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RESUMO

A endotelina, um potente vasoconstrictor
descrito em 1988 por Yanagisawa, contribuiu

para normal regulação da função
cardiovascular. No entanto, quando em
desequilíbrio, concorre para o processo

patológico de várias doenças cardiovasculares
como sejam o enfarte do miocárdio, a
reestenose, a hipertensão pulmonar, a

hipertensão arterial e até mesmo a doença de
Chagas. Têm sido desenvolvidos vários

esforços na tentativa de bloquear esta via. Os
resultados obtidos com inibidores dos

receptores foram desanimadores, no entanto,
tem-se verificado um interesse crescente no

bloqueio da sua formação. Estão descritos
inibidores selectivos e não selectivos da

enzima de conversão da endotelina (ECE),
estes últimos com a possibilidade da inibição

associada da enzima de conversão da
angiotensina e da endopeptidase neutral

permitindo o bloqueio simultâneo de várias
vias envolvidas na fisiopatologia destas

doenças.
Nesta revisão são apresentados os

diferentes tipos de inibidores da ECE com
referência às características farmacológicas,
dando particular ênfase à potencialidade da

sua aplicação clínica nas diversas patologias
cardiovasculares. 
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ABSTRACT

Endothelin-converting Enzyme Inhibitors:
their Application in Cardiovascular
Diseases

Endothelin, a potent vasoconstrictor first
described in 1988 by Yanagisawa, is an
important regulator of cardiovascular function.
Hyperactivation of the endothelin system has
been implicated in the pathogenesis of various
cardiovascular disorders including myocardial
infarction, restenosis, hypertension, heart
failure and Chagas cardiopathy. Various
attempts have been made to suppress this axis.
Although promising, the results of clinical
trials on endothelin receptor antagonists have
been disappointing.
There is growing interest in blockade of
endothelin formation. Several selective and
non-selective endothelin-converting enzyme
(ECE) inhibitors have been developed, the
latter with the possibility of simultaneously
blocking angiotensin-converting enzyme and
neutral endopeptidase, combining inhibition of
more than one axis.
This article reviews the different ECE
inhibitors, with particular emphasis on their
potential clinical application in cardiovascular
diseases.
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INTRODUÇÃO

Em 1988, Masashi Yanagisawa descreveu um
peptídeo com potente acção vasoconstritora

que denominou de endotelina (1). Desde então
houve grande desenvolvimento no conhecimento
desta substância revelando-se a sua actividade
sobre diversos órgãos e sistemas, sendo hoje
sobejamente conhecidas muitas das suas acções
na função cardíaca.

A endotelina é um importante regulador da
função cardiovascular, contribuindo para a
regulação da homeostasia como um factor
parácrino (para revisão ver (2)). Paralelamente ao que
acontece com outros mediadores neurohumorais,
quando em desequilíbrio (hiperactivação do
sistema da endotelina), pode concorrer para o
processo fisiopatológico de várias doenças
cardiovasculares como sejam a hipertensão
pulmonar, a hipertensão arterial, a insuficiência
cardíaca, o enfarte do miocárdio, a reestenose
e até mesmo a doença de Chagas (3) (para revisão ver (4; 5)).

Estão caracterizados e descritos dois tipos de
receptores para a endotelina, o receptor ETA e
o receptor ETB. Estes receptores fazem parte
da família dos receptores acoplados às proteínas
G, estando distribuídos por uma variedade
de células e tecidos em diferentes proporções (6).
Leite-Moreira e Brás-Silva sugeriram ainda a
existência de dois subtipos de receptores ETB
no coração: ETB1 (localizado no endotélio
endocárdico) e ETB2, (localizado nos
cardiomiócitos) (7), à semelhança do que já havia
sido descrito para a vasculatura (8).

Da família da endotelina fazem parte quatro
isoformas codificadas por diferentes genes: ET-1,
a isoforma predominante, ET-2, ET-3 (9) e ET-4 (10).
A partir do produto inicial do gene de cada
endotelina, uma cascata de eventos permite
formar o peptídeo na sua forma activa.

A enzima de conversão da endotelina (ECE) é
uma protease transmembranar sensível ao
Fosforamidon (11) que cataliza a fase final do
processamento pós-translacional da endotelina (12)

clivando a big ET(1-38) na ligação Trp21-Val/Ile22

para formar a ET(1-21) (Figura 1). A ECE também
pode hidrolizar outros peptídeos biologicamente
activos como a bradicinina, a substância P, a
angiotensina I e a insulina, embora com menor
eficácia (Para revisão ver (13)). Esta enzima integra a família
M13 das metaloendopeptidases de zinco
juntamente com a endopeptidase neutral 24.11

INTRODUCTION

In 1988, Masashi Yanagisawa described a
potent vasoconstrictor peptide, and called it

endothelin (1). Since then there have been
considerable advances in knowledge of this
substance and its action in various organs and
systems, particularly its effect on cardiac
function.

Endothelin is an important regulator of
cardiovascular function, contributing to
homeostasis as a paracrine mediator (for review see (2)).
As with other neurohumoral modulators,
hyperactivation of the endothelin system may
be implicated in the pathogenesis of
several cardiovascular disorders such as
pulmonary and arterial hypertension, heart
failure (HF), myocardial infarction, restenosis
and Chagas cardiopathy (3) (for review see (4, 5)).

Two types of endothelin receptor have been
characterized, ETA and ETB. These belong to the
family of G-protein-coupled receptors and are
found in a range of cells and tissues in varying
proportions (6). Leite-Moreira and Brás-Silva have
further suggested that there are two subtypes of
ETB receptors in the heart: ETB1 (in endocardial
endothelium) and ETB2 (in cardiomyocytes) (7), as
had already been described for the vasculature (8).

There are four isopeptides in the endothelin
family encoded by different genes: ET-1, the
predominant isoform, ET-2, ET-3 (9) and ET-4 (10).
From the initial gene product of each endothelin,
a cascade of events leads to formation of the
active peptide.

Endothelin-converting enzyme (ECE) is a
membrane-bound phosphoramidon-sensitive
protease (11) that catalyzes the final stage of post-
translational modification of endothelin (12),
cleaving big ET(1-38) at the Trp21-Val/Ile22 bond to
form ET(1-21) (Figure 1). ECE can also hydrolyze
other biologically active peptides such as
bradykinin, substance P, angiotensin I and
insulin, although less efficaciously (for review see (13)).
This enzyme belongs to the M13 family of zinc
metalloendopeptidases, together with neutral
endopeptidase 24.11 (NEP), Kell blood group
protein, the PHEX gene product (for review see (14)),
soluble secreted endopeptidase (SSE) (15) and
ECE-like 1 (ECEL-1) (16-18). The members of this
family characteristically contain a highly
conserved pentameric consensus sequence of a
C-terminal zinc-binding motif (HEXXH) (15).386
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(EPN), a proteína do grupo sanguíneo Kell, o
produto do gene PHEX (para revisão ver (14), a
endopeptidase solúvel secretada (ESS) (15) e a
enzima tipo ECE (ECEL-1) (16-18).
Caracteristicamente, os membros desta família
contêm no domínio C-terminal uma sequência
de consenso pentamérica de ligação ao zinco
(HEXXH) fortemente conservada (15). 

Estão descritas diferentes formas de ECE:
ECE-1 (19), ECE-2 (20), e ECE-3 (21) com diferentes
especificidades para as isoformas de big ET. 

