica para as células em processo de I/R. A figura 28 demonstra que 0s pogos
tratados com as concentragfes 62,5 e 31,25 pumol/L ao comparar com as células que
passaram pelo processo de I/R ndo apresentaram diferenca na viabilidade. Portanto, a
menor concentracdo em estudo foi elencada para a verificacdo da influéncia da
substancia na respiracdo celular, utilizando rodamina 123, através da técnica da analise

do potencial transmembréanico mitocondrial.
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Figura 28- Percentual de viabilidade das células LLC-MK2 submetidas ao modelo de

I/R in vitro e tratadas com diferentes concentragdes de FOR811B.
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Os experimentos foram realizados com n=6, e os dados expressos como percentual de viabilidade £ EPM.
Para analise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pds teste de Tukey *p< 0,05 vs. grupo controle;
#p<0,05 vs. grupo I/R.

5.7 Anélise do potencial transmembréanico mitocondrial

Rodamina 123 (Rho 112) é um corante que tem capacidade de revelar nas
células viaveis as mitocéndrias, por sua vez avaliar o potencial mitocondrial. Através do
método da cadmara anaerobica, as células LLC-MK2 submetidas ao processo de I/R
tiveram a fluorescéncia relativa reduzida em comparacdo ao controle, conforme a figura
29. Na concentracdo estudada, o FOR811B, foi capaz de aumentar a fluorescéncia
relativa nos pogos tratados, demonstrado um potencial efeito protetor sobre o efeito de
disfuncéo da respiracdo celular e da cadeia transportadora de elétrons causado pela leséo
por I/R. Conforme a figura 30, o histograma representativo relativo a distribuicdo

populacional da fluorescéncia, confirmando os dados estatisticos obtidos.
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Figura 29- Andlise da respiracéo celular pelo uso do corante rodamina.
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No grafico estdo representados o grupo controle, I/R in vitro e tradadas com a menor concentracdo do
FOR811B (31,25 umol/L). Os experimentos foram realizados com n=6, e 0s dados expressos com razdo
de fluorescéncia relativa ao controle £ EPM. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA, seguido de p6s

teste de Tukey *p<0,05 vs. grupo controle; #p<0,05 vs. grupo isquemia

Figura 30- Histograma representativo da analise do potencial mitocondrial pela

utilizacdo do corante de rodamina.
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Estdo representados o grupo I/R, tratado com FOR811B 31,25 umol/L e o controle. Os picos representam

a contagem de eventos (células) que apresentam a respectiva fluorescéncia.
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6 DISCUSSAO

Foi realizado o estudo do 6rgéo isolado para elucidar as possiveis alteracdes
renais promovidas pelos mesmos, devido a esse modelo ser ideal para compreensdo da
fisiologia renal sem a interferéncia de mecanismos regulatorios sistémicos (COSTA,
2016).

Ao investigar os parametros da pressao de perfusdo (PP), observou-se que a
pressdo de perfusdo aumentou no grupo do FOR011B nos tempos 90 e 120 ao comparar
com o controle interno e, na comparacdo do grupo nitro com o0s grupos dos
metalofarmacos, sé houve diferenca significativa no FOR011B, onde houve também um
aumento da pressdo de perfusdo nos tempos 60, 90 e 120. Ao analisar os dados da
Resisténcia Vascular Renal (RVR) s6 houve acréscimo da mesma no grupo do
FORO011B no tempo 120 em relagéo ao controle interno e, a0 comparar 0 grupo nitro
com as substancias em estudo, houve diferenca significativa apenas no metalofarmaco
011 B onde aumentou a RVR nos tempos 60, 90 e 120. O aumento da PP e RVR pode
relacionar-se diretamente com alguma atividade vasoativa do FORO011B sobre as
arteriolas glomerulares aferentes e eferentes, provocando uma vasoconstriccdo e,
consequentemente, aumento da pressdo de perfusdo (WAECKEL et al., 2015). Esse
aumento da PP ocorre devido a qualquer influéncia pressorica contratil em um desses
vasos, citados anteriormente, devido ao fato de serem componentes do sistema vascular
com maior influéncia sobre o controle vasoativo (NOROES, 2014). Para manutencéo da
hemodindmica glomerular é de suma relevancia o equilibrio do tonus vascular das
arteriolas aferentes e eferentes (ITO; ABE, 1997).

