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1. Resumo

As doencas cardiovasculares (DCV) continuam a ser a principal causa de morte e
sdo responsaveis por quase 30% de todas as causas de mortalidade nos paises

desenvolvidos.

Os citocromos P450 (CYP) epoxigenases metabolizam o éacido araquidénico em
eicosandides biologicamente ativos, os EET. Muitos membros de diversas familias de
enzimas CYP foram identificados no coracdo, endotélio e do masculo liso dos vasos
sanguineos. Os efeitos cardiovasculares dos EET incluem a vasodilatacdo, tendo estes
revelado possuir efeitos anti-hipertensivos e, consequentemente, evidentes efeitos de
protecdo cardiovasculares. Com esta informacdo, tem sido estabelecida uma associacédo
entre a expressdo e atividade CYP e as DCV, como hipertensdo, doenca arterial

coronaria, infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca e acidente vascular cerebral.

Os EET séo posteriormente metabolizados pela epdxido hidrolase soltvel (sEH) nos
biologicamente menos ativos acidos dihidroxieicosatrienoicos (DHETS), sendo assim 0s
inibidores da sEH anti-hipertensivos. Portanto, a SEH provavelmente podera se tornar

um importante alvo terapéutico para as DCV.

Por outro lado, 0s CYP w-hidroxilases como 0 CYP4A1l e CYP4F2 metabolizam o
acido araquidonico em acido 20-hidroxieicosatetraendico (20-HETE), que possui ambos
os efeitos vasoconstritores e natriuréticos. Os polimorfismos genéticos que causam
menor atividade destas enzimas estdo geralmente associados com maior risco de

hipertensao.

Esta monografia tem como objetivo analisar o papel dos metabolitos do citocromo
P450 da via do acido araquiddnico na fisiologia cardiovascular, nomeadamente, ao nivel
do tonus vascular, bem como de que forma a alteracdo genética dos enzimas CYP

envolvidos pode levar a condicdes fisiopatologicas.

Palavras-chave: Doencas cardiovasculares, Citocromo P450, Acido araquidénico,

Epoxido hidrolase soltvel, Polimorfismos genéticos
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2. Abstract

Cardiovascular diseases (CVD) remain the leading cause of death and account for

nearly 30% of all the causes of mortality in the developed countries.

Cytochrome P450 (CYP) epoxygenases metabolize arachidonic acid to biologically
active eicosanoids, EETs. Many members of CYP enzyme families have been identified
in the heart, endothelium and smooth muscle of blood vessels. The cardiovascular
effects of CYP epoxygenases and EETs include vasodilation, presenting anti-
hypertensive effects and, therefore, marked cardiovascular protective effects. With this
information, an association between CYP expression and activity and CVD, such as
hypertension, coronary artery disease, myocardial infarction, heart failure, and stroke,

has been established.

EETs are further metabolized by soluble epoxide hydrolase (SEH) to the less
biologically active dihydroxyeicosatrienoic acids (DHETSs). Importantly, soluble
epoxide hydrolase (SEH) inhibitors are anti-hypertensive. Therefore, sEH will likely
become an important therapeutic target for cardiovascular diseases.

On the other hand, CYP w-hydroxylases such as CYP4A11 and CYP4F2 metabolize
arachidonic acid to 20-hydroxyeicosatetraenoic acid (20-HETE) which has both
vasoconstricting and natriuretic effects. Genetic polymorphisms causing lower activity

of these enzymes are generally associated with higher risk of hypertension.

This dissertation aims to highlight the role of CYP metabolites of arachidonic acid
pathway in cardiovascular physiology, particularly, at the level of vascular tone, as well
as the way genetic alteration of the CYP enzymes involved may lead to

pathophysiological conditions.

Keywords: Cardiovascular disease, Cytochrome P450, Arachidonic acid, Soluble

epoxide hydrolase, Genetic polymorphism



A Doencas cardiovasculares:
? Metabolitos do citocromo P450 da via do acido araquidonico no controlo do tonus vascular

3. Introdugéo

As doengas cardiovasculares (DCV) contribuem com 30% das causas de
mortalidade nos paises desenvolvidos. Em Portugal o mesmo valor verifica-se (Portal
da saude). Na dltima década, a atencdo a suscetibilidade genética para as DCV tem
aumentado de forma a perceber a fisiopatologia destas doencas. Desde ent&o, muitas
variantes genéticas tem sido associadas as diferentes DCV. Atualmente, o conhecimento
sobre o papel dos enzimas do citocromo P450 na fisiopatologia das DCV tem
aumentado, podendo os polimorfismos genéticos dos CYP ser considerados um dos
maiores determinantes na suscetibilidade individual as DCV (Zordoky & El-Kadi,
2010).

Os enzimas CYP tem um papel importante na homeostasia do sistema
cardiovascular, metabolizando diversos substratos endogenos tais como o colesterol,
androgénios, estrogénios, e metabolitos do &cido araquidonico (AA), que interferem
com vaérias funcBes cardiovasculares (Elbekai & El-Kadi, 2006). Muitos estudos tém
mostrado a importancia dos metabolitos do citocromo P450 da via do AA na regulacdo
da funcdo cardiovascular. E sabido, ha muito tempo, que a via do AA esté relacionada
com a producdo de autacOides no organismo, os eicosandides. O AA e 0s seus
metabolitos eicosandides desempenham um papel importante na regulacdo cardiaca,

bioenergética, funcdo contractil e sinalizadora de vias bioguimicas.

Os enzimas CYP estdo envolvidos no metabolismo do AA e na formacdo de
metabolitos cardiotdxicos e cardioprotetores (Zordoky & El-Kadi, 2008). O &cido 20-
hidroxieicosatrienoico (20-HETE), um dos metabolitos da atividade CYP hidroxilase,
mostrou ter varias funcbes cardiovasculares. Por outro lado, os 4&cidos
epoxieicosatrienoico (EET), produzidos pelos CYP epoxigenase, mostraram ser
cardioprotetores em varios modelos de DCV (Roman, 2002; Elbekai & El-Kadi, 2006).
A alteracdo da expressdo destes enzimas e a consequente alteragdo dos niveis de EET e
20-HETE foram observados em diversas patologias cardiovasculares (Zordoky & El-
Kadi, 2008). Polimorfismos genéticos que afetam o metabolismo do AA pela acdo dos
CYP estdo potencialmente implicados na patogénese de diversas DCV (Capdevila,
Falck, Imig, 2007; Cai, 2009).
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4. As doengas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCV) representam um grupo de alteracdes
patolégicas no coracdo e vasos sanguineos, e abrange uma grande diversidade de
doencas como a doenca cardiaca coronéria, a doenca cerebrovascular, a hipertenséo
arterial, a doenca arterial periférica (DAP), a doenca cardiaca reumética, a doenga
cardiaca congenita, a insuficiéncia cardiaca, a trombose venosa profunda e a embolia
pulmonar (Pinto, 2007).

As DCV sdo a principal causa de morte a nivel mundial. Segundo a Organizacgédo
Mundial de Saude (OMS), 17,3 milhdes de pessoas morreram em 2008 vitimas de
DCV, representando 30% de todas causa de morte, de entre as quais destacam-se 0
enfarte agudo do miocardio (EAM) com 7,3 milhdes e o acidente vascular cerebral
(AVC) com 6,2 milhdes (Pinto, 2007).

A OMS considera que as DCV assumam ja caracteristicas epidémicas, para a qual a
globalizagdo, a urbanizacdo e o envelhecimento tem contribuido., deixando de ser um
doenca especifica dos idosos nos paises desenvolvidos, mas sendo agora também uma
doenca de mulheres, de jovens adultos e de criangas. Pelo estado corrente, estima-se que
em 2030 as DCV venham a causar 23,3 milhdes de mortes a nivel mundial. Em
Portugal, estas patologias foram responsaveis por 34% dos Obitos, em 2005 (Pinto,
2007).

5. Afisiologia e patologia do endotélio vascular

5.1.Estrutura dos vasos sanguineos

O sistema vascular é constituido por uma complexa rede de vasos sanguineos que
liga o coragdo a diversos tecidos e 6rgdos a fim de manter a homeostasia em resposta a

variacoes fisioldgicas e patologicas. As paredes dos vasos sanguineos, com a excecao



Doencas cardiovasculares:
Metabolitos do citocromo P450 da via do &cido araquidonico no controlo do tonus vascular

dos capilares e vénulas, sdo constituidas por trés camadas distintas: a tdnica intima, a

tinica media e a tunica adventicia (Seeley, Stephens, Tate, 2003).

Vasa vasorum

Nervo

Tuanica
adventicia

Membrana
elastica externa | Tanica
intima

Mdsculo liso 4

Membrana
elastica interna

Lamina prépria
(musculo liso Tanica
e tecido conjuntivo) | média

Membrana
basal

Endotélio

Figura 1. Histologia de um vaso sanguineo.

A tunica intima é constituida por endotélio, uma membrana basal, lamina prépria e
membrana elastica interna que reveste a superficie interna dos vasos sanguineos e

separa o limen dos vasos sanguineos da tdnica média.

A tlnica média é constituida por células musculares lisas que circulam ao redor do
vaso sanguineo. E a camada mais espessa que regula o fluxo sanguineo pela contracio e
relaxamento do musculo liso da tGnica média. A tdnica média também possui
guantidades variaveis de fibras elasticas e de colagénio, consoante o tipo de vaso. Em
algumas artérias, a face externa da tlnica média possui uma membrana elastica que

separa a tunica média da adventicia.

A tlnica adventicia é constituida por tecido conjuntivo denso, préximo da tunica
média, e laxo, que se funde com o tecido conjuntivo envolvente do vaso sanguineo. E a
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camada mais externa da parede vascular e a sua espessura varia consoante o tipo de
localizacdo. Ao contrério das outras camadas, nas artérias e veias de didmetro superior a
1 mm, os nutrientes ndo podem difundir-se do liumen do vaso para a camada mais
externa. Assim, a tanica adventicia e tinica média possuem uma rede capilar de
pequenos vasos chamados vasa vasorum que penetram no vaso a partir do exterior e,
assim, permitir o aporte de nutrientes a camada externa do vaso (Seeley, Stephens, Tate,
2003).

5.2. O endotélio vascular

O endotélio vascular constitui um revestimento interno de epitélio pavimentoso
simples em todos 0s vasos sanguineos, que é continuo com o endocéardio do coragdo. O
endotélio funciona como uma barreira semipermedvel e regula a transferéncia de
moléculas pequenas e grandes. Mais do que uma barreira protetora, o endotélio possui
propriedades anticoagulantes e produz uma série de autacoides que regulam o tonus
vascular e a homeostasia. As células endoteliais sdo dinamicas e possuem fungoes
metabolicas e de sintese. Elas exercem acdes autdcrinas, paracrinas e enddcrinas e
influéncia sobre as células do musculo liso, plaquetas e leucdcitos periféricos (Batlouni,
2001).

As células endoteliais sdo responsaveis pela sintese e libertacdo de varios fatores
guando ativadas por agonistas que estimulam os recetores acoplados a proteina G,
levando ao aumento da concentracdo intracelular de Ca®*. De entre os agonistas
destacam-se: os neurotransmissores acetilcolina, noradrenalina, ATP e substancia P; as
hormonas catecolaminas, vasopressina, angiotensina Il e insulina; os autacOides
bradicina, histamina, ADP, endotelina; e os produtos da coagulacdo sanguinea como a
serotonina e a trombina. Para além dos estimulos quimicos, os estimulos fisicos tem um
papel importante, o shear stress, ou o stresse de cisalhamento, o qual corresponde a
forca que o fluxo sanguineo exerce sobre as células endoteliais, estimulando-as a
sintetizar e libertar mediadores vasodilatadores (Matlung, Bakker, VVanBavel, 2009) e a

inibir a secrecdo de endotelina, um potente vasoconstritor (Cohen & Vanhoutte, 1995).
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As células endoteliais tém o papel de manter a fluidez do sangue e regular o calibre
dos vasos sanguineos, consoante as alteracdes hemodindmicas e humorais locais. Elas
dispdem de uma interface ndo trombogeénica e regulam a trombogénese, a trombolise, a
adesdo plaquetaria, o tonus vascular e o fluxo sanguineo. Sendo o endotélio
indispensavel para a homeostasia corporal, a sua disfuncdo ou leséo esta envolvida em
diversas patologias, que incluem a aterosclerose, a hipertensao, a hipertensdo pulmonar,
sepsis e sindromes inflamatérios (Pinto, 2007). O Quadro 1 resume as funcdes

bioldgicas relativas a acdo vasomotora (Batlouni, 2001).

Quadro 1. Acdes do endotélio e as substancias envolvidas.

s

¢ Fator de relaxamento dependente do endotélio (EDRF)

¢ Fator hiperpolarizante dependente do endotélio (EDHF)
Sintese de vasodilatadores -
e antiplaguetarios e Prostaciclina (PGIy)
» Prostaciclinas
¢ Bradicinina
Sintese de vasoconstritores e Endotelinas
e ativadores da agregacao e Endoperoxidos
plaguetaria ou fatores de e Leucotrienos
contracao derivados do e Angiotensina Il
endotélio (EDCF)  Espécies reativas de oxigénio (ROS)
o Acetilcolina
Recetor-modulador de » Serotonina
vasodilatadores, e Trombina
agregantes plaquetares e ¢ Nucle6tidos de adenosina
coagulantes » Vasopressina
» Acido araquidénico
e Catecolaminas e Serotonina (MAO)
Metabolismo e inativacao e Produtos plaquetarios

e Angiotensina Il (angiotensinases A e C)
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5.3.Regulacéo do tonus vascular

A regulacdo do tonus vascular é realizada pelas células endoteliais que produzem
numerosas substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras. No que se refere aos
vasoconstritores libertados pelo endotélio destacam-se os derivados do AA, o anido
superdxido, endotelina 1 e a angiotensina Il. Ja na vasodilatacdo, o endotélio relaxa a
musculatura lisa vascular através de trés mediadores principais: o oxido nitrico, a
prostaciclina (PGI,) e o fator hiperpolarizante dependente do endotélio (EDHF), Figura
2 (Felétou, Kohler, Vanhoutte, 2010).
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Figura 2. Regulacéo do tonus vascular nas células endoteliais pelos diversos fatores de
relaxacéo.
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5.4.Fatores de contracdo dependentes do endotélio

O endotélio sintetiza substancias vasoconstritoras, designadas de fatores de
contracdo dependentes do endotélio que incluem as endotelinas, a PGH, e tromboxano

A, anido superoxido e angiotensina Il.

5.4.1 EDCF derivados do AA

O AA ¢ oxidado pela acdo da cicloxigenase (COX) em endoperdxidos que
posteriormente dardo origem as prostaglandinas E, (PGE,), F,, (PGF,) e ao tromboxano
A; (TXAz). O TXA; é produzido a partir da PGH, como substrato da tromboxano
sintase, um enzima pertencente a superfamilia dos citocromo P450, o0 CYP5AL. Entre 0s
seus efeitos fisiologicos na agregacdo plaquetéria e amplificacdo da resposta a outros
agentes agregantes, o TXA; é um potente vasoconstritor do masculo liso vascular. Ja a
PGF,, é sintetizada, ndo so a partir da PGH, pela 9,11-endoperoxido redutase, mas
também a partir da PGD, e PGE; pela PGD, 11-cetoredutase e PGE, 9-cetoredudase
citosolicas, respetivamente. A PGF, produzida nas células endoteliais € um potente

vasoconstritor (Félétou, 2011).

5.4.2 Espécies reativas de oxigénio (ROS)

Em condicdes de inflamacéo, a atividade da COX aumenta, principalmente a COX-
2 que é induzida pelo processo. Isto leva que o endotélio produza grandes quantidades
de ROS como o anido superdxido (O;) e o radical hidroxilo (HO") que, por sua vez,
diminuem a biodisponibilidade do NO endotelial e o seu efeito vasodilatador, além do

efeito vasoconstritor do O,

10
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5.4.3 Endotelina

A endotelina é um vasoconstritor potente das células do masculo liso produzido
pelas células endoteliais quando submetidas a diferentes fatores, entre os quais fatores
fisicos, como a hipoxia, tensao e stresse de cisalnamento, e estimulos quimicos, como a
trombina, adrenalina, vasopressina e angiotensina Il, o que permite controlar o tonus

vascular basal sujeito a diferentes condicGes (Batlouni, 2001).

A endotelina é uma familia de péptidos de 21 aminoéacidos constituida por trés
isoformas no ser humano: endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3 (ET-
3). Os seus efeitos bioldgicos provém da interagdo com os recetores acoplados a
proteina G, situados nas células do musculo liso, o recetor A da endotelina (ETA), € nas
células endoteliais, o recetor B da endotelina (ETg) que também pode ser encontrado
nas células do muasculo liso. A ET-1 atua preferencialmente nos recetores ETa causando
vasoconstricdo. Paradoxalmente, a acdo da ET-1 no recetor ETg induz a producédo de
NO e PGl,, o que explica a vasodilatacdo que ocorre antes da vasoconstri¢do (Batlouni,
2001).