Além disso, foram identificadas quatro
isoformas para a ECE-1: ECE1a/ß, ECE-1b (22),
ECE-1c/α (23) e ECE-1d (24), derivadas de um único
gene por splicing alternativo (22; 24), localizado na
banda 1p23 do genoma humano (25). Estas enzimas
diferem no domínio N-terminal e apresentam
diferentes localizações subcelulares (22). À
semelhança do que aconteceu para a ECE-1
identificaram-se as seguintes isoformas de
ECE-2: ECE-2a-1, ECE-2a-b, ECE-2b-1 e
ECE-2b-2 (26), também com diferentes
localizações subcelulares e gene localizado no
cromossoma 3 do genoma humano: 3q28-q29 (27).

A ECE-3 é uma enzima com especificidade
para a big ET-3 (21).

Estudos com disrupção do gene da ECE-1 (28),

Three forms of ECE have been described:
ECE-1 (19), ECE-2 (20), and ECE-3 (21), with different
specificities for the isoforms of big ET.

Four isoforms of ECE-1 have also been
identified: ECE-1a/ß, ECE-1b(22), ECE-1c/α (23) and
ECE-1d (24), derived by alternative splicing from a
single gene (22, 24), located at 1p23 of chromosome  1
of the human genome (25). These enzymes differ in
the N-terminal portion and have different
subcellular localizations (22). As with ECE-1, four
different isoforms of ECE-2 have been identi-
fied: ECE-2a-1, ECE-2a-b, ECE-2b-1 and
ECE-2b-2 (26), also with different subcellular
localizations, the gene being located on
chromosome 3 at 3q28-q29 (27).

ECE-3 is specific for big ET-3 (21).
Studies on disruption of the ECE-1 gene (28),

together with the fact that ECE-1 is found in a
wider range of tissues and expressed in greater
quantities than ECE-2, indicate that ECE-1 is the
main enzyme responsible for the transformation
of big ET into ET (27).

As was the case with the angiotensin pathway,
ECE inhibitors have been developed extending
the possibilities of therapeutic intervention in the
endothelin pathway beyond receptor antagonism.

We review the different ECE inhibitors, with 387
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Figura 1. Síntese de
endotelina. ECE- Enzima de
Conversão da Endotelina
(adaptado de Brunner F. e col. 2006)

Figure 1. Endothelin
synthesis. ECE - Endothelin
converting enzyme. (adapted from

Brunner F. et al. 2006)



assim como a distribuição por um maior número
de tecidos e expressão em níveis mais elevados
desta enzima relativamente à ECE-2, indicam
que a ECE-1 é a principal enzima responsável
pela transformação da big ET em ET (27).

À semelhança do que aconteceu com a via da
angiotensina, foram desenvolvidos inibidores da
ECE, o que permite alargar as potencialidades
terapêuticas da intervenção na via da endotelina
já iniciada com o antagonismo dos receptores.

Nesta revisão serão abordados diferentes
inibidores da enzima de conversão da endotelina
dando particular ênfase à sua aplicação clínica
nas diversas patologias cardiovasculares com
referência a estudos animais e humanos quando
descritos.

TIPOS DE INIBIDORES DA ECE

Há três tipos de inibidores conhecidos:
inibidores selectivos ECE-1, inibidores ECE-
1/EPN e inibidores ECE-1/EPN/ECA (Quadro I).
O termo “selectivo ECE-1” refere-se apenas à
selectividade entre diferentes tipos de enzimas
como a EPN, e não entre diferentes formas ou
isoformas de ECE, uma vez que, além do
Fosforamidom e do FR901533 (20), ainda não foi
descrita actividade destes compostos para a
ECE-2 ou para a ECE-3.

A ECE-1 humana partilha 37% da sequência
de aminoácidos com a EPN (29) enzima
responsável pela degradação proteolítica do
peptídeo natriurético auricular (30), e da
bradicinina (31), entre outros (para revisão ver (14)). Assim,
não é surpreendente que a maioria dos inibidores
da ECE possua também actividade inibitória para
a EPN. 

A ECE, a EPN e a ECA são metaloproteases
de zinco, pelo que podem ser inibidas
simultaneamente por moléculas que possuam
um grupo quelante de metal apropriado, (32) o
que permite que um único composto tenha
capacidade inibitória tripla.

Inibidores selectivos ECE-1
Estes inibidores podem ser de origem natural

ou sintética. São exemplos dos primeiros, o
WS79089A, B e C, isolados da fermentação de
Streptosporangium roseum No.79089, o
FR901533, sal sódico de WS79089B (33; 34), o
WS75624A e B isolados da fermentação de

particular emphasis on their clinical application
in various cardiovascular diseases, and referring
to animal and human studies when available.

TYPES OF ECE INHIBITORS

There are three known types of inhibitors:
selective ECE-1, ECE-1/NEP and ECE-
1/NEP/ACE inhibitors (Table I). The term
“selective ECE-1” serves merely to differentiate
it from other enzymes such as NEP, and not
between different ECE forms or isoforms, since,
besides phosphoramidon and FR901533 (20), it is
not yet known whether these compounds are
active against ECE-2 or ECE-3.

Human ECE-1 shares 37% of its amino acid
sequence with NEP (29), the enzyme responsible
for the proteolysis of atrial natriuretic peptide
(ANP) (30) and bradykinin (31), among others (for review

see (14)). It is thus not surprising that most ECE
inhibitors also inhibit NEP.

ECE, NEP and ACE are zinc
metalloproteases, and can therefore be inhibited
simultaneously by molecules that possess an
appropriate metal-chelating group (32), enabling a
single compound to provide triple inhibition.

Selective ECE-1 inhibitors
These inhibitors can be natural or synthetic.

Examples of the former are WS79089A, B and C,
isolated from fermentation of Streptosporangium
roseum No. 79089; FR901533, the sodium salt  of
WS79089B (33 34); WS75624A and B, isolated from
fermentation of Saccharothrix sp. No. 75624 (34);
and B90063, isolated from fermentation
of Blastobacter sp. SANK 71894 (35). These
compounds have IC50 values for ECE of
0.73 µM, 0.14 µM and 3.42 µM (WS79089A,
B and C), 0.03 g/ml (WS75624A and B), and 1
µM (B90063), and for NEP of >100 µM
(WS79089A B and C), 1 µg/ml (WS75624A and
B), and 66 µM (B90063) (33-35). 

Synthetic inhibitors include RO 67-7447
(IC50 1.2 nM for ECE, >100 µM for NEP, and >10
µM for ACE) (36), CGS 35066 (IC50 22 nM for
ECE, 2.3 µM for NEP) (37), and PD 069185 and
SM-19712, with different IC50 values in different
experimental models; the latter has practically
no inhibiting effect on ACE and NEP (38 39). RO
68-7629 and CGS 35339 are prodrugs of RO
67-7447 (36) and CGS 35066 (37) respectively.388
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Saccharothrix sp No 75624 (34) e o B90063 isolado
da fermentação de Blastobacter sp SANK
71894 (35). Estes compostos apresentam IC50
para a ECE de 0,73µM, 0,14µM, 3,42µM
(WS79089A, B e C), 0,03µg/ml (WS75624A e B)
e 1µM (B90063) e IC50 para a EPN de >100µM
(WS79089A B e C), 1µg/ml (WS75624A e B) e
66µM (B90063) (33-35).  

São inibidores de origem sintética, o RO 67-
7447 (IC50 1,2 nM-ECE, >100µM-EPN e
>10µM-ECA) (36), o CGS 35066 (IC50 22nM-ECE/
IC50 2,3µM-EPN) (37), o PD 069185 e o SM-19712,
com IC50 diferentes em modelos experimentais
diferentes, este último praticamente sem efeito
inibitório ECA e EPN (38; 39). O RO 68-7629 e o
CGS 35339 são pró-fármacos de RO 67-7447 (36)

e CGS 35066 (37), respectivamente.

