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Potencial terapéutico dos antagonistas da endotelina

RESUMO

A Endotelina € um péptido produzido essencialmente pelas células endoteliais em res-
posta a varios estimulos, sendo considerado o péptido vasoconstritor mais potente. A
endotelina liga-se a dois recetores acoplados & proteina G, o recetor ETa € 0 recetor
ETg. O recetor ET predomina a nivel do masculo liso vascular e a sua ativacao provoca
essencialmente vasoconstri¢do, por sua vez o recetor ETg tem maior expresséo a nivel
do endotélio e a sua ativacdo provoca vasodilatacdo, podendo também em menor grau
relativamente ao ET, causar vasoconstricdo. Em condi¢des patoldgicas ocorre a desre-
gulacdo dos niveis de endotelina sendo que os recetores da endotelina contribuem para
os efeitos prejudiciais deste péptido. A desregulacdo dos niveis plasmaticos de endoteli-
na contribui para o desenvolvimento de diversas patologias como a hipertenséo arterial
pulmonar, a insuficiéncia cardiaca ou a doenca renal crénica. O estudo dos recetores da
endotelina levou a descoberta de compostos capazes de antagonizar estes recetores com
potencial terapéutico. Alguns farmacos ja se encontram disponiveis para uso clinico, em
particular destacam-se 0 bosentano o ambrisentano e 0 macitentano, no entanto muitos
outros ainda se encontram em fase de ensaios clinicos. Neste trabalho pretende-se fazer
uma revisdo bibliogréfica de todos os mecanismos fisiopatolégicos do sistema da endo-
telina, o seu envolvimento nas varias patologias bem como as varias opg¢des terapéuticas
disponiveis. Pretende-se, ainda, fazer uma pesquisa relativamente aos varios compostos
destinados a modular o sistema da endotelina em fase de ensaios clinicos, avaliando o

seu potencial clinico.

Palavras-chave: endotelina, hipertensdo arterial pulmonar, antagonistas, ETa, ETg,

bosentano, ambrisentano, macitentano
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ABSTRACT

Endothelin is a peptide produced essentially by endothelial cells in response to various
stimuli, being considered the most potent vasoconstrictor peptide. Endothelin binds to
two G protein coupled receptors, the ETa receptor and the ETg receptor. The ETx re-
ceptor predominates at vascular smooth muscle level and its activation essentially caus-
es vasoconstriction. In turn, the ETg receptor has a greater expression at the endotheli-
um level and its activation causes vasodilation, and may also cause vasoconstriction to a
lesser degree with respect to ETa. Under pathological conditions deregulation of endo-
thelin levels occurs and endothelin receptors contribute to the detrimental effects of this
peptide. Deregulation of plasma levels of endothelin contributes to the development of
several pathologies such as pulmonary arterial hypertension, heart failure or chronic
kidney disease. The study of endothelin receptors led to the discovery of compounds
capable of antagonizing these receptors with therapeutic potencial. Some drugs are al-
ready available for clinical use, in particular bosentan, ambrisentan and macitentan, but
many others are still in clinical trials. In this work we intend to make a bibliographical
review of all pathophysiological mechanisms of the endothelin system, its involvement
in the various pathologies as well as the various therapeutic options available. It is also
intended to perform a research on the various compounds intended to modulate the en-

dothelin system in the clinical trials phase, assessing its clinical potencial.

Key words: endothelin, pulmonary arterial hypertension, antagonists, ETa, ETsg,

bosentan, ambrisentan, macitentan
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Introducao

A Endotelina (ET) é um péptido, produzido a nivel das células endoteliais, que promove
essencialmente a vasoconstricdo. A endotelina é libertada pelas células endoteliais como
um péptido biologicamente inativo (“Grande ET”) e por agdo de enzimas conversoras
da endotelina € convertida numa endotelina completamente ativa, desenvolvendo entédo

0s seus efeitos, aquando da interagcdo com os recetores ETa e ETg.

A endotelina é essencial para controlar a atividade dos vasos sanguineos e 0s seus niveis
sdo baixos, em condi¢BGes normais. Contudo, havendo uma desregulacdo no normal me-
canismo, origina um aumento dos niveis da endotelina, o que culmina no aparecimento
de patologias tais como a hipertensdo arterial pulmonar (HAP), as doengas do tecido

conjuntivo como a esclerodermia, e fibrose pulmonar.

Como consequéncia da influéncia da endotelina no desenvolvimento de uma série de
patologias e de 0s seus recetores estarem localizados numa grande variedade de células
do organismo, os seus efeitos, quando em excesso, tém grande alcance e podem agravar
ainda mais o quadro clinico da patologia. Areas de estudo incluem os vasos sanguineos,

0 coracao, os pulmdes, a pele, 0s rins, e o cérebro.

Como forma de controlar estas patologias surgem as tentativas de modular o sistema
endotelina, havendo ja diversos estudos em modelos animais com farmacos ja aprova-

dos para uso exclusivo hospitalar e outros ainda em estudo.
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l. Materiais e métodos

Foi efetuada uma pesquisa bibliografica nas bases de dados cientificas PubMed, B-on e

2 13

Science Direct, utilizando as palavras-chave: “ endothelin”, “endothelin antagonists”,
“endothelin receptors”, “bosentan”, “ambrisentan”, “macitentan”e “ETg receptor ago-
nists”. Os critérios de escolha basearam-se nas palavras-chave, assim como artigos cien-
tificos em inglés e portugués. A pesquisa foi continua ao longo do desenvolvimento
deste trabalho, tendo- se realizado deste outubro de 2017 a agosto de 2018. Como resul-

tado desta pesquisa usaram-se centro e treze artigos.
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1. Endotelina: Sintese e recetores

A ET tipo 1 (ET-1), um péptido constituido por 21 aminoacidos (Yanagisawa et al.,
1988) € um potente vasoconstritor produzido pelas células endoteliais. Este efeito vaso-
constritor € imensamente mais potente e duradouro do que qualquer outro vasoconstritor
(Hickey et al., 1985). A ET-1 é sintetizada a partir de uma molécula constituida por 212
aminoéacidos, a pré-pro-ET1, posteriormente processada a “ET-1 grande”, com 38 ami-
nodcidos, e, por fim, clivada por uma enzima conversora da endotelina originando entéo

a ET-1, com vinte e um aminoacidos (Dupuis e Hoeper, 2008).

Dois outros genes humanos codificam para duas outras isoformas de endotelina, a En-
dotelina-2 (ET-2) e a Endotelina-3 (ET-3). Estas duas isoformas sdo formadas similar-
mente & ET-1, através dos percursores intermediarios “ET-2 grande” ¢ “ET-3 grande”,
respetivamente. A Endotelina-1 é a Unica endotelina presente no endotélio, estando
também presente no cérebro, rim, suprarrenal, intestinos e musculo liso. A Endotelina-2
estd presente no rim e em menor concentracdo nos intestinos. Por sua vez, Endotelina-3
€ expressa em maior concentracdo nos intestinos e na suprarrenal, e em menor concen-

tracdo no rim e cérebro (Galié et al., 2004).

A sintese de endotelina é estimulada por varios mediadores vasoconstritores nocivos
libertados em situacdes de trauma ou inflamacdo, como endoxina, trombina, citoquinas
e fatores de crescimento, angiotensina Il, adrenalina, vasopressina, cortisol, insulina,
glucose, hipoxia ou ciclosporina. Por sua vez, o 6xido nitrico, fatores natriuréticos,
prostaglandina E,, prostaciclina, heparina sdo fatores inibidores da sintese de endotelina
(Mazzuca e Khalil, 2012).

Inicialmente pensou-se que a endotelina fosse libertada aquando do surgimento de um
estimulo, contudo ha evidéncias de que a ET-1 pré-formada possa ser armazenada nas

células endoteliais, sendo que os mecanismos de libertacdo sdo ainda pouco conhecidos.

As endotelinas interagem com dois recetores distintos, acoplados a proteina G, o recetor

ETa e o recetor ETg.
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A Endotelina-1 ativa preferencialmente o recetor ET, sendo este expresso em varios
tecidos humanos, como sejam o musculo liso vascular, cérebro, rim, intestinos e suprar-
renal. A ET-1 e a ET-2 tém igual afinidade para o recetor ET 4, sendo a ET-3 a endoteli-

na com menor afinidade para o0 mesmo.

A reposta farmacoldgica mediada pelo recetor ETa inclui vasoconstricdo, constri¢éo
brénquica e secre¢do de aldosterona. Os recetores ETg sdo ativados com um grau seme-
Ihante de afinidade pelas trés isoformas da endotelina. O recetor ETg é expresso princi-
palmente no cérebro, tendo também uma expressdo moderada na aorta, coracdo, pul-
mdo, rim e suprarrenal. A sua ativacdo é antiproliferativa, antifibrdtica, e promove a
vasodilatacdo. Ao contrario do recetor ET,, expressa-se no endotélio, podendo assim
causar vasodilatacdo por inducdo da producgdo de oxido nitrico e prostaglandinas I, mas
também esté presente no musculo liso vascular, onde inicia vasoconstri¢do, tal como o
recetor ETa (Kohan et al., 2011).

Estimulagdo: endoxina, trom-
bina, citoquinas e fatores de fatores natriuréticos,
crescimento, angiotensina I, prostaglandina E,, pros-
adrenalina, vasopressina, cor- taciclina, heparina

tisol, insulina, trombina, glu-
cose, hipoxia ou ciclosporina

Inibicdo: Oxido nitrico,

Gene prépro-ET-1

‘;r Nriclen
Prépre-ET-1 mnRNA /

— ET,

Célula endotelial

Prépro-ET-1

. ET-1 grande
Enzima Conver-
sora da Endoteli-

(ECE)
" ET:.

¥ "
ET-1 )
Célula de

< ET, ETg >muscmo liso

Figura 1- Sintese da endotelina. Adaptado de Galié et al., 2004.
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I1l.  Papel Fisiolégico da Endotelina

1. Efeitos da Endotelina nos vasos sanguineos

A Endotelina atua de forma paracrina nas células musculares lisas vasculares produzin-
do assim um poderosissimo efeito vasoconstritor mediado pelo recetor ET a. Atua, tam-
bém, de forma autdcrina, nas células endoteliais atuando no recetor ETg, que induz a
libertacdo de Oxido nitrico e prostaciclinas, levando por sua vez a vasodilatagcdo (Ches-
ter et al.,2017).

Segundo um estudo levado a cabo por Kiely e seus colegas, em que se administraram
diversas doses de ET-1 exdgena a um grupo de individuos saudaveis, sendo a dose mais
baixa correspondente a dose encontrada em estados patolégicos, conclui-se que a ET-1
possui também, além de um potente efeito vasoconstritor que é mantido apds cessar o
estimulo da infusdo, capacidade de aumentar significativamente a pressao arterial sisté-

mica, assim como a resisténcia vascular periférica (Kiely et al., 1997).