Em relacdo ao Fluxo Urinario (FU), houve um amento nos tempos 90 e 120
do FORO011B e no tempo 120 do FOR811B ao comparar com o controle interno, assim
como, também houve esse aumento no FU nos mesmos tempos e grupos ao realizar a
comparagdo com o grupo nitro. Foi observado um decréscimo significativo no ritmo de
filtracdo glomerular (RFG) aos 60 e 120 minutos do grupo nitro, no tempo 60 do grupo
FORO011B e, em todos os tempos do grupo FOR811B quando comparou-se com 0
controle interno. Ao realizar a comparacdo do grupo nitro com os metalofarmacos so
houve aumento da RFG no tempo 120 de ambos os grupos. O clearence osmolar teve
um acréscimo significativo nos grupos FOR011B e FOR811B nos tempos 90 e 120; 120
respectivamente, ao comparar com o controle interno. E, a mesma diferencga

significativa foi vista quando comparou 0 grupo nitro com o0s grupos dos
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metalofarmacos. Esse aumento do Cosm pode relacionar-se ao aumento do fluxo
urinario, que como visto anteriormente, aumentou igualmente nos mesmos tempos e
grupos do estudo, uma vez que esse parametro é produto do fluxo urinario e da relagcdo
entre a osmolaridade urindria e do perfusato. Assim como, pode estd diretamente
relacionado ao aumento da osmolaridade da urina.

O inicio da formacéo da urina ocorre com uma grande quantidade de fluido
que é praticamente livre de proteina e na capsula de Bowman passa pelo processo de
filtracdo, a partir dos capilares glomerulares. Com excecdo das proteinas, a maior parte
das substancias no plasma séo livremente filtradas, de forma que a concentracéo,
praticamente, se iguala entre glomérulos e plasma. Determina-se o ritmo de filtracdo
glomerular através do produto do coeficiente de ultrafiltragdo com as pressdes de
ultrafiltracdo dos capilares. Pressdes hidrostaticas nos capilares glomerulares e na
capsula de Bowman compde a pressao de ultrafiltracdo, assim como as pressdes
coloidosméticas nesses dois segmentos também fazem parte. Modula-se a pressao
hidrostatica nos capilares glomerulares através da resisténcia das arteriolas aferentes e
eferentes. Aumentar a resisténcia das arteriolas aferentes reduz a pressdo hidrostatica e
0 RFG. Porém, as dilatacdo dessas arteriolas causa aumento da pressao hidrostatica e do
RFG (GUYTON et al., 2017).

Ouras alteracdes observadas foram em relacdo ao transporte de eletrélitos
em que houveram mudancas com os fons Na™ K* e CI no transporte total e proximal. O
percentual de transporte tubular total de sodio (%TNa") reduziu significativamente aos
60 minutos dos grupos dos metalofarmacos e manteve-se reduzindo até os 120 minutos,
ao comparar com o controle interno e, para o grupo do nitro a redugdo ocorreu somente
aos 120 minutos. Ao comparar 0 grupo nitro com o grupo dos metalofarmacos houve
diminuicao significativa do %TNa" no tempo 60 do FOR011B e aos 90 minutos reduziu
para os dois grupos. Em relacdo ao percentual de transporte proximal de sodio
(%TpNa®"), ao realizar a comparagdo com o controle interno, também houve decréscimo
significativo em todos os tempos dos grupos dos metalofarmacos e aos 120 minutos do
grupo nitro. Ao realizar a comparagdo do grupo nitro com os grupos FORO11B e
FOR811B ndo houve significancia entre os grupos. O percentual de transporte tubular
total de potassio (%TK") também reduziu significativamente em todos 0s grupos nos
tempos 60, 90 e 120 ao comparar com seus controles internos. E ao realizar a
comparagdo do grupo nitro com os demais grupos, ndo houveram significancia entre os