Inibidores ECE-1/EPN
O Fosforamidon, um dos primeiros inibidores

descritos (11), é um composto com IC50 de 3,5µM
para a ECE, 0,034 µM para a EPN e 78 µM
para a ECA (40), com pouca eficácia por via oral e
curta duração de acção. De forma a contornar
estas características farmacodinâmicas foram
desenvolvidos a partir dele, o CGS 26303
(IC50 1,1µM-ECE/ IC50 0,9nM-EPN) (41), o
CGS 34043 (IC50 5,8 nM-ECE/ IC50
110nM-EPN) (42), o CGS 34226 (IC50 11nM-ECE/
IC50 4,6nM-EPN) (43) e o SLV-306 (potência
semelhante ao Fosforamidon) (44). 

A partir dos compostos CGS 26303, CGS
34043 e CGS 34226, desenvolveram-se pró-
-fármacos com maior biodisponibilidade oral:
CGS 26393 (45), CGS 34753 (42) e CGS 34225 (46),
respectivamente. O SLV-306 (daglutril) é
disponível por via oral sendo metabolizado em
KC-12615, a molécula activa (47; 44).

Impulsionado pelos resultados promissores
obtidos em estudos pré-clínicos, nomeadamente
efeito diurético, anti-hipertensor e anti-hi-
pertrófico do músculo cardíaco (47; 48), este último
fármaco tornou-se o primeiro inibidor da ECE a
integrar ensaios clínicos (49), estando a decorrer
neste momento a fase II de um ensaio em doentes
com insuficiência cardíaca e em doentes com
hipertensão arterial (44). 

Inibidores ECE-1/EPN/ECA
São inibidores triplos ECE/EPN/ECA, o Sch

54470, um ácido fosfínico (com IC50 de 80nM
para a ECE, 90nM para a EPN e 2,5nM para a

ECE-1/NEP inhibitors
Phosphoramidon, one of the first inhibitors

described (11), has an IC50 of 3.5 µM for ECE,
0.034 µM for NEP and 78 µM for ACE (40), with
little efficacy when taken orally, as well as being
short acting. In order to overcome these
pharmacodynamic characteristics, the following
have been developed from it: CGS 26303 (IC50
1.1 µM for ECE and 0.9 nM for NEP) (41), CGS
34043 (IC50 5.8 nM for ECE and 110 nM for
NEP) (42), CGS 34226 (IC50 11 nM for ECE and
4.6 nM for NEP) (43), and SLV-306 (with similar
potency to phosphoramidon) (44).

Based on the compounds CGS 26303, CGS
34043 and CGS 34226, prodrugs have been
developed with greater oral bioavailability: CGS
26393 (45), CGS 34753 (42) and CGS 34225 (46)

respectively. SLV-306 (daglutril) is orally active,
being metabolized to KC-12615, the active
molecule (47, 44).

Following the promising results obtained in
preclinical studies, particularly its diuretic,
antihypertensive and antihypertrophic effects on
cardiac myocytes (47, 48), SLV 306 became the first
ECE inhibitor to be included in clinical trials (49),
and a phase II trial is currently in progress in
patients with heart failure and in others with
arterial hypertension (44).

ECE-1/NEP/ACE inhibitors
Triple inhibitors of ECE/NEP/ACE include

SCH 54470, a phosphinic acid (with an IC50 of
80 nM for ECE, 90 nM for NEP, and 2.5 nM for
ACE) (50), SA-6817 (IC50 910 nM for ECE and Ki
4.4 nM for NEP and 15 nM for ACE) (51), CGS
26582 (IC50 620 nM for ECE, 4 nM for NEP, and
175 nM for ACE) (52), CGS 35601 (IC50 55 nM for
ECE, 2 nM for NEP, and 22 nM for ACE) and
CGS 37808, its orally active prodrug (32).

Theoretically, non-selective inhibitors would be
expected to produce greater benefits by acting
simultaneously on various pathways involved in the
pathophysiology of cardiovascular diseases. They
would thus inhibit the harmful effects mediated
by endothelin and angiotensin by blocking their
formation, while strengthening the known
beneficial effects of atrial natriuretic peptide and
bradykinin by preventing their degradation.
This question will be discussed below, making
reference to relevant published studies.

389
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ECA) (50), o SA-6817 (IC50 910nM e K1 4,4 para
a EPN e 15nM para a ECA) (51), o CGS 26582
(IC50 620nM para a ECE, 4nM para a EPN e
175nM para a ECA) (52) o CGS 35601 (IC50
55nM-ECE, 2nM-EPN e 22nM-ECA) e CGS
37808, o seu pró-fármaco com biodisponibilidade
oral (32). 

Conceptualmente, será de esperar que os
inibidores não selectivos tenham efeitos
benéficos superiores pela acção simultânea em
várias vias envolvidas na fisiopatologia das
doenças cardiovasculares. Assim, inibiriam as
acções deletérias mediadas pela endotelina e
angiotensina bloqueando a sua formação e
potenciariam os efeitos favoráveis já conhecidos
do peptídeo natriurético auricular e da
bradicinina evitando a sua degradação. Esta
questão será abordada ao longo do texto, com
referência aos estudos desenvolvidos nesse
sentido.

ESTUDOS EXPERIMENTAIS COM
INIBIDORES DA ENZIMA DE
CONVERSÃO DA ENDOTELINA

Enfarte do miocárdio
Apesar de ainda haver poucos estudos, os

inibidores da ECE revelaram uma acção
benéfica no enfarte do miocárdio, com
resultados consistentes em várias espécies
animais, diminuindo a área de enfarte e
melhorando parâmetros de remodelagem
ventricular.

A administração de SM-19712 diminuiu a
área de enfarte do miocárdio em coelhos sujeitos
a oclusão (30 min) e reperfusão (5h) coronária,
(25,9mg/Kg i.v. 10 min antes da oclusão da
artéria marginal seguido por infusão contínua de
1,7mg/Kg/min i.v. até ao fim da experiência) (39).
Verificou-se um efeito semelhante para o
Fosforamidon, em cães submetidos a isquemia
(2h) e reperfusão (3h) do miocárdio,
(0,08mg/Kg/min i.v., com início 5 minutos antes e
continuação durante toda a experiência),
associando-se à diminuição da área de enfarte
(40%), uma diminuição de 88% do número de
extrassístoles ventriculares (53).

Martin e colaboradores verificaram não haver
diminuição da espessura telediastólica da parede
anterior, nem diminuição da espessura relativa da

EXPERIMENTAL STUDIES ON
ENDOTHELIN-CONVERTING ENZYME
INHIBITORS

Myocardial infarction
Although there have been few studies to date,

ECE inhibitors have shown beneficial effects in
myocardial infarction by reducing infarct size and
improving ventricular remodeling parameters,
with consistent results in various animal species.

Administration of SM-19712 reduced infarct
size in rabbits subjected to coronary occlusion (30
min) and reperfusion (5 h) (25.9 mg/kg iv 10 min
before occlusion of the marginal artery, followed
by continuous infusion of 1.7 mg/kg/min iv until
the end of the experiment) (39). A similar effect was
observed with phosphoramidon in dogs subjected
to myocardial ischemia (2 h) and reperfusion (3 h)
(0.08 mg/kg/min iv, beginning 5 min before and
maintained throughout the experiment), with a
40% reduction in infarct size and an 88%
decrease in ventricular ectopic beats (53).