Aguando de um aumento da ET-1 desenrola-se uma resposta que se traduz num aumen-
to de pressdo significativa, com a pressao arterial bastante aumentada, resposta esta as-
sociada a uma diminuicdo de mondxido de carbono. Isto reflete os efeitos de pds-carga
cardiaca, uma vez que a resisténcia vascular sisttmica aumenta muito em associacao

com vasoconstricao coronaria.

Em ratos com hipoxia intermitente cronica, os niveis de ET-1 em circulacédo e a sensibi-
lidade da resposta vasoconstritora a ET-1 aumentaram. Neste mesmo estudo, verificou-
se que as artérias corondrias exibiram mudangas histopatoldgicas significativas na ca-

mada endotelial (Kanagy et al., 2001; Brunner et al., 2006).
2. Efeitos da Endotelina no coracao

Apesar de inicialmente ter sido caracterizada como um péptido vasoconstritor, ficou
claro mais tarde que, além dos efeitos de aumento de presséo, a ET-1 possui também
efeitos diretos a nivel do miocardio. Verificou-se que, apos a infuséo de doses baixas
(0,75 pmol/kg/min durante trinta minutos, aumentando depois para 1,5 pmol/kg/min

durante trinta minutos e por fim 3,0 pmol/kg/min durante 30 minutos), sendo que a dose
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mais baixa alcanca os niveis encontrados em estados patoldgicos, de ET-1 em indivi-
duos saudaveis, que esta produziu efeitos adversos inotrépicos e lusitropicos, pelo que
esta descoberta deve ser considerada no papel fisiopatoldgico da ET-1 nas doengas car-
diovasculares e cardiopulmonares (Kiely et al., 1997).

A ET-1 estd aumentada em individuos com insuficiéncia cardiaca congestiva compara-
tivamente com individuos saos, sendo os valores cerca de trés vezes superiores (Cody et
al., 1992). Além disso, estudos em cdes sugerem ainda 0 aumento da pressdo arterial
média com a infusdo de endotelina e uma diminui¢do da pressdo aquando da infusdo
continuada de endotelina e com aumento da resisténcia vascular sistémica, isto associa-

do a uma diminuicao significativa de mondxido de carbono (Miller et al., 1989).
3. Efeitos da Endotelina a nivel pulmonar

Os pulmdes representam um alvo primario para a acao da ET-1, sendo também uma via
importante tanto para a depuracdo como para a producéo de ET-1 circulante. Os receto-
res ETa predominam nas grandes artérias pulmonares humanas, enquanto os recetores
ETg prevalecem no musculo liso das vias aéreas, no tecido da parede alveolar e nos ca-
pilares (Galié et al., 2004).

Quando administrada por via intravenosa, a ET-1 causa uma resposta bifasica na circu-
lacdo, com uma vasodilatacdo moderada inicial, devida a libertacdo de 6xido nitrico e
pela ativacdo dos canais de potassio seguida de uma vasoconstricao (Eddahibi et al.,
1993). Esta constri¢do dos vasos pulmonares é mediada pelos recetores ETa e ETg, pois
é necessario o duplo antagonismo dos recetores para maximizar a inibi¢do da constricdo
induzida pela ET-1 (McCulloch e MacLean, 1995).

Foram detetados niveis plasmaticos aumentados de ET-1 em pacientes com algumas
formas de HAP num estudo cujo objetivo era estudar precisamente o papel deste pepti-
do vasoconstritor nesta patologia, medindo por isso a sua concentracdo plasmatica arte-
rial e venosa (Stewart et al., 1991). Deste modo, 0s niveis de ET-1 arteriais aumentados
em pacientes com HAP quando comparados com 0s niveis plasmaticos sugerem uma
producéo pulmonar de ET-1, o que pode contribuir para uma resisténcia vascular pul-

monar elevada. Isto pode refletir alteragdes na libertagdo de ET-1 pelo pulméo.
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Em pacientes com HAP primaria, o aumento dos niveis plasmaticos de ET-1 esta rela-
cionado com a pressdo atrial direita, saturacdo de oxigénio na artéria pulmonar e a resis-
téncia pulmonar (Cacoub et al., 1993, 1997; Nootens et al., 1995). Pese embora ndo seja
ainda claro se 0 aumento dos niveis plasméticos de ET-1 sdo uma causa ou consequén-
cia da HAP, estudos sobre a expressdo do sistema tecidual ET sustentam um papel pro-
eminente na patogénese da HAP (Stewart et al., 1991). Efetivamente, foi detetado um
aumento de coloragdo para ET-1 comparativamente com 0s controlos em seccdes de
pulmao de doentes com HAP. A HAP também pode ter como complicacdo a associagdo

a doencas do tecido conjuntivo.

O sistema ET é ativado ndo s6 na HAP mas também noutras formas de HAP, como se-
jam a HAP venosa, HAP associada a distUrbios do sistema respiratérios e/ou hipoxemia,
HAP por doenga trombotica cronica. Uma ativacdo desadequada do sistema ET foi de-
monstrada de forma clara em pacientes com quase todas as formas de HAP. (Galié et
al., 2004).

4. Efeitos da Endotelina a nivel renal

Embora inicialmente a ET-1 tenha sido descrita como um péptido vasoconstritor deri-
vado do endotélio, sabe-se agora é produzido e tem atuacdo a nivel de varios outros or-

gdos no corpo humano.

A ET-1 assume também um importante papel na regulacdo da excrecédo renal de sédio e
agua (Kohan et al., 2011). A ET renal modula também outros aspetos da fisiologia renal
como o fluxo sanguineo, a contracdo mesangial, a funcdo podocitaria e o equilibrio aci-
do/base, através do qual se pensa que a ET possa ter importante relevancia na doenca
renal cronica, também pela sua atuacdo no desenvolvimento de proteinuria e fibrose
(Barton e Yanagisawa, 2008), bem como pela promogéo de hipertrofia e inflamacao
(Barton, 2008), proliferacdo celular e acumulacéo de matriz.

A producdo de ET-1 encontra-se aumentada em situacOes de patologia renal como seja
diabetes, resisténcia a insulina e obesidade. A ET-1 também aumenta a formacéo de

outras substancias vasoconstritoras e fatores de crescimento, como sejam a angiotensina
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I. A angiotensina Il, por sua vez ativa a formacdo de ET-1 renal, gerando assim um

ciclo de feedback positivo (Barton et al., 1997).

A ET-1 é sintetizada a nivel renal pelos poddcitos e células vizinhas, que expressam 0s
recetores ETa e ETg. A lesdo do podocito € uma caracteristica das doengas renais pro-
teindricas e antecede o desenvolvimento da glomeruloesclerose (Barton e Tharaux,
2012).

Um estudo feito em cdes mostrou que a funcdo excretora renal foi significativamente
afetada pela acdo da ET-1, sendo que o volume de urina e a excrecdo de sodio foram
substancialmente diminuidos apos infusdo do péptido e assim permaneceram apés a
cessacdo da infusdo da ET-1. A taxa de filtracdo glomerular também foi significativa-
mente alterada com a infus@o de ET-1, contudo recuperou parte do seu valor aquando da
cessacdo da infusdo de ET-1. Isto pode refletir um efeito da diminuicdo da ET-1 prefe-
rencialmente na resisténcia arteriolar aferente e/ ou o efeito de um aumento sustentado
do péptido atrial natriurético que tenha propriedade vasodilatadoras aferentes da arterio-
la. Os dados enddcrinos sustentam a hipotese da estimulacéo da atividade da renina in
vivo pela ET-1 (Miller et al., 1989).

Por outro lado, os fatores de relaxamento derivados do endotélio inibem a producéo de
renina, o que sugere que a endotelina pode funcionar fisiologicamente antagonizando os

efeitos dos fatores de relaxamento derivados do endotélio (Vidal et al., 1988).

Pensa-se, entdo, que a ET-1 ativa a renina diminuindo a libertacdo de sodio para a ma-
cula densa, o que é consistente com a sua acao na taxa de filtracdo glomerular. A argini-
na vasopressina permaneceu inalterada nos periodos iniciais da infusdo mas posterior-
mente aumentou. Isto ocorreu apesar do aumento do péptido atrial natriurético assim
como do aumento da pressdo atrial esquerda, ambos inibidores da libertagdo de vaso-
pressina (Miller et al., 1989). Em suma, este estudo demonstra que a ET-1 é um potente
péptido vasoconstritor in vivo com um efeito preponderante na circulacdo renal, em
associacdo com um efeito significativo na circulagdo periférica para aumentar a resis-

téncia sistémica geral.
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O potencial efeito da ET-1 contribuir para estados fisiopatoldégicos como hipertenséo,
vasoespasmo, insuficiéncia cardiaca congestiva, entre outros continua a ser investigado,
tal como a interacdo deste péptido com outros agentes vasoativos derivados do endoté-
lio, como os fatores de relaxamento derivados do endotélio.

V. Farmacos modificadores do Sistema da Endotelina

1. Recetores da Endotelina

Os recetores da endotelina, ETa e ETg, pertencem a classe dos recetores acoplados a

proteina G.
I. Recetor ETa

Os recetores ET 4 estdo localizados essencialmente nas células musculares lisas vascula-
res onde sdo responsaveis pela vasoconstricao potente, proliferacdo celular e efeito pré
inflamatorio. O recetor ETa humano tem 63 % de similaridade com o recetor ETg ao
longo de um comprimento que corresponde a quatrocentos e vinte aminoacidos. O gene
ETa contém oito exdes e sete intrdes, estd localizado no cromossoma quatro e codifica
para uma proteina de quatrocentos e vinte e sete aminoacidos. A sequéncia do recetor
exibe um elevado grau de conservacgdo entre espécies humanas e animais, sendo que as
principais diferencas residem no terminal N e ndo nos dominios transmembranares que

contribuem para a ligacéo ao recetor (Davenport et al., 2016).

O recetor ETa esta ligado a via da fosfolipase C pela ligacdo a proteina Gq, e aumenta
os niveis de calcio intracelular em resposta a interacdo com o ligando agonista. Por ou-
tro lado medeia efeitos estimulatérios na formacdo de AMP,, que resulta da ligacdo da
adenil ciclase via uma proteina G estimuladora, a proteina Gs (Aramori e Nakanishi,
1992).

Modificagbes pds-traducionais, como fosforilagBes, glicosilacbes ou palmitoilagdes,
podem modular a funcéo deste tipo de recetor. A mutacdo de cinco residuos de cisteina
presentes na cauda citoplasmatica ndo alterou a ligacdo, contudo impediu a palmitoila-
¢do do recetor resultando numa falha aquando da ligagdo de ET-1 para promover 0 au-

mento de calcio citoplasmaético. A modificacdo pds traducional por palmitoilacdo parece
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ser essencial para a atividade funcional do recetor ETa (Horstmeyer et al., 1996). O
truncamento do terminal N, que inclui um possivel local de glicosilacdo, eliminou a
possibilidade de ligagédo, contudo isto pode dever-se a uma alteragdo estrutural (Hashido
etal., 1992).