5.4.4 Angiotensina Il

A angiotensina Il é o principal peptideo ativo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona e é derivado da glicoproteina circulante, angiotensinogénio. O sistema é
ativado quando o fluxo sanguineo nos rins baixa e o rim segrega a renina para o sangue.
A renina quebra a terminagdo amino da angiotensinogénio formando a angiotensina |
que, posteriormente, por acdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) é convertida
em angiotensina Il. A angiotensina Il provoca a constri¢cdo das arteriolas pré-capilares
pela ativacdo dos recetores AT nas células do masculo liso vascular. Para além disto, a
angiotensina Il induz as glandulas suprarrenais a produzir aldosterona que exerce acéo
renal, no aumentando da reabsor¢do de sddio e, consequentemente, aumento do volume
sanguineo e a pressdo arterial. Portanto, a angiotensina Il aumenta a resisténcia vascular
periférica por efeito direto e indireto sobre os vasos sanguineos (Hardman, Limbird,
Gilman, 2001).

11
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5.1.Fatores de relaxamento dependentes do endotélio

O endotélio liberta localmente, de forma controlada, substancias que induzem a
vasodilatacdo e a vasoconstricdo, regulando o ténus vasomotor, o0 recrutamento e
atividade de células inflamatorias e regulacdo da trombogenese. Os fatores relaxantes
sdo os metabolitos da COX, prostaciclina (PGI,), fator relaxante dependente do

endotélio (EFRF) identificado como sendo o éxido nitrico (NO) e EDHFs, Figura 3.
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Figura 3. Fatores de relaxamento produzidos pelo endotélio vascular.

5.1.1 Prostaciclina

A prostaciclina, ou PGIl,, € uma substancia instavel formado pela prostaciclina
sintase, um dos enzimas da superfamilia citocromo P450, o CYP8AL. A sintese da PGl,
é iniciada pela libertacdo do AA nos fosfolipidos membranares pela enzima fosfolipase
A,. O AA livre é, entdo, alvo da enzima cicloxigenase, no qual o AA é oxidado a PGG,
e, posteriormente, é reduzido a PGH,, ainda pela cicloxigenase. Por fim, a prostaciclina
sintase converte a PGH; a PGI, (Félétou, 2011).

12
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A prostaciclina sintase é altamente expressa nas células endoteliais e, & também
expressa nas células do masculo liso vascular, coracdo, rins e outros tipos de células e
tecidos. A prostaciclina é um potente inibidor da agregacdo e adesdo plaquetaria na
superficie das células endoteliais e um vasodilatador derivado do endotélio.

A PGl; é o principal ligando do recetor da prostaciclina (IP) acoplado a proteina G
na membrana das células do masculo liso. A estimulacdo do recetor IP ativa a via do
CAMP-PKA que inibe a contragdo muscular.

Por outro lado, a acdo vasodilatadora da PGI, é frequentemente associada a
concomitante hiperpolarizagdo das células do mdsculo liso, envolvendo a abertura dos
canais Katp, Ky, Kir € BKca. A ativagdo dos canais de K™ pela estimulagio do recetor
IP é dependente da via do CAMP, ou é independente pela acdo direta da proteina Gas na
ativacio do canal de K*. O mecanismo de hiperpolarizacio no processo de relaxamento

pode ser muito significativo em alguns tecidos (Félétou, 2011).

5.1.2  Oxido nitrico (NO)

O o&xido nitrico (NO) é um radical soltvel gasoso de curta acdo, produzido
constitutivamente pelas células endoteliais através da enzima 6xido nitrico sintase
(eNOS). Esta enzima catalisa a sintese de NO e L-citrulina a partir da L-arginina. Tem
uma acao somente nas células proximas devido ao seu tempo de semivida de apenas

alguns segundos (Pinto, 2007).

Apos a sintese do NO, este difunde-se do endotélio para o musculo liso vascular, e
estimula o enzima guanilato ciclase solivel (sGC) que, por sua vez, aumenta a
concentracdo de GMPc citosolica. O GMPc ativa a proteina cinase dependente de
GMPc (PKG) que, entre outras funcbes desfosforila a cadeia leve da miosina, o que
torna-a inativa e provoca o relaxamento. Por outro lado, 0 GMPc pode ativar 0s canais
de K*, o que causa a hiperpolarizacio da membrana e relaxamento vascular (Batlouni,
2001; Félétou, 2011).

13
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5.1.3 Fator hiperpolarizante dependente do endotélio

O fator hiperpolarizante dependente do endotélio (EDHF) era originalmente
definido como um fator, distinto do NO e PGI,, gerado e libertado pelas células
endoteliais em resposta a estimulos fisicos ou quimicos, que difundia sobre as células
musculares lisas vasculares, hiperpolarizando a membrana das células e induzir
relaxacdo. Esta hiperpolarizacdo é devida a abertura dos canais de potéssio (calcio
dependentes de larga condutancia, BKc,, € calcio dependentes de pequena condutancia,
SKca) uma vez que é inibida pelo aumento da concentracdo extracelular de K e por
bloqueadores dos canais de K (Cohen & Vanhoutte, 1995).

O uso de inibidores da NOS ou COX ndo bloqueiam a hiperpolarizacdo. A atividade
do NO difere do EDHF, enquanto a dilatacdo dependente do endotélio pelo NO é maior
nas grandes artérias, o efeito do EDHF é maior nas pequenas artérias e arteriolas
(Nishikawa, Stepp, Chilian, 1999).

A hiperpolarizacdo gerada nas células endoteliais parece ser transferida para as
células do masculo liso através das juncdes mio-endoteliais. Além do mais, a baixa
concentracio de K* intercelular, entre as células endoteliais e as células do musculo
liso, pode levar a ativacdo da bomba de sodio e potéassio (Na'/K* ATPase) e dos canais
de potéssio retificadores (Kir) e assim contribuir para a hiperpolarizacdo. A
hiperpolarizacdo gerada vai impedir a ativacdo dos canais de Ca®* dependentes de
voltagem, levando a uma diminuicdo da concentracdo intracelular de Ca®* livre e

relaxamento vascular (Busse et al., 2002).

Inimeras substancias foram propostas como mediadores da atividade EDHF, tais
como, os EET, o ido potassio, o peptideo natriurético tipo C, perdxido de hidrogeénio,
acidos trihidroxieicosatrienoicos e anandamida. Contudo, ha evidéncia de que os EET e
EDHF tenham propriedades idénticas. Como o EDHF, os EET sdo mais potentes no
relaxamento de pequena artérias coronarias do que as grandes artérias (Campbell et al.
1996; Oltman et al. 1998).

As respostas mediadas pelo EDHF podem fornecer uma acdo vasodilatadora na
hipertensdo e podem compensar, por algum tempo, a disfuncdo endotelial devido a

sintese ou biodisponibilidade do NO estar comprometida. A reducdo da
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hiperpolarizacdo dependente do endotélio também pode contribuir para disfuncéo
arterial em animais e doencas cardiovasculares em humanos (Félétou, Kohler,
Vanhoutte, 2010).

No que se refere aos metabolitos do metabolismo do AA, os eicosandides
produzidos pelas vias da lipoxigenase e CYP monoxigenases aparentam atuar como
EDREF. Estas vias sdo complexas e envolvem muitos metabolitos com diversos efeitos
sobre o ténus vascular. A vasodilatacdo produzida pelos eicosanoides derivados da
LOX e CYP tém como mecanismo a ativacdo dos canais de potassio, BKc, € SKca,
levando a hiperpolarizacdo e consequentemente relaxacdo. Devido a capacidade destes
eicosandides hiperpolarizarem e relaxarem o mdsculo liso, as suas atividades
vasodilatadoras foram referidas as respostas mediadas pelo EDHF em vérios dominios

vasculares (Félétou, Kohler, Vanhoutte, 2010).

5.2.0xido nitrico sintase endotelial (eNOS)

A 6xido nitrico sintase (NOS) é um enzima que possui como grupo prostético um
grupo heme e cuja sequéncia de aminoacidos apresenta homologia com a CYP redutase.
Até ao momento, trés isoformas do enzima foram caracterizados: a NOS neural (nNOS)
e NOS endotelial (eNOS), dependentes de célcio, e a NOS indutivel (iNOS),
independente de calcio. As trés NOS podem estar presentes nas paredes vasculares. A
nNOS pode também ser detetada nas células endoteliais e do musculo liso. A NOS usa
como substrato a L-arginina, e é dependente de cofatores como o Tetra-hidrobiopterina
(BH,), fosfato de dinucledtido de adenina e nicotinamida na forma reduzida (NADPH),
oxigénio molecular, dinucledtido de adenina e flavina (FAD), mononucle6tido e flavina
(FMN) e, por fim, o calcio (Ca®") para as isoformas constitutivas (Cai & Harrison,
2000; Félétou, 2011).

A expressao da iINOS foi demostrada em todas as células nucleadas do sistema
cardiovascular (células endoteliais e do musculo liso, fibroblastos, leucocitos e
mastocitos. A eNOS também é expressa nos miécitos cardiacos e plaquetas. O NO ¢
rapidamente difundido pelos tecidos e possui uma semivida curta na circulacdo pois é
rapidamente inativado pela oxihemogobina. Por esta razdo, a produgdo de NO pelo
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endotélio € constitutiva e modulada por diversos estimulos quimicos (acetilcolina,

bradicinina, substancia P, insulina e outras) e fisicos (for¢a ou stress de cisalhamento).

A perda da biodisponibilidade do NO devido a menor producédo pelo endotélio e a
sua neutralizacdo por parte do anido superdxido resultante do aumento do stresse
oxidativo, leva ao estabelecimento da disfuncdo endotelial por falta dos efeitos
mediados do NO (Félétou, 2011).

5.3. Disfuncéo endotelial

A disfuncdo endotelial é definida pela alteracdo funcional das células endoteliais,
que inclui a alteracdo das propriedades anticoagulantes e anti-inflamatérias, modulacao
do crescimento vascular comprometido e desregulagdo do remodelamento vascular.
Contudo, a disfuncdo endotelial é referida na literatura como a diminuicdo da
vasodilatacdo dependente do endotélio em consequéncia da menor bioatividade do NO
nas paredes dos vasos sanguineos. A disfuncdo endotelial tem um papel importante na
patogenia da hipertensdo e na circulacdo coronaria humana tendo um impacto adverso
em eventos cardiovasculares a longo termo (Cai & Harrison, 2000). Embora a etiologia

deste processo ndo seja clara, sabe-se que o stresse oxidativo é um fator desencadeante.

A diminuicdo da biodisponibilidade do NO pode ter varias causas, desde a
diminuicdo da expressao da eNOS, a falta de substrato ou cofatores da eNOS, alteragOes
na sinalizacéo celular que levam a que a eNOS néo seja ativada, ou pela degradacéo do
NO por ROS. A relaxacdo produzida pelo NO ¢é inativada na presenca de O,’, uma vez
que, a reacdo entre o NO e o O, ocorre muito rapidamente. Por outro lado, o
relaxamento é reestabelecido pelo enzima superdxido dismutase (SOD) que converte o
O, em oxigénio molecular e em peroxido de oxigénio, contudo, a velocidade da reacdo
é trés vezes inferior & da reacdo entre 0 NO e O, desta forma, em condi¢des
fisiologicas normais os antioxidantes enddgenos minimizam esta interagdo e mantém o
equilibrio fragil entre 0o NO e 0 O, (Cai & Harrison, 2000).

Muitos estudos tém mostrado a associa¢do entre 0 aumento da degradagcdo do NO

pelas ROS com a diminui¢do da relaxacdo vascular dependente do endotélio em
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diversas doencas como a hipertensdo, insuficiéncia cardiaca e diabetes em animais e
humanos (Cai & Harrison, 2000).

5.3.1 Desacoplamento da eNOS

Na falta de L-arginina ou BH4, a eNOS produz ROS (H,0, e O, respetivamente)
que corresponde ao chamado desacoplamento da eNOS. O desacoplamento da eNOS no
endotélio pode levar ao stresse oxidativo e a disfuncdo endotelial. Trés mecanismos
podem estar na origem deste fendbmeno: a diminuicdo da sintese de NO, que leva a que
as ROS reajam com outros compostos celulares em vez com o NO, o inicio da sintese
do anido superoxido (O,) pela eNOS, levando ao stresse oxidativo, ou o
desacoplamento parcial da eNOS que leva a formacdo de O, e NO. A reacdo entre estes
produtos da eNOS da origem ao peroxinitrito, um potente agente oxidante, contribuindo
para 0 aumento do stresse oxidativo (Cai & Harrison, 2000).

5.4.0s canais de potassio

Os canais de potéssio sdo importantes reguladores no potencial de membrana (En),
na contratilidade muscular e no controlo do ténus vascular. Eles exibem uma elevada
diversidade funcional e molecular, e influenciam o comportamento elétrico de cada tipo
de tecido. Por esta razao, existe uma grande diversidade de atividade elétrica no tecido
muscular liso. Os vasodilatadores dependentes do endotélio como o NO, PGIl, e EDHF
ativam os canais de potassio na membrana celular (Baranowska et al. 2007).

Em condigbes fisioldgicas, o E, do K' é inferior ao do musculo liso.
Consequentemente, 0 aumento da permeabilidade da membrana para 0 K* resulta num
efluxo que reduz o E,, da célula o que provoca hiperpolariza¢do. Esta diminuigéo do E,
leva ao encerramento dos canais de calcio dependentes de voltagem na membrana
celular, diminuindo a entrada de célcio, e ao relaxamento do masculo liso vascular, ou

seja, a vasodilatacdo. Por outro lado, a inibi¢do dos canais de potassio reduz o efluxo de
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K*, aumenta o Ep ativa os canais de calcio, o que leva a despolarizacio e,
consequentemente, a vasoconstricdo, Figura 4 (Nelson & Quayle, 1995; Sobey, 2001).

Abertura de Bloqueio de
canais de K* canais de K*

4 sz* / Ca™
S}
/ﬂﬁ @—rism@-m '*1 E S, H\
e S ke
_‘L [ca2+] T [0321

. |
\_ Vasodilatagao j K_ ‘Uasoconstrigﬁo}

Figura 4. Mecanismo de sinaliza¢do nas células do musculo liso vascular em resposta a

ativacdo (esquerda) e inibicdo (direita) do canal de potassio.

5.4.1 Os subtipos de canais de potassio

Atualmente, quatro tipos distintos de canais de potassio foram identificados nas
células endoteliais e do masculo liso vascular: canais de potassio dependentes de
voltagem (Ky); canais de potassio dependentes de célcio, que inclui os de baixa (SKca),
intermedia (IKc,) e alta conduténcia (BKc,); canais de potéassio dependentes de ATP
(KaTp) €; canais de potassio retificadores (inward rectifier, Kir) (Baranowska et al.
2007).
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5.4.2 Canais de potassio dependente de voltagem (Kv)

Os canais de potéssio dependentes de voltagem (Ky) provocam um efluxo de
potassio em resposta a uma despolarizacdo da membrana, resultando na repolarizacao e
retorno ao En, de repouso. Assim, os Ky funcionam para limitar a despolarizacdo de
membrana e manter o tonus vascular de repouso, ou seja, regulando a despolarizacéo e a

vasoconstri¢do (Sobey, 2001).

Os canais Ky podem também participar em ambos mecanismos de acdo de
vasodilatadores e vasoconstritores. Os vasodilatadores que agem via AMPc ativam estes
canais, ao passo que, 0S vasoconstritores encerram-nos atraveés de mecanismo que

aumentam a concentraco intracelular de Ca* e ativacio da proteina cinase C (PKC).

Os canais Ky podem ser inibidos de forma seletiva pela 4-aminopiridina. Esta
inibicdo pode ser usada para distinguir estes canais dos canais K¢, que também sdo
ativados pela despolarizagdo. Outros inibidores como os ides de césio e glibenclamida

também inibem os canais Ky (Nelson & Quayle, 1995).

5.4.3 Canais de potéssio dependentes de célcio (Kca)

Os canais K¢, tém um papel fundamental no controlo do ténus vascular. Os canais
de potéssio dependentes de calcio de larga condutancia (BKc,) sdo abundantes nas
células do musculo liso vascular. Estes canais foram assim definidos pelo fato da sua
ativacdo ocorrer pelo aumento da concentracdo intracelular de Ca** e pela
despolarizacdo da membrana, contribuindo para a manutencdo do Ep nos vasos

sanguineos (Nelson & Quayle, 1995).

Foi proposto que a despolarizagdo induzida pelo aumento da pressdo intravascular
ou pela acdo de vasoconstritores, bem como o0 aumento intracelular da concentracéo de
Ca®* ativa os canais de Kca, resultando no aumento do efluxo de K* que contraria a

despolarizacéo e vasoconstricdo (Nelson & Quayle, 1995).
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Os canais BK¢, podem ser inibidos pela iberiotoxina ou por inibidores ndo seletivos
como a caribdotoxina e o tetraetilamonio. Contudo, ndo séo afetados pela glibenclamida
ou pela apamina. As células endoteliais também contém os canais IKc, e SKc, ao qual

sdo inibidos pela caribdotoxina e apamina, respetivamente (Williams et al. 2010).