Martin et al. found no reduction in anterior
wall end-diastolic thickness, nor in relative
ventricular wall thickness, after administration
of FR901533 (100 mg/kg/day beginning
24 h following infarction and maintained
continuously for seven days) in Sprague-
Dawley rats, in contrast to what occurred in the
control group. There was a tendency for
improvement in hemodynamic parameters
(mean blood pressure, systolic pressure and
left ventricular end-diastolic pressure), although
this was not statistically significant (54).

At the molecular level, ECE inhibitors
decreased levels of α-actin (a marker of
myofibroblast activation) in smooth muscle in
the infarct zone (54) and of plasma creatine
phosphokinase (39).

The few studies available do however open up
possibilities for the use of ECE inhibitors in
myocardial infarction and will encourage further
studies to evaluate the short- and long-term
action of these compounds.

Restenosis
Restenosis (re-occlusion of the vessel lumen

due to neointimal proliferation) occurs in 30-50%
of cases in the first six months following
angioplasty, which is an important limitation on
the procedure’s efficacy (55).

Following balloon angioplasty of the rat392
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parede ventricular, após administração de FR
901533 (início 24h após enfarte durante 7 dias,
100mg/Kg/dia de forma contínua) em ratos
Sprague-Dawley, contrariamente ao sucedido no
grupo controlo. É de assinalar uma tendência
para a melhoria dos parâmetros hemodinâmicos
(pressão arterial média, pressão arterial sistólica
e pressão telediastólica do ventrículo esquerdo),
que, no entanto, não foi estatisticamente
significativa (54).

A nível molecular, os inibidores da ECE
diminuíram os níveis de α-actina de músculo liso
na zona de enfarte (marcador de activação do
miofibroblastos) (54) e a actividade da creatina
fosfocínase no plasma (39).

Há ainda poucos trabalhos descritos, abrindo,
não obstante, as perspectivas da aplicação dos
inibidores da ECE no enfarte do miocárdio e
impulsionando o desenvolvimento de novos
estudos que avaliem a acção destes compostos a
curto e a longo prazo.

Reestenose
A reestenose, proliferação da neoíntima

reocluindo o lúmen do vaso, ocorre em 30-50%
das angioplastias nos primeiros 6 meses após o
procedimento, constituindo um importante
fenómeno limitativo da sua eficácia (55).

Após angioplastia de balão da artéria carótida
de rato, a administração de CGS 26303
(10mg.Kg-1dia-1 i.v. via mini bomba osmótica com
libertação de 5µl/h durante 14 dias na veia
jugular), reduziu a proliferação da neoíntima em
35%. Outras formas de administração deste
fármaco, por via s.c., intraperitoneal, ou por via
oral através do pró-fármaco CGS 26393
reduziram também a proliferação da neoíntima,
em 19, 21 e 23% respectivamente, não se
observando qualquer melhoria com o inibidor
selectivo EPN-CGS 24592 (55). Este efeito também
se tinha verificado com o Fosforamidon que,
administrado por mini-bomba osmótica de 10
mg.Kg-1.min-1 s.c. durante 21 dias em ratos
submetidos a lesão da artéria carótida comum
esquerda, reduziu a formação da neoíntima em
50%, sem alterar o tamanho da média (56).

Em ambos os estudos não houve alteração
da morfometria da artéria contralateral, não
sujeita a angioplastia (56; 55). 

A ausência de efeito com a administração de
um inibidor selectivo EPN (55) sugere que a
inibição selectiva ECE pode ser eficaz. É

carotid artery, administration of CGS 26303 (10
mg/kg/day iv by osmotic minipump, releasing 5
µl/h into the jugular vein for 14 days) reduced
neointimal proliferation by 35%. Other methods
of administering the drug - subcutaneous,
intraperitoneal, or orally with the prodrug CGS
26393 - also reduced neointimal proliferation (by
19, 21 and 23% respectively), although no
improvement was seen with the selective NEP
inhibitor CGS 24592 (55). A similar effect was
found following administration by osmotic
minipump of 10 mg/kg/min sc of phosphoramidon
for 21 days in rats subjected to left common
carotid artery injury, which reduced neointimal
formation by 50%, without altering medial
thickness (56).

In both these studies, there was no change in
the morphology of the contralateral artery that did
not undergo angioplasty (56, 55).

The absence of an effect with a selective NEP
inhibitor (55) suggests that selective ECE inhibition
may be efficacious. It is important to determine
whether the more selective and potent of these
ECE inhibitors lead to better results.

The development of stents, together with
adjuvant pharmacological and radiation
therapies, has led to considerable improvements
in angioplasty, with significant reductions in the
restenosis rate (57). Despite advances in therapy
and the good results obtained with new drugs,
ways to prevent the process underlying restenosis
continue to be vigorously investigated, and future
studies will determine whether ECE inhibitors
have a therapeutic role to play in the stent era.

Pulmonary hypertension
Although pulmonary hypertension is the only

pathology for which there is general agreement
concerning the efficacy of inhibiting the
endothelin pathway (2), with one receptor
inhibitor already approved for clinical use,
there have been few studies on ECE inhibition
in this context.

Takahashi et al. found that in rats with
monocrotaline-induced pulmonary hypertension,
100 mg/kg/day of FR901533, administered
24 h after injection of monocrotaline, protected
against medial thickening of pulmonary arteries
and development of right ventricular overload. No
differences in left ventricular systolic pressure
were observed between the control group and the
pulmonary hypertension group (58). 393
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necessário esclarecer se dentro dos inibidores
ECE, os mais selectivos e potentes podem
conduzir a melhores resultados. 

O desenvolvimento de stents, terapêutica
farmacológica e radiação adjuvantes, teve grande
impacto na melhoria da técnica diminuindo
significativamente a taxa de reestenose (57). Apesar
da evolução terapêutica, e dos bons resultados
obtidos com os novos agentes, a estratégia para
evitar o processo subjacente à reestenose
continua em profícuo desenvolvimento. Novos
estudos dirão se os inibidores da ECE terão um
lugar terapêutico na era dos stents. 

Hipertensão pulmonar
Apesar desta patologia ser a única em que não

há grande controvérsia acerca da eficácia da
inibição da via da endotelina (2), havendo
inclusivamente um inibidor dos receptores
aprovado para uso clínico, foram desenvolvidos
poucos estudos sobre a inibição da ECE. 

Takahashi e colaboradores verificaram que,
em ratos com hipertensão pulmonar induzida
pela monocrotalina, o FR901533 (100mg/Kg/dia)
administrado a partir das primeiras 24h após
injecção de monocrotalina, protegia do
espessamento da camada média das artérias
pulmonares e do desenvolvimento de sobrecarga
do ventrículo direito. Não foram observadas
diferenças na pressão sistólica do ventrículo
esquerdo entre o grupo controlo e o de
hipertensão pulmonar (58).

O Fosforamidon reduziu o aumento da pressão
pulmonar após o bypass cardiopulmonar e
paragem cardiocirculatória da hipotermia
profunda no porco. Este inibidor foi administrado
15 minutos antes do bypass cardiopulmonar
numa dose de 30mg/kg através de um catéter
introduzido na artéria pulmonar, registando-se
um valor final de pressão arterial pulmonar de
22,5±1,3mmHg versus 32,1±1,1mmHg no grupo
controlo (59). 

Foi descrito um aumento dos níveis de ET-1
associado à hipertensão pulmonar (60; 61), assim
como uma diminuição da expressão dos
receptores ETB na hipertensão pulmonar
induzida pela monocrotalina (62), e aumento da
expressão dos receptores ETB noutras formas de
hipertensão pulmonar ((63); para revisão ver (64)). 