Ratinhos “knockout” para recetores ETa apresentam anormalidades morfoldgicas quase
idénticas aos ratinhos “knockout” para ET-1 e enzima conversora da endotelina-1. Os
recetores ETa sdo, portanto, essenciais para o desenvolvimento, sendo as mutagdes le-

tais ou prejudiciais para os humanos/animais (Davenport et al., 2016).
ii. Recetor ETg

Os recetores ETg sdo expressos nas células endoteliais provocando vasodilatacdo, medi-
ada pelo 6xido nitrico. O recetor ETg possui um terminal N invulgarmente longo, que
pode ser clivado por uma metaloprotease para remover 0s primeiros sessenta e quatro
aminoéacidos, conservando a capacidade de ligacdo de ET-1. O gene ETg humano com-
preende sete exdes e seis intrdes, estd localizado no cromossoma treze e codifica para
uma proteina de quatrocentos e quarenta e dois aminoacidos. Pensa-se que 0s aminoaci-
dos associados ao primeiro, segundo, terceiro e sétimos dominios estdo envolvidos na
ligacdo ao ligando. O terminal carboxilo, tal como noutros recetores acoplados a protei-

na G, é importante para sinalizacdo intracelular (Davenport et al., 2016).

O recetor ETg esta ligado a via da fosfolipase C, pelo acoplamento a proteina Gq, ha-
vendo também elevacdo dos niveis de célcio intracelular em resposta a interagdo com o
ligando agonista. Por outro lado, o recetor ETg medeia um efeito inibitério na formacao
de AMP, através de uma proteina inibitéria da adenil ciclase, a proteina Gi, o que cul-
mina numa diminuicdo dos niveis de AMP. causando a inibicdo das cascatas dependen-
tes deste segundo mensageiro. Tal como os recetores ETa, 0s recetores ETg tém um
elevado numero de potenciais modificacfes pds-traducionais. Existem locais de fosfori-
lacdo no terminal C, um sitio de glicosilacdo no terminal N e quatro locais para palmi-
toilagdo. Por exemplo, a atividade mitogénica dos recetores ET que estimula proteinas
cinases reguladas por sinalizacdo extracelular depende criticamente da palmitoilacéo,

mas ndo da fosforilagdo (Horstmeyer et al., 1996).
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A descoberta da estrutura cristalina do recetor ETg revela-se importante devido ao seu
potencial em identificar péptidos de ligacdo alostérica como novos ligandos. A estrutura
cristalina do recetor ETg apoia a hip6tese de que associagcdes entre ETs e 0s recetores
ETg sdo mediadas essencialmente pelas regides o helicoloidas e C terminais, enquanto a
regido N terminal € responsavel por modular a seletividade, estabilizando a arquitetura
do péptido e facilitando a interacdo com o recetor. Foram identificados mais de vinte
aminoacidos neste recetor ETg responsaveis pela interacdo com residuos especificos de
ET-1, sendo que a ocorréncia de mutacGes pode originar a alteragcdo da ligacdo das ETs
ao recetor. Foi proposto um modelo de ligacdo no qual as hélices transmembranares um,
dois, seis e sete se movem e envolvem todo o péptido da ET, formando assim uma ar-
quitetura em forma de pélpebra que cobre a bolsa ortostérica, originando um complexo
muito estavel. Isto da uma explicacdo estrutural para a ET-1 causar respostas duradou-

ras e com uma lenta taxa de dissociacdo do recetor (Shihoya et al., 2016).

O agonismo tendencioso, ou sinalizacdo tendenciosa, € um modelo farmacolégico com
0 potencial de aumentar o direcionamento dos ligandos para os recetores ET alvo da
terapéutica. Estes ligandos estabilizam o recetor numa conformagéo que vai culminar na
ativacdo preferencial de cascatas dependentes e/ou independentes da proteina G que sdo
normalmente envolvidas por um ligando sem esta propriedade de ser tendencioso. Os
recetores ET sdo internalizados, apds cessacao da sinalizacdo da proteina G, por meca-
nismos dependentes da 3 arrestina e dinamina/clatrina, embora por mecanismos diferen-
tes. Enquanto o recetor ETa € reciclado na membrana plasmatica, ficando assim dispo-
nivel para nova sinalizacdo, o recetor ETg € direcionado para os lisossomas, onde é de-
gradado (Bremnes et al., 2000). As B arrestinas também podem contribuir para a fisio-
logia e respostas fisiopatoldgicas como migracéo e proliferacdo celular (Shukla et al.,
2011).

Em suma, os ligandos tendenciosos sdo, assim, de grande utilidade e o desenvolvimento
de farmacos que assentem nesta perspetiva tem o potencial de direcionar os farmacos

para os locais alvo da terapéutica, bem como limitar os efeitos adversos destes.

11
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2. Agonistas do recetor ETa

Né&o foram ainda descritos agonistas do recetor ET para possivel uso terapéutico, uma
vez que provavelmente ndo teriam grande interesse na clinica dado que iriam exacerbar

os efeitos vasoconstritores da ET-1.
3. Agonistas do recetor ETg

As sarafotoxinas sdo uma familia de péptidos compostas por quatro isoformas
(S6a,S6b,S6¢,S6d;) com elevado grau de semelhanca a nivel de estrutura com a ET-1,
identificadas no veneno da cobra Atractaspis engaddensis (Kloog et al., 1988; Takasaki
et al., 1988). Aquando do ataque a presa, um dos sintomas do veneno observados € o
rapido aumento da pressdo arterial consistente com vasoconstricdo sistémica, observada
também com ET-1. Outro sintoma reside nas alteraces no eletrocardiograma compati-
veis com vasoconstricdo coronaria ou ac¢les inotropicas diretas no coragdo acompanha-
das por alteracdes no eletrocardiograma incluindo também paragem cardiaca (Kurnik et
al., 1999).

A sarafotoxina 6¢ apresenta uma elevada seletividade para os recetores ETg pese embo-
ra a afinidade seja maior para os recetores ETg dos ratos (Russell e Davenport, 1996). A
sarafotoxina 6C induz contracdes imediatas nos vasos sanguineos pré incubados, sendo

que passado algum tempo essas contracdes estdo diminuidas (Seo et al., 1994).

Um estudo realizado por Fernandes e seus colaboradores com o objetivo de avaliar este
agonista seletivo do recetor ETg na contracdo mediada pelo nervo colinérgico no mus-
culo liso brébnquico em humanos despoletou uma descoberta importante. Descobriu-se
que a sarafotoxina 6¢ causou uma potenciacdo da contracdo colinérgica induzida pela
estimulagdo de campo elétrico e mediada pelo recetor ETg, potenciagdo essa sensivel a
presenca do péptido BQ 788, um antagonista do recetor ETg_ A evidéncia atual de rece-
tores ETg no nervo colinérgico que medeiem a potenciacdo da contra¢do induzida pela
estimulagdo de campo elétrico no bronquio humano, fornece um mecanismo adicional
pelo qual os niveis elevados de ET-1 na asma podem promover obstrugdo brénquica
(Fernandes et al., 1996).

12
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O péptido [Ala*'"*°] - ET-1 é um anélogo linear da ET-1 truncado no terminal N em
que a substituicdo de quatro residuos cisteina pela alanina faz deste um agonista do re-
cetor ETg, Estudos demonstram que este péptido é tdo potente quanto ET-1 e ET-3 na
ligacdo ao recetor ETg produzindo vasodilatagdo mediada pelos recetores ETg das célu-
las vasculares endoteliais, que libertam os fatores de relaxamento derivados do endoté-
lio (Saeki et al., 1991).

Entre os analogos sintéticos da ET-1, o IRL 1620, é descrito como o mais potente e es-
pecifico agonista do recetor ETg entre uma série de analogos sintetizados por Takai e
seus colegas, sendo também o mais especifico ligando para este recetor. Observou-se
que este péptido induz contracBes do musculo liso de traqueia, com uma curva concen-
tracdo-resposta quase paralela a observada com ET-1 e ET-3 (Takai et al., 1992). O IRL
1620 produz um relaxamento endotelial em aorta de rato pré tratada com noradrenalina,
promove o aumento de Ca®* e ativa a 6xido nitrico sintase, libertando assim 6xido nitri-
co gue culmina no relaxamento do musculo liso vascular. Fica também atribuida a sele-

tividade deste péptido pelo recetor ETg (Karaki et al., 1993),

O BQ3020 é um anélogo linear da ET-1 truncado no terminal-N tal como o péptido
[Alat*1%]-ET-1, sendo que estes compostos sdo altamente seletivos para os recetores
ETg. Estudos demonstram que BQ3020 é capaz de contrair a artéria pulmonar de coelho
com uma poténcia semelhante a ET-1 e ET-3, assim como induzir vasodilatacéo a nivel
do endotélio. Isto indica claramente que o BQ3020 € um agonista seletivo do recetor
ETg (lhara et al., 1992).

4. Antagonistas do recetor ETg

O bloqueio do recetor ETg pelo péptido BQ788 provoca um aumento muito significati-
vo dos niveis de ET-1 na circulagdo em modelos animais (Plumpton et al., 1996;
Brunner et al., 2006). O aumento dos niveis em circulacdo de ET-1 pode melhorar a
hipotensdo e aumentar a contratilidade cardiaca pelo aumento do influxo do célcio (Pol-
lock et al., 1995; Zahradni et al., 2008). Por outro lado, a estimulagdo do recetor ETg
causa vasodilatacdo e secrecdo de oxido nitrico pelas células endoteliais, pelo que o seu

blogueio originard um bloqueio da secre¢do de 6xido nitrico melhorando também, as-
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sim, o estado de hipotensdo. Num estudo feito com este péptido ele foi capaz de melho-

rar a bradicardia induzida pela amitriplina (Arici et al., 2013).

O ligando ndo peptidico A192621 € um antagonista seletivo para o recetor ETg, com
efeito no aumento da presséo arterial. Um estudo perpetrado por Wessale e colaborado-
res mostrou que o A192621 inibiu a resposta vasodilatadora e de aumento da pressao
arterial induzida pela Sarafotoxina 6¢, mediada pelo recetor ETg. Isto sugere que o
A192621 é seletivo em relacdo ao recetor ETg. No mesmo estudo, sozinho este ligando
causou aumento da pressdo arterial assim como aumento dos niveis plasmaticos de ET-
1 (Wessale et al., 2002).

O péptido IRL2500 antagonizou, de forma dependente da concentracdo, a resposta in-
duzida por ET-3 e mediada por ETg. E, portanto, um antagonista seletivo dos recetores
ETg (Frih et al., 1996). Segundo observaram Leung e seus colegas o IRL2500 inibiu os
efeitos constritores do agonista ETg IRL1620, mas aumentou a constri¢do induzida pela
ET-1 assim como a pressdo arterial média. O blogueio dos recetores ETg por este pépti-
do resultou também em vasoconstricdo sistémica, renal e mesentérica (Leung et al.,
2002).