mesmos. Em relagdo ao percentual de transporte proximal de potassio (TpK™) ocorreram
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as mesmas alteragdes, onde o transporte proximal diminuiu significativamente em todos
0s tempos dos grupos em estudo e, a comparagdo do grupo nitro com 0S grupos
FORO011B e FOR811B ndo obtiveram significAncia. Quando se analisou os dados do
percentual de transporte tubular total de cloreto (%TCI") houve reducéo significativa nos
tempos 60, 90 e 120 dos grupos FOR011B e FOR811B e somente no tempo 120 do
grupo nitro. Ao realizar a comparagdo do grupo nitro com o0s grupos dos
metalofarmacos, o grupo do FOR011B reduziu de maneira significativa em todos os
tempos e, no grupo do FOR811B houve decréscimo nos tempos 90 e 120. Em relacédo
ao percentual de transporte proximal de cloreto (%TpCIl) houve uma diminuicéo
significativa nos tempos 60, 90 e 120 para todos os grupos em estudo e, a comparagéo
do grupo nitro com os grupos dos metalofaramcos, sé houve diferenca significativa no
grupo FOR811B no tempo 120, onde reduziu significativamente o (% TpClI’).

Demonstrou-se que a infusdo de Oxido nitrico, em cédes anestesiados,

aumentou excrecdo de sédio, demostrando acao direta do NO na excrec¢do do eletrolito e
diurese. Porém, ndo relacionou-se tais efeitos com alteracbes no RFG, dessa forma,
pode estar sendo relacionado diretamente a funcdo do transporte tubular (MAJID et al.,
1998).
O NO afeta hemodindmica renal e funcdes tubulares renais em rim normal, além de
causar diminuicdo da resisténcia das arteriolas aferentes e eferentes, ocasionando uma
reducio da atividade da bomba de Na'/K*/ATPase em consequéncia do decréscimo da
reabsor¢cdo nos tdbulos proximais (SRISAWAT et al.,, 2015). Dessa forma, 0s
experimentos do presente estudo corroboram com os estudos citados anteriormente, de
acordo com os resultados que foram discutidos no pardgrafo anterior, onde houve
reducio do percentual de transporte total e proximal dos eletrdlitos Na*, K* e CI tanto
dos metalofarmacos em estudo como do grupo nitro.

Ao analisar os parametros vasculares, os quais sofreram alteragdes,
entende-se que esses tiveram influéncia sobre a redugéo do ritmo de filtragdo glomerular
e do aumento do fluxo urinario, demonstrando alteracdes da funcdo renal em
decorréncia de alteracGes na hemodinamica renal, uma vez que se sabe a influéncia
direta do estado pressorico das arteriolas aferentes e eferentes renais no RFG e FU. A
funcdo renal pode ser avaliada em parte pela medida de filtracdo glomerular. Esse
parametro renal é um fator de suma relevancia na velocidade de formacéo da urina ou
fluxo urinario. Através da influéncia da pressdo, o perfusato é conduzido nos capilares

do glomeérulo. E devido a intensidade dessa pressdo, parte dessa solugdo passa para a
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capsula de Bowman, formando o filtrado. O ritmo de filtracdo glomerular é fortemente
influenciado pelo estado pressérico das arteriolas aferentes e eferentes que compdem 0s
glomérulos. Contudo, esse ndo e o Unico fator determinante do RFG e,
consequentemente, da formacdo de urina. Ao percorrer o sistema de tdbulos nos
néfrons, o filtrado tem influéncia de transportadores de eletrolitos e de agua, o que
interfere na sua composicdo ao longo do trajeto. Portanto, outros fatores determinantes
do fluxo urinario sdo os transportes de eletrdlitos e dgua ao longo dos tabulos renais
(KOEPPEN et al., 2009). Dessa forma, o aumento do fluxo urinario esta diretamente
correlacionado a diminuicdo do transporte de eletrdlitos, uma vez que ha maior
quantidade de eletrolitos na luz tubular ocasionando natriurese e, consequentemente,
diurese (DOBROWOLSKI et al., 2015).