5.4.1 Canais de potassio retificadores (inward rectifier, K|g)

Os canais de Kg sdo abundantes no musculo liso de vasos de pequeno calibre em
arteriolas mesentéricas e artérias coronarias e cerebrais. Estes canais sdao ativados pela
hiperpolarizacdo da membrana celular, ao contrario dos canais Ky e K¢, que séo
ativados pela despolarizacdo da membrana, contudo, a atividade destes canais depende
também da despolarizacio e da concentracio extracelular de K*, ou seja, 8 medida que a
concentracdo extracelular de K varia, o canal permite o influxo de K durante a

hiperpolarizacdo (Sobey, 2001).

Embora a exata funcdo destes canais ndo esteja elucidada, pensa-se que a ativacao
dos canais K|r ocorre em resposta a aumentos moderados na concentracdo extracelular
de K" que, paradoxalmente, causa hiperpolarizacdo vascular e vasodilatacdo através do
efluxo de K* pelos canais Kir, visto que a vasodilatacio ¢ inibida pelo bario, um
inibidor especifico dos canais Kig, causando despolarizacdo vascular e constrigdo.
Conclui-se, assim, que os canais Kir em condi¢des basais estejam ativos e que
contribuem para a regulacdo do E;, de repouso e do tonus de repouso do masculo liso
vascular de vasos de pequeno calibre, visto que o inibidor especifico, bario, provoca

vasoconstricao coronéria e cerebral (Sobey, 2001).

5.4.2 Canais de potassio dependentes do ATP (Katp)

Os canais de potassio dependentes do ATP (Katp) foram descritos inicialmente no
musculo cardiaco e, posteriormente, nas células do mdsculo liso em varios leitos
vasculares. Estes canais tém um papel fundamental na regulacéo do E, de repouso e na

manutenc¢do do ténus em determinados leitos vasculares como no caso do coronario. Na
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maioria das células do musculo liso vascular os canais Karp estdo encerrados em
condices fisioldgicas ou na auséncia de ativadores do canal. Ao contrario dos canais
Kir, No masculo liso, que respondem a libertacdo de K* pelas células vizinhas, os canais
Kartp respondem a alteracfes metabolicas da célula assim como aos vasodilatadores

enddgenos (Sobey, 2001).

Estes canais ndo sdo dependentes de voltagem no musculo liso vascular e a sua
atividade é inibida pelo ATP e aumentada pelo ADP intracelular. O bloqueio dos canais
Katp demostrou tanto em estudos in vivo como in vitro levar a vasoconstricdo e a
despolarizacdo da membrana no masculo liso vascular. O aumento dos niveis de AMPc
nas células do musculo liso, pelos vasodilatadores que ativam o enzima adenil ciclase,
causa a estimulacdo da PKA que ativa os canais Karp, levando, assim, a

hiperpolarizacdo da membrana celular (Sobey, 2001).

6. O metabolismo do acido araquidonico vascular

As células endoteliais metabolizam o AA pelas vias da cicloxigenase (COX),
lipoxigenase (LOX) e citocromo P450 (CYP). As vias da LOX e CYP produzem
metabolitos que causam hiperpolarizacdo, vasodilatacdo, e contribuem para a regulacéo
do tonus vascular. As acdes dos metabolitos da LOX e CYP diferem nas artérias, sendo
que enquanto os metabolitos da LOX medeiam respostas dependente do endotélio nas
artérias cerebrais e mesentéricas, os metabolitos do CYP funcionam como mediadores

endoteliais em artérias coronarias e renais no Homem e em muitas outras espécies.

O AA ¢ o precursor comum das prostaglandinas e é libertado pelos fosfolipidos da
membrana celular. No coracdo, o metabolismo do AA ¢ determinado pelas células do
miocardio, endoteliais e do musculo liso vascular. Nas células do miocardio o AA esta
esterificado, na posicao sn-2, em plasmaldgenos de colina e etanolamina da membrana
celular (Jenkins, 2009).
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A fosfolipase A2 (PLA;) é uma das principais fosfolipases na sintese de
prostandides que atua nos fosfolipidos membranares, fosfatidiletanolamina (PE) e
fosfatidilcolina (PC) ou plasmaldgenos (Félétou, 2011).

6.1. Os Eicosanéides

Os eicosanoides sdo uma familia de moléculas bioldgicas que sdo produzidos em
todas as células do organismo. Possuem uma acdo local e seu tempo de vida média é
curto, entre segundos a poucos minutos (Quintas, Freire, Halpern, 2008). Sao derivados
dos &cidos gordos com 20 &omos de carbono e trés, quatro ou cinco insaturagdes: o
Acido Araquidonico (AA; 20:406); Dihomo-y-linolénico (DGLA; 20:3w6) e &cido
eicosapentanoico (EPA; 20:5w3), que se encontram esterificados nos fosfoglicéridos das
membranas celulares. Na biossintese de prostaglandinas, o DGLA € o precursor
proximo da série 1, o AA da série 2 e, por fim, o EPA é o substrato para a série 3
(Gomes & Oliveira, 2010).

A biossintese dos precursores dos eicosandides, no Homem, é dependente dos
acidos gordos essenciais 6mega-3 e 6mega-6, e uma vez que 0 organismo nao consegue
sintetiza-los é preciso obté-los na alimentacdo. O acido a-linolénico, um &cido gordo
Omega-3, € substrato para o0s eicosandides Omega-3, originando o EPA e,
posteriormente, o &cido docosahexaendico (DHA; 22:6w3). Por outro lado, o &cido
linoleico, um &cido gordo émega-6, € utilizado na sintese do DGLA e AA. Os &cidos
gordos precursores dos eicosandides podem ser obtidos diretamente pela dieta. O AA
esta presente nas carnes e gordura animal ao passo que o EPA encontra-se na gordura de
peixes, principalmente no salmdo (Gomes & Oliveira, 2010).

6.2.Fosfolipases A,

Nos mamiferos, a fosfolipase A, € uma superfamilia de enzimas constituida por
quinze grupos e diversos subgrupos, caracterizadas pelas suas capacidades especificas

de hidrolisar as ligacOes éster sn-2 de fosfolipidos. Existem cinco principais tipos de
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PLA,. a PLA, secretada (SPLA;), a PLA, citosolica (cPLA;), a PLA, célcio-
independente (iPLA,), o fator de ativagdo plaquetéaria acetil-hidrolase e a PLA;

lisosomal (Félétou, 2011).

Apesar de a SPLA;, cPLA; e iPLA; poderem gerar AA, foi mostrado que a cPLA,,
era a unica enzima PLA; com uma seletividade significativa para os fosfolipidos que
continham AA. A cPLA, catalisa a hidrdlise da ligacdo sn-2 dos glicerofosfolipidos,
produzindo AA e lisofosfolipidos (Kudo & Murakami, 2002). Em muitas células e
tecidos a cPLA,, é expressa ubiqua e constitutivamente, sendo essencial para a iniciacéo
do metabolismo do AA. A translocacdo e ativacdo da enzima é ativada por
concentragfes submicromolares de célcio e por fosforilagdo. No citosol das células do
miocéardio, a atividade PLA, é principalmente feita pela iPLA,. Apesar da cPLA,,
contribuir pouco para a atividade PLA, miocardial, foi demonstrado que o seu défice

leva ao aparecimento de hipertrofia cardiaca em ratos (Félétou, 2011).

No citoplasma, o AA ndo esterificado é usado como substrato em reacdes de
oxidacdo, Figura 5. O metabolismo do AA é mediado por trés importantes sistemas
enziméaticos: as ciclooxigenases, as lipooxigenases e 0s citocromos P450

monooxigenases (Jenkins, 2009).

6.3.Via da Ciclooxigenase

As prostaglandinas H sintases, ou geralmente chamadas de ciclooxigenases, sdo as
principais enzimas na biossintese das prostaglandinas. A ciclooxigenase (COX) sendo
um enzima bifuncional converte o AA em prostaglandina G, (PGG;) por atividade
peroxidativa e, posteriormente, catalisa a reducdo de PGG, em prostaglandina H,
(PGH,). Até ao momento duas ciclooxigenases foram caracterizadas (COX-1 e COX-2)
e ambas possuem um alto nivel de homologia, cerca de 65%. Contudo, a sua atividade e
expressdo sdo reguladas diferencialmente. Recentemente, uma variante do gene da
COX-1, denominada de COX-3, foi descoberta e os mecanismos de regulacdo da sua

transcrigdo no coragdo sdo semelhantes aos da COX-1 (Félétou, 2011).
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Ambas as COXs sdo expressas nas células endoteliais e do musculo liso vascular de
vasos sanguineos saudaveis. A COX-1 é expressa constitutivamente na maioria dos
tecidos, mas nas células endoteliais a sua expressdo pode ser aumentada pelo stresse de
cisalhamento sobre as células. Por outro lado, a COX-2 € induzida pela inflamacéo e a
sua expressdo é aumentada pelas citoquinas nas células endoteliais. A expressdo da
COX-2 ¢é também constitutiva em diversos o6rgaos e tipos de celulas, incluindo as
células endoteliais onde € regulada positivamente pelo stresse de cisalhamento (Félétou,
2011).

No ser humano, enquanto a COX-2 contribui predominantemente para a producgéo
sistémica de prostaciclina, a COX-1 endotelial é a maior fonte de prostaglandinas, tanto
em vasos sanguineos saudaveis ou patolégicos (Félétou, Michel, 2011).

Contudo, nesta via, os enzimas do citocromo P450 tém um papel importante no
metabolismo de tromboxanos e prostaciclinas, pelos enzimas tromboxano sintase
(CYP5AL) e prostaciclina sintase (CYP8A1), respetivamente (Zordoky & El-Kadi,
2010). As vias COX e LOX tém sido profundamente estudadas e os seus produtos
eicosanoides ja mostraram ter um papel importante em varios processos bioldgicos tais

como a inflamacao, proliferacdo celular e sinalizacdo intracelular.

6.4.Via da Lipoxigenase

Numa outra via importante, temos as lipoxigenases que metabolizam o AA em acido
5-hidroperoxieicosatetraenoicos (5-HPETES) e acidos dihidroeicosatriendicos (DHETS),
que posteriormente, sdo convertidos a hidroxieicosatetranoico (HETES), leucotrienos ou
lipoxinas (Elbekai & El-Kadi, 2006).

As lipoxigenases sdo uma familia de dioxigenases que ndo contém ferro seu grupo
heme e que catalisam a hidroperoxidacdo estéreo-especifica de &cidos gordos
polinsaturados. Atualmente, seis genes funcionais da lipoxigenase foram caracterizados:
a b5-lipoxigennase, a 12-lipoxigenase plaquetaria, a 12(R)-lipoxigenase, a 15-
lipoxiganese tipo I, a 15-lipoxigenase tipo Il e a lipoxigenase-3 epidérmica (Félétou,
2011).
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A 5-LOX, 12-LOX e 15-LOX sdo as trés isoformas mais expressas no endotélio. A
12-LOX e a 15-LOX produzem metabolitos que causam dilatacdo, enquanto a 5-LOX
produz leucotrienos com acgdo vasoconstritora. Enquanto o 12-(S)-HETE, metabolito da
12-LOX, produz vasodilatacdo pela ativacdo dos canais BKc, deste modo
hiperpolarizando as células do masculo liso vascular, 0o HEETA e THETA, metabolitos
da 15-LOX, abrem os canais SK¢, (Félétou, 2011).
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6.5.Via dos Citocromos P450 monooxigenases

A terceira via da metabolizacdo do AA, a menos estudada, comecou a despertar o
seu interesse nos ultimos anos. O metabolismo do AA ¢é catalisado pelas familias CYP
no figado, rim, pulmdo, coracdo e restante sistema cardiovascular. Nesta via, a
metabolizagdo do AA pelos enzimas do citocromo P450 produz dois tipos de
eicosanoides: os acidos epoxieicosatrienoico (EET) pelos CYP epoxigenases e 0s &cidos
hidroxieicosatrienoico (HETE) pelos CYP hidroxilases (Roman, 2002). O quadro 2

mostra as varias isoformas CYP envolvidas no metabolismo de EET e HETE.

Quadro 2. Enzimas CYP envolvidos no metabolismo de EETs e HETEs.

CYP1A1, CYP1B1, CYP2B1, CYP2B2, CYP2B4, CYP2B5, CYP2BS,
CYP2B19, CYP2C1, CYP2C2, CYP2C4, CYP2C7, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C11, CYP2C12, CYP2C19, CYP2C23, CYP2C23, CYP2C24,
CYP2C29, CYP2C38, CYP2C39, CYP2C40, CYP2D18, CYP2J2,
CYP2J3, CYP216, CYP2J10, CYP4A2 e CYP4A3

CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, CYP2E1l, CYP2J3, CYP2J9, CYP4Al,
Sintese de CYP4A2, CYP4A3, CYP4A4, CYP4AB, CYP4A7, CYP4A8, CYP4A10,

HETES CYP4A11, CYP4A12, CYPAF2 e CYP4F12

Sintese de
EETs

6.5.1 CYP Epoxigenases

Os enzimas CYP epoxigenases, localizados no reticulo endoplasmatico,
metabolizam o AA em EETSs, adicionando um grupo epoxido nas insaturagdes do AA,
esta reacdo leva a formacdo de quatro regioisomeros EET, 5,6-, 8,9-, 11,12- e 14,15-
EET, Figura 6 (Spector & Norris, 2007).
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Figura 6. Conversdo do AA nos respetivos regioisomeros EET pelos CYP

epoxigenases.

Diversos enzimas das familias CYP1A, CYP2B, CYP2C, CYP2D, CYPZ2E e
CYP2J mostraram capacidade de metabolizar o AA em EET em varios tecidos e
espéecies (Roman, 2002). Contudo, sé dois CYP epoxigenases foram clonados a partir
do endotélio, sendo nas células endoteliais humanas o CYP2C8/9 e CYP2J2.
Especificamente, o CYP2C8 produz os 14,15- e 11,12-EET numa razéo de 1,25:1. O
CYP2C9 produz os 14,15-, 11,12- e 8,9-EET, maioritariamente o 14,15-EET. Contudo,
0 CYP2J2 produz os 5,6-, 8,9-, 11,12- e 14,15-EET com a mesma eficiéncia (Campbell
& Fleming, 2010).
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6.5.2 CYP Hidroxilases

A formacdo de 20-HETE do metabolismo do AA pelos CYPs é principalmente
realizada pelas subfamilias CYP4A e CYP4F (Kroetz & Xu, 2005). Existem quatro
isoformas CYP4A (CYP4Al, CYP 4A2, CYP 4A3 e CYP 4A8) e quatro isoformas
CYPAF (CYP4F1, CYP 4F4, CYP 4F5 e CYP 4F6) com capacidade de produzir o 20-
HETE em vérios tecidos de rato. No Homem, as isoformas homologas que catalisam a
formacéo de 20-HETE sdo 0 CYP4A11l, CYP4F2 e CYP4F3, sendo as duas primeiras as
maioritarias (Williams et al.,, 2010). Enzimas das subfamilias CYP4A, 4B e 4F
catalisam a w-hidroxilagdo do AA em 20-HETE, especificamente, o CYP4AG,
CYP4A7, CYP4A10 e CYP4A12. CYP4F12 converte 0 AA em 18-HETE e o CYP4F2
parece ser o principal responsavel pela formacdo de 20-HETE (Powell et al., 1998).

O é&cido araquidonico também pode ser metabolizado em 7-, 8-, 9-, 10-, 11-, 12-, 13-
, 14-, 15-, 16-, 17- e 18-HETE pelos enzimas CYP. Estes enzimas realizam a adi¢do de

um grupo hidroxilo na regido subterminal e no grupo bis-alilico do AA (Roman, 2002).

Para aléem de formar EETs, o CYP2C8 também produz 11-, 13- e 15-HETE,
enquanto o CYP2C9 catalisa a formagdo de 12-, 13-HETE. No Homem, o CYP4F8 e
CYP4F12 catalisa a formagéo de 18-HETE (Bylund J., Bylund M., Oliw, 2001; Bylund
J. etal., 2000).

7. Metabolismo dos eicosandides derivados do CYP

Uma vez formados, os EETs sdo instaveis devido a seu rapido metabolismo, a
Figura 7 mostra o resumo das vias metabdlicas a que os EETSs estdo sujeitos. Contudo,

ha algumas diferencas quantitativas e qualitativas entre 0s quatros regioisobmeros.
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Figura 7. As vias metabdlicas dos EETSs.