O ligando K-8794 € um antagonista dos recetores ETg (Shihoya et al., 2017). Estudos
demonstram que a administracdo de um inibidor seletivo ETg diminui significativamen-
te as células musculares lisas apoptéticas e impede a formacdo completa de aneurismas
em ratos (Rafat, 2018).

5. Antagonistas do recetor ETp

O pentapeptido ciclico BQ123 foi originalmente isolado de produtos de fermentacdo do
microrganismo Streptomyces Misakensis. Sendo um antagonista seletivo para o recetor
ETa, possui elevada afinidade para este ligando-se, assim, em altas concentragdes ao
recetor. A sequéncia de aminoacidos de BQ123 pode mimetizar o terminal carboxilo
das endotelina, pelo que isto serd um fator preponderante na ligacdo deste péptido ao
recetor (Sakamoto et al., 1993). A infusdo de BQ123 na artéria braquial em humanos
causou aumento do fluxo sanguineo no antebraco, sendo que em porquinhos-da-india

anestesiados ou conscientes provocou diminuicao da presséo arterial (Goto, 2001).
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O tripéptido linear FR139317 liga-se seletivamente aos recetores ET 4, inibindo a liga-
cdo de ET-1 e antagonizando as contragdes induzidas e atenuando também os efeitos
vasoconstritores coronarios desencadeados pela ET-1 (McMurdo et al., 1994). In vivo,
este péptido inibe também a resposta de aumento de pressdo arterial ligada a ET-1 em
ratos normotensos, inibindo também fortemente a vasoconstricdo induzida por ET-1 e
ET-2, em preparacGes de musculo liso (Cardell et al., 1993). A ligacdo de ET-1 a0 ETp
na artéria corondria aterosclerética humana é inibida pelo FR139317, sendo que este
péptido tem uma baixa afinidade de ligacdo para os recetores ETg (Dashwood et al.,
1994).

6. Sitaxsentano

O sitaxsentano é um antagonista altamente seletivo para o recetor ET a, desenvolvido
pela farmacéutica Pfizer cujo uso clinico foi aprovado na Europa no ano de 2006. Com
uma biodisponilidade oral superior a noventa porcento e uma longa duracao de acéo e
um tempo de semivida de cerca de dez horas permite uma Unica toma diaria, o que é
uma vantagem relativamente a outros farmacos com tempos de semivida mais curtos

que obrigam a vérias tomas diarias.

Um estudo realizado em pacientes com HAP, de nome STRIDE-1, que pretendia avaliar
os efeitos do sitaxsentano nestes pacientes, demonstrou através do teste de caminhada
de seis minutos uma melhora na capacidade de exercicio, no indice cardiaco bem como
na resisténcia vascular pulmonar em ambas as doses estudadas (100mg e 300 mg). A
dose mais elevada, de 300mg revelou um perfil de seguranca inaceitavel, com maior
incidéncia de transaminases elevadas e eventos adversos (Frost et al., 2005). Desta for-
ma a percecao foi que a dose de 100 mg seria a dose ideal, e dai surgiu o estudo STRI-
DE-2, para avaliar a diferenca de eficacia entre a dose de 100 mg de sitaxsentano e pla-
cebo. Os resultados deste estudo sugeriram que 100 mg é, de facto, a dose terapéutica
ideal para o tratamento da HAP sintomatica. Os efeitos adversos relacionados com o
tratamento com sitaxsentano relatados foram edema, congestao nasal e insonia. O sita-
xsentano interage com o metabolismo da varfarina, uma vez que é um inibidor da
CYP2C9, responsavel pela metabolizacdo deste farmaco anticoagulante, pelo que a sua

dose tera que ser ajustada quando o uso de ambos for concomitante (Langleben e Ca-
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coub, 2009). O sitaxsentano foi aprovado para uso clinico em 2006 para o tratamento da
HAP classe 11, contudo foi retirado em 2010 devido a casos de lesdo hepética grave,

um deles veio a revelar-se fatal.
7. Antagonistas dos recetores ETA/ETg

O hexapeéptido ciclico TAK 044 é um potente e competitivo antagonista dos recetores
ETa, que exibe simultaneamente atividade antagonista dos recetores ETg (Masuda et
al., 1996). Um estudo apontou que a vasoconstricdo induzida por ET-3 mostrou duas
fases distintas, indicando o envolvimento de dois fatores (recetores) diferentes na res-
posta. Uma vez que ET-3 tem mais afinidade para ETg, a primeira fase de vasoconstri-
cdo é provavelmente induzida pela estimulacdo deste, sendo as respostas da segunda
fase devidas a estimulacéo do recetor ETa. O TAK 044 é capaz de reverter essa vaso-
constricdo. Por outro lado, também a hipotensdo transiente, promovida pela estimulacéo
dos recetores ETg, e a hipertensdo sustentada, promovida pelos recetores ET a, de ratos

foram inibidas por tratamento prévio com o péptido TAK 044 (Watanabe et al., 1995).

O péptido SB 209670 é um antagonista altamente potente e seletivo para os recetores da
endotelina (Elliott et al., 1994). A infusdo de SB 209670 em ratos hipertensos, nos quais
se supde que a hipertensdo fulminante seja decorrente da producdo de angiotensina I,
causou uma diminuicdo da pressdo arterial sistémica semelhante aquela causada pelo
losartan (antagonista do recetor da angiotensina I1). Esta também associado a uma me-
Ihora na taxa de sobrevivéncia de ratos e 0s animais sobreviventes apresentaram um
aumento significativo na taxa de filtracdo glomerular, diminuicdo na creatinina plasma-

tica bem como melhoria na funcéo tubular (Goto, 2001).

V. Farmacos antagonistas da Endotelina como agentes terapéuticos

1. Bosentano

O bosentano foi o primeiro farmaco antagonista dos recetores da endotelina a ser apro-
vado para uso clinico e comercializado. O bosentano € uma sulfonamida e é um antago-

nista duplo dos recetores da endotelina, antagonizando tanto o recetor ET » como o rece-
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tor ETs. O bosentano esta disponivel em Portugal nos medicamentos Tracleer® nas do-

sagens de 32 mg, 62.5 mg e 125 mg ou Stayveer®, nas dosagens de 62.5mg e 125 mg.

Figura 2- Estrutura do bosentano na ligagéo ao sitio ativo de recetor. Retirado de Clozel, 2016.

Em relacdo a farmacocinética, os niveis plasmaticos sdo atingidos em média dentro de
duas a trés horas ap0s a toma, sendo que a sua biodisponibilidade oral é de aproxima-
damente cinguenta porcento. O bosentano € metabolizado pelo sistema citocromo P450
(CYP), mais concretamente pelas isoenzimas CYP2C9 e CYP 3A4. A depuracdo hepa-
tica e a excregdo biliar sdo as vias de eliminacdo consideradas para o bosentano (Weber
etal., 1996).

Este farmaco esta indicado no tratamento da HAP primaria (idiopéatica e hereditaria-
sem causa identificada ou familiar), na HAP secundaria a esclerodermia sem doenca
pulmonar significativa, bem como na HAP associada a “shunts” sistémico-pulmonares
congénitos e sindrome de Eisenmenger. O bosentano est4d também indicado no trata-

mento de Ulceras digitais em doentes adultos com esclerodermia.

Foi revelado, apds experiéncias em animais, que o blogueio duplo dos recetores da en-
dotelina com o bosentano melhora a fungdo cardiopulmonar, reduz a HAP e a leséo
pulmonar, atenuando também a disfuncdo microcirculatéria intestinal e hepatica
(Kowalczyk et al., 2015).
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Num estudo feito em individuos do sexo masculino com o objetivo de avaliar a farma-
cocineética e a farmacodinamica do bosentano foram usadas as doses de 3mg, 10 mg, 30
mg, 100 mg, 300 mg, 600 mg, 1200 mg, 2400 mg por via oral. Outro conjunto de indi-
viduos do sexo masculino recebeu as doses de 10 mg, 50 mg, 250 mg, 500 mg e 750 mg
por via intravenosa, sendo que uma outra parte dos individuos recebeu também por via
intravenosa a dose de 600 mg. Verificou-se que bosentano aumentou os niveis plasmati-
cos de ET-1 apo6s administracdo oral e intravenosa e reverteu o efeito vasoconstritor da
ET-1 (Weber et al., 1996). Além disso, um estudo operado por Yokoyama e seus com-
panheiros com o objetivo de caraterizar os recetores da ET-1 em varios locais do orga-
nismo, como pulméao, coracdo, rim, bexiga e cdrtex cerebral usando um radioligando
seletivo determinou que, aquando da administracdo oral de bosentano ocorreu uma di-

minuicdo significativa deste ligando nos recetores (Yokoyama et al., 2014).

Um estudo randomizado controlado por placebo de fase Il conduzido em trinta e dois
pacientes com HAP a receber terapia oral com bosentano nas doses de 62,5 e 125 mg
mostrou uma melhora hemodindmica significativa associada a uma diminuicao na resis-
téncia vascular pulmonar ap6s doze semanas de tratamento no grupo administrado com
bosentano, quando comparado com o grupo placebo. No estudo subsequente de fase IlI,
de nome BREATHE-1, o bosentano melhorou a distancia de seis minutos de caminhada
em quarenta e quatro metros apos dezasseis semanas de tratamento quando comparado
com o grupo placebo, havendo ainda melhoras consideraveis no indice de dispneia de
Borg. O estudo BREATHE-1 explorou as dosagens de 125 mg e 250 mg de bosentano,
sendo que ambas se mostraram igualmente eficazes em termos de melhorias clinicas,
todavia a elevacdo das aminotransferases foi superior na dosagem de 250 mg (Dupuis e
Hoeper, 2008).

Um estudo controlado por placebo foi projetado para avaliar os efeitos do bosentano em
pacientes com HAP classe Il (EARLY), encontrando-se estes a receber terapia oral na
dose de 65 mg duas vezes por dia durante um periodo de quatro semanas e posterior-
mente a dose de 125 mg duas vezes por dia até ao fim do estudo. Os resultados mostram
uma queda significativa na resisténcia vascular periférica, uma melhora no teste da dis-
tancia de seis minutos de caminhada e uma diminuicdo considerdvel no nimero de

eventos pré-definidos de piora clinica em setenta e sete porcento quando comprado com
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o grupo placebo. E, assim, de esperar que o uso de bosentano seja também estendido &
HAP de classe I, visto ter-se revelado bastante proveitosa a sua utilizacdo nesta situa-

cao clinica (Galie et al., 2008).