Os receptores ETB têm acções benéficas no
contexto desta doença. Estão envolvidos na
depuração da endotelina, diminuindo assim os

Phosphoramidon reduced pulmonary
hypertension after cardiopulmonary bypass
and circulatory arrest with deep hypothermia in
a porcine model. The inhibitor was administered
15 minutes before cardiopulmonary bypass, at
a dose of 30 mg/kg via a catheter inserted into
the pulmonary artery, the final value for
pulmonary arterial pressure being 22.5±1.3
mmHg versus 32.1±1.1 mmHg in the control
group (59).

Increased ET-1 levels have been associated
with pulmonary hypertension (60, 61), as well as
reduced ETB-receptor expression in monocro-
taline-induced pulmonary hypertension (62) and
increased ETB-receptor expression in other forms
of pulmonary hypertension (63) (for review see (64)).

ETB receptors have beneficial effects in this
disease since they are involved in endothelin
clearance, thus decreasing circulating levels, and
reduce pulmonary artery pressure (65). However,
harmful effects have also been described, with
the receptors modulating the proliferation (66) and
contraction (67, 68) of pulmonary artery smooth
muscle cells.

The beneficial effects appear to be modulated
by receptors located in the endothelium, with
harmful ones being modulated by receptors in
smooth muscle (64), suggesting that it may be
possible to develop a specific antagonist of
therapeutic value.

In the study cited above, Takahashi et al.
observed an increase in the immunoreactivity of
ETB receptors in the pulmonary artery and a fall
in ET-1 levels in the group treated with
FR901533. The latter effect was produced by
ECE inhibition and possibly by the increased
number of ETB receptors (58).

Thus, while intuition suggests that a selective
ETA antagonist would have advantages over a
combined ETA/ETB antagonist, leaving ETB
receptors free for ET clearance and pulmonary
vasodilation, on the other hand, blocking the
proliferative and vasoconstricting action
modulated by the latter receptors may also be
beneficial.

Bosentan, an ETA/ETB antagonist, was shown
to be efficacious in the treatment of various
forms of pulmonary hypertension (69-74), and was
approved by the US Food and Drug
Administration in 2001 for treatment of patients
with this disease in functional class III and IV.

Sitaxsentan (75-77) and ambrisentan (78) are396
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seus níveis circulantes, e diminuem a pressão da
artéria pulmonar (65). No entanto, também foram
descritas acções nocivas mediadas por estes
receptores como sejam a proliferação (66) e a
contracção (67; 68) das células musculares lisas da
artéria pulmonar. 

As acções benéficas parecem ser mediadas
pelos receptores localizados no endotélio e as
nefastas pelos receptores localizados no músculo
liso (64), sugerindo que será possível desenvolver
um bloqueio específico com tradução terapêutica.

No estudo supracitado, Takahashi e
colaboradores, observaram um aumento da
imunoreactividade dos receptores ETB na artéria
pulmonar e diminuição dos níveis de ET-1 no
grupo tratado com FR901533. Este último efeito
foi promovido pela acção inibitória sobre a ECE e
possivelmente pelo aumento do número de
receptores ETB (58). 

Assim, se por um lado é intuitivo pensar que
um antagonista selectivo ETA teria vantagem
sobre um antagonista misto ETA/ETB, deixando
os receptores ETB livres para o clearance da ET
e vasodilação pulmonar, por outro, o bloqueio das
acções proliferativas e vasoconstritoras mediadas
por este receptor também poderá ter efeito
benéfico.

O Bosentan, antagonista ETA/ETB, mostrou-
-se eficaz no tratamento de várias formas de
hipertensão pulmonar (69-74), sendo aprovado pela
Food and Drug Administration em 2001 para o
tratamento desta doença em classe funcional III e
IV.

O Sitaxsentan (75-77) e o Ambrisentan (78) são
inibidores selectivos ETB, com bons resultados
no tratamento da hipertensão pulmonar,
aguardando a aprovação para uso clínico.

Até à data, apenas um estudo fez a
comparação directa entre estes dois tipos de
inibidores. Neste estudo, o LU135252
50mg/Kg/dia (antagonista ETA selectivo) e o
BSF420627 50mg/Kg/dia (antagonista ETA/
/ETB) foram administrados durante três semanas
a ratos com hipertensão pulmonar induzida pela
monocrotalina. Apesar de haver uma tendência
favorável ao inibidor misto, os resultados obtidos
foram semelhantes nos dois grupos. É importante
referir que a biodisponibilidade e a semi-vida do
BSF420627 são inferiores às do LU135252 (79).

Qual será então o papel dos inibidores da
ECE neste contexto? Se por um lado diminuem os
níveis de ET, bloqueando o seu papel na

selective ETA receptor antagonists that have
shown good results in the treatment of pulmonary
hypertension, and approval for clinical use is
awaited.

To date, only one study has directly compared
the two types of antagonists. In this study, 50
mg/kg/day of LU135252 (a selective ETA
antagonist) or 50 mg/kg/day of BSF420627 (an
ETA/ETB antagonist) were administered to rats
with monocrotaline-induced pulmonary hyper-
tension for three weeks. Although the combined
antagonist was slightly more effective, the results
were similar in both groups. It should be noted
that the bioavailability and half-life of
BSF420627 are lower than LU135252 (79).

What then is the role of ECE inhibitors in this
context? While on the one hand they decrease ET
levels, blocking its effect in the pathophysiology
of the disease, they also decrease the likelihood
of ET binding to endothelial ETB receptors. Are
they better than receptor antagonists? In the
study by Takahashi et al., the effect of FR901533
was similar to that of the ETA receptor antagonist
FR139317 (58). Would it be advantageous to
associate ECE inhibition with receptor
antagonism, and if so, which receptor? The
benefits of each of these blocking agents remain
the subject of debate and the results of further
studies are awaited.

Arterial hypertension
With regard to the effects of ECE inhibitors on

arterial blood pressure (BP), different results
have been obtained depending on the
experimental model used.

In anesthetized normotensive rats,
phosphoramidon had no effect on baseline BP,
but it did inhibit the pressor action induced by
administration of big ET-1 (80).

In conscious, spontaneously hypertensive
rats, a fall in mean BP (mBP) was seen after
administration of 10, 20 or 40 mg/kg/h of
phosphoramidon for five hours (81), but not after
0.3 or 1 mg/kg/min for two hours (80). The
antihypertensive effect of the drug was again
observed in reduced BP levels in a model of
hypertension induced by occlusion of the renal
artery and in rats with hypertension induced by
administration of deoxycorticosterone acetate
(DOCA) and salt. In these studies,
phosphoramidon was administered to conscious
rats in doses of 10, 20 or 40 mg/kg/h for five hours 397
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fisiopatologia desta doença, por outro diminuem
a probabilidade da ET se ligar aos receptores
ETB endoteliais. Serão superiores aos inibidores
dos receptores? No estudo de Takahashi e
colaboradores, o efeito do FR901533 foi
semelhante ao obtido com um antagonista dos
receptores ETA, FR139317 (58). Haverá vantagem
na associação da inibição ECE à inibição dos
receptores? Se sim, a qual deles? Permanece a
controvérsia acerca do benefício de cada um
destes bloqueios aguardando-se o resultado de
novos estudos.

Hipertensão arterial
Relativamente à acção dos inibidores da ECE

sobre a pressão arterial, observaram-se diferentes
resultados consoante o modelo experimental de
doença estudado.