7.1. Incorporacéo nos fosfolipidos membranares

Apos a formacdo, os EETs e HETEs sdo rapidamente incorporados nos fosfolipidos
membranares, maioritariamente na posi¢do sn-2, em diversos tipos de células, e sdo
hidrolisados dos fosfolipidos pela PLA,. A incorporacdo dos EETs nos fosfolipidos
ocorre pela acdo da acil-Coenzima-A sintase (Karara et al., 1991). Muitos estudos tém
mostrado a existéncia de grandes concentragdes de EETs nos fosfolipidos extraidos de
plaquetas humanas (Zhu et al., 1995), células do musculo liso vascular, células do
endotélio vascular e do coragdo humano e de rato (Roman, 2002). No coracdo 0s
cardiomidcitos incorporam grandes quantidades de EETs e DHETs na membrana
celular (Wu et al., 1996).

Grande parte dos EETs sdo incorporados em PC, mas em muitos casos 0
fosfatidilinositol (PI) contém uma maior percentagem de 14,15-EET do que qualquer
outro regioisomero. Estudos com incubacdo de células endoteliais com 14,15-EET e
células do musculo liso com 11,12-EET mostraram que depois dos EETs serem

inicialmente acumulados nos fosfolipidos membranares, eles sdo continua e
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progressivamente hidrolisados e libertados para o fluido extracelular em forma de
DHETSs (Spector & Norris, 2007).

As acOes dos EETs podem ser reguladas pela localizagdo dos EETs nas membranas
celulares e ligacbes a proteinas. A incorporacdo dos EETs nos fosfolipidos das
membranas celulares contribui para os seus niveis no plasma e tecidos. Um facto
interessante é que muitos dos fosfolipidos que contém EETs no plasma estdo presentes
nas lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Spector & Norris, 2007).

7.2. Metabolismo pela seH

A principal via catabolica é a metabolizacdo dos EETs pela epdxido hidrélase
soluvel (sEH) em &cidos dihidroeicosatriendicos (DHETSs) que tém uma atividade
bioldgica inferior aos EETs (Imig et al., 1996; Yu et al., 2000). Contudo, em alguns
estudos, os EETs e DHETs sdo equipotentes nas artérias coronarias (Oltmanet al.,
1998). Dos quatro regioisdmeros, 0s 8,9-, 11,12- e 14,15-EET sdo melhores substratos

para a SEH, enquanto o 5,6-EET é usado com pouca eficiéncia pelo enzima, Figura 5.

7.3. Reacdes de p-oxidacao e de elongacao

Por outro lado, a metabolizacdo de 11,12-EET ou 14, 15-EET por B-oxidacdo, da
origem a metabolitos de 16 carbonos, ou por reacdes de elongacdo, a metabolitos de 22
carbonos, que sdo posteriormente incorporados nos fosfolipidos (Fang et al., 1996). A
respeito dos HETEs, estes podem ser rapidamente metabolizados por B-oxidacao.
Contudo, estas vias s6 sdo importantes em células onde a atividade da sEH € baixa ou
esta inibida (Fang et al., 2001).
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7.4. Outras vias metabdlicas secundarias

Adicionalmente, os EETs e 20-HETE podem ser posteriormente metabolizados
pelos enzimas ciclooxigenase, lipoxigenase e CYP. Por exemplo, 5,6- e 8,9-EETsS, 20-
HETEs, e HETEs subterminais (16-, 17-, 18 e 19-HETE) sdo bons substratos da
ciclooxigenase. O 5,6-EET é convertido num anélogo PG, o 5,6epoxi-PGE, e 0 8,9-
EET € convertido em 11,12-hidroxi-8,9-EET. Estas vias metabdlicas tém como funcéo
regular a atividade dos EETs nos seus tecidos (Homma et al., 1993; Roman, 2002). No
que diz respeito ao 20-HETE, este pode ser metabolizado pela enzima COX para formar

endoperoxidos vasoconstritores ou prostanoides vasodilatadores (Williams et al., 2010).

Os CYP w-oxidases tém a capacidade de adicionar um grupo metilo no hidroxilo
terminal de 8,9-EET, 11,12-EET e 14,15-EET. Os EETs podem também sofrer reacGes
de conjugacdo com glutationa pela glutationa-S-transferase (GST), preferencialmente
para o 14, 15-EET (Spearman et al., 1985).

8. Os Citocromos P450

Os citocromos P450 sdo uma superfamilia de hemo-proteinas que medeiam o
metabolismo oxidativo, peroxidativo e redutor de compostos exdgenos e enddgenos tais
como os poluentes ambientais, pesticidas, esteroides, prostaglandinas e acidos gordos
(Guengerich, 2001).

Atualmente, no genoma humano, sdo conhecidas 18 familias e 43 subfamilias CYP
contendo 57 genes ativos e 58 pseudogenes, com 0s membros das familias 1, 2, 3e 4 a
terem um papel importante no metabolismo de diversos compostos (Quintas, Freire,
Halpern, 2008; Zhou, Liu, Chowbay, 2009). Os enzimas do citocromo P450 estdo
classificados em familias, subfamilias e isoenzimas individuais baseadas na homologia

da sua sequéncia de aminoéacidos (Danielson, 2002).

A maior parte dos enzimas CYP sdo principalmente expressos no figado, contudo
diversos enzimas CYP foram detetados no sistema cardiovascular, sendo as familias

CYP2C, 2J e 4A as mais estudas ao nivel das suas acdes cardiovasculares.
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9. Expressao dos Citocromos P450 no tecido cardiovascular

A expressao e regulacdo dos enzimas CYP no coragdo e vasos sanguineos esta
amplamente documentada. O Quadro 3 mostra a expressdo de varias familias CYP, que
inclui CYP1, CYP2, CYP3 e CYPA4.

Quadro 3. Expressdo de CYPs no sistema cardiovascular.

CYP1Al ARNmM, Coracéo, células endoteliais, Homem, murganho
proteina e células do musculo liso vascular e rato
- atividade
Proteina Células endoteliais Homem
CYP1B1 ARNmM e Coracdo, veias e células do Homem, murganho
- proteina mausculo liso e rato
ARNmM Coragéo Homem e rato
CYP2C8/9/11 ARNmM e Células endoteliais e coracdo Homem e
- atividade murganho
ARNm Coragdo Homem
CYP2E1 ARNmM e Endocardio e vasos coronarios Homem e rato
- proteina
CYP2J2 ARNM, Células endoteliais e midcitos Homem e rato
proteina e
- atividade
CYP3A4 Proteina Endotélio, endocardio e vasos Homem
- coronarios
ARNmM Coragéo Homem
ARNmM Coragéo Homem
CYP4F3 ARNmM Leucdcitos Polimorfonucleares Homem, murganho
ARNmM Coragéo Homem
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9.1.Familia CYP1

A expressdo da familia CYP1 no Homem e em animais € bem conhecida. No
sistema cardiovascular, a sua expressdo encontra-se maior nas células endoteliais das
artérias, capilares e veias, e nas paredes do septo alveolar. No figado, a expresséo é

encontrada nas células endoteliais da veia porta (Granberg, Brunstrom, Brandt, 2000).

A expressdo do CYP1Al ndo é constitutiva no sistema cardiovascular, embora
possa ser induzida em certas condicdes (Kerzee & Ramos, 2001). Por exemplo, o
CYP1ALl foi detetado em células do masculo liso da artéria coronaria humana tratadas
com 3-metilcolantreno (Dubey et al., 2004). Thum & Borlak detetaram 0 ARNm do
CYP1A1 no ventriculo direito, aorta ascendente e na auricula esquerda em doentes com
cardiomiopatia dilatada e no ventriculo esquerdo em individuos saudaveis (Thum &
Borlak, 2000, 2002). Recentemente, foi detetado a presenca de ARNm do CYP1A1 nos
tecidos do ventriculo esquerdo em cora¢des humanos (Michaud et al., 2010). No caso
do CYP1AZ2 a sua presenca no tecido cardiovascular é incerta. Thum & Borlak nédo
detetaram, contudo, noutro estudo, o CYP1A2 foi detetado no endotélio do endocérdio e
veias coronarias (Minamiyama et al., 1999; Thum & Borlak, 2000, 2002).

A expressdo do CYP1B1, em contraste com a expressdo do CYP1A1, € constitutiva
e indutivel nas células do musculo liso vascular (Kerzee & Ramos, 2001). Um estudo
relatou que o CYP1B1 é o segundo gene CYP mais expresso no cora¢do humano
(Bieche et al., 2007). No Homem, o ARNm do CYP1B1 ¢ expresso nas veias (Bertrand-
-Thiebault et al., 2004) e nas células do musculo liso da artéria coronaria humana
tratadas com 3-metilcolantreno (Dubey et al., 2004). No rato, o enzima CYP1B1 foi
detetado nas células endoteliais e nas células do musculo liso da aorta (Moorthy et al.,
2003).
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9.2.Familia CYP2

No caso da familia CYP2, a sua expressdao no tecido cardiovascular inclui as
subfamilias CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2D, CYP2E e CYP2J (Thum & Borlak,
2000). Varios estudos indicam a expressdo das subfamilias CYP2C e CYP2J em células
epiteliais, endoteliais, muasculo liso, cardiomidcitos, vasos sanguineos, rim, pulméo e
pancreas. O CYP2C8 ¢ expresso principalmente no endotélio, o0 CYP2C9 no rim e o
CYP2J2 no endotélio e miocardiocitos (Xu, Zhang, Wang, 2011).

A expressdo no ventriculo direito de ARNm do CYP2B6/7 e CYP2D6 foi
encontrada em doentes com cardiomiopatia dilatada (Thum & Borlak, 2000). No que
diz respeito a expressdo do CYP2E1, Thum & Borlak verificaram-na em ambos os
ventriculos e auriculas, septo interventricular e aorta (Thum & Borlak, 2000). Em
amostras de autdpsia humana, o CYP2E1 foi encontrado no endocéardio e coronarias.
Contudo, ndo foi observada a presenca do CYP2C9 e CYP2D6 (Minamiyama et al.,
1999). E reportado que o CYP2B6/7, CYP2D6 e CYP2C8/19 sdo expressos
predominantemente no ventriculo direito (Thum & Borlak, 2000).

Um outro CYP desta familia tem sido reportado no tecido cardiovascular de
humanos e animais, 0 CY2J. No coracdo humano, a expressdo do CYP2J2 é alta e
constitutiva (Thum T, Borlak J., 2002). Um estudo recente relata que as concentragdes
de ARNm do CYP2J2 no coracdo sdo 900 vezes maior do que as do CYP2C8 e
CYP2C9 (Delozier et al., 2007). Além disto, 0 ARNm do CYP2J2 é o mais abundante
nos ventriculos direito e esquerdo de coracdo humano, e a sua expressdo € maior no

sexo feminino quando comparado com o sexo masculino (Michaud et al., 2010).

9.3.Familia CYP3

Poucos estudos relatam a expressdo da familia CYP3 no tecido cardiovascular. Os
CYP3A4, CYP3A5 e CYP3ATY ndo foram encontrados no tecido do coragdo em doentes
com cardiomiopatia dilatada (Thum & Borlak, 2000). Porém, um estudo relata a

expressdéo do CYP3A4 em células endoteliais do endocardio e vasos coronarios
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humanos (Minamiyama et al., 1999). Contudo o estudo com vista & analise da expressdo
desta familia no tecido cardiovascular precisa ser aprofundado.

9.4.Familia CYP4

Ao contrario do que se observa com a familia CYP3, muitos estudos tém mostrado
que a familia CYP4 é altamente expressa no tecido cardiovascular humano e de outros
animais. No que se refere ao coracdo, tanto no cdo como no humano o CYP4A foi
detetado. No cdo, a atividade dos CYP4Al, CYP4A2 e CYPAF foi detetada, jA no
humano o0 mRNA CYP4F12 foi detetado (Bylund J., Bylund M., Oliw, 2001,
Nithipatikom et al., 2004). A familia CYP4A tem sido encontrada em artérias
pulmonares de coelhos, na vasculatura de ratazanas e microvasos cerebrais de gato
(Harder et al., 1994; Zhu et al., 2000; Kunert et al., 2001). A expressdo do mRNA e da
proteina do CYP4A1l, CYP4A2, CYP4A3 e CYP4A8 tem sido reportada em células do
musculo liso vascular renal, cerebral, pulmonar e do musculo esquelético de arteriolas
(Gebremedbhin et al., 2000; Kunert et al., 2001; Roman, 2002).

No Homem, dois membros da subfamilia CYP4A foram encontrados no rim,
CYP4A1l e CYP4A22. O enzima CYP4A1l converte principalmente o AA em 20-
HETE no rim, ao passo que, o CYP4A22 foi detetado ao nivel do ARNm, mas
aparentemente codifica uma proteina ndo funcional (Gainer et al., 2005). No que diz
respeito ao CYP4F2, a sua expressdo no tecido cardiovascular € pouco conhecida, mas

parece ser principalmente expresso no rim humano (Zordoky & El-Kadi, 2010).

9.5.Regulacéo dos enzimas CYP450

9.5.1 Regulacéo da atividade

Os gases enddgenos vasodilatadores 6xido nitrico (NO) e mondxido de carbono
(CO) inibem a formacao de EETs e 20-HETE pela ligagéo ao grupo heme dos enzimas

CYP, inativando-os. Niveis baixos de NO também inibem a formacdo de EETs e
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DHETs (Roman, 2002). Um estudo mostrou que o NO atenua a relaxagéo pelo EDHF
dependente da atividade CYP em artérias coronérias em suinos. Facto interessante, é
que a resposta mediada pelo EDHF ¢ detetada quando a NOS e a ciclooxigenase estdo
inibidas, sugerindo que a acdo EDHF pelos EETs atua como um mecanismo
vasodilatador compensatorio em situacdes onde a acdo vasodilatadora do NO est
comprometida. Por exemplo, em situacGes onde a biodisponibilidade de NO esteja
reduzida no endotélio devido a uma disfuncdo, como por exemplo na hipertensédo
essencial, espera-se que a inibicdo intrinseca da atividade CYP/EDHF seja aliviada em

resposta (Bauersachs et al., 1996).

9.5.2 Regulacdo da expressao

A expressdo dos enzimas CYP que metabolizam o AA é influenciada por diversos
fatores. No rato, a expressdo do CYP4A1 e de CYP4A3 ao nivel do ARNm e proteina é
alta no rim de neonatais e esse valor diminui na idade adulta. O contrario acontece com
o0 CYP4A2, onde a proteina ndo é expressa no rim de neonatais mas os seus valores
aumentam com a idade (Omata et al., 1992). A regulacdo positiva da expressdo do
CYP4Al, que € a isoforma que mais contribui para a formacdo de 20-HETE, deve
contribuir para o crescimento pos-natal e desenvolvimento do rim, devido a sua potente

acao mitogénica (Roman, 2002).

A expressdo destes enzimas pode ser alterada por substancias endogenas. A
angiotensina Il aumenta a formacdo de EETs no tubo proximal. Por outro lado, a
formacdo do 20-HETE é aumentada pelo fator de crescimento epidérmico, dopamina e
hormona paratiroide (Roman, 2002). Os vasoconstritores como a angiotensina I,
vasopressina e norepinefrina ativam as fosfolipases nas células do mdsculo liso
vascular, aumentando a libertacdo de AA e consequentemente a formagdo de 20-HETE
(Capdevila & Falck, 2002; Roman, 2002). Os glucocorticoides, mineralocorticoides e
progesterona aumentam a expresséo da proteina CYP4A no rim. Estudos mostraram que
o0 oxido nitrico (NO) aumenta a expressdo de CYP4A apesar de inibir a formacdo de
EETs e 20-HETE. Contudo, o NO regula negativamente a formacdo das isoformas
CYP2C que produzem EETs (Roman, 2002).
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Os androgénios aumentam a expressdo do CYP4A e a formacdo de 20-HETE,
sugerindo que esta seja o principal mediador da ativacdo endotelial induzida por
androgénios, resisténcia vascular e hipertensdo. Pensa-se que esta acdo seja devida a
ativacdo do NF-kB, uma via pro-inflamatoria. Este aumento da expressdao do CYP4A
pode explicar a diferenca entre sexos na regulacdo da presséo arterial e o aumento de
prevaléncia de hipertensdo nos homens (Wu & Schwartzman, 2011).

O sal também mostrou alterar a expressdo génica de CYPs. Em ratos submetidos a
uma dieta rica em sal, a expressdo dos CYP4A diminuiu na vasculatura e rim. Contudo,
a expressdo do CYP2C23 aumentou e consequentemente a formacéo de EETs. Devido a
isto e ao facto dos EETSs inibirem o transporte de sodio no tubo proximal e nos ductos
coletores, pensa-se que a regulagdo positiva da atividade CYP tenha um papel

importante no desenvolvimento da hipertensdo sensivel ao sal (Roman, 2002).

10.Acéo bioldgica dos metabolitos do citocromo P450 do AA

10.1. Os EETs

Os EETs sdo produzidos no endotélio pelos CYP epoxigenases 2C ou 2J e atuam no
relaxamento de Vvarios vasos sanguineos gracas ao seu papel na hiperpolarizacdo
derivada do endotélio. Os EETSs sdo libertados pelas células endoteliais em resposta a
agonistas de receptores, tais como a acetilcolina ou bradicinina para realizarem funcdes
autocrinas e paracrinas que regulam o sistema cardiovascular e renal (Gauthier et al.,
2005).