Um ensaio randomizado controlado por placebo realizado em pacientes com sindrome
de Eisenmenger (BREATHE-5) a receber tratamento com bosentano nas doses de 62,5
mg ou 125 mg oral mostrou também melhorias significativas na hemodindmica. Estudos
realizados em criancas com HAP (BREATHE-3), em que estas recebiam como terapia
oral a dose de 2 a 4 mg/kg/dia de bosentano, e em doentes com HAP associada ao virus
da imunodeficiéncia adquirida (BREATHE-4), tratados com 62,5 mg de bosentano oral
duas vezes por dia por um periodo de quatro semanas e posteriormente a dose aumenta-
ria para 125 mg duas vezes por dia durante doze semanas, revelam perfis de seguran-

ca/eficacia semelhantes (Chester e Yacoub, 2014).

A HAP no recém-nascido € uma condicdo potencialmente fatal caraterizada por uma
falha na resisténcia vascular periférica. O bosentano mostrou reduzir a pressao arterial
pulmonar na HAP em recém-nascidos, induzindo uma melhora na oxigenacao seis horas
apos o inicio do tratamento e nos resultados a longo prazo em lactentes com HAP. Hou-

ve, ainda, uma melhora nos parametros de oxigenacdo (Maneenil et al., 2018).

Quanto aos efeitos adversos, sera de salientar, que o uso do bosentano encontra-se ine-
rente um efeito hepatotdxico, que é independente da ativacéo dos recetores ET-1. Atra-
vés da inibicdo da bomba de exportacdo do sal biliar, ha acumulacdo de sais biliares
citotoxicos, resultando em dano hepatocelular. Acontece também aumento das transmi-
nases hepaticas, essencialmente a aspartato e alanina transaminase, pelo que é recomen-

davel a realizacdo de andlises antes de iniciar o tratamento e depois disso, mensalmente.

Devido a teratogenecidade e embriotoxicidade, o bosentano esta totalmente contraindi-
cado na gravidez e em mulheres com potencial para engravidar. Deste modo, deve ser
apurado que a mulher ndo esta gravida antes do inicio da terapia com bosentano e deve

evitar-se uma gravidez durante o periodo de tratamento.

O tratamento com bosentano foi também associado a anemias, pelo que é prudente me-

dir a concentra¢do de hemoglobina antes do inicio de tratamento com bosentano, uma
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vez por més nos primeiros quatro meses e a partir dai a medicéo é feita a cada trés me-
ses (EMA, 2012).

As interacOes farmacoldgicas devem ser tidas em conta, ja que o bosentano é um indu-
tor das enzimas CYP 2C9 e CYP 3A4, havendo uma diminui¢do na concentragdo plas-
matica de substancias metabolizadas por estas mesmas isoenzimas, quando coadminis-
tradas com bosentano. A administragdo concomitante de bosentano e ciclosporina A,
um inibidor da calcineurina, esta totalmente contraindicada, bem como a glibenclamida
pelo aumento da ocorréncia transaminases elevadas. A administragdo de bosentano em
conjunto com fluconazol também ndo é indicada, uma vez que este ultimo é um inibidor
em certa extensdo tanto da CYP 2C9 como da CYP 3A4, originando uma elevacdo dos
niveis plasmaticos de bosentano. Por outro lado, o0 uso concomitante de bosentano pode
reduzir as concentraces plasmaticas de tacrolimus e sirolimus, pelo que ndo deve ser
coadministrado (INFARMED,2017).

A rifampicina € um potente indutor das isoenzimas CYP 2C9 e CYP 3A4, pelo que ori-
gina uma diminuicdo das concentracdes plasmaticas de bosentano, e consequentemente
uma perda do efeito terapéutico. Recomenda-se também precaucdo na coadministracéo
de bosentano e sildenafil. O bosentano pode originar interagdes farmacocinéticas com
0s anticoncecionais hormonais, pelo que estes ndo sdo considerados métodos fiaveis.
(EMA,2012).

Quando administrado conjuntamente com lopinavir+ ritonavir (ou outros inibidores da
protéase potenciados pelo ritonavir) a tolerabilidade do doente ao bosentano tem de ser
monitorizada. A associacdo com nevirapina também ndo é recomendada devido a eleva-
da toxicidade hepatica revelada pela nevirapina que se pode acrescentar a hepatoxicida-
de do bosentano. (INFARMED,2017).

2. Ambrisentano

O ambrisentano é um antagonista seletivo dos recetores ETa. E um acido propanoico,
ndo sulfonamidico, com uma afinidade muito grande para o recetor ET o. O ambrisenta-
no é comercializado em Portugal sob o nome de Volibris®, nas dosagens de 5 mg e 10

mg.
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Apdbs administracdo oral o ambrisentano é rapidamente absorvido, sendo que a concen-
tracdo maxima € atingida apos duas horas e a administracdo concomitante com alimen-
tos ndo tem influéncia na biodisponibilidade, sendo o seu tempo de semivida de quinze
horas 0 que permite uma Unica toma diéria. O ambrisentano apresenta uma percentagem
de ligacdo as proteinas plasmaticas de noventa e nove porcento, sendo que a sua meta-
bolizacéo fica a cargo do sistema citocromo P450, nomeadamente as CYP 3A4 e CYP
2C1, bem como pelas glucuronosiltransferases 1A9S, 2B7S e 1A3S. A eliminagédo faz-
se essencialmente por mecanismos de extrusdo intestinal, sendo cerca de cinco porcento

eliminado inalterado na urina (Elshaboury e Anderson, 2013).

Figura 3-Estrutura do ambrisentano na ligagdo ao sitio ativo do recetor. Retirado de Clozel, 2016.

Hé beneficios tedricos no uso de antagonistas seletivos do recetor ET 4 que inclui o blo-
queio dos efeitos vasoconstritores e proliferativos da ET-1 mediados pelo recetor ETap,
quer a vasodilatacdo e o aumento da depuracdo da ET-1, efeitos mediados pela atuagédo
da ET-1 no recetor ETg. A administracdo de ambrisentano em pacientes com HAP visa
o relaxamento do musculo liso vascular e a vasodilatacdo. O ambrisentano revela-se
eficiente no aumento da tolerancia ao exercicio, diminuindo o risco de deterioracdo da
classe funcional da HAP, prolongando o tempo de piora clinica e aumentando a taxa de
sobrevida. Um estudo controlado por placebo foi feito para avaliar a eficacia e seguran-
¢a do ambrisentano (ARIES). O estudo foi subdividido em dois sendo que num deles os
pacientes recebiam tratamento com ambrisentano na dose de 5 mg ou 10 mg e no outro

a dose diminuia para 2,5 mg ou 5 mg de ambrisentano pela via oral. Neste estudo o am-
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brisentano foi em geral bem tolerado em todos os grupos de pacientes, sendo os efeitos
adversos edema periférico, cefaleias, sinusite, rubor e congestao nasal na natureza leve a
moderada. A nivel de melhorias clinicas a distancia no teste de seis minutos de cami-
nhada, os parametros hemodinamicos assim como o tempo de piora clinica sofreram

aumentos significativos (Galie et al., 2008).

O ambrisentano esta indicado no tratamento da HAP classe Il e I1l, bem como na HAP
idiopatica e HAP associada a doencas do tecido conjuntivo. Um estudo realizado em
pacientes chineses, na procura de eventuais discrepancias no metabolismo, eficacia e
perfil de seguranca do farmaco, inclui essencialmente mulheres jovens com HAP. O
tratamento com ambrisentano resultou em melhoras significativas em varios parametros

clinicos, nomeadamente a capacidade de exercicio e funcdo cardiaca (Huo et al., 2016).

Um estudo feito em pacientes com HAP de exercicio, que se cré ser uma fase leve e
precoce da HAP, a dose de ambrisentano administrada oralmente foi de 5 mg passando
depois de quatro semanas a 10 mg diariamente. Este estudo revelou melhorias clinicas a
“nivel” do indice de dispneia de Borg, na qualidade de vida dos pacientes, bem como na
hemodinadmica cardiopulmonar. A nivel das aminotransferases as anomalias foram de

baixa incidéncia (Segrera et al., 2017).

Uma vez que acarreta um elevado risco de teratogenicidade, sempre que uma mulher
inicie tratamento com ambrisentano é imperativo a realizacdo de um teste de gravidez,
que deve ser repetido mensalmente depois do inicio do tratamento (Elshaboury e
Anderson, 2013).

A nivel de interacGes farmacoldgicas, é aconselhada precau¢do no uso concomitante de
ambrisentano e ciclosporina A uma vez que este ultimo farmaco inibe o transportador e
enzimas metabolicas envolvidas na farmacocinética do ambrisentano. Deste modo, 0s
niveis de ambrisentano estdo aumentados aquando da toma conjunta, pelo que se reco-
menda um ajuste (diminuig@o) da posologia de ambrisentano nesta situagdo. A rifampi-
cina, inibidor do polipéptido transportador dos anides inorganicos, forte indutor das
CYP3A4 e CYP2C9 e das glucuronosiltransferases foi associada a um aumento dos
niveis plasmaticos de ambrisentano, quando tomados em conjunto. Os inibidores das

fosfodiasterases, tanto o tadalafil como o silldenafil, (substrato para a CYP3A4), os con-
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tracetivos hormonais, a varfarina e o cetoconazol ndo causaram interacfes farmacolégi-
cas significativas (EMA,2013).

3. Macicentano

O macitentano é um antagonista duplo dos recetores ETa e ETg, desenvolvido através
da modificacdo da estrutura do bosentano, numa tentativa de melhorar e aumentar a
seguranca e eficacia da molécula. E uma sulfamida com maior afinidade para o recetor e
maior grau de lipofilicidade, sendo a interacdo hidrofobica responsavel pela ligacdo do
macitentano ao recetor ETa. Além disso a sua penetracao tecidular também foi otimiza-
da (Clozel, 2016). O macitentano é comercializado em Portugal como Opsumit® na
dosagem de 10 mg, e esta indicado no tratamento HAP em doentes adultos em classe
funcional 11 e 11l bem como HAP idiopética e hereditaria, HAP associada a doencas do
tecido conjuntivo, e HAP associada a cardiopatia congénita simples corrigida.

Figura 4-Estrutura do macitentano na ligagdo ao sitio ativo do recetor. Retirado de Clozel, 2016.

Contrariamente aos antagonistas atualmente usados 0 macitentano possui um metabolito
farmacologicamente ativo, o0 ACT-132577, que embora tenha uma poténcia mais baixa
que o composto que lhe da origem atinge concentracfes plasmaticas bastante mais ele-
vadas, com um tempo de semivida de cerca de quarenta e oito horas, pelo que estes séo
fatores que melhoram a atividade deste farmaco relativamente ao bosentano (Maguire e

23



Potencial terapéutico dos antagonistas da endotelina

Davenport, 2014). Além disso, 0 macitentano provoca uma ocupacao dos recetores mui-
to mais longa, o que pode ser consequéncia da interacdo de diferentes aminoacidos com

0s recetores.