Em ratos normotensos anestesiados, o
Fosforamidon não teve efeito sobre a pressão
arterial basal, no entanto, inibiu a acção pressora
induzida pela administração de big ET-1 (80).

Em ratos espontaneamente hipertensos
conscientes, verificou-se a diminuição da pressão
arterial média (PAM) após administração de 10,
20 e 40 mg/Kg/h de Fosforamidon durante 5
horas (81), mas não após administração de 0,3 e 1
mg/Kg/min durante 2 horas (80). Este fármaco
reiterou o seu efeito anti-hipertensor ao diminuir
a pressão arterial, nos modelos de hipertensão
por oclusão da artéria renal e em ratos
hipertensos pela administração de acetato de
desoxicorticosterona (DOCA) e sal. Nestes
estudos, o Fosforamidon foi administrado em
doses de 10, 20 e 40 mg/kg/h durante 5 horas e
de 0,01, 0,1 e 1mg/kg/h durante 2 horas,
respectivamente, em ratos conscientes (81; 80).

Após estes estudos iniciais, a investigação foi
retomada dando particular atenção à inibição
simultânea da enzima de conversão da
angiotensina. O CGS 35066 (30mg/Kg/dia em
administração intra-arterial contínua durante
3 dias) diminuiu a pressão arterial média
11mmHg em ratos normotensos e 22mmHg em
ratos espontaneamente hipertensos. A adição de
benazepril, inibidor da enzima de conversão da
angiotensina, (30mg/kg/dia em administração
intra-arterial contínua durante 3 dias simulta-
neamente com o CGS 35066), condicionou uma
maior diminuição da PAM em ratos normotensos
e tratou a hipertensão nos ratos hipertensos.
Removendo posteriormente o CGS 35066

and 0.01, 0.1 or 1 mg/kg/min for two hours
respectively (81, 80).

Following these initial studies, research then
focused on simultaneous inhibition of ECE and
angiotensin-converting enzyme. CGS 35066
(continuous intra-arterial administration of 30
mg/kg/day for three days) reduced mBP by 11
mmHg in normotensive rats and by 22 mmHg in
spontaneously hypertensive rats. The addition of
the ACE inhibitor benazepril (continuous
intra-arterial administration of 30 mg/kg/day for
three days simultaneously with CGS 35066) led
to a larger fall in mBP in normotensive rats
and controlled hypertension in the hypertensive
rats. Subsequently discontinuing CGS 35066
while maintaining benazepril led to a smaller
decrease in BP in normotensive rats, with no
significant change in BP levels in spontaneously
hypertensive animals (82).

Thus, at the above doses, ACE inhibition
without ECE inhibition was sufficient to control
hypertension, and a combination of the two
inhibitors had an additional effect only in
normotensive rats.

Following this line of research came the work
of Daull et al., who compared the effect of
selective ECE-1 (CGS 35066), ACE (benazepril)
and NEP (CGS 24592) inhibitors with the
triple inhibitor CGS 35061 in spontaneously
hypertensive 36-week-old rats. CGS 35601
reduced mBP (156±4 mmHg) by between 0% and
40% for the lowest (0.01 mg/kg/day) and highest
(5 mg/kg/day) doses respectively. ACE inhibition
with benazepril was four times less effective than
CGS 35601 at doses of 1 mg/kg/day for both
drugs, and half as effective at doses of 5
mg/kg/day. Combined ACE and NEP inhibition,
and the combination of three inhibitors
(benazepril, CGS 35066 and CGS 24592), had no
additional effect (83).

A subsequent study by the same group set out
to determine the effects of this triple inhibitor in
a different model of hypertension (low-renin,
high-salt hypertension). Dahl salt-sensitive rats
with unrestricted salt intake were fed a normal
diet (group 1) or a salt-rich diet (groups 2 and 3)
for six weeks, and then instrumented with a
carotid artery catheter and placed in metabolic
cages for 30 days. Hemodynamic, hematologic
and biochemical parameters were assessed
daily. The treatment began seven days after
stabilization, with groups 1 and 2 receiving398
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(mantendo o benazepril), observou-se uma menor
diminuição da pressão arterial nos ratos
normotensos e não se verificou alteração
significativa da pressão arterial nos ratos
espontaneamente hipertensos (82). 

Em suma, para as doses acima referidas, a
inibição da ECA, não associada à inibição da
ECE, revelou-se suficiente para controlar a
hipertensão arterial, sendo que a combinação dos
dois inibidores teve um efeito aditivo apenas para
os ratos normotensos. 

No seguimento desta linha de investigação
surgem os trabalhos de Daull e colaboradores
comparando o efeito dos inibidores selectivos
ECE-1 (CGS 35066), ECA (benazepril) e EPN
(CGS 24592) com o inibidor triplo CGS 35061 em
ratos espontaneamente hipertensos (com idade de
36 semanas). Com o CGS 35601 a PAM  (156 ± 4
mm Hg) diminuiu entre 0% e 40% para as doses
mais baixa (0,01mg/Kg/d) e mais alta (5mg/Kg/d),
respectivamente. Com a inibição da ECA
(benazepril) obteve-se um resultado quatro vezes
menor do que o observado com o CGS 35601
(comparando doses de 1mg/Kg/d para os dois
fármacos) e duas vezes menor comparando doses
de 5mg/Kg/d. A inibição combinada ECA e EPN,
bem como a combinação dos três inibidores
(benazepril, CGS 35066 e CGS 24592) não teve
efeito adicional (83). 

Num estudo subsequente, os mesmos autores,
pretenderam determinar os efeitos deste inibidor
triplo noutro modelo de hipertensão (hipertensão
de renina baixa induzida por dieta rica em sódio).
Ratos Dahl sensíveis ao sódio, não sujeitos a
restrição salina (DSS) foram alimentados com
dieta normal (grupo 1) ou com dieta rica em sal
(grupos 2 e 3) durante 6 semanas e
posteriormente instrumentados com um catéter
carotídeo e colocados em gaiolas metabólicas
durante 30 dias. Os perfis hemodinâmico,
hematológico e bioquímico foram avaliados
diariamente. O tratamento começou 7 dias após o
período de estabilização com os grupos 1 e 2 a
fazerem placebo e o grupo 3 a fazer CGS 35601
em doses de 0,1, 1 e 5mg/Kg/dia durante 6 dias
para cada dose por infusão intra-arterial
contínua, seguido por um período de 5 dias de
washout. Nos ratos que receberam CGS 35601, a
PAM diminuiu para os valores basais dos ratos
DSS alimentados com dieta normal. A frequência
cardíaca não foi afectada e o perfil hemodinâmico
voltou ao normal durante o período de washout. O

placebo and group 3 receiving CGS 35601 in
doses of 0.1, 1 and 5 mg/kg/day for six days at
each dosage by continuous intra-arterial infusion,
followed by a five-day washout period. In the rats
receiving CGS 35601, mBP fell to the baseline
values of the rats fed a normal diet. Heart rate was
not affected and the hemodynamic profile
returned to normal during the washout period.
The effect was dose-dependent and the drug was
well tolerated (84).

The only drug included in clinical trials, SLV
306, has also shown good preclinical results in
arterial hypertension, decreasing systolic and
diastolic pressure by 18 mmHg and 4.7 mmHg
respectively, and increasing diuresis in DOCA-
salt sensitive rats (47).

Although there would appear to be advantages
to administering ECE inhibitors in arterial
hypertension, different degrees of efficacy are
found in various animal models of the disease.
Several factors may be responsible for the
inconsistencies in the results, including drug
dosage, method of administration, age of the
animals, and the model itself.