10.2. Funcéo dos EETs

O mecanismo de agdo dos EETs pode variar. Em algumas artérias, os EETs séo
libertados pelas células endoteliais e s&o transferidos para o musculo liso vascular onde

causam a ativacdo dos canais de potassio, hiperpolarizacdo e relaxacdo através do
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mecanismo de ligacdo a proteina G ou ativacdo do canal recetor de potencial transitério
(TRP). Em outras artérias, os EETs ativam os TRP no endotélio causando
hiperpolarizacdo endotelial que é transferida para as células do mdsculo liso pelas
juncbes comunicantes ou pela acdo dos iGes potassio. Em algumas artérias 0s
mecanismos sdo usados em combinacdo. Os EETs sdo EDHF que medeiam uma porgéo
do relaxamento da acetilcolina, bradicinina e stresse de cisalhamento, uma vez que, este

relaxamento é inibido por bloqueadores de potassio e inibidores do citocromo P450.

Os EETs sintetizados no endotélio, que vao hiperpolarizar o masculo liso vascular,
atuam como fatores paracrinos. As células endoteliais libertam os EETs que, por sua
vez, vao atuar nas células do musculo liso provocando a abertura dos canais de BKc, €,
consequentemente, a hiperpolarizacdo das células do musculo liso e o relaxamento.
Visto assim, os EETs aparentam atuar como EDHF. As células musculares lisas néo
sintetizam EETs (Campbell et al., 2006). Por outro lado, o efeito autocrino acontece
pela sintese de EETs endoteliais ou pela sua libertacdo da membrana fosfolipidica pela
acdo da fosfolipase A,, interagindo diretamente com canais i6nicos e ativando

componentes de sinalizacdo transducional ou fatores de transcri¢do (Spector, 2009).

10.3. Os EETs como fator hiperpolarizante dependente do endotélio

As suas propriedades vasodilatadoras tém vindo a ser explicadas pela sua acdo como
fator hiperpolarizante dependente do endotélio (EDHF) que contribui para a resposta
vasodilatadora da acetilcolina e bradicinina, regulando o tonus vascular. Muitos estudos
usando artérias de uma variedade de especies incluindo o Homem indicam que os EETs
agem como EDHFs. A atividade EDHF é definida pela relaxacdo dependente do
endotélio nas artérias tratadas com inibidores da COX e NOS e da hiperpolarizacdo
dependente do endotélio das células do musculo liso. A hiperpolarizacdo dependente do
endotélio e a relaxacdo produzidas pela acdo da bradicinina, acetilcolina e stresse de
cisalhamento ocorrem mesmo na presenca de inibidores da COX e NOS. A
hiperpolarizacdo e o relaxamento sdo inibidos por blogueadores dos canais de calcio.
(Campbell & Fleming, 2010)
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Até ao momento, duas interpretacdes mecanisticas favorecem a ideia de que 0s
EETs atuam como EDHFs. Muitos estudos foram realizados para verificar a acdo dos
EETs como um fator libertado pelas células endoteliais que atua nas células musculares
lisas, Figura 8, ou com efeitos autdcrinos nas células endoteliais, aumentando a
concentracdo intercelular de célcio e ativando os canais Kc,, levando a hiperpolarizagéo

das células endoteliais, Figura 9 (Popp et al., 1996; Gebremedhin et al., 1998).

10.4. Mecanismo da transferéncia de um fator

Num estudo usando artérias coronarias bovinas como doadora do EDHF, tratadas
com inibidores da COX e NOS, e os canais de potassio dependentes de calcio K¢, das
células muscular lisa como detetor do EDHF, verificaram que a adi¢éo de bradicinina na
artéria provoca um aumento da atividade dos canais K¢, € hiperpolarizacdo das células
musculares lisas. Contudo, a adigdo de inibidores de enzimas CYP & artéria bloqueiam o
efeito da bradicinina, 0 mesmo acontece em artérias sem endoteélio inteiro. Os efeitos da
bradicinina na artéria sdo simulados pela adi¢cdo de EETs nas células musculares lisas.
Conclui-se que a bradicinina esta presente na libertacdo de um EDHF na artéria e que
ele é bloqueado pelos inibidores de enzimas CYP, o que implica a atividade EETSs neste
processo (Gebremedhin et al., 1998). Noutro estudo, usando artérias coronarias de porco
e células endoteliais coronarias, os autores obtiveram resultados semelhantes. A
hiperpolarizacdo das células musculares lisas pela bradicinina é bloqueada por
inibidores de enzimas CYP e a atividade EDHF, induzida pela bradicinina, aumenta
com B-naftoflavona, um indutor CYP, o que permitiu concluir que a bradicinina
provoca a libertacdo de um EDHF dependente da atividade CYP endotelial (Popp et al.,
1996). Contudo, estes estudos ndo conseguiram identificar se o fator era um EET ou se

0 EET é responsavel pela libertacdo desse fator no endotélio.
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Figura 8. Proposta de mecanismo para a transferéncia de EETs.

Posto isto, pode-se concluir que os inibidores dos enzimas CYP monooxigenases
conseguem inibir a resposta vasodilatadora dependente do endotélio pela acdo da
acetilcolina e bradicinina que persiste apos a inibicdo da NOS e ciclooxigenase.
Contudo, ndo se pode concluir que a inibicdo da resposta EDHF dependa da libertacao
de EETs pelo endotélio. De facto, os inibidores de CYPs, como clotrimazol e
miconazol, ndo sdo especificos e podem interagir com os canais de potassio (Edwards et
al., 1996). Porém, o uso de oligonucleotidos antisense para o CYP2C8/9 mostrou
capacidade de diminuir a hiperpolarizacdo dependente do endotélio e relaxamento em
artérias coronarias de suinos (Fisslthaler et al., 1999; Fisslthaler, Fleming, Busse, 2000)

e em artérias de hamster (Bolz et al., 2000).

Noutro estudo, em artérias coronarias bovinas, usando um antagonista que bloqueia
a acdo dos EETs no endotélio, 14,15-EEZEE, a bradicinina provocou a dilatacdo da
artéria. O que indica que os EETs ndo atuam no endotélio. A adicéo de 14, 15-EET no
endotélio ndo dilatou a artéria, mostrando que o EET ndo é responsavel pela libertagdo

de qualquer fator dilatador por parte do endotélio. Contudo, a adi¢do de 14, 15-EEZE no
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masculo liso leva a que a artéria ndo se dilata pela acdo da bradicinina. Isto indica que,
pelo menos nesta artéria, os EETs agem como EDHF que se transferem do endoteélio e
atuam nas células do musculo liso, onde causam hiperpolarizacdo e relaxamento. E
interessante notar que os niveis de 14, 15-EET e 12, 12-EET sdo aumentados pela
bradicinina na artéria (Gauthier et al., 2005). Os 5, 6-EET e 14, 15-EET mostraram
capacidade de relaxar as células do musculo liso pela ativagdo dos canais Kc, (Gauthier
et al., 2003).

10.5. Mecanismo de transferéncia da hiperpolarizacéo

Os canais recetores de potencial transitério (TRP) no endotélio sdo alvos da acao
dos EETs. Os EETs ativam os TRPV4 que, por sua vez, vao ativar os canais de potassio
endoteliais, aumentando o influxo de Ca®*, provocando a sua hiperpolarizacdo e
consequentemente o relaxamento do masculo liso vascular, Figura 9 (Fleming et al.,
2007). Os 5,5-EET e 8,9 EET ativam os canais TRPV4 Ca?* endoteliais (Vriens et al.,
2005).

Os EETSs hiperpolarizam as células endoteliais contribuindo para a libertagdo dos
i0es de potassio. Os ides de potassio vao ativar a Na-K ATPase na célula muscular lisa,
hiperpolarizando a membrana. A hiperpolarizagdo vai inibir a ativagdo dos canais de
calcio sensiveis a voltagem reduzindo a entrada de calcio, proporcionando o
relaxamento das células do musculo liso vascular. Contudo, a hiperpolarizacdo do
endotélio pelos EETs pode levar a hiperpolarizacdo da célula muscular lisa pelas
juncbes comunicantes mio-endoteliais (Campbell & Falck, 2007; Campbell & Fleming,
2010).
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Figura 9. Proposta de mecanismo de transferéncia da hiperpolarizacéo pelos EETS.

Em suma, os estudos disponiveis mostram que os EETs derivados do endotélio
agem como EDHF em algumas artérias. Contudo, em certas artérias humanas ou de
animais, os EETs ndo sdo sintetizados ou ndo tém atividade. Nessas artérias, outros
mediadores como o0s ides potassio, o peroxido de hidrogénio, o peptido natriurético tipo
C e metabolitos da LOX do AA estdo envolvidos na resposta ao EDHF. Os EETs ndo
sdo, assim, mediadores universais da resposta EDHF em todos os dominios vasculares,
0 que esta de cordo com a expressdo heterogénea relativa dos enzimas CYP2C e CYP2)J
no endotélio vascular (Campbell & Fleming, 2010).

10.6. Mecanismos celulares e moleculares da acdo dos EETs

Os EETs exercem diversos efeitos sobre o tonus vascular, hemostasia e inflamagéo.

As acdes dos EETs sdo baseadas em estudos usando misturas racémicas. Dependendo
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da concentracdo os EETs véo ter uma acédo particular, ou seja, enquanto algumas acoes
ocorrem em baixas concentragdes fisiologicas, outras ocorrem em concentragdes
maiores. E interessante notar que a hiperpolarizacéo e relaxacio das células do musculo

liso ocorrem em baixas concentragdes (Campbell & Fleming, 2010).

10.6.1 Os EETs como ligandos do recetor acoplado a proteina G

Estudos mostraram que o 14,15-EET liga-se a recetores que estdo acoplados a
proteina G levando a uma cascata de sinalizacdo intracelular. A ativacdo dos canais
BKca pelos EETs parece ndo ocorrer pela ligagdo direta com um dominio extracelular,
mas estudos mostram que a ativacdo dos canais de BK¢, das células do musculo liso
pelos EETs e EDHF necessitam da presenca da proteina G. Isto porque, o 11,12-EET
ativa os canais de BK¢, em cell-attached patches de células do musculo liso de artérias
corondrias bovinas, mas ndo tém efeito em inside-out patches, indicando que um
componente citosolico ou via de sinalizacdo celular que ndo esta presente em inside-out

patches € necessario para a atividade dos EETs (Campbell & Fleming, 2010).

Contudo, a adicdo de GTP a superficie citoplasmatica dos inside-out patches leva a
ativacdo dos canais BKc, pelo 11,12-EET, e esta acdo é inibida pelo inibidor da proteina
G, GDPS, e por um anticorpo anti-Gos. Isto leva a que a acdo do 11,12-EET na
ativacdo dos canais BKc, seja mediada pelo mecanismo Gos. Estudos em células
endoteliais mostraram que o 11,12-EET aumenta o acoplamento do GTPy®S ao Gas.
Outros regioisomeros dos EETs também levam ao acoplamento mas com menos
atividade em relagdo ao 11,12-EET (Campbell & Fleming, 2010).

Estudos em artérias corondrias bovinas indicam que o 11,12-EET estimula a ADP-
ribosilacdo da proteina G. Inibidores da ADP-ribosilacdo bloqueiam a capacidade do
11,12-EET de ativar os canais BKc, e causar relaxacdo. A ativacdo pelos EETs dos
canais BKc, em inside-out patches é rapidamente revertida apds remocdo dos EETSs
enquanto em cell-attached patches a reversdao € lenta. Sabendo que, nas células do
mausculo liso e endoteliais, os EETs aumentam a acumulacdo de monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc), isto pode contribuir para o prolongamento da acdo dos EET, uma
vez que ¢ consistente com o envolvimento do Gos na acdo dos EET. Muitos estudos

44



Doencas cardiovasculares:
Metabolitos do citocromo P450 da via do acido araquidénico no controlo do tonus vascular

indicam que a ativacdo pelos EETs dos canais BKc, permite que os ides potassio saiam
da célula muscular lisa e que o gradiente eletroquimico criado resulte na
hiperpolarizacdo da membrana e relaxamento. Assim sendo, a resposta estimulada pelos
EETs sugere que a ligacdo a um local de ligacdo especifico é necessaria. H4 uma vasta
evidéncia sugerindo um local de ligagdo ou recetor para os EETs nas células do musculo
liso, e que a sua atividade inicia-se pela interacdo com uma proteina na superficie
celular. Esta ligacdo ¢ inibida pelo GTPyS indicando que o local de ligacdo ou recetor
estd acoplado a proteina G. Contudo, varios recetores foram estudados para avaliar a
afinidade com os EETs mas, até ao momento, nenhum recetor EET foi identificado
(Campbell & Fleming, 2010).

10.6.2 Acédo dos EETs sobre os canais de recetores de potencial transitorio
(TRP)

Os canais recetores de potencial transitorio funcionam como canais catiénicos
ndo seletivos. Estes canais podem mediar o influxo de calcio em células endoteliais e do
musculo liso nas quais estdo presentes varios tipos de canais. O mecanismo de acao dos
EETSs envolve duas classes de canais de TRP. O canal TRP vanil6ide do tipo 4 (TRPV4)
pode ser ativado pelo 5,6-EET e 8,9-EET, este Gltimo com menor poténcia, Figura 10
(Watanabe et al., 2003).

Em células endoteliais de ratinho o 11,12- e 14,14-EET n&o afetam o influxo de
calcio através dos canais TRPV4, mas em células do musculo liso de artérias cerebrais
de rato, 11,12-EET e um agonista do TRPV4 aumentam a corrente do TRPV4. O 11,12-
EET provoca a libertacdo espontanea de célcio do reticulo sarcoplasmatico (Ca**
sparks) que ativa os canais de K¢, promovendo uma corrente transitoria de potassio para
o0 exterior que hiperpolariza a membrana, Figura 10 (Campbell & Fleming, 2010). A
inducdo por parte do 11,12-EET ¢é inibida pela supressdo da expressdo TRPV4 com um
oligonuclettido antisense. Isto permite concluir que os canais TRPV4 formam um
complexo com os canais de BKc, que é ativado pelo 11,12-EET resultando na

hiperpolarizagdo da membrana e relaxacdo. Devido ao facto dos efeitos serem
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especificos dos EETS, pensa-se que o canal TRPV4 seja um recetor extracelular dos
EETs (Campbell & Fleming, 2010).
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Figura 10. Proposta de mecanismo de acdo dos EETs sobre os canais TRPV4 nas
células do musculo liso.

Os canais TRPV4 também sdo expressos em células endoteliais humanas e de
rato e sdo ativados pelo 5,6- e 8,9-EET levando ao aumento do célcio intracelular. A
inibicdo do CYP2C9 com sulfafenazol bloqueia esse efeito, enquanto que apos o
aumento da expressdo do CYP2C9 com nifedipina o efeito é exacerbado. Isto indica que
0 metabolito do CYP2C9 ¢ responsavel pela ativacdo do canal TRPV4 e aumento do
calcio intracelular nas células endoteliais. A hiperpolarizacdo e dilatacdo pela
acetilcolina sofrem uma reducdo de 75% em artérias mesentéricas de ratinho com o
TRPV4 comprometido. A dilatagdo induzida pelo stresse de cisalhamento e o fluxo
sanguineo esta também relacionado com a libertacdo espontanea de calcio (Earley et al.,
2009). A dilatagdo nédo dependente do NO e PG em artérias cardtidas de murganhos
requere uma atividade CYP epoxigenase, pois a sua dilatacdo falha em artérias com o
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TRPV4 comprometido, e a sua ativacdo necessita da translocacdo do canal para a
membrana (Loot et al., 2008). E interessante notar que em murganhos sem 0s canais
TRPV4 a pressdo sanguinea € alta, o que aparenta fazer do TRPV4 uma importante

regulador da dilatagdo induzida pelo fluxo sanguineo (Earley et al., 2009).

Contudo, em vasos estimulados pela bradicinina a dilatacdo, mediada pelo
EDHF, é muito diferente. Nas celulas endoteliais humanas, a bradicinina aumenta a
atividade CYP e o influxo de calcio, que por sua vez, é bloqueado por inibidores dos
CYPs e antagonistas dos EETs e é exacerbado por inibidores da sEH, um inativador
EET. Nas células endoteliais, os canais TRP envolvidos na resposta a bradicinina séo os
canais TRPC3 e TRPC6. A bradicinina ativa os canais TRP que séo transferidos para
uma caveola onde modulam o influxo de célcio pela agdo do 11,12-EET (Fleming et al.,
2007).

A resposta a hiperpolarizagdo e dilatacdo pelo 11,12-EET ¢ reduzida para
metade quando é removido o endotélio em artérias de murganho wild-type (de
referéncia). Posto isto, ambos os canais TRPV4 das células do musculo liso e
endoteliais sdo importantes na vasodilatacdo das artérias mesentéricas em resposta a
fatores derivados do endotélio (Earley et al., 2009).