Um estudo de fase 3 controlado por placebo (SHERAPIN), no qual os pacientes recebe-
ram tratamento com 3 mg diarias ou 10 mg diarias em toma Unica mostrou que 0 maci-
tentano reduziu significativamente a mortalidade e a morbidade em doentes com HAP,
estando também associado a menores taxas de hospitalizacdo quando comparado com o
grupo placebo. Além disso, houve uma melhoria na distancia de caminhada de seis mi-
nutos (Pulido et al., 2013).

O macitentano mostrou impulsionar melhorias no estado ndo s6 fisico mas também
mental dos pacientes. O efeito sobre 0 dominio mental é de extrema importancia nesta
situacdo uma vez que pacientes com hipertensao arterial pulmonar sofrem muitas vezes

de ansiedade, depressdo e stresse (Mehta et al., 2017).

A biodisponibilidade do macitentano € de setenta e quatro porcento, e € independente da
ingestdo com alimentos. A concentragdo maxima é atingida cerca de oito horas e meia
apos a administracdo oral do farmaco, sendo que o seu tempo de semivida é de cerca de
dezasseis horas (Kholdani et al., 2014).

O macitentano liga-se mais de noventa e nove porcento as proteinas plasmaticas, sendo
posteriormente eliminado cerca de cinquenta porcento numa combinacéo entre vias he-
patica e renal enquanto cerca de vinte e cinco porcento é sujeito a eliminacdo fecal. A
metabolizacdo do macitentano fica a cargo do sistema citocromo P450, nomeadamente a
CYP3A4 (Monaco e Davila, 2016). Devido ao seu elevado potencial teratogénico, o

macitentano € totalmente contraindicado na gravidez.

Relativamente as interacGes farmacologicas, a farmacocinética do macitentano e do seu
metabolito ativo ndo ¢é afetada pela varfarina ou ciclosporina, sendo que o uso combina-
do com sildenafil ndo afeta de forma significativa clinicamente a farmacocinética do

macitentano.

A administragdo coincidente de cetoconazol, assim como de outros potentes inibidores

da CYP3A4, aumenta o dobro a exposi¢cdo ao macitentano, sendo a exposi¢do do seu
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metabolito ativo reduzida cerca de vinte e seis porcento. Desta forma, a administracao
concomitante de macitentano e fortes inibidores da CYP3A4 deve ser realizada com

bastante precaucao.

No entanto, também fortes indutores da CYP3A4, causam alteracBes na farmacocinética
do macitentano. A rifampicina diminuiu a exposi¢do ao macitentano em cerca de oitenta
porcento, sendo que ndo afetou a exposicdo ao metabolito ativo. Em suma, hd uma re-
ducédo da eficacia de macitentano na presenca de fortes indutores da CYP3A4, sendo
que 0 uso concomitante destes dois tipos de farmacos deve ser de evitado (Sidharta et
al., 2015).

4. Terapéutica de combinacéo

A terapéutica de combinacdo supde o uso simultaneo de mais do que uma classe tera-
péutica de farmacos para uso clinico. Recorre-se a terapéutica de combinacgdo no sentido

de melhorar a terapéutica.
. Antagonistas da endotelina combinados com analogos da prostaciclina

A prostaciclina é um potente vasodilatador produzido essencialmente nas células endo-
teliais, com acdo antiproliferativa, sendo que as suas vias metabdlicas se encontram des-
reguladas em doentes com HAP. Tém sido utilizados na terapéutica varios analogos da
prostaciclina, de sintese, que podem ser usados sozinhos ou em associacao para um
maior efeito terapéutico, sendo eles o epoprostenol, o iloprost, o trepreostinil e o bera-
prost (Laufs et al., 2011).

O estudo BREATHE-2, realizado em pacientes com HAP classe 11l ou IV, com o obje-
tivo de detetar efeitos aditivos da combinacdo do bosentano com o epoprostenol mos-
trou uma melhoria na hemodinamica e capacidade de exercicio da combinagdo bosenta-

no-epoprostenol quando comparado com o epoprostenol sozinho (Humbert et al., 2004).

A seguranca e eficacia da adicdo do iloprost inalatorio a pacientes com HAP tratados
com bosentano oral foi objetivo do estudo STEP-1, que demonstrou vantagens na tera-
péutica de combinacdo, nomeadamente ao nivel da hemodinamica cardiopulmonar, in-

cluindo a pressdo arterial média e a resisténcia vascular pulmonar. Foram também ob-
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servadas melhorias no tempo de piora clinica, com nenhum paciente no grupo iloprost e
cinco pacientes no grupo placebo, o que sugere que a adi¢do do iloprost ao bosentano

pode ser benéfica na modulacgdo da progressao da doenca (McLaughlin et al., 2006).

No estudo TRIUMPH os pacientes com sintomas funcionais de HAP de classe 11l ou IV
tratados com bosentano ou sildenafil receberam tratamento com treprostinil inalatorio,
tendo-se verificado uma melhoria no tempo de seis minutos de caminhada (McLaughlin
etal., 2010).

ii. Antagonistas da endotelina combinados com inibidores da fosfodiaste-

rase tipo-5

A inibicdo da fosfodiasterase tipo-5, que degrada o GMP,, culmina numa vasodilatacéo
nos locais que expressam essa enzima. Sendo que a arvore vascular pulmonar contém
grande quantidade de fosfodiasterase tipo-5, e que esta enzima possui efeitos antiproli-
ferativos, € relevante o uso desta classe de farmacos na HAP. Os inibidores da fosfodi-
asterase tipo-5 usados no tratamento da HAP sdo o sildenafil e o tadalafil, e causam

vasodilatacdo pulmonar consideravel.

Um estudo levado a cabo por Liang e seus colaboradores demonstrou que o ambrisenta-
no atua sinergicamente com o tadalafil para relaxar as preparacdes de artéria pulmonar
de rato constritas com ET-1, sendo que o blogueio do recetor ou a desnudacdo dos anéis

dos vasos do endotélio aboliu esta resposta (Liang et al., 2012).

Num estudo com o objetivo de avaliar a eficacia da combinagdo entre o bosentano e o
sildenafil em pacientes com sindrome de Eisenmenger, o tratamento com bosentano
melhorou significativamente a distancia percorrida no teste de seis minutos de caminha-
da, tendo também aumentado o fluxo sanguineo pulmonar e reduzido a resisténcia vas-
cular periférica. A adigdo do sildenafil ao bosentano aumentou a saturagdo em repouso,
ndo tendo alterado mais nenhum pardmetro. Ndo foram descritas alteragdes significati-
vas nas concentragfes plasmaticas de ambos os farmacos, pelo que o uso concomitante

é seguro (lversen et al., 2010).

Clozel e seus companheiros levaram a cabo um estudo com o objetivo de comparar 0s

efeitos do bosentano e do sildenafil, bem como avaliar se a combinagao entre ambos
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confere um efeito benéfico adicional no tratamento da hipertensdo pulmonar. Os resul-
tados sugerem que, de facto, a terapia de combinacdo pode ser mais eficaz, nomeada-
mente na diminuicdo da pressdo arterial pulmonar média, relativamente a qualquer um
dos farmacos quando administrados isoladamente. Além disso, os resultados também
sugerem que a terapia combinada estava associada a uma taxa de sobrevida maxima
(Clozel et al., 2006).

Por sua vez, o estudo AMBITION teve como objetivo avaliar a seguranca e eficacia da
terapia de combinagéo entre o ambrisentano e o tadafil em comparagdo com ambos em
monoterapia, realizado em pacientes com HAP classe Il e I1l. Os resultados sugerem
que a terapia combinada resulta numa reducao do risco de falha clinica e uma melhoria
na capacidade de exercicio, nomeadamente assistiu-se a um aumento na distancia per-

corrida no teste de caminhada de seis minutos (Coghlan et al., 2017).

VI.  Novos farmacos antagonistas em fase de desenvolvimento

1. Atrasentano

O atrasentano € um antagonista potente e altamente seletivo para o recetor ET A desen-
volvido pela empresa Abbvie no ano de 2014. Um estudo levado a cabo por Zeeuw e
seus colegas revelou que o atrasentano diminuiu a albuminuria em cerca de trinta e seis
porcento para baixas doses na ordem dos 0,75 miligramas sem efeitos adversos relevan-
tes (de Zeeuw et al., 2014).

Um estudo foi projetado para testar a hipotese de que um antagonista do recetor ETa
melhora a funcdo endotelial coronaria em pacientes com aterosclerose coronaria. Os
resultados sugerem que o tratamento com atrasentano melhora a fungdo endotelial mi-
crovascular. Além disso o estudo propde também um papel eventual para antagonistas
do recetor ETa como opc¢do medicamentosa para pacientes com disfun¢do endotelial

corondria e doenga arterial coronaria ndo obstrutiva (Reriani et al., 2011).

Num estudo com o objetivo de avaliar o efeito do atrasentano na albumindria em indi-
viduos com nefropatia diabética que ja recebiam doses estaveis de inibidores do sistema

renina-angiotensina, os resultados mostraram que o atrasentano é eficaz no tratamento
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da albumindria residual e na diminuicdo da razdo albumina-creatinina urinaria (Kohan
etal., 2011).

O estudo SONAR pretendia determinar se a adicdo de atrasentano as terapias preconi-
zadas reduz o risco de progressdo da doenca renal cronica e atrasa o inicio da doenca
renal terminal em pacientes com diabetes tipo dois e nefropatia diabética, em pacientes
com doenca renal cronica nos estados dois e trés e macroalbumindria aos quais esta a
ser administrada a dose maxima tolerada de um inibidor do sistema renina-angiotensina.
Verificou-se, durante o curso do estudo que a taxa de problemas renais nos pacientes
que estavam a ser tratados com atrasentano era menor a esperada inicialmente (de
Zeeuw et al., 2014).

O atrasentano falhou um ensaio clinico de fase 3 para o tratamento do cancro da prosta-
ta refratario a terapia hormonal (Carducci et al., 2007).

Novos ensaios clinicos de fase 3 estdo a ser desenvolvidos com o intuito de reunir mais
informacdes sobre a seguranca e eficacia deste farmaco em patologias que incluem es-
sencialmente a nefropatia diabética, mas também doenca renal cronica e diversas formas

de cancro.
2. Avosentano

O avosentano é um antagonista predominante do recetor ETa estudado pela Speedel
pharma desde 2005. Um estudo feito em ratinhos “knouckout” apolipoproteina E, mo-
delo animal que combina desta forma hiperglicemia e hiperlipidemia, revelou que o
aumento da albumindria e a diminuicdo da creatinina sérica foram atenuados pelo avo-
sentano, havendo também uma moderacdo na lesdo estrutural e funcional renal neste

modelo de nefropatia diabética (Watson et al., 2010).