Simultaneous inhibition of endothelin-
converting enzyme, angiotensin-converting
enzyme and neutral endopeptidase constitutes a
new approach to the treatment of hypertension
that has the theoretical advantage of reducing
levels of two vasoconstrictors, endothelin and
angiotensin, while increasing levels of bradykinin
and atrial natriuretic peptide, two important
vasodilators. Further studies will be required to
explore this advantage, as well as to compare the
association of selective ECE-1 and ACE
inhibitors with triple inhibition.

Human studies
Solvay Pharmaceuticals Inc. have published

the preliminary results of a phase II clinical trial
of SLV 306 in hypertensive patients, reporting
significant reductions in systolic and diastolic
blood pressure and good tolerance to the drug (85).

Heart failure
In a canine model of heart failure induced by

rapid stimulation of the right ventricle,
FR901533 was administered acutely and
chronically.

Acute administration (1 and 3 mg/kg 30 min
apart) led to an increase in cardiac output, and
decreases in mBP, vascular resistance 399
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efeito foi dependente da dose e o fármaco bem
tolerado (84). 

O único fármaco a integrar ensaios clínicos, o
SLV 306, também obteve bons resultados
pré-clínicos na hipertensão arterial, diminuindo a
pressão arterial sistólica e diastólica 18mmHg e
4,7mmHg, respectivamente, e aumentando a
diurese em ratos sensíveis à administração de
DOCA e sal (47).

Apesar de parecer haver vantagem na
administração dos inibidores da ECE no
tratamento da hipertensão arterial, observam-se
diferentes graus de eficácia em vários modelos
animais de doença. Diversos factores podem ser
responsáveis pela falta de equidade dos
resultados como sejam a dose do fármaco, o tipo
de administração, a idade dos ratos, e o modelo
em si. 

A inibição simultânea da enzima de conversão
da endotelina, enzima de conversão da
angiotensina e endopeptidade neutral constitui
uma nova abordagem para o tratamento da
hipertensão que encerra a vantagem teórica da
redução dos níveis de dois vasoconstritores,
endotelina e angiotensina associada ao aumento
dos níveis de bradicinina e peptídeo natriurético
auricular, dois importantes vasodilatadores. Uma
vantagem, a explorar em futuros estudos assim
como a comparação da associação iECE-1
selectivo e iECA com os inibidores triplos.

Estudos humanos
A farmacêutica Solvay apresentou os

resultados preliminares do ensaio clínico de fase
II com SLV 306 em doentes hipertensos,
referindo uma redução significativa da pressão
arterial sistólica e diastólica, e boa tolerância ao
fármaco (85). 

Insuficiência cardíaca
Num modelo de insuficiência cardíaca (IC)

induzida por estimulação ventricular rápida do
ventrículo direito de cão, administrou-se
FR901533 de forma aguda e crónica.

Após administração aguda (1 e 3mg/Kg
separadas por 30 min) verificou-se aumento do
débito cardíaco, diminuição da PAM, das
resistências vasculares (pulmonar e sistémica),
da actividade da renina plasmática, dos níveis de
angiotensina II, aldosterona e PNA, e
manutenção dos níveis de noradrenalina. (86) 

(pulmonary and systemic), plasma renin activity,
and angiotensin II, aldosterone and ANP levels,
with no change in noradrenaline levels (86).

Chronic administration (0.3 mg/kg/h for two
weeks) also led to increased cardiac output,
together with reduced pulmonary capillary wedge
pressure, but had no effect on blood pressure (87, 88).
There was a fall in levels of ANP, aldosterone (88),
angiotensin II and noradrenaline (87) and
prevention of vascular remodeling (as assessed by
collagen deposition, medial thickness and lumen
diameter) (87).

Similar results were obtained with chronic
administration of CGS 26303 (10 mg/kg/day for
30 days) in rats with HF due to complete
occlusion of the left coronary artery, with reduced
cardiac remodeling, preload and afterload and
increased cardiac output (89).

Interestingly, Fontaine et al. reported
depression of myocardial function with ECE
inhibition. Phosphoramidon (10 µM infusion)
reduced cardiac contractility in isolated Syrian
hamster heart (with and without cardiomyopathy),
with no change in coronary vascular tone (90).

Emoto et al. compared chronic inhibition of
ECE/NEP (CGS 26303), NEP (CGS 24592) and
ACE (temocapril) in a model of transition
from left ventricular hypertrophy to HF in
hypertensive rats. All of the drugs improved left
ventricular diameter and ejection fraction. Both
temocapril and CGS 26303 reduced perivascular
fibrosis and overall cardiac hypertrophy.
However, only CGS 26303 completely prevented
right ventricular hypertrophy and led to
regression, and was more effective than ACE
inhibition in reducing perivascular fibrosis (91).

Following the same line of investigation,
Mellin et al. set out to determine whether the
association of an ECE/NEP inhibitor (CGS
26303, 10 mg/kg/day) with an ACE inhibitor
(benazepril, 2 mg/kg/day) was superior to their
use in isolation. Benazepril and CGS 26303 were
administered alone or in combination to rats with
HF (subcutaneously for 28 days beginning on the
7th day following coronary occlusion). The results
of the association of the two inhibitors proved
superior in reducing blood pressure, left
ventricular diameter and end-diastolic pressure,
as well as collagen deposition and the weight of
viable left ventricular myocardium. Cardiac
output increased to a similar extent in the
different study groups (92).400
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Após administração crónica (0,3 mg/Kg/h
durante duas semanas) verificou-se de igual
modo um aumento do débito cardíaco e uma
redução da pressão capilar pulmonar, mas, no
entanto, ausência de efeito na pressão arte-
rial (87; 88). Os níveis de PNA, aldosterona (88),
angiotensina II e noradrenalina diminuíram (87) e
preveniu-se o desenvolvimento de remodelagem
vascular (avaliada pelo depósito de colagénio,
espessura da média e diâmetro do lúmen) (87). 

Resultados semelhantes foram obtidos com o
CGS 26303 (10 mg/Kg/dia por 30 dias)
administrado cronicamente a ratos com IC por
oclusão completa da artéria coronária esquerda.
Nestes animais verificou-se diminuição da
remodelagem cardíaca, da pré e da pós-carga e
aumento do débito cardíaco (89). 

Curiosamente, Fontaine e colaboradores
descreveram depressão da função miocárdica
com um inibidor da enzima de conversão da
endotelina. O Fosforamidon (10µM em infusão)
diminuiu a contractilidade cardíaca em coração
isolado de hamster Sírio (com cardiomiopatia e
normal), sem alterar o tónus vascular coronário (90).

Emoto e colaboradores compararam a inibição
crónica de ECE/EPN (CGS 26303), EPN (CGS
24592) e ECA (termocapril) num modelo de
transição de hipertrofia do ventrículo esquerdo
para IC em ratos hipertensos. Todos os fármacos
melhoraram o aumento do diâmetro do ventrículo
esquerdo e a diminuição da fracção de ejecção.
Tanto o termocapril como o CGS 26303
diminuiram a fibrose perivascular e reduziram a
hipertrofia cardíaca globalmente. No entanto, só o
CGS 26303 preveniu completamente e conseguiu
regredir a hipertrofia do ventrículo direito sendo
mais eficaz que o iECA na diminuição da fibrose
perivascular (91).