Devido ao fato dos compostos em estudo serem responsaveis por perdas
significativas de eletrolitos, conduz a explicacdo da reducdo do ritmo de filtracdo
glomerular (RFG), por meio do sistema de feedback tubulo-glomerular, que tem a
finalidade de alcancar a autorregulacdo renal. JA que se sabe que 0Ss mecanismos
vasculares envolvidos na queda desse parametro normalmente relacionam-se este
feedback. Devido a altas concentracdes de eletrdlitos nas porgdes finais dos tubulos
distais, esse mecanismo de defesa € ativado, especificamente na mécula densa. Essa
estrutura € capaz de determinar a concentracéo de eletrdlitos do filtrado que deixa a al¢a
de Henle, uma vez que um sinal quimico € enviado a arteriola aferente. Essas acdes
levam a vasoconstriccdo de inicio rapido, reducdo do fluxo sanguineo e da pressao
hidrostatica, predominantemente no cortex externo, causando uma reducdo no RFG,
natriurese e diurese (MUNGER et al., 2012). Ainda ndo se tem as explicacGes a cerca
de como acontece esse sinal (ZATZ, 2012). Em pequenos casos, €sse mecanismo
também pode ser executado, pela inducdo de vasodilatacdo da arteriola eferente.
Proporcionando aumento da saida de sangue do glomérulo, causando uma reducdo na
resisténcia dos capilares glomerulares, que leva a diminui¢cdo do filtrado glomerular
(OLDROYD et al., 2000; RIELLA, 2010).

Porém, os resultados encontrados neste estudo ndo corroboram com o0s
mecanismos propostos acima, uma vez que houve reducdo do RFG, mas o fluxo
urinario teve um aumento significativo, assim como o transporte de Na* diminuiu de
maneira significativa e, em consequéncia ocasionou natriurese. Contudo, a infusdo renal
de um doador de NO, aumentou a excre¢do de sodio, demonstrando que os efeitos
diretos do NO séo natriuréticos e diuréticos (MAJID et al.,1998; MAJID; WILLIAMS;
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NAVAR, 1993). Esses efeitos ndo sdo associados diretamente com mudancas na taxa de
filtracdo glomerular, indicando que ha efeitos diretos sobre a funcdo de transporte
tubular (MAJID; NAVAR, 2001). Aumentos no GMPc induzidos pelo NO séo
eficientes para antagonizar os efeitos da angiotensina Il (Ang I1) que € responsavel pela
contracdo (SHULTZ et al., 1990). Peptideo natriurético atrial que causa aumento de
GMPc das células mesangiais, devido a ativacdo de guanilato ciclase, também é
responsavel por antagonizar Ang Il (APPEL et al., 1986). Sabe-se que Ang Il é
responsavel por uma maior vasoconstricdo na arteriola eferente do que a que causa na
arteriola aferente, em contrapartida, o peptideo natriurético atrial dilata a arteriola
aferente e contrai a eferente (ITO et al, 1993; MARIN-GREZ; FLEMING;
STEINHAUSEN, 1986). REN et al (2001) demonstraram que a dilatacdo da arteriola
aferente induzida por alteracdes de NaCl na macula densa foi mediada por um receptor
A2 de adenosina, levando a crer que adenosina pode ser produzida na macula densa ou
células mesangiais e é responsavel, por mediar o feedback tubulo-glomerular das
arteriolas aferentes e eferentes. Dessa forma, diante dos resultados expostos
anteriormente, infere-se que o metalofarmaco FORO011B possa agir através de acdes
semelhantes ao ANP, devido a inibicdo de NO na maécula densa, ocasionando
vasoconstricdo da arteriola aferente, aumentando PP, RVR e, consequentemente,
reduzindo o RFG.