O ensaio clinico de fase 3 ASCEND, com o objetivo de avaliar o efeito deste antagonis-
ta no tempo de duplicacdo da creatinina sérica, doenca renal em estado terminal ou mor-
te em pacientes com diabetes mellitus tipo dois e nefropatia diabética mostrou uma re-
ducdo da albuminuria em cerca de quarenta a cinquenta porcento dos doentes. Além
disso também exibiu um controlo razoavel da pressao arterial. Contudo este estudo foi

interrompido devido aos efeitos adversos significativos (Mann et al., 2010).
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Nenhum outro ensaio clinico esta neste momento a ser levado a cabo para este farmaco.
3. Clazosentano

O Clazosentano é um antagonista dos recetores da endotelina, seletivo para o recetor
ETa que tem sido estudado pela Idorsia pharmaceuticals desde o ano 2016 para preven-

¢do do vasoespasmo em pacientes com hemorragia subaracnoidea aneurismatica.

Um estudo mostrou que o clazosentano ndo sé previne o vasoespasmo de grandes arte-
rias bem como melhora o fluxo sanguineo cerebral e reduz a mortalidade ap6s uma he-
morragia subaracnoidea aneurismatica em ratinhos. Além disso, este farmaco mostrou
também ser capaz de prevenir a lesdo neuronal, assim como o microtromboembolismo
(Sabri et al., 2011).

Um ensaio clinico de fase 3 foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a seguranca e
eficacia do clazosentano na reducdo da morbidade relacionada com o vasoespasmo e da
mortalidade em pacientes adultos com hemorragia subaracnoidea aneurismatica. Os
pacientes receberam o tratamento com clazosentano nas doses de 5 mg/h ou 15 mg/h,
pela via intravenosa. Os resultados obtidos neste ensaio mostram que o clazosentano
reduziu significativamente a morbidade relacionada com o vasoespasmo cerebral e a
mortalidade. Quando comparado com o grupo placebo, complicacdes pulmonares, ane-
mia e hipotensdo foram mais comuns nos pacientes a receber terapia com clazosentano
(MacDonald et al., 2012).

Um ensaio clinico de fase 3 com o intuito de avaliar se o clazosentano pode reduzir o
risco de desenvolver complicacdes relacionadas com o vaso espasmo cerebral e danos
cerebrais permanentes em compara¢do com os cuidados médicos de rotina habituais vai
iniciar em Novembro de 2018, bem como um outro ensaio clinico também de fase com
0 objetivo de avaliar a eficacia e seguranca do clazosentano na prevencao e deterioracédo
clinica devido a isquemia cerebral tardia em individuos adultos com hemorragia aneu-

rismatica subaracnoidea.
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4, Darusentano

O darusentano ¢ um antagonista dos recetores da endotelina que atua antagonizando
seletivamente os recetores ETa. Este fArmaco tem sido estudado pela Gilead Science
desde 2006 para o tratamento da hipertens&o arterial resistente.

Um estudo inicial mostrou que o darusentano leva a uma reducdo na hipertensao arterial
em pacientes com hipertensdo moderada, diminuicdo essa que se verificou ser dose-
dependente. Um resultado importante é que essa reducdo na pressdo arterial ndo foi
acompanhada por um aumento na frequéncia cardiaca em repouso, pelo que vasodilata-
cdo periférica devido ao bloqueio dos efeitos vasoconstritores da endotelina € a explica-

cdo mais provavel e ndo a reducao da contratilidade cardiaca (Nakov et al., 2002).

Um ensaio clinico de fase 3, DORADO, pretendia determinar se o darusentano € eficaz
na diminuicdo da pressdo arterial sistolica em individuos com hipertensdo sistolica re-
sistente, apesar do tratamento com trés classes de farmacos, incluindo um diurético. Foi
administrado o tratamento oral aos pacientes nas doses de 50 mg, 100 mg ou 300 mg.
Os resultados demonstram que o darusentano é eficaz na reducdo da pressdo arterial.
Contudo, houve o aparecimento de edema e retencdo de liquidos no grupo a receber
tratamento com darusentano, que se verificou ser relacionado com a dose e exigiu, por
isso, intensificacdo do diurético. Por outro lado, houve também agravamento da funcéo

renal, com diminuicéo na taxa de filtracdo glomerular (Weber et al., 2009).
Neste momento ndo existe nenhum ensaio clinico que va comecar num futuro préximo.
5. Sparsentano

O sparsentano ¢ um antagonista do recetor ET  mas também do recetor da angiontensi-
na tipo 1. Os seus efeitos tém sido estudados pela Retrophin desde 2012. Em estudos
pré clinicos em ratos, 0 sparsentano retardou 0 aumento da presséo arterial causada pela
infusdo intravenosa de angiotensina Il ou de ET-1 em maior extenséo e com maior du-
racdo que os antagonistas dos recetores da angiotensina tipo 1 e ET, isolados, sendo

que o sparsentano foi mais eficaz que o irbesartan (Davenport et al., 2018).
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O DUET é um ensaio clinico de fase 2 a decorrer, no qual esta a ser avaliada a eficacia
antiproteinurica e seguranca a longo prazo do sparsentano em comparacdo com o irbe-
sartan em pacientes com glomeruloesclerose segmentar focal. Neste ensaio clinico os
pacientes sdo tratados com sparsentano 200 mg, 400 mg ou 800 mg, por via oral. Este
composto pode ser 0 primeiro agente a atuar como antagonista dos recetores da endote-
lina que é adequado como agente nefroprotetor. Isto é particularmente relevante em
pacientes com doenca glomerular, sendo que ainda nao esté esclarecido se o sparsentano
tem os mesmos efeitos adversos que os antagonistas do recetor ET (Komers et al.,
2017).

Um ensaio clinico, de fase 3, estd neste momento em fase de recrutamento de pacientes
e tem como objetivo determinar o potencial nefroprotetor a longo prazo do tratamento
com sparsentano em comparagdo com bloqueadores dos recetores da angiotensina em

pacientes com glumeruloesclerose segmentar focal primaria.
6. Tezosentano

O tezosentano é um antagonista ndo seletivo dos recetores ETa € ETg. Foi concebido
para o tratamento de doentes com insuficiéncia cardiaca crdnica, devido a sua acéo va-
sodilatadora. Esta a ser desenvolvido pela Idorsia pharmaceuticals, e os seus efeitos vém
sendo estudados desde 2007.

Um estudo realizado por Chin e colaboradores tinha como o objetivo de avaliar os efei-
tos do tezosentano nos sistemas renal e cardiovascular de leitdes durante endotoxemia.
O grupo a receber terapia com tezosentano estava a receber 1 mg/kg/h pela via intrave-
nosa. Os resultados deste estudo revelaram que, no grupo que estava a receber terapia
com tezosentano ocorreu uma queda significativa da pressdo arterial média e da resis-
téncia vascular renal desde o inicio do tratamento, o que ndo se verificou no grupo que
estava a receber terapia com uma solucdo salina. Houve, também, um aumento signifi-

cativo do indice cardiaco e do fluxo sanguineo renal.

Embora a pressdo arterial média tenha sofrido uma queda devido a vasodilatacao sisté-
mica isso pode ser particularmente preocupante nos casos em que esta se combina com

a vasodilatacdo que geralmente acompanha o choque endotoxico. Contudo, isto sugere
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que o tezosentano foi capaz de melhorar as funcGes cardiaca e renal, aumentado o indice
cardiaco, o fluxo sanguineo renal e até a taxa de filtracdo glomerular e diminuindo a

resisténcia vascular renal (Chin et al., 2002).

Um estudo realizado tinha como objetivo avaliar os efeitos hemodinamicos das doses de
50mg e 100 mg de tezosentano, ambas administradas por via intravenosa, em pacientes
hospitalizados com insuficiéncia cardiaca e necessidade de tratamento imediato. Os
resultados obtidos revelaram que a hemodinamica foi rapida e significativamente me-
Ihorada, o indice cardiaco foi aumentado e a pressao capilar pulmonar teve uma reducgéo
acentuada, em comparagdo com o grupo placebo. Estes efeitos hemodindmicos benéfi-
cos foram rapidamente reduzidos no inicio, mantidos durante a infusdo de tezosentano

bem como cerca de seis horas ap6s o seu término.

Os resultados revelam que o tezosentano é eficaz no tratamento da insuficiéncia cardia-
ca, contudo revela alguns efeitos secundarios como cefaleias, hipotensdo, piora precoce
da funcdo renal essencialmente em doentes com histéria de insuficiéncia renal crénica
(Torre-Amione et al., 2003).

Um outro estudo revelou que a administracdo de baixas doses de tezosentano a pacien-
tes com insuficiéncia aguda esta associada a efeitos hemodinamicos favoraveis, embora
modestos, como a reducdo da resisténcia vascular sistémica e o0 aumento do indice car-
diaco. As doses administradas foram de 0,2 mg/h, 1 mg/h, 5 mg/h ou 25 mg/h, pela via
intravenosa. Verificou-se que o tratamento com tezosentano resultou na reducdo das
concentracdes de péptido natriurético cerebral (BNP), ao contrario do que acontece no
grupo placebo. O BNP é sintetizado como resposta a uma patologia como enfarte agudo

do miocardio ou mesmo na insuficiéncia cardiaca.

Neste estudo uma das doses de tezosentano testada foi significativamente baixa (
1mg/h), sendo que no grupo de doentes a receber esta dose de farmaco as melhorias
foram maiores que para doses muito altas e, embora aparecessem um pouco mais tarde,
contudo persistiram até a descontinuidade do estudo. Isto pode estar relacionado com o
aumento dos niveis de ET-1 plasmaticos e diminuicdo do débito cardiaco nas doses
mais altas do estudo (Cotter et al., 2004).
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7. Zibotentano

O zibotentano é um antagonista altamente seletivo do recetor ETa, desenvolvido pela
AstraZeneca desde 2006 como um farmaco potencial anticancerigeno, visto que tem
dado resultados essencialmente a nivel do tratamento do cancro da préstata.

Um ensaio clinico de fase 2 foi realizado com o objetivo de avaliar a eficacia e seguran-
ca do zibotentano em combinagcdo com o quimioterapico padrdo pemetrexede para o
tratamento do cancro do pulmédo comparativamente com o pemetrexede sozinho. A dose
de zibotentano utilizada foi de 10 mg, por via oral, sendo que a administragéo intrave-
nosa de pemetrexede foi de 500 mg/m?. Este ensaio revelou que os doentes aos quais
estavam a ser administrados os dois farmacos morreram mais precocemente, contudo

tiveram uma progressao mais lenta da doenca (ClinicalTrials, 2018).

Um estudo que investigou a seguranca e eficacia do zibotentano, administrado nas doses
de 10 mg ou 15 mg por via oral, em pacientes com cancro da prdstata metastasico resis-
tente a castracdo mostrou que este farmaco foi bem tolerado pelos pacientes, sendo que
ndo mostrou diferenca significativa entre zibotentano e o placebo para o tempo de pro-
gresséo da doenca. Contudo, o0 zibotentano continuou a sugerir uma vantagem na sobre-
vivéncia comparativamente com o grupo placebo, sendo que o nimero de metéstases
Osseas no primeiro grupo teve uma diminuicdo em comparacdo com o grupo placebo
(James et al., 2010).

