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RESUMO

INTRODUCAO: Doengas cardiovasculares (DCVs) sdo as causas mais comuns de morbidade no
mundo. Entender os fatores de riscos das DCVs, como obesidade e sedentarismo, sdo de grande
importancia para conhecer melhor os fatores iniciadores destas doengas. No Brasil, a hipertensao
arterial sistémica (HAS) apresenta-se como um dos principais fatores de riscos para DCVs. Oxido
nitrico (NO) ¢ uma molécula gasosa de grande valor para estudos sobre distirbios cardiovasculares,
pois podem regular o fluxo sanguineo e mantem o tonus vascular. Os metalocomplexos de ruténio
sdo substancias promissoras para clinica médica, pois sdo bons doadores de NO, no qual, estes sdo
utilizados para o tratamento de distlrbios cardiovasculares. OBJETIVO: Avaliar a toxicidade aguda
do complexo de ruténio cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]+ (FOR011A) em modelo animal, por meio da
determinagdo da DLso pela adaptagao do protocolo Teste “Up and Down.

METODOS: Foi utilizado o protocolo Teste “Up and Down” proposto pela Organizagio para a
Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico (OECD) adaptado. Utilizou-se camundongos swiss
fémeas entre 17 e 22 gramas, sob autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal do NPDM,
com a numeracao 13010819-0. Além disso, para o desenvolvimento das doses administradas, foi
utilizado o software Acute Oral Toxicity 425, obtendo-se as doses de 10, 28, 70 e 175mg/kg.
RESULTADOS e DISCUSSAO: O FORO011A apresentou a dose 70mg/kg como dose limite. DLso
foi estimada em 45,72 mg/kg. Apresentou letargia independente da dose, vasodilatacdo e tremores na
dose de 28mg/kg e morte dos animais estudados na dose de 70mg/kg em até 15 minutos apods
administracdo, bem como também apresentou alteragcdes histopatoldgicas renais e hepaticas.
CONCLUSAO: Com a realizagio do protocolo Teste “Up and Down” e, posteriormente, a realizagio
de andlises histopatologicas foi constatada uma relativa toxicidade do metalocomplexo utilizado.
Desta forma, ¢ necessario a continuacao de estudos pré-clinicos para um melhor entendimento de
seus efeitos fisiologicos.

Palavras-chave: Farmacos cardiovasculares; Hipertensao; Compostos de ruténio.
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1 INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCVs) podem ser definidas como um grupo de disturbios
do coracao e dos vasos sanguineos (WHO, 2021). Na atualidade, elas sdo as causas mais comuns
de morbidade e o principal fator de mortalidade do planeta (BRASIL, 2022). Reconhecer os
fatores responsaveis por ocasionar as DCVs ¢ de suma importancia, pois estes sao responsaveis
por seu inicio (CONCEICAO; SOUZA; SANTOS, 2008). Fatores de riscos como obesidade,
sedentarismo e ma alimentagdo, foram observados entre a populacdo jovem, nas Ultimas duas
décadas, em paises desenvolvidos (ANDERSSON; VASAN, 2018).

Em territério brasileiro, a hipertensdo arterial sistémica (HAS) ¢ considerada um dos
principais fatores de riscos para as DVCs, pois apresenta uma elevada cronicidade e uma grande
quantidade de individuos portadores (DIAS, 2021). Esta patologia ¢ uma situacdo clinica de
caracteristicas de multiplos fatores definidos por niveis de pressdo arterial (PA) elevadas
(MARTELLI, 2013).

O ¢6xido nitrico (NO) ¢ radical livre gasoso, soluvel em agua, inorganico e incolor que
auxilia a mediar numerosos processos no sistema imunoldgico, nervoso e cardiovascular
(ARAUJO et al., 2019; ZHOU et al., 2021). Esta molécula é amplamente distribuida e possui a
capacidade de modular determinadas fung¢des fisioldgicas do sistema cardiovascular, que incluem
o relaxamento do musculo liso vascular (BONAVENTURA et al., 2011).

Substancias farmacolédgicas que liberam NO sao utilizadas para compreender a funcao que
o NO realiza na fisiologia e distirbios cardiovasculares (IGNARRO; NAPOLI; LOSCALZO,
2002). Os doadores de NO mais utilizados sdo nitratos organicos € inorganicos, nitroglicerina e
nitroprussiato de sédio, respectivamente. Todavia, a utilizagdo prolongada com estes farmacos
ocasiona efeitos adversos induzidos, como intolerancia, disfuncdo endotelial, liberagao de
compostos toxicos e outros efeitos adversos (VATANABE et al., 2017).

Neste sentido, os compostos macrociclicos de nitrosilo ruténio vem sendo estudados como
possiveis doadores de NO, os quais tornam-se atrativos porque apresentam solubilidade em agua,

baixa citotoxicidade.e sdo considerados estaveis em frente as reagdes de oxirredu¢ao (FRICKER

etal., 1997; PEREIRA et al., 2011).
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2 OBJETIVO

Avaliar a toxicidade aguda do complexo de ruténio cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]+

(FORO11A) em modelo animal, por meio da determinagdo da DLso pela adaptagdo do protocolo

Teste “Up and Down”.

3 METODOS

Para a realizagdo do presente estudo, foi utilizada uma adaptagao do protocolo Teste “Up
and Down”, da via oral proposto pela Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Economico (OECD), pela via intraperitoneal, devido a baixa solubilidade da substancia a ser
testada. O software Acute Oral Toxicity 425 foi utilizado para determinar a progressdo das doses
a serem utilizadas os testes. A dose inicial selecionada foi de 10mg/kg. As doses subsequentes, de
28, 70 e 175mg/kg, foram selecionadas levando em consideragdo a resposta fisica do animal a

dose anterior.