Ao analisar as comparacdes realizadas entre o grupo nitro com o0s
metalofarmacos em estudo, percebeu-se que o FOR011B obteve mais diferencas
significativas em relacdo ao grupo nitro, demonstrando que o complexo de ruténio
FOR811B possui uma maior semelhangca com composto nitroprussiato, reforcando a
teoria de que esse composto é doador de NO.

A lesdo renal aguda possui diversas causas entretanto, a de maior relevancia
é a isquemia e reperfusdo (RAO et al., 2017). Diversos 6rgdos sdao acometidos pelos
danos da isquemia e, adicionalmente, efeitos mais sérios sdo causados apos a reperfusdo
desses orgdos. As principais causas da isquemia sdo transplante renal, choque, cirurgia
vascular, parada cardiaca com recuperacdo, além de ser uma causa comum de morte
celular e faléncia renal (BRITO et al., 2017; MENKE et al., 2014). A fisiopatologia da
lesdo renal por isquemia e reperfusdo é multifatorial e envolve estes processos: resposta
inflamatdria, producédo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e hipdxia causada por
deplecdo de ATP (WEI et al., 2017). Os efeitos deletérios da lesdo por isquemia e

reperfusdo podem ser atenuados por intervencOes medicamentosas que causem
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vasodilatacdo na reperfusdo, durante sua fase inicial, que promovem uma melhora no
fluxo sanguineo e oxigenacdo renal, dessa forma ha preservacgdo da funcdo renal ou uma
atenuacéo dos efeitos danosos. Associado a isso, as substancia doadoras de NO que véo
agir pela via GCs/IGMPC podem beneficiar a reperfusdio ao favorecer a
biodisponibilidade de NO que se reduz no processo de lesdo por isquemia
(HOOSGOOD et al., 2014).

Existem diferentes substancias que possuem atividade vasodilatadora,
dentre elas estdo os complexos de nitrosil-ruténio como estudo mostra por Silva (2009).
Ha& outros estudos que apontam que esses complexos agem através da doagdo de NO e,
que apresentam vantagens de serem menos toxicos, além de uma boa aplicabilidade na
clinica (VATANABE et al., 2017).

Com o objetivo de investigar as acGes mais diretas dos metalofarmacos e
estudar a fisiopatologia da injaria por I/R, realizou-se os ensaios de citotoxicidade e
avaliacdo da respiracédo celular in vitro. Para realizacdo desses, utilizou-se a linhagem de
células LLC-MK2, uma vez que sdo uma linhagem de células imortalizadas de tdbulos
proximais de macacos (Macaca mulata) sendo essas utilizadas com grande frequéncia
em estudos de citotoxicidade (HULL et al., 1962).

Para 0 FOR011B a menor concentragdo sem efeito toxico na linhagem
estudada foi 62,5 pmol/L, onde ndo houve diminui¢cdo da viabilidade celular. Em
relacdo ao FOR811B, houve efeitos toxicos a partir da concentracdo 250 pmol/L e nas
concentracgdes inferiores a esta, ndo houveram alteracGes significativas na viabilidade, o
que mostra que ndo ha efeitos toxicos nestas. Esses achados demonstram um perfil mais
toxico do FOR011B em relacdo ao FOR811B. As células foram submetidas ao processo
de I/R, onde houve diminuicdo significativa da viabilidade celular em relacdo ao
controle. Ao realizar o tratamento dessas células, com as concentracfes dos
metalofarmacos que ndo foram toxicas, 0s compostos em estudo ndo foram capazes de
reverter o processo de isquemia, pois ndo houve aumento da viabilidade celular em
relacdo ao grupo isquémico. Porém, ndo foi descartada a possibilidade dessas
substancias possuirem um papel protetor devido a propriedades antioxidantes
intrinsecas. Dessa forma existem estudos que demonstram o potencial antioxidante dos
complexos de ruténio (SANTANA et al., 2015; COSTA et al., 2017) e, dvido ao fato de
LRA por I/R causar interferéncia na funcdo mitcondrial, atavés da modulacdo dessas,
(KURIAN; PEMAIH, 2014), foi avaliado o potencial mitocondrial, por meio da técnica