10.6.3 Efeito dos EETs sobre os canais TRP e recetor acoplado a proteina G

Apesar do mecanismo pelo qual os EETs ativam os canais TRP néo estar totalmente
esclarecido. Contudo, como antes mencionado, os EETs promovem a translocacdo
intracelular dos canais TRP para a membrana celular (caveola). A translocacdo dos
canais TRP é dependente da ativacdo da proteina cinase A (PKA) pelo AMPc, o que é
consistente com a ativagdo do recetor acoplado a Gas. O blogueio da acdo do AMPc
inibe a translocacdo do canal TRP e inibe a indugdo pela bradicinina, o aumento
intracelular de célcio dependente do CYP e da hiperpolarizacdo nas células endoteliais
(Fleming et al., 2007). A acdo do 11,12-EET tem sido ligada a estimulacdo da atividade
Gas/adenilato ciclase/PKA (Carroll et al.,, 2006). Contudo, mais estudos serdo
necessarios para que se estabeleca o mecanismo de associagédo entre os EETS e proteina

G na regulacéo da atividade e translocacgéo do canal TRP.
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10.6.4 Acéo dos EETSs sobre o recetor de tromboxanos

Num estudo, Behm et al. identificaram um novo mecanismo de vasodilatacdo dos
EETs. Nesse estudo, usando a aorta e artérias mesentéricas de murganho pré-constritas
com um agonista do recetor de tromboxanos (TP), o 14,15-EET induziu a relaxacdo das
mesmas. Porém, o efeito foi similar em artérias de referéncia e com os canais TRPV4 e
BKca comprometidos. A relaxagdo induzida pelo EET parece ndo envolver estes canais.
Nos mesmos vasos pré-constritos com fenilafrina, endotelina-1 ou cloreto de potéssio, 0
14,15-EET ndo conseguiu promover a sua relaxacdo. Como tal, o 14,15-EET parece
funcionar como um antagonista seletivo e competitivo do recetor TP (Behm et al.,
2009).

Contudo, este efeito ndo se estende a todas as artérias e espécies, isto porque, 0
11,12-EET relaxa as artérias mesentéricas pré-constritas com fenilafrina em ratinhos de
referéncia mas ndo acontece em ratinhos com o canal TRPV4 comprometido. O
mecanismo de relaxacdo difere entre regioisomeros, o 14,15-EET antagoniza o0s
recetores TP e 0 11,12-EET atua através dos anais TRPV4 e Kc,. Posto isto, a inibicao
do recetor TP pelos EETs ndo pode ser considerada um mecanismo universal para a
relaxagdo mediada por EETs. Visto que os EETs antagonizam os recetores TP em
algumas artérias, é importante estudar o efeito de dilatadores em artérias pré-constritas
com diversos agonistas, de forma a esclarecer as vias de sinalizacdo que regulam a

contracéo e relaxagdo (Campbell & Fleming, 2010).

10.6.5 Acdo dos EETs nos canais de potassio dependentes do ATP

Ye et al. estudaram a acdo dos EETs nos canais de potassio dependentes de ATP
(Katp) em células do musculo liso de artérias mesentéricas de rato. Neste estudo, o
11,12-EET provocou a ativagdo dos canais Karp em células do muasculo liso tratadas
com iberiotoxina, um inibidor dos canais BKc,. Os canais Karp S0 conhecidos por

serem modulados por mecanismos dependentes das proteinas cinase A e C. Contudo, a
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relaxacgdo estimulada pelo 11,12-EET nas mesmas artérias € inibida pela glibenclamida,
um inibidor dos canais Katp, ou pela inibicdo da PKA. Todos os quatro regioisomeros

sdo ativadores dos canais Karp (Ye, Zhou, Lee, 2005).

Noutro estudo, Ye et al. estudaram a ativacdo dos canais Karp pelo 14,15-EET em
células do musculo liso. Contudo, a ativacdo era inibida pelo antagonista EET 14,15-
EESZE, um anticorpo contra a Gas ¢ inibidores da ADP ribosilagdo. A ativagdo dos
canais Katp pelo 14,14-EET parece ser semelhante a ativacdo dos canais BKc; ja
mencionados. Posto isto, e sabendo que os EETs estimulam a acumulacdo de AMPc nas
células do masculo liso, pensa-se que a 0os EETs ativam a Gas pela ADP ribosilagdo
estimulando a adenilato ciclase e, consequentemente, 0 aumento de AMPc. Por sua vez,
0 AMPc ativa a PKA levando a fosforilagéo e ativacdo dos canais Karp contribuindo

para a hiperpolarizacdo da membrana e relaxacdo, Figura 11 (Ye et al., 2006).
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Figura 11. Proposta de mecanismo de ativacdo dos canais Kartp nas células do musculo
liso pelos EETSs.
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10.6.6 Acado dos EETs sobre a heme-oxigenase e mondxido de carbono

Adicionalmente, os EETs podem ativar indiretamente os canais de Kc, por outros
mecanismos. Os 11, 12-EET podem aumentar a atividade da heme oxigenase (HO) e
consequentemente gerar monoxido de carbono (CO) que, por sua vez, vai ativar 0s
canais Kc, e hiperpolarizar a membrana. Em artérias mesentéricas de rato constritas
com fenilafrina, a dilatagdo estimulada pelo 11,12-EET é prevenida por um inibidor da
HO, mesoporfirina de crémio (CrMP), bem como pela iberiotoxina. Contudo, nem
todos os EETs seguem este perfil, enquanto a relaxacdo do 8,9-EET e 14,15-EET é
inibida pelo CrMP, a relaxacdo do 5,6-EET ndo é alterada. O 11,12-EET causa um
aumento de libertagdo de CO em 30% nas artérias mesentéricas, um efeito que
desaparece com a inibicdo da HO (Sacerdoti et al., 2006).

10.7. 20-HETE

As células musculares vasculares lisas expressam principalmente CYP hidrolases,
especificamente as isoformas CYP4A e CYPA4F, responsaveis pela formacdo de 20-
HETE. O 20-HETE é produzido pelas células do musculo liso pela estimulacdo da
angiotensina 1, endotelina, norepinefrina (Miyata & Roman, 2005) e serotonina, e é
também aumentado por inibidores da NOS (Williams et al., 2010). O 20-HETE é o
unico metabolito da via do CYP produzido pelas células do muasculo liso e possui um
papel importante na regulacdo do tonus vascular e funcédo renal (Campbell & Fleming,
2010).

Na vasculatura, o 20-HETE possui propriedades pro-hipertensivas pois aumenta a
resisténcia vascular pelo aumento da contracdo das células do masculo liso e diminui a
vasodilatacdo dependente do endotélio. Por outro lado, o 20-HETE contribui para efeito
anti-hipertensivo mas ao nivel renal, promovendo a natriurese e diurese pela inibigdo do
mecanismo de transporte i6nico no epitélio tubular. A proteina CYP4A, responsavel
pela biossintese de 20-HETE, ndo estd distribuida de igual forma ao longo da
vasculatura, neste sentido, a biossintese de 20-HETE aumenta na vasculatura de

pequeno calibre e nas de grande calibre ndo sdo detetados quaisquer niveis de 20-HETE.
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Desta forma o 20-HETE possui propriedades ao nivel da microcirculacdo (Wu &
Schwartzman, 2011).

10.8. Mecanismo pro-hipertensivo

Ao contrério do que acontece com os EETs, o 20-HETE possui uma potente acao
vasoconstritora devido ao seu efeito inibitorio nos canais ionicos. Atua no controlo do
tonus vascular no cérebro, rim, coracdo e bago. A fosforilacéo e inibicdo dos canais Kc,
nas células do musculo liso vascular, por parte do 20-HETE, levam ao aumento nos
niveis de potassio intracelular e consequentemente a diminuicdo do potencial de
membrana. Isto leva a ativacdo dos canais de célcio e a0 aumento da concentracao
intracelular de célcio, provocando a despolarizacdo da membrana e a contracdo das
células do musculo liso vascular (Zou et al., 1996; Gebremedhin et al., 1998; Roman,
2002).

A vasoconstrigdo induzida pelo 20-HETE normalmente envolve uma agéo direta
com as células do musculo liso. O uso de estruturas analogas mostrou que atuavam
como agonistas e antagonistas, o que sugere um sitio de ligacdo especifico ou recetor
para 0 20-HETE. Estruturas como 5-HETE, 15-HETE e 19-HETE, que antagonizam a
acdo vasoconstritora do 20-HETE, podem ser considerados inibidores endogenos
(Félétou, 2011).

O 20-HETE tem a capacidade de ativar a PKC, a proteina cinase ativada por
mitogénios (MAPK) e a tirosina cinase src que, por sua vez, fosforilam e inibem os Kc,.
A inibicdo dos K¢, leva a despolarizacdo da membrana e ao aumento da concentracdo
citosélica de célcio pela abertura dos canais de Ca®* do tipo L, nas células do masculo
liso (Wu & Schwartzman, 2011).

O 20-HETE é capaz de antagonizar o efeito de relaxacdo, por parte do EDHF,
envolvendo a inibicdo da Na*/K*-ATPase (Randriamboavonjy et al., 2005).

Apesar de tudo os HETEs tém sido descritos como cardiotdxicos devido as suas
acOes pro-inflamatdrias e pro-oxidativas, o que leva a lesdo do endotélio vascular
(Roman, 2002).
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10.9. Acéo do 20-HETE nas células endoteliais — Via da eNOS

O 20-HETE pode também atuar nas células do endotélio para além das suas a¢des
nas células do musculo liso. A capacidade do 20-HETE diminuir a relaxacéo induzida
por acetilcolina sugere que a homeostasia do NO é afetada. O aumento da expressao do
CYP4A2 em ratos por adenovirus teve como consequéncia a hipertensdo e aumento da
expressdo de CYP4 e producgdo de 20-HETE ao nivel das artérias renais. Verificou-se
também a disfuncdo endotelial pela reducdo da resposta vasodilatadora da acetilcolina e
dos niveis de NO, e pelo aumento dos niveis de anido superdxido. O mesmo acontece
em ratos modelos de hipertensdo induzida por androgénios, € em ambos 0s casos a
hipertensdo e a disfuncdo vascular desaparecem com inibidores da sintese de 20-HETE.
O 20-HETE intervém na sintese e biodisponibilidade do NO. Nas células endoteliais, 0
20-HETE causa o desacoplamento da eNOS inibindo a associacdo da HSP90 com a
eNOS levando a reducdo da producdo e da biodisponibilidade de NO (Wu &
Schwartzman, 2011).

Contudo, o 20-HETE pode também agir como vasodilatador dependente do
endotélio, atuando na ativacdo da eNOS pelo aumento da fosforilagdo da eNOS e da
PKB levando ao aumento da producéo de NO, ou na via da ciclooxigenase na circulacao
pulmonar (Chen et al., 2006; Fang et al., 2006).

Outros estudos indicam que o desacoplamento da eNOS pelo 20-HETE e a
disfuncdo endotelial estdo relacionados com o recetor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) e IkB cinase (IKK). A disfuncdo endotelial do 20-HETE envolve
uma parte da componente inflamatéria. O uso do anti-inflamatorio partenolida mostrou
negar a inibicdo do 20-HETE na relaxacdo induzida pela acetilcolina. Em suma, os
mecanismos de acdo do 20-HETE sédo diferentes no endotélio e no masculo liso, uma
vez que, a disfungdo endotelial causada pelo 20-HETE no endotélio é dependente da
ativacdo da via IKK, no musculo liso as a¢es do 20-HETE nédo necessitam da ativacédo
de IKK (Wu & Schwartzman, 2011).
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10.10. Acéo do 20-HETE sobre o sistema renina-angiotensina-aldosterona

Como j& referido, a angiotensina Il contribui para a biossintese de 20-HETE e
também mostrou estimular a libertacdo de 20-HETE em vasos pré-glomerulares e a
sintese renal de 20-HETE. Na vasculatura periférica o aumento da producdo de 20-
HETE contribui para a resposta vasoconstritora da angiotensina Il e a sua inibicao
atenua o efeito pressor renal da angiotensina Il. Foi demonstrado que a continua
inibicdo da biossintese de 20-HETE diminuia o desenvolvimento de hipertenséo
dependente da angiotensina Il, o que sugere a contribuicdo do 20-HETE nas acdes

hipertensivas da angiotensina Il (Wu & Schwartzman, 2011).

Mais precisamente o 20-HETE mostrou ser um potente indutor da expressao enzima
conversora da angiotensina (ECA) vascular nas células endoteliais. Por exemplo, em
ratos transgénicos que expressam o CYP4A2 ou tratados com androgénios, onde a
expressao e sintese de 20-HETE estd aumentada, a expressdo da ECA renal e vascular
também esta aumentada. Porém, o aumento da expressdo da ECA ¢ eliminado pela acao
de inibidores da sintese de 20-HETE. Mais, em ratos modelos de hipertensdo com uma
sobre-expressao do CYP4A2 no endotélio vascular, a pressdo arterial é normalizada pela
acao de IECAS ou antagonistas dos recetores da angiotensina Il (ARAS). Visto assim, a
inducdo da ECA pelo 20-HETE leva ao aumento dos niveis da angiotensina Il e as suas
acOes hipertensivas através do recetor da angiotensina Il nas células endoteliais e do
masculo liso. Isto sugere que o sistema renina-angiotensina-aldosterona exacerbe a
disfuncdo vascular induzida pelo 20-HETE, sendo uma parte do mecanismo de
hipertensdo causado pelo 20-HETE (Wu & Schwartzman, 2011).

11.A¢d0 dos enzimas do metabolismo do AA na fisiologia e
fisiopatologia cardiovascular

Theken et al. observaram nos seus estudos que a razdo epoxido:diol era alta em
doentes com doencga arterial coronaria (DAC) comparativamente aos individuos

saudaveis, em todos os subgrupos populacionais. Este fato significa que a atividade
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metabdlica da sEH aparenta ser baixa na presenca. No mesmo estudo, verificaram que
os doentes com DAC tinham também altos niveis de EETs e tendéncia para terem
baixos niveis de DHETs comparativamente aos individuos saudaveis (Theken et al.,
2012).

Apesar do mecanismo subjacente a supressdo compensatoria da SEH ndo estar
esclarecido, foi reportado que o gene que expressa a SEH, EPHX2, era um gene
relacionado com a suscetibilidade para a insuficiéncia cardiaca. Na insuficiéncia
cardiaca estavel, no Homem, a expressdo cardiaca de SsEH é 60% inferior
comparativamente a individuos controlo. Pensa-se que a regulacdo transcripcional
negativa da sEH, de forma a aumentar os niveis de EETs, seja um mecanismo
adaptativo em DCV no Homem. A supressdo da atividade metabdlica da sEH pode
também ocorrer pela inibicdo da sEH pelas ROS presentes na DAC estavel (Theken et
al., 2012).

12.Suscetibilidade ao risco cardiovascular

Nos ultimos anos, a suscetibilidade genética para as doencas cardiovasculares tem
sido alvo de estudo, com o objetivo de entender a fisiopatologia das doengas. A
expressao de muitos enzimas CYP e a producdo dos metabolitos enddgenos esta
alterada nas DCV. Para além dos enzimas CYP, a SEH tem um papel importante no
metabolismo do AA. Uma grande variabilidade interindividual na atividade da sEH no
Homem foi reportada e os polimorfismos do gene EPHX2 tém sido estudados de forma
a avaliar a eventual associacdo com varias DCV. Muitos estudos tém mostrado
associacOes entre variantes genéticas e as DCV. Com o atual conhecimento sobre a
importancia dos enzimas Citocromo P450 e da SEH na fisiologia cardiovascular, os
polimorfismos genéticos destes enzimas podem determinar a suscetibilidade individual
as DCV.

Atualmente, polimorfismos genéticos em CYP epoxigenases (CYP1A2, CYP2C,
CYP2J2), sEH (EPHX2) e CYP w-hidroxilases (CYP1Al, CYP1B1, CYP4All e
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CYP4F2) tém sido associados com a suscetibilidade as DCV em diversos estudos
epidemiol6gicos. Um resumo destes polimorfismos foi publicado por Zordoky & El-
Kadi, Quadro 4 (Zordoky & El-Kadi, 2010).

Quadro 4. Polimorfismos genéticos na via metabdlica CYP do AA.

CYP1A1 Mspl Inducéo aumentada
CYP1B1*3/*4 Atividade aumentada
Via CYP hidroxilases - -
CYP4A11 F434S Atividade diminuida
CYP4F2 V433M Atividade diminuida
CYP1A2*1F Atividade aumentada (Fumadores)
CYP2C8*2/*3*/4 Atividade diminuida
Via CYP epoxigenase CYP2C9*2/*3 Atividade diminuida
CYP2C19*2/*3/*4 Inativacéo
CYP2J2*7 Transcricdo reduzida
_ R287Q Atividade diminuida
Via seEH
K55R Atividade aumentada
12.1. Polimorfismos nos CYP450 da via do &cido araquidonico

12.1.1 Polimorfismos no gene CYP1Al

Muitos estudos j& mostraram a existéncia de polimorfismos genéticos no gene
CYP1A1. Esses polimorfismos tém sido associados com o aumento da atividade
CYP1ALl ou com a sua inducdo. Um dos polimorfismos mais estudado é o CYP1A1
Mspl que corresponde a uma alteracdo da regulagdo do CYP1Al levando a elevada
indugdo da enzima. Apesar de haver muitos poucos estudos de associa¢do entre o risco
de DCV e o metabolismo do AA com os polimorfismos genéticos do CYP1Al, a
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importancia clinica de polimorfismos neste gene est bem estabelecida no contexto do
risco de cancro do pulméo em fumadores (Zordoky & El-Kadi, 2010).