Um ensaio clinico de fase 3 foi realizado com o objetivo de testar a eficacia de ziboten-
tano em comparacdo com placebo em pacientes com cancro da prostata resistente a te-
rapia hormonal e metéstases 6sseas que sdo sensiveis a dor e levemente sintomaticas.
Metade dos pacientes foram tratados com 10 mg de zibotentano como terapia oral e a
outra metade recebeu placebo, sendo que todos os participantes receberam tratamentos
padréo para o tratamento do cancro da prostata. Verificou-se que o tempo de sobrevi-
véncia, o tempo até utilizagdo de opidceos para diminuicdo dos sintomas relacionados
com a doenca, bem como o tempo até ao aparecimento de novas lesdes 6sseas foi maior
no grupo zibotentano comparativamente com o grupo placebo. Também o tempo para
administracdo da primeira quimioterapia foi superior no grupo a receber tratamento com
zibotentano. (ClinicalTrials, 2018).
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Desta forma, este farmaco revela-se uma potencial estratégia de tratamento promissora

no tratamento essencialmente do cancro da prostata.
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VII. Perspetivas futuras para a terapéutica baseada no sistema da endotelina

A modulacdo do sistema da endotelina tem vindo a revelar-se uma estratégia favoravel

tanto na prevencdo como no tratamento de diversas patologias.

Os antagonistas dos recetores da endotelina s&o uma recente e promissora classe de me-
dicamentos que bloqueiam os recetores da endotelina, ETa e ETg com diferentes graus
de seletividade. Estes farmacos atuam em varios mecanismos fisiopatologicos, sendo
que existem ja trés compostos aprovados para o tratamento da HAP, o bosentano, o am-
brisentano e 0 macitentano. Muitos outros compostos encontram-se neste momento em
ensaios clinicos de fase 2 e 3 para o tratamento de diversas patologias como a doenca
renal cronica, insuficiéncia renal, cancros da prostata, ovario e coloretal e na insuficién-

cia cardiaca aguda, estando a revelar-se promissores nessa matéria.

Uma outra estratégia alternativa para bloguear a acdo da ET-1 podera passar pelo de-
senvolvimento de anticorpos monoclonais, direcionados para antagonizar 0s recetores
ETaeETg.

O primeiro anticorpo monoclonal descoberto com propriedades a nivel dos recetores da
ET-1 foi o Rendomad-B1. Este composto possui uma elevada afinidade para o recetor
ETg e foi mencionado como sendo mais eficaz que o péptido BQ788 na competicdo
pela ligacdo ao recetor. O mecanismo do Rendomab-B1 é de atuagdo como antagonista
deste recetor, baseado na inibicdo completa de sinalizacdo IP3 célcio-induzida pela ET-
1. Este composto reconhece um epitope conformacional extracelular distinto do local de

ligacdo de ET-1, interagindo depois com a por¢céo N- terminal para ligacéo ao recetor.

O Rendomab-B1 néo s6 bloqueia a via de sinalizagdo do célcio induzida pela ET-1 de-
sencadeando uma répida internalizacdo do recetor nas células recombinantes do recetor
ETg como exerce atividade farmacoldgica nas células endoteliais vasculares humanas,

causando uma diminuicdo da viabilidade celular (Allard et al., 2013).

A potencial utilizacdo deste anticorpo monoclonal na terapéutica seria uma mais valia
na clinica, onde o blogueio do recetor ETg se revelaria benéfico no tratamento de pato-

logias como o cancro ou distdrbios cardiovasculares.
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O Rendomab-B1 possui uma afinidade muito baixa para células tumorais, algo que nao
acontece com o seu analogo Rendomab-B4. Este composto liga-se com alta afinidade
aos recetores ETg das células cancerigenas, é internalizado por elas e bloqueia a sua
migracdo. A sua ligacdo ao recetor é feita através do reconhecimento de duas sequéncias
ndo continuas presentes no dominio N-terminal do recetor. As modificacGes pds-
traducionais, particularmente a glicosilacdo, que ocorre ao nivel da regido N-terminal
podem afetar a ligacdo de anticorpo. Um dos locais de glicosilacdo do recetor ETg esta
localizado entre as duas sequéncias que constituem o epitope de ligacdo do anticorpo ao
recetor. Desta forma, modificacdes na glicosilacdo podem influenciar as propriedades
de ligacdo do Rendomab-B4. Este composto ndo compete com as endotelinas pela liga-
¢ao ao recetor mas modula diferentemente as vias de sinalizagéo deste, inibindo os pro-
cessos dependentes da proteina G mas nao os dependentes da [ arrestina (Borrull et al.,

2016).

As propriedades do Rendomab-B4 tornam este composto muito interessante na terapéu-

tica tendo em conta a sua capacidade em bloquear a migracdo de células cancerigenas.

Um outro anticorpo monoclonal direcionado para o recetor ETg € 0 Rendomab-B49,
que tem o0 mesmo perfil de reconhecimento que o0 Rendomab-B4 e tem também uma alta

afinidade para os recetores ETg das células cancerigenas humanas (Herbet et al., 2018).

Relativamente ao recetor ET também existe um anticorpo monoclonal descrito para
antagonizar este recetor. O Rendomab-A63 foi dirigido para ser capaz de se ligar a li-
nhas de células tumorais humanas, sendo que ainda estdo a ser feitos estudos sobre o

seu funcionamento (Herbet et al., 2018).

Outra estratégia de modular o sistema da endotelina passa pela utilizacdo de péptidos
permedveis as celulas (CPP). Os CPP sdo uma familia de peptidos ligados a lipidos que
permanecem ligados a membrana celular, podendo ainda assim interagir com um seg-
mento intracelular de um recetor acoplado a uma proteina G resultando numa ativagédo
ou bloqueio da sinalizagdo. Foi relatado um CPP para o recetor ETg, que se verificou
reduzir a pressao sistolica, a hipertrofia ventricular direita bem como a muscularizagdo
da artéria pulmonar em ratos. Uma vantagem do uso destes compostos € a possibilidade

de bloqueio fisioldgico especifico, ou seja, 0 bloqueio dos efeitos pretendidos mantendo
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os efeitos desejaveis associados ao recetor, que neste caso do recetor ETg se trata da
depuracédo de ET-1 (Green et al., 2013).

Em suma, esta abordagem parece interessante no sentido em que a terapéutica pode ser

mais especificamente direcionada, evitando assim a toxicidade associada.

Desta forma, a pesquisa por novos compostos que module o sistema da endotelina tem
sido incessante, na busca por terapias cada vez mais precisas, procurando compostos
capazes de modular o sistema da endotelina de forma a que se obtenham os efeitos tera-

péuticos desejados com o minimo de efeitos adversos possiveis.
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VIIl. Conclusao

Desde a descoberta do péptido com maior poder vasoconstrictor ET-1, a procura pelo
conhecimento do funcionamento de todo o sistema da endotelina tem sido ininterrupta.
Com a constatacdo de que a ET-1 estaria envolvida numa série de mecanismos fisiopa-
toldgicos a nivel cardiaco, pulmonar e renal surgiram as tentativas para compreender a
fisiopatologia deste péptido, os mediadores envolvidos na sua libertagdo e os recetores

em que atua.

Depois de descobertos os recetores em que a ET-1 atua, e de se percecionar que a ati-
vacdo do recetor ET origina a vasoconstricdo e a proliferacdo celular essencialmente e
a ativacdo do recetor ETg origina vasodilatacdo e tem uma acdo antiproliferativa, a
pesquisa de farmacos que fossem capazes de modular o sistema da endotelina tornou-se

uma prioridade.

Desde entdo muitos farmacos tém sido descritos, sendo que nem todos estdo em uso
clinico. Uma grande questdo que se levanta é a da seletividade, ou falta dela. Ou seja,
se 0s antagonistas dos recetores ET 4 apresentam vantagens relativamente aos antagonis-
tas ETA/ETg. A inibicdo seletiva pode trazer vantagens a terapéutica preservando a va-
sodilatagdo e mantendo a funcdo depurativa especifica do recetor ETg, prevenindo a
vasoconstricao e proliferacdo celular mediada pelo recetor ETa. Contudo esta questdo
ndo esta ainda totalmente esclarecida uma vez que os dados clinicos ndo permitem tirar

conclusdes sobre se a seletividade é importante em termos terapéuticos.

Apenas trés farmacos estdo aprovados para uso clinico neste momento em Portugal,
sendo eles o Tracleer® ou Stayveer® (bosentano), o Volibris® (ambrisentano) e o Opsu-
mit® (macitentano). As diferencas mais significativas entre os trés antagonistas dos re-
cetores da endotelina assentam essencialmente na seguranca e efeitos secundarios, o
aumento das aminotransferases hepaticas € mais acentuado no bosentano que nos out-
ros, pelo que o risco de toxicidade hepatica é superior. Os antagonistas dos recetores da
endotelina apresentam elevado risco de teratogenicidade, pelo que a contragdo e realiza-
cAo de testes de gravidez deve sempre ser tida em conta. E importante salientar também
as interagOes farmacologicas, uma vez que estes farmacos interferem com isoenzimas

do citocromo P450 e podem alterar as concentracbes plasmaticas de outros farmacos,
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quando administrados em simultaneo. Varios farmacos antagonistas dos recetores da
endotelina estdo em fase de ensaios clinicos em patologias que incluem doenca renal
cronica, insuficiéncia renal, insuficiéncia cardiaca aguda, cancro da prostata, do ovario e

do pulméo, esperando-se que possam ser aprovados para uso clinico.

As terapéuticas de combinacdo sdo uma estratégia que consiste no uso de mais do que
uma classe de farmacos para o tratamento das patologias. Neste caso especifico, aos
antagonistas da endotelina podem adicionar-se os analogos da prostaciclina, a fim de
promover a vasodilatagdo e uma acdo antiproliferativa ou com os inibidores da fosfodi-

asterase tipo-5, que originam uma vasodilatacéo a nivel pulmonar.

Por fim, novas estratégias terapéuticas estdo a ser exploradas como o uso de anticorpos
monoclonais capazes de antagonizar os recetores da endotelina seletivamente, sendo
eles 0 Rendomab-A63, o Rendomab-B1, o Rendomab-B4 e o Rendomab-B49. Estes
compostos, excluindo o Rendomab-B1, oferecem a possibilidade de ligacdo a células
cancerigenas, impedindo a sua migracao, sendo deste modo um alvo terapéutico de inte-

resse a explorar.

Em suma, pese embora todo o desenvolvimento ja conquistado e o conhecimento adqui-
rido sobre o sistema da endotelina ha ainda um longo caminho a percorrer no sentido de
ver todos os processos totalmente esclarecidos e no desenvolvimento de novas estraté-

gias terapéuticas.
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