de citometria de fluxo, nas células que foram submetidas ao processo de
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isquemia/reperfusdo. Pelo fato da toxicidade do FOR011B ter permanecido, mesmo nas
concentrag0es menores, ao realizar o tratamento da I/R, a substancia foi descartada e
ndo foi dado continuidade nos experimentos para avaliagdo do potencial mitocondiral.
Os resultados da avaliacdo do potencial mitocondrial, ao utilizar a menor concentracéo,
31,25 pumol/L, foi capaz de aumentar a fluorescéncia dos pogos tratados, demonstrando
seu potencial efeito protetor sobre a disfuncdo da respiracdo celular e da cadeia
transportadora de elétrons que sdo causados pela I/R. Devido ao fato do FOR011B nao
possuir papel protetor em relacdo ao isquemia, e 0 FOR811B foi capaz de fazé-lo, essas
achados conduzem que o perfil antioxidante do composto esta diretamente relacionado a

presenca do NO na molécula do FOR811B, uma vez que 0 FOR011B n&o o possui.

O sistema NADPH-oxidase e mitocdndria sdo alguns dos mecanismos que
produzem espécies reativas de oxigénio (ERO). A cadeira respiratoria mitocondrial
pode ser desequilibrada pelo processo de hipoxia, o que resulta em acumulo de elétrons
e uma producéo subjacente de ERO, que pode causar danos teciduais diretos devido a
uma producao excessiva, especialmente morte celular programada (MAIANSKI et al.,
2004). Funcdes importantes no metabolismo celular e
sinalizacdo redox sdo realizadas pelas mitocondrias. Além do fato, dessas serem
responsaveis pela producd de EROs. Glicolise e fosforilagdo oxidativa sdo reagdes
redox de grande relevancia ao metabolismo energético, que sdo catalisadas por varias
desidrogenases dependentes de nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida, NAD(H),.
Por meio da cadeia de respiracdo mitocondrial, gera-se ATP através das moléculas de
NADH oxidadas, onde sdo utilizadas para marcacdo de fungdo mitocondrial (ZHAO;
YANG, 2016). Através de estudo elaborado com complexos de ruténio, demonstrou-se
uma rapida liberacdo de NO pelos compostos em analise, além da relevancia do
potencial de reducdo, que se mostrou efetivo para sistemas bilégicos. Adicionalmente,
foi mostrado que a oxidacdo mitocondrial de NADH era concomitante a reducdo do
complexo nitrosil-ruténio e, que componentes intracelulares eram capazes de reduzir o
grupo nitrosil (TOLEDO JUNIOR et al., 2002).

No ensaio de dosagem de nitrito/nitrato, o0 complexo de ruténio FOR811B
causou um aumento significativo em relagdo ao grupo controle, mas ndo houve
significancia ao comparar com o grupo nitro. Entretanto, o grupo FOR011B ndo teve
significancia em relacdo ao grupo controle, muito menos, em comparagao com grupo

nitro. Em um estudo com modelo de lesdo gastrica, observou-se um aumento
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significativo da concentracdo de nitrito/nitrato (NOX) no conteudo gastrico de
camundongos submetidos a tratamento com nitrosil-ruténio (SANTANA, 2013). Os
resultados mostram a capacidade do FOR811B ser doador de NO, ap6s a perfusdo do

rim isolado com 1umol/L do complexo de ruténio em estudo.

Com relagéo a avalicdo do estresse oxidativo, os grupos em estudo nédo
apresentaram significancia dos niveis de GSH nos tecidos renais apds a perfuséo.
Entretanto, 0 metalofarmaco FOR811B se comportou de maneira mais semelhante ao
grupo nitro, onde houve uma tendéncia para aumentar os niveis de GSH em relacdo ao
controle, demonstrando um potencial efeito antioxidante do FOR811B. O grupo
FORO011B demonstrou uma tendéncia de reduzir os niveis de GSH, inferindo uma
caracteristica desse composto causar desequilibrio redox, uma vez que uma reducdo dos
niveis de GSH é visto como prova desse desequilibrio (GIUSTARINI et al., 2011; LEE
etal., 2017).