12.1.2 Polimorfismos no gene CYP1A2

A atividade CYP1A2 possui uma variabilidade interindividual causada por
polimorfismos genéticos que controlam a atividade enzimatica. Um dos polimorfismos
mais estudados € a transversdo do nucledtido citosina para adenina na posi¢cdo 734 a
jusante do primeiro nucle6tido transcrito do gene CYP1A2. Individuos fumadores,
portadores do genotipo A/A, possuem uma maior atividade metabdlica da enzima.

Tal como no gene CYP1Al, poucos estudos had sobre a associacdo entre do
polimorfismo genético CYP1A2 e o risco de DCV. Num estudo de caso controlo o
gendtipo C/C foi associado com um aumento do risco de EAM, contudo, 0 mesmo
estudo, ndo foi verificado o papel do CYP1A2 como um enzima epoxigenase da via do
AA. Em outro estudo, a associacao entre o consumo de café, polimorfismo CYP1A2, e
o risco de hipertensdo foi revelado. Nesse estudo, a variante alélica CYP1A2*1F, que
contribuia para a reducdo da atividade do CYP1A2, contribuia para o risco de
hipertensdo em individuos que consumiam café. Apesar do estudo centrar no
metabolismo da cafeina em portadores da variante alélica *1F, a baixa formacédo de
EETs vasodilatadores pelo mesmo alelo pode ser um potencial fator contribuinte para o
risco (Zordoky & El-Kadi, 2010).

12.1.3 Polimorfismos no gene CYP1B1

Estudos mostraram que o CYP1B1 é expresso em tecidos cardiovasculares, é
esperado que os polimorfismos no CYP1B1 que alteram a sua expressdo tenham um
papel na nas DCV. Num estudo recente, a associacdo entre 0 CYP1B1*3 e o risco de
DCV, mostrou um hazard ratio para 0 EAM de 1,9 para o genotipo GG versus CC entre

individuos que nunca fumaram. Contudo, este resultado ndo foi confirmado num novo
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estudo. Atualmente, ndo existe nenhum estudo sobre a influéncia dos polimorfismos do
CYP1B1 no metabolismo do AA (Zordoky & El-Kadi, 2010).

12.2. Polimorfismos na subfamilia CYP2C

Os CYP2C8, CYP2C9 e CYP2C19 sdo genes altamente polimérficos e os seus
polimorfismos mostraram afetar o metabolismo do AA em diversos estudos. Por
exemplo, a variante alélica CYP2C8*3 mostrou levar a um defice no metabolismo do
AA para o 11,12- e 14,15-EET relativamente a variante alélica de referéncia
(CYP2C8*1).

Contudo, e apesar do papel dos metabolitos do CYP2C8, CYP2C9 e CYP2C19 na
vasodilatacédo e cardioprotecdo, parece ndo haver associagdo entre os polimorfismos do

CYP2C e as DCV, ou, no geral, sdo contraditdrias, Quadro 5.

Quadro 5. Associacgdo entre os polimorfismos da subfamilia CYP2C e as DCV.

Caucasiana Sem risco
AVC Caucasiana Sem risco

CYP2C8*2 e CYP2C8*3 : y : :
Hipertensao Afro-Americana Sem risco
Hipertensdo  Caucasiana e Afro-Americana Sem risco
DAC Caucasiana Alto risco*

CYP2C8 1264M e K399R ) )
DAC Afro-Americana Sem risco
EAM Caucasiana Sem risco
CYP2C9*2 e CYP2C9*3 AVC Caucasiana Sem risco
Hipertenséo Afro-Americana Sem risco

CYP2C9*2 Aterosclerose Turca Alto risco
CYP2C19*3 Aterosclerose Turca Alto risco

Nota: * o alto risco de DAC esta presente nos fumadores.
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12.3. Polimorfismos no gene CYP2J2

Os polimorfismos genéticos estdo associados a variabilidade interindividual da
expressao do ARNm e proteina do CYP2J2. Foram verificados para o gene CYP2J2
cerca de 20 SNPs, dos quais quatro levam a reducdo do metabolismo do AA. Muitos
estudos foram realizados para avaliar a associacdo entre os polimorfismos CYP2J2 e as
DCV, Quadro 6 (Spiecker et al., 2004).

Quadro 6. Associagéo entre os polimorfismos no CYP2J2 e as DCV.

Alema Alto risco

DAC Caucasiana Sem risco

DAC Afro-Americana Baixo risco

DAC Sueca Sem risco

Hipertensao Russa Alto risco

CYP2J2*7 Hipertenséo Afro-Americana Sem risco
Hipertenséo Caucasiana Baixo risco*

Hipertenséo Sueca Sem risco

EAM Tailandesa Alto risco

AVC Sueca Sem risco

AVC Chinesa Sem risco

CYP2J2 rs10889160 e
EAM Caucasiana Alto risco

rs11572325

Nota: * 0 baixo risco esta presente nos homens.

Dada a importancia do CYP2J2 na funcdo vascular, Spiecker et al. estudaram
variantes genéticas do gene CYP2J2 de 132 doentes. Neste estudo foram identificados
polimorfismos localizados nos exdes, intrGes, regido 3-UTR e na regido promotora.
Entre as variantes genéticas estudadas, um dos polimorfismos mais relevantes em
termos de frequéncia e importancia funcional esta localizado na posicdo -50 préximo da
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regido promotora que corresponde a substituicdo de um nucle6tido de guanidina por
uma timidina (G-50T). A variante polimérfica G-50T (CYP2J2*7) resulta na perda do
local de ligacdo do fator de transcricdo Spl na regido promotora do CYP2J2, resultando
na diminuicdo de 50% da atividade do promotor CYP2J2 o0 que representa uma

diminuicdo da expressao (Spiecker et al., 2004).

A importancia funcional do polimorfismo CYP2J2*7 foi demostrada em individuos
humanos. A concentracdo plasmatica do maior metabolito CYP2J2 a partir do AA,
14,15-EET, foi medida. Devido ao facto dos EETs formados serem rapidamente
hidrolisados no correspondente diol (DHET), dos quais sdo os metabolitos mais
estaveis, o 14,15-DHET foi considerado um relevante marcador da atividade CYP2J2.
Visto considerarem que os niveis de 14,15-DHET refletem mais na atividade CYP2J2
do que na atividade SEH e que a maior parte do metabolitos epoxigenase observados sdo

DHET, ap0s a colheita da amostra (Spiecker et al., 2004).

As concentracfes médias de DHET séo significativamente baixas em individuos
com o CYP2J2*7, Figura 12, o que demostra a influéncia do polimorfismo CYP2J2*7

na atividade epoxigenase (Spiecker et al., 2004).

12
114
10-

94

DHET ng/mi
~

WT MT

Figura 12. Concentra¢do plasmatica de 14,15-DHET entre individuos com a variante
G-50T (MT) e de referéncia (WT).
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Apos avaliarem 289 doentes com angiografia documentada de DAC e 255
individuos de controlo (individuos sem DAC, excluida por angiografia). A associacdo
entre o polimorfismo CYP2J2*7 e DAC apds ajustamento da idade, género e fatores de
risco cardiovascular mostrou estar associado com um OR de 2,23. Verificaram,
também, que a frequéncia de isquemia cerebral e sindromes coronérias agudas foi
ligeiramente alta em individuos com o CYP2J2*7 em comparagdo aos individuos com o

gendtipo GG, contudo, sem algum significado estatistico (Spiecker et al., 2004).

Contudo, na populacdo Caucasiana, nenhuma associacdo entre o polimorfismo
CYP2J2*7 e a DAC nao foi identificada pelo The Atherosclerosis Risk In Communities
(ARIC) e Ludwigshafen Rick and Cardiovascular Health (LURIC). Contraditoriamente
ao estudo de Spiecker et al., Lee et al. obteve, significativamente, em Afro-Americanos,
uma associagao entre a variante alélica CYP2J2*7 e o baixo risco de DAC, o que vai
contra com o efeito benéfico dos EETs na vasculatura. Uma das explicagdes pode ser o
fato de Spiecker et al., no seu trabalho, definir a DAC com base na angiografia e ndo
com base na incidéncia do evento clinico como no estudo ARIC. No mesmo estudo, na
coorte ARIC, a relacdo entre o polimorfismo CYP2J2*7 e o risco de DAC parece diferir
entre a populacdo Caucasiana e a populacdo Afro-Americana. Contudo, a influéncia do
polimorfismo CYP2J2*7 na biossintese de EETs em ambas as populacdes Caucasianas

e Afro-Americanas néo foi estudado in vivo (Lee et al., 2007).

Outros estudos focaram na associagdo entre o polimorfismo CYP2J2 e a
hipertensdo, contudo, os resultados ndo s&o consistentes. Um estudo realizado na
populacdo Russa mostrou uma forte associacdo entre 0 CYP2J2*7 e a hipertensdao com
um OR de 4,79 e a associacdo mantem-se significante ap0s ajustamento da idade,
género e histéria familiar de hipertensdo. Por outro lado, num estudo em Afro-
Americanos, a variante alélica CP2J2*7 ndo mostrou uma associa¢do com a hipertensao

essencial.

De indo em contra com as descobertas de Spieker et al., King et al. reportou uma
significante associagdo a variante CP2J2*7 e a diminuicdo do risco de hipertensédo
essencial em homens Caucasiano e sem historia de hipertensdo familiar. A diminuicéo

da transcricdo do CYP2J2 pela variante CP2J2*7 e consequentemente 0s baixos niveis
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plasméticos de EET ndo sdo consistentes com o papel protetor da variante CP2J2*7
demostrado pelo trabalho de King et al. Uma possivel explicacdo é que alguns EETs
podem causar vasoconstricdo em certo dominios vasculares e/ou em certas condicoes

experimentais (King et al., 2005).

A variante CP2J2*7 foi estudada também no &mbito do EAM. Num estudo com
400 individuos Tailandeses, a variante alélica T é um fator de risco independente para o
EAM prematuro com um OR de 1,78. Os outros fatores de risco independentes foram o
ato de fumar com um OR de 3,05, a diabetes mellitus com um OR de 3,24 e a
hipertensdo com um OR de 1,95. Neste mesmo estudo, e consistente com o estudo de
Spieker et al., os niveis plasméaticos de DHET foram significativamente mais baixos nas
amostras de doentes de EAM com a variante alélica CYP2J2*7 T do que no individuo

portadores do gendtipo GG (Liu et al., 2007).

No estudo recente da Malmo Diet and Cancer cardiovascular arm (MDC-CVA)
onde foi genotipado o CYP2J2 em 5740 participantes, ndo foi encontrada nenhuma
associacdo entre a variante alélica CYP2J2*7, a hipertensdo, DAC e AVC (Fava et al.,
2010).

12.4. Polimorfismos na subfamilia CYP4A

A alteracdo de producdo de 20-HETE j& foi observada em diversas patologias de
entre as quais as doencas cerebrovascular isquémica, hipertensdo e diabetes.
Atualmente, muitos estudos realizados indicam a ligacgdo do CYP4A ao
desenvolvimento de hipertensdo e da doenca isquémica cerebral e cardiaca em animais
experimentais. Outros estudos mostraram uma correlacdo entre a excre¢do urinaria de
20-HETE, stresse oxidativo e disfuncdo endotelial em individuos juntamente com

associagéo ente o polimorfismo CYP4F2, a hipertensdo e o AVC.
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12.4.1 Polimorfismos no gene CYP4Al1l

Apesar das variantes genéticas do CYP4A1l ndo estarem totalmente esclarecidas,
num estudo sobre a populacdo Coreana, foram identificados 70 polimorfismos, o que
torna o gene CYP4Al1ll muito polimorfico. A variante genética mais importante do
CYP4A11 é a variante T8590C, que representa a substituicdo do nucleotido timidina por
citosina no nucledtido 8590 do gene CYP4All resultando na substituicdo do
aminoacido 434 fenilalanina por serina, a qual leva a reducdo da atividade do enzima
CYP4A11 (Gainer et al., 2005).

Quadro 7. Associagéo entre os polimorfismos no CYP4A1l e as DCV.

Hipertenséo Afro-Americana Sem risco

Hipertenséo Americana branca Alto risco

Hipertenséo Afro-Americana Alto risco

Hipertenséo Caucasiana Alto risco

CYP4A11 T8590C Hipertenséo Sueca Alto risco
Hipertenséo Japonesa Baixo risco

Hipertenséo Australiana branca Sem risco

AVC Sueca Sem risco

DAC Sueca Sem risco

Relativamente ao metabolito do CYP4A11, a excregdo de 20-HETE na urina de 24
horas mostrou ser baixa em individuos portadores do alelo C do que dos portadores do
genotipo TT e os mesmos tinham a pressdo diastélica alta (Ward et al, 2008). Os
individuos portadores do genétipo CYP4A1l CC comparativamente aos individuos
portadores da variante alélica T de referéncia tinham disfuncdo endotelial demostrada
pela vasoconstricdo corondria induzida por acetilcolina (Hermann et al., 2009).

A associacdo entre a variante alélica 8590C e a hipertensdo foi analisada em
diversos estudos. Em Caucasianos do Tennessee, a variante alélica 8590C foi associada
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ao aumento do risco de hipertensdo com um OR de 2,32, este mesmo resultado foi
confirmado numa coorte maior com um OR de 1,23 (Gainer et al., 2005).

A Monitoring trends and determinants in cardiovascular disease (MONICA)
Augsburg echocardiographic substudy também estudou a variante polimdrfica
CYP4A11 T8590C no contexto da hipertensdo com uma amostra de 1397 individuos
alemaes. Neste estudo, os individuos com o gendtipo CC tinha os niveis de pressdo
sanguinea sistdlica e diastolica alta (Mayer et al., 2005). De igual forma, um estudo com
6002 individuos suecos, mostrou que os portadores da variante alélica C tinham a
pressdo sistdlica e diastdlica alta e grande prevaléncia de hipertensdo (Fava et al., 2008).
Contudo, nenhuma associacao foi evidente entre a mesma variante alélica 8590C e a
hipertensdo num estudo de caso-controlo na populagdo Australiana (Ward et al, 2008).

Em negros Americanos com doenca renal hipertensiva no estudo da African Study of
Kidney Disease (AASK), o genétipo CC foi associado com uma pressdo sanguinea
sistdlica e de pulso basais significativamente altas, nos homens mas ndo nas mulheres.
O mesmo alelo mostrou estar associado ao aumento de incidéncia de doenca renal em

estado final ou morte nos individuos com proteindria (Gainer et al., 2008).

12.4.2 Polimorfismos no gene CYP4F2

Atualmente conhecem-se no gene CYP4F2 humano cerca de 225 SNPs, sendo que
um desses polimorfismos ja foi identificado como tendo importancia funcional. O
polimorfismo genético CYP4F2 G1347A (CYP4F2*3) na regido codificante leva a
substituicdo de um aminoacido na enzima (V433M). Este polimorfismo mostrou
diminuir a formacdo de 20-HETE em 50% in vitro, contudo, mostrou amentar a
excrecdo urinaria de 20-HETE numa amostra de individuos hipertensos e normotensos.
Os autores explicam que a diminuicdo da producdo de 20-HETE devido a uma mutagéo
pode levar ao aumento homeostatico na producdo de 20-HETE a nivel renal por
regulacdo positiva de outro CYP w-hidroxilase (Ward et al, 2008). Contudo, e sabendo
que o 20-HETE é também produzido nos rins, ndo se sabe qual é a contribuicdo da
producdo vascular sistémica de 20-HETE na concentragdo urinaria de 20-HETE.
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Devido a importancia funcional do polimorfismo CYP4F2 V433M, muitos estudos
investigaram a sua associagdo com as DCV.

Num estudo com a populagdo Australiana, os individuos portadores da variante
alélica CYP4F2 1347A tinham significativamente a pressao sanguinea sistélica elevada
quando comparados com os individuos com o gendtipo GG. Neste mesmo estudo, a
excrecdo de 20-HETE na urina dos individuos com a variante alélica CYP4F2 1347A
estava significativamente mais elevada. Contudo, néo se sabe se 0 aumento de 20-HETE
provoca 0 aumento da pressao sanguinea ou se 0 aumento da pressdo sanguinea leva ao
aumento da excrecao renal de 20-HETE (Ward et al., 2008).