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas provenientes do Biotério Setorial do Nucleo
de Pesquisas e Desenvolvimentos de Medicamentos (NPDM). Os animais foram acondicionados
em caixa de polipropileno, mantidos em ambiente com temperatura controlada de 22+2°C,
luminosidade (ciclo claro/escuro 12/12 horas), umidade e circulagdo de ar controlados, acesso a
ragdo padrao e agua “ad libitum

Ao todo, foram utilizados 9 camundongos pesando entre 17 e 22 gramas, sob aprovacao
do Comité de Etica em Pesquisas com Animais do NPDM através da numeragio 13010819-0. A
preparacdo das doses foi realizada levando em consideragao o peso corpdreo do animal, utilizando
solucao de cloreto de sddio (NaCl) 0,9% e Dimetilsuféxido (DMSO) em um volume de 0,5 mL
para administragao.

Assim, o protocolo de “Up and Down” foi administrado seguindo um dos critérios de
parada: 3 animais consecutivos sobrevivem a maior dose, ou quando 3 animais sobrevivem a uma
dose menor e 3 animais morrem com a dose maior subsequente. Dessa maneira, apos um destes
critérios ser alcangado, o software para de indicar doses e fornece uma estimativa da DLso da
substancia em estudo. Dois camundongos foram utilizados como controle, no qual, em um era
injetado salina e no outro era injetado DMSO.

Apo6s a administragdo, foram observados sinais de indicag@o de toxicidade, dor ou estresse

apos periodos de 5, 15,30 e 60 minutos e apds completar 24 horas e a cada 48 horas por um tempo
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de 14 dias. Por fim, apds cada experimento, os 6rgdos rim direito e figado foram coletados para

realizacdo de exame histoldgico.

4 RESULTADOS

A DLsg estimada no valor de 45,72 mg/kg quando 3 animais sobreviveram a dose de
28mg/kg e 3 animais morreram com a dose 70mg/kg. O controle salina ndo obtiveram alteracdes,
todavia, o controle DMSO apresentou letargia 30 minutos apds a administragdo. Animais tratados
com FORO11A obtiveram letargia. Vasodilatagdo e tremores observados nas dosagens de 28 ¢
70mg/kg, sendo nesta ltima o animal vindo a 6bito. Controle salina e DMSO ndo apresentaram
alteragdes histopatologicas renal. Foi observado presenga de alteragdes histopatologicas renal,
com a utilizagcdo do metalocomplexo de ruténio, na dosagem de 28mg/kg. O controle salina ndo
apresentou alteragdes hepaticas, mas o controle DMSO apresentou edema e degeneragdo

hidrépica. Presenca de alteragdes histopatoldgicas hepaticas independente da dose utilizada.
Figura 1 — Estrutura plana do metalocomplexo FORO11A
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Fonte: Nogueira, 2021

Figura 2 — Fotomicrografias representativas de rim de camundongos Swiss tratados com o complexo de

ruténio FORO11A. Coloragdo Hematoxilina-Eosina, 400x. Microscopio Nikon Eclipse/Software Nis 4.0
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A: Controle salina; B: Controle DMSO; C: FOROI1A 10mg/kg; D: FORO11A 28mg/kg; E: FORO11A

70mg/kg. 1-Congestdo vascular; 2- Edema, 3-Hemorragia, 4-Degeneragdo hidropica, 5-Deposig¢do de
material proteico, 6- Atrofia glomerular, 7- Proliferacdo glomerular.

Fonte: Nogueira, 2021

5 DISCUSSAO

Todos os animais tratados com o FORO011A apresentaram letargia independentemente da
dose administrada. Com a realizagdo dos testes, foi possivel observar a ocorréncia de
vasodilatagdo e tremores nos animais que foram administrados as doses de 28mg/kg e 70mg/kg.
Com a administra¢do da dose de 70mg/kg os animais tratados vieram ao obito em até 15 minutos
apos o tratamento. O animal testado com a solugdo controle de salina ndo apresentaram alteragdes
fisiologicas ou comportamentais indicativas de toxicidade, entretanto, o animal testado com o
controle DMSO, apresentaram letargia 30 minutos apds a administracao.

Os animais controles de salina e DMSO nio apresentaram altera¢des na histologia renal.
Em relag@o a administragdo do metalocomplexo de ruténio, foi observado a presenga de congestao
vascular, edema moderado a partir da segunda dose de estudo (28mg/kg), hemorragia de moderada
a intensa, degeneragcdo hidropica independente da dose, atrofia glomerular e proliferacao
glomerular variando de leve a moderada.

Em relagdo ao figado, o animal controle salina ndo apresentou altera¢do, porém, o animal
controle com DMSO foram constatados edema e degeneracao hidrépica. Nao foi constatada a
presenga de infiltrado inflamatorio em nenhum animal, independente da dose do FORO11A. Além
disso, houve a presenca de congestdo moderada na dosagem de 70mg/kg, edema moderado nas
doses 28 e 70mg/kg, hemorragia leve na dose mais elevada e degeneracao hidropica em todas as

dosagens administradas.

6 CONCLUSAO

O complexo de ruténio FOR011A apresentou uma alta toxicidade, tendo em vista a sua
baixa dosagem de DLso juntamente com os efeitos fisicos e comportamentais observados, como
letargia, vasodilatacdo e tremores de acordo com as dosagens. Além disso, as analises
histopatologicas mostraram que as alteragdes ocorreram nas 3 dosagens testadas (10, 28 e
70mg/kg). Desse modo, faz-se necessario a continuidade de estudos para uma analise mais

aprimorada de seus efeitos.
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