Ao avaliar os niveis de GMPc urinarios, percebe-se que o grupo FOR811B
ndo obteve aumento significante, inferindo-se que esse metalofdrmaco ndo doa NO
através do mecanismo via ativagdo de GCs/GMPc. Contudo, algumas evidéncias
recentes, sugerem que a vasodilatacdo mediada por NO ocorre ndo apenas pela ativacao
de guanilil ciclase, mas também por meio da ativacdo de canais de K* dependente de
Ca®* nas células da musculatura vascular (GOLAN et al., 2014). O NO age através de
uma ativacdo direta dos canais de K por meio de um mecanismo independente de
guanilil ciclase, levando a uma hiperpolarizacdo das células e, consequentemente, a
vasodilatacdo (GOLAN et al., 2014). Em contrapartida, o grupo FOR011B teve uma
tendéncia a aumentar os niveis de GMPc, levando a crer que esse complexo de ruténio
tem a capacidade de ativar guanilil ciclase. Porém, somente com esse resultado ndo se

pode elucidar que esse metalofarmaco age por tal mecanismo.

A andlise histoldgica do rins perfundidos pelos metalofarmacos em estudo e
pelo nitroprussiato na concentracdo de 1,0 umol/L demonstrou alteragbes como atrofia
glomerular, deposicdo de material protéico intraglomerular, tumefacdo tubular e
degeneracdo tubular. Ao ser realizado os experimentos em células LLC-MK2, houve
toxicidade para os dois grupos dos metalofarmacos, nas concentragdes maiores
demonstrando ter uma relacdo dose-dependente. Como também, a alteracdo nos
transportes dos eletrolitos causadas pelos metalofarmacos FOR011B e FOR811B e, pelo

nitroprussiato podem estar diretamente relacionadas as alteragGes tubulares que foram
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demonstradas na histologia. Em relacdo ao grupo nitro, onde utilizou-se o nitroprussiato
que é um farmaco anti-hipertensivo muito utilizado na clinica, apresenta uma toxicidade
dose-dependente na qual é comprovada e atribuida, principalmente, pela producdo de

cianeto, liberacdo de NO e de espécies reativas (GOC et al., 2017).

Nos ultimos anos, os complexos de ruténio tém sido alvo de investigacdo
devido a sua capacidade de doar NO. Em varios sistemas, ja € sabido sua capacidade em
relaxar vasos. No presente estudo, o metalofarmaco FOR811B teve um potencial efeito
antioxidante, assim como também foi capaz de aumentar a concentracdo de

nitrito/nitrato (NOX) no tecido renal, revelando sua capacidade em doar NO.
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7 CONCLUSAO

Esse estudo mostrou que o metalofarmaco FOR011B (1umol/L) foi capaz
de alterar parametros da hemodindmica renal tais como: aumento da pressao de perfusédo
e resisténcia vascular renal; diminuicdo do ritmo de filtracdo glomerular; aumento do
fluxo urinério e a diminuigdo do clearence osmolar e 0s transportes totais e proximais
dos eletrolitos.

O complexo de ruténio FOR811B (1pmol/L), nos parametros de
hemodinamica renal, foi capaz de induzir aumento do fluxo urinario, diminuicdo do
ritmo de filtracdo glomerular e clearence osmolar; causou também decréscimo dos

transportes totais e proximais dos eletrolitos.

Apenas 0 FOR811B demonstrou efeito protetor sobre a disfuncdo da
respiracdo celular e da cadeia transportadora de elétrons causado pela lesdo por I/R nas
analises em linhagens de células LLC-MK2, assim como foi capaz de aumentar 0s
niveis de (NOx) na dosagem de nitrito/nitrato. Entretanto, faz-se necessario futuros
experimentos para investigar o mecanismo pelo qual o FOR811B tem a capacidade de
doar 6xido nitrico de maneira controlada e em niveis subtdxicos, para que possa ser

utilizado terapeuticamente de maneira eficaz e segura.
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