No estudo da MDC-CVA, o genotipo CYP4F2 GA/AA nao foi associado com o
aumento da hipertensdo, mas quando analisado nos homens, os portadores da variante
alélica CYP4F2 A tinham significativamente uma pressédo arterial diastolica e sistolica
alta e uma maior tendéncia de prevaléncia de hipertensdo do que os portadores do
gendtipo CYP4F2 GG. No mesmo estudo, a incidéncia de AVC foi evidente nos
homens portadores da variante alélica CYP4F2 A em comparacdo com o0s portadores do
genotipo CYP4F2 GG (Fava et al., 2008). Ainda, num estudo de caso-controle em
Indianos com AVC, o mesmo gendtipo CYP4F2 GA/AA foi associado a hipertensao
(Munshi et al., 2011). Por outro lado, num estudo de caso-controle em Japoneses, a
prevaléncia da variante alélica CYP4F2 A nao foi significativamente diferente entre os

casos de hipertensédo e os individuos normotensos (Fu et al, 2008).

12.5. Polimorfismos na sEH

A sEH é também um enzima importante no metabolismo do AA, que catalisa a
conversdo do EETSs nos seus respetivos DHETSs. O gene responsavel pela sua expressao
é 0 gene EPHX2, que possui cerca de 45 quilobases e 19 exdes que codificam 555
aminoéacidos. Uma grande variabilidade interindividual na atividade SEH em humanos
ja foi reportada, o que sugere a existéncia de polimorfismos no gene EPHX2.
Atualmente, muitos polimorfismos ja foram identificados no gene sEH humano que

consistem num SNP, Figura 13 (Przybyla-Zawislak et al., 2003).
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Estudos in vitro verificaram a funcionalidade dos polimorfismos K55R e R287Q
que levam ao aumento e diminuigéo da atividade sEH, respetivamente. Isto sugere que,
o polimorfismo EPHX2 K55R estard associado com os baixos niveis de EETs e a um
fenotipo pro-hipertensivo, e, por outro lado, 0 EPHX2 R287Q estara associado a niveis
altos de EETs e a um efeito vasodilatador (Przybyla-Zawislak et al., 2003). Num estudo,
os portadores do gendtipo EPHX2 K55R tinham uma razdo EET/DHET diminuida e

uma atividade sEH alta ex vivo (Lee et al., 2011).

Arg103Cys (6) Glu470Gly (1)
TCAAC(C/T)GCCCC CATGG(A/G)AAGGA
Lys55Arg (14) Cys154Tyr (5) Arg287Gin (10) Vald22Ala (2)
TATGA(A/G)AGGAG GTCGT(G/A)TCAGG TTACC(G/A)GGTCC TAAAG(T/C)CTGTG

RRRERRRRNRRRRRRRRRRARRRRRRRARRRRnIginnnnnn; JERRRRRRRRRRRRRAN] T llllllllll' TITTITTIT TITTIT

1[4 U 3 6L 7 12 A 17
2 5 8 9 10 1 13 14\ 15 16 18/19
AGGGG(C/A)GGGGC (1)
Ser153Ser (1) Gly197Gly (8) GIn283Gin (1) Alad25Ala (16)
GAGTC(G/T)TGTCA TTGGG(A/C)ATGGT GCCCA(G/A)GCAGG GAAGC(G/A)GGTAA
Ser176Ser (2) Pro229Pro (1) Serd12Ser (6) Pro531Pro (56**)
GCCAG(CIT)CCCAG CTGCC(G/A)ACCTC GCAAG(CIT)GATGA AGGCC(A/C)ACCGA

Figura 13. Identificacdo dos diversos SNPs no gene humano da sEH, EPHX2.

Num estudo da ARIC com 2065 participantes, 1085 casos incidentes de DAC e 980
sem casos, a associacdo entre o risco de DAC e a variante alélica polimérfica K55R foi

encontrada em Caucasianos mas nao em Afro-Americanos (Lee et al., 2011).

No estudo da MDC-CVA, com uma coorte de Suecos, foi mostrado que o
polimorfismo K55R do gene EPHX2 confere um alto risco de prevaléncia de
hipertensdo e aumenta o risco de AVC em homens homozig6ticos quando comparados
aos individuos portadores de pelo menos um alelo de referéncia. Neste mesmo estudo a
variante alélica EPHX2 K55R ndo mostrou influenciar o desenvolvimento de

hipertensdo (Fava et al., 2005).

Num estudo sobre a populacdo Americana constituida por 265 individuos, dos quais
198 eram brancos e 67 eram negros, Lee et al. investigaram a associacdo entre 0s
polimorfismos EPHX2 K55R e R287Q e o risco de DCV. O fluxo sanguineo braquial
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(FSB) foi estudado através da técnica da pletismografia por oclusdo venosa (strain-
gauge venous occlusion plethysmography) no estado basal e em resposta a infuséo
intra-arterial de bradicinina, metaclolina e nitroprussiato de sddio. A resisténcia vascular
braquial (RVB) foi calculada como sendo a razdo da pressdo arterial media e o FSB
(Leeetal., 2011).

Em Americanos brancos portadores da variante alélica EPHX2 55R em resposta a
bradicinina tiveram significativamente o FSB mais baixo e a RVB mais alta, em relagéo
aos individuos de referéncia (K/K), Figura 14. O aumento da atividade sEH conferida

pelo polimorfismo parece diminuir os efeitos vasodilatadores dos EETs (Lee et al.,

2011).
Lys55Arg
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A B
251 ANOVA 251 ANOVA
E«zo | P=0.043 E 50 P=0.692
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—r * —
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E 5 4 - 3 51 £
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Baseline BK-100 BK-200 Baseline BK-100 BK-200
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Figura 14. Efeito da vasodilatagdo no polimorfismo EPHX2 K55R na resposta a

bradicinina.
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Nos negros portadores da variante alélica 287Q a RVB em repouso foi
significativamente mais baixo do que nos individuos de referéncia (R/R), o que sugere
um efeito protetor para o desenvolvimento de hipertensdo, Figura 15. A diminuicdo da
atividade metabdlica da sEH dada pelo polimorfismo EPHX2 K55R parece exacerbar o0s
efeitos vasodilatadores dos EETs (Lee et al., 2011).

Arg287GIn
Americanos Brancos Americanos Negros
A B
= 51 anova . €25' ANOVA
.E 201 P=0.128 E 20 - P=0.058 I
gg 154 B8 £ 15 I
g ~ g
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= =
& 57 &5 -
0 L] T 1 o T T L}
Baseline BK-100 BK-200 Baseline BK-100 BK-200
——Arg/Arg  Arg/Gin + GIn/GIn —*—Arg/Arg “ Arg/Gin + GIn/GIn
c D_
7 30 C 301
;g 25 S 251
S 20 g 4
25w ! By
& 5 %S 15
= 101 ";.; 10 4
£ 5] ANOvA ; . W 5{ ANOVA | i
% . P=0.080 ’E » P=0.037 *
1 LJ | E T L 1
g Baseline BK-100 BK-200 = Baseline BK-100 BK-200
——Arg/Arg ~ Arg/Gin + GIn/GIn —+—Arg/Arg * Arg/Gin + GIn/GIn

Figura 15. Efeito da vasodilatacdo no polimorfismo EPHX2 R287Q na resposta a
bradicinina.

Neste estudo, a relacdo entre o polimorfismo EPHX2 R287Q e a resposta
vasodilatadora foi mais evidente em individuos Americanos negros do que nos
individuos Americanos brancos estudados. Os seus resultados sugerem que as

diferencas interindividuais na exposi¢cdo aos EETs baseados nos genotipos K55R e
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R287Q contribuem para as diferencas fisiologicas verificadas na vasculatura braquial
através dos seus efeitos reguladores sobre a vasculatura (Lee et al., 2011).

13.Potenciais alvos terapéuticos

Os EETs mostraram ser potentes vasodilatadores e aparentam possuir, no geral,
propriedades cardioprotetoras. Contudo, uma das limitacbes das propriedades
vasodilatadoras dos EETs é o seu metabolismo pelo sEH ou pela B-oxidacdo em
metabolitos com atividade bioldgica inferior correspondente aos didis, DHETSs. O alvo
terapéutico mais promissor € a inibicdo da sEH. Os inibidores da sEH exacerbem as
propriedades benéficas dos EETSs, e, por esta razdo, tém sido investigados como

possivel tratamento para as doencas cardiovasculares.

Os estudos genéticos suportam a ideia de que os EETs e a enzima sEH sdo alvos
terapéuticos para a DCV. Os polimorfismos genéticos dos citocromos P450 2C8/9 e 2C
foram associados com a hipertenséo, o enfarte do miocardio e a doenga cardiovascular e
neles envolvia o gene da sEH (EPHX2) com a DAC e o acidente vascular cerebral

isquémico.

Assim, os efeitos bioldgicos benéficios dos EETs podem ser usados em tratamentos
terapéuticos para a hipertensdo, aterosclerose, doencas pulmonares, diabetes, dor,
inflamacéo, disturbio imunolégicos, entre outras patologias. Posto isto, os inibidores da
SEH podem ter um valor terapéutico em uma grande variedade de DCV e poderdo ser

particularmente benéficos em doentes com certos genotipos.

Por outro lado, o 20-HETE mostrou ser um potente vasoconstritor e 0 Seu aumento
de producdo contribui para 0 aumento do stresse oxidativo, disfuncdo endotelial e da
resisténcia vascular periférica associado a hipertensdo. Devido a importancia do 20-
HETE na regulacdo do ténus vascular e a sua alteracdo de expressdo e producdo na
hipertensdo, é de esperar a formulacdo de potenciais terapéuticas com farmacos que

atuam na via do 20-HETE para o tratamento da hipertensao.
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13.1. Inibidores da sEH e seus efeitos cardivasculares

A primeira principal abordagem terapéutica dos inibidores da sEH foi a hipertensao.
Esta abordagem teve como principio desenvolver agonistas EET metabolicamente
estaveis ou bloquear o metabolismo EET de forma a exacerbar a acdo dos EETS
enddgenos. N&o obstante, foram desenvolvidos anédlogos de ureia de EETs com
atividade agonista e também inibidores da SEH. O N,N’-diciclohexilurea (DCU) o foi o
primeiro inibidor da sEH a demostrar efeitos bioldgicos in vivo, baixando a presséo
arterial e diminuindo a excrecao urindria de DHET em ratos hipertensivos. A primeira
administracdo crénica, por injecdo intraperitoneal durante quatros dias, foi realizada
com o inibidor 1-ciclohexil-3-dodecil-urea (CDU) levando a uma reducdo da pressédo
arterial em ratos hipertensos derivado pela infuséo de angiotensina (Imig & Hammock,
2009).

Devido a fraca solubilidade destes compostos tanto em agua ou em solvente
organico estes compostos ndo podiam ser usados para determinar a sua eficacia in vivo,
surgiu, assim, a necessidade de desenvolver outros compostos para administracdo oral.
Um dos primeiros exemplos foi o &cido 12-(3-adamantan-1-il-ureido) dodecandide
(AUDA) que demostrou baixar a pressao arterial em modelos de hipertensdo de rato e
ratinho (Imig & Hammock, 2009).

Estudos mostram que a presenca de um inibidor SEH em vasos sanguineos isolados
exacerbe as respostas de relaxacdo mediada pelos EETs. Estes resultados abriram
caminho para desenvolvimento de inibidores SEH com o potencial tratamento de DCV.
Facto importante, os inibidores da sEH ja entraram em ensaios clinicos para o
tratamento de DCV. Um desses inibidores da sEH foi desenvolvido pela Aréte
Therapeutics, a primeira classe de inibidores SEH AR9281 comecgou 0s ensaios clinicos
de fase | em Outubro de 2007, contudo, 0 composto ndo mostrou eficicia nos estudos de
fase 1l. O composto apresentou ndo ter uma potente inibicdo da SEH humana e tinha um

tempo de semivida no sangue pequeno (Imig & Hammock, 2009).

Os inibidores da sEH ja mostraram possuir propriedades protetoras na hipertensao,
no AVC, na EAM, hipertrofia cardiaca e aterosclerose. Isto leva a que estes inibidores

tenham um potencial para o tratamento de diversas DCV e a sua morbilidade associada.
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A disfuncéo endotelial que ocorre na DCV é atenuada pelos inibidores sEH (Imig &
Hammock, 2009).

13.2. Inibidores do 20-HETE

Partindo do conhecimento de que a produc¢do vascular de 20-HETE esta alterada em
animais modelos de hipertensdo e que os polimorfismos nos CYP4A11 e CYP4F2 estéo
associados ao desenvolvimento de hipertensdo em humanos, o0 estudo e
desenvolvimento de farmacos que atuam na via do 20-HETE abriu caminho para um
novo potencial terapéutico para o tratamento da hipertensao, os inibidores da sintese de
20-HETE.

Muitos inibidores seletivos da sintese do 20-HETE ja foram desenvolvidos, tendo
sido essenciais para o0 estudo do seu mecanismo de acdo e fisiologia. Sendo eles,
inibidores do CYP4A e CYP4F, o é&cido 17-octadecindico (17-ODYA), o N-
metilsulfunil-12,12-dibromododec-11-enamida (DDMS), o &cido dibromododec-11-
endico (DDBB), o N-hidroxi-N-(4-butil-2-metilfenil)formamidina (HET016) e o N-(3-
cloro-4-morfolina-4-il)fenil-N-hidroximidoformamida (TS011). Mais recentemente,
foram sintetizados analogos do 20-HETE que blogueiam as suas a¢es vasoconstritoras,
0 &cido 20-hidroxieucosa-6(Z),15(Z)-diendico (6-,15-,20-HEDE) e o 20-hidroxieucosa-
6(Z),15(2)-dienoil glicina (6-,15-,20-HEDGE) (Williams et al., 2010).

Os inibidores da sintese do 20-HETE j& mostraram diminuir a pressdo arterial
provocada pela angiotensina Il e em modelos de hipertensdo induzida por androgeénios,
do qual possuem uma producdo vascular de 20-HETE aumentada, stresse oxidativo e
disfuncdo endotelial. Por exemplo, um inibidor da sintese do 20-HETE, o HETO016,
mostrou diminuir o desenvolvimento de hipertenséo e stresse oxidativo vascular em
animais tratados com androgénios. Ambos os inibidores e antagonistas do 20-HETE
mostraram reduzir a area de isquemia e reperfundir a circulagcdo coronaria e cerebral
(Williams et al., 2010).
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14.Conclusao

Os estudos até ao momento indicam que os EET medeiam uma fracdo da relaxagao
dependente do endotélio pela acetilcolina, bradicinina e stresse de cisalhamento em
algumas artérias. Eles causam hiperpolarizacéo e relaxacao nas células do musculo liso;
contudo, o seu mecanismo de acdo e funcdo como EDHF varia entre os leitos vasculares
e as espécies. Os EET também mostraram que, em situa¢bes de disfuncdo endotelial
onde a biodisponibilidade de NO estd reduzida, as vias CYP e EET sustentam a
dilatacdo dependente do endotélio. Os estudos mostrados sugerem que 0os EET podem
atuar de forma dependente ou independente de um recetor. Porém, o alvo molecular ou
recetor dos EET necessita ser identificado e, assim, poder-se-&o definir os precisos
mecanismos de sinalizacdo molecular. Posto isto, os CYP epoxigenases e os EET tém

um papel importante na regulacdo da homeostasia cardiovascular.

No que se refere a terapéutica, um grande avanco tem sido feito no desenvolvimento
de inibidores da sEH como alvo terapéutico para as DCV. Contudo, os inibidores
possuem um grande potencial no tratamento das DCV incluindo, a hipertensdo e a
DAC. Por outro lado, o desenvolvimento de novas ferramentas bioldgicas e
farmacoldgicas como os agonistas ou antagonistas dos EET € necessario para melhor

definir as acOes cardiovasculares dos EET.

Relativamente ao 20-HETE, este metabolito mostra possuir uma atividade proé-
hipertensiva e pro-oxidativa, podendo ser responsavel pela disfuncdo endotelial.
Contudo, o 20-HETE atua como natriurético no tubulo renal e vasoconstritor na
vasculatura. O uso de inibidores da sintese de 20-HETE j& mostraram prevenir 0s seus
efeitos negativos sobre o endotélio e o desenvolvimento de patologias cardiacas como a

hipertensao.

No que diz respeito a genetica, muitos estudos mostraram a associacdo entre 0s
polimorfismos dos CYP e da sEH e o risco de DCV. Contudo, poucos estudos foram
realizados no contexto do metabolismo do &cido araquiddnico. Por outro lado, outros
estudos conseguiram analisar estes polimorfismos e o nivel de DHET no plasma
humano. Uma limitacdo possivel é o facto de que um especifico polimorfismo

“inocente” possa estar num forte linkage disequilibrium com o polimorfismo que
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realmente estd associado com a doenca. Visto isto, a ligacdo entre os polimorfismos
genéticos dos CYP da via do acido araquiddnico e as DCV é um aspeto que deve ser
mais bem estudado, a fim de selecionar terapias individualizadas para melhor tratar as
DCV.
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