No seguimento da mesma linha, Mellin e
colaboradores pretenderam verificar se a
associação de um inibidor ECE/EPN
(CGS26303, 10 mg/Kg/d) e um inibidor ECA
(benazepril, 2 mg/Kg/d), era superior ao seu uso
isolado. Benazepril e CGS 26303 foram
administrados sozinhos ou em combinação a ratos
com insuficiência cardíaca (subcutaneamente
durante 28 dias iniciados ao 7ºdia pós-oclusão da
coronária). Os resultados da associação dos dois
inibidores mostraram a sua superioridade na
diminuição da pressão arterial, do diâmetro e
pressão telediastólica do ventrículo esquerdo e
também na diminuição da acumulação de

The good results obtained with SLV 306
prompted its inclusion in a clinical trial.
Administration of SLV 306 (30 mg/kg/day) in
genetically hypertensive rats with HF
(SHHF/Mcc-facp) reduced left ventricular end-
diastolic pressure, peripheral vascular resistance,
cardiac hypertrophy, and renin and aldosterone
secretion, and increased urinary output (44). The
same dose administered to HF rats with aortic
stenosis reduced cardiac hypertrophy and
pulmonary congestion (48). In dogs with HF, it
increased cardiac output, contractility, diuresis
and natriuresis, and reduced left ventricular end-
diastolic pressure (44).

An interesting finding on the impact of ECE
inhibition on survival was reported by Muller et
al. in a model of transgenic rats carrying the
human gene for angiotensin and renin. The
animals developed arterial hypertension, as well
as severe renal and cardiac damage
independently of increased BP, with death at
around seven weeks. In this model, RO0687629
reduced cardiac damage and mortality by 20%(36).

Human studies
Various neurohumoral modulators are

implicated in the pathophysiology of HF,
including angiotensin, endothelin, noradrenaline,
and aldosterone. Inhibitors of some of these are
routinely used in clinical practice, but this is not
yet the case for endothelin.

The harmful effects of elevated ET levels are
seen as an important potential therapeutic goal in
HF treatment, not only because of the
hemodynamic effects of endothelin itself, but also
due to changes in levels of other humoral
modulators. Following the promising results
obtained in animal models with both endothelin
receptor antagonists and endothelin-converting
enzyme inhibitors, various clinical trials were
performed, particularly of the former. However,
the results for these antagonists have been
disappointing, in some cases showing a
worsening of cardiac dysfunction (93-95).

These findings are in agreement with what has
been suggested by various authors (for review see (2)), and
as reported in Fontaine’s study on phospho-
ramidon in a model of HF in the Syrian
hamster (90), that endothelin helps maintain
cardiac function even in the failing heart. This
suggests a possible contraindication to use of
these drugs, at least in patients with poor left 401
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colagénio e do peso do ventrículo esquerdo no
miocárdio viável. O débito cardíaco aumentou
de forma semelhante nos diferentes grupos de
estudo (92).

Os bons resultados obtidos com o SLV 306
instigaram o seu envolvimento num ensaio
clínico. A administração de SLV 306 (30
mg/kg/dia) a ratos geneticamente hipertensos
com IC (SHHF/Mcc-facp), diminuiu a pressão
telediastólica do ventrículo esquerdo, a
resistência vascular periférica, a hipertrofia
cardíaca, a secreção de renina e aldosterona e
aumentou o débito urinário (44). A mesma dose
administrada a ratos com IC por estenose aórtica,
reduziu a hipertrofia cardíaca e a congestão
pulmonar (48). Em cães com IC, aumentou o débito
cardíaco, a contractilidade, a diurese e a
natriurese, e reduziu a pressão telediastólica do
ventrículo esquerdo (44). 

Um ponto interessante refere-se ao impacto
sobre a sobrevida observado por Muller e
colaboradores num modelo de ratos transgénicos
portadores do gene humano da angiotensina e
renina. Estes animais desenvolvem hipertensão
arterial bem como lesão renal e cardíaca graves
independentes do aumento da pressão arterial,
com morte ocorrendo cerca das 7 semanas de
idade. Neste modelo, o RO0687629 diminuiu
a lesão cardíaca e reduziu a mortalidade em
20% (36). 

Estudos humanos
Vários mediadores neurohumorais estão

implicados na fisiopatologia da IC, como a
angiotensina, a endotelina, a noradrenalina, a
aldosterona, entre outros. Inibidores de alguns
destes mediadores neurohumorais são de uso
corrente na clínica, mas não ainda os inibidores
da via da endotelina.

Os efeitos deletérios do aumento dos níveis da
ET são encarados como um potencial e
importante alvo terapêutico no tratamento da IC,
não só pelos efeitos hemodinâmicos próprios da
endotelina, mas também pela alteração dos níveis
de outros mediadores humorais. Após os
resultados promissores obtidos em modelos
animais, quer com antagonistas dos receptores,
quer com antagonistas da enzima de conversão da
endotelina, desenvolveram-se vários ensaios
clínicos, especialmente para os primeiros. No
entanto, no primeiro caso, os resultados foram
desanimadores tendo-se inclusivamente verifi-

ventricular function.
In patients with chronic HF undergoing

conventional therapy including ACE inhibitors,
phosphoramidon (30 nM/min for 60 min infused
into a brachial artery) caused increased blood
flow to the forearm (96).

SLV 306 (three single doses of 200 mg, 400
mg and 800 mg) administered to patients with
congestive HF undergoing right catheterization
was well tolerated, reducing pulmonary artery
and right atrial pressures, with no significant
effect on systemic arterial pressure, heart rate or
cardiac output, and no clear evidence of a dose-
dependent effect (97, 98). A clinical trial of this
compound is in progress and final results are
awaited.

There are as yet no large-scale clinical
trials on ECE inhibitors; the SLV 306 study
mentioned above is currently under way (98).
Comparisons between ECE and ACE inhibitors,
as well as their association, also merit further
investigation in the light of the results obtained
by Emoto and Mellin (91, 92).

Chagas disease
Endothelin-converting enzyme inhibitors

have also proved useful in the treatment of other
diseases with cardiac involvement, such as
infection by Trypanosoma cruzi, also known as
Chagas disease. The disease is expressed in
the heart as acute myocarditis and chronic
cardiomyopathy. Phosphoramidon administered
to infected rats at a dose of 10 mg/kg during the
first 15 days postinfection reduced cardiac
damage and mortality, and improved prognosis (99).

FINAL COMMENTS 

Significantly increased levels of ET-1 have
been detected in studies of ECE knockout mice,
suggesting that pathways other than ECE may
be involved in processing big-ET-1 (28, 100).
Fernadez-Patron et al. have suggested that other
enzymes such as chymase and non-ECE
metalloproteinases are involved in ET-1
formation (101). Although ECE is the main pathway
for ET formation, further studies are required to
determine the function of these alternative
pathways when ECE is blocked. Furthermore,
various isoforms for the different ECEs have been
described, with different subcellular402
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cado agravamento da disfunção cardíaca (93-95).
Estes dados vêm ao encontro do que já tem

sido sugerido por vários autores (para revisão ver (2)) e com
o observado por Fontaine com o Fosforamidon, no
modelo de insuficiência cardíaca de rato hamster
Sírio (90), de que a endotelina contribui para a
manutenção da função cardíaca mesmo em
doentes. Estes dados indiciam uma possível
contra-indicação do uso destes fármacos pelo
menos em doentes com má função ventricular
esquerda. 

Em doentes com IC crónica em tratamento
convencional, incluindo um inibidor da enzima
de conversão da angiotensina, o Fosforamidon
(30 nmol/min durante 60 min infundido na artéria
braquial) provocou aumento do fluxo sanguíneo
do antebraço (96). 

O SLV 306 (três doses únicas 200 mg, 400
mg e 800 mg) administrado a doentes com
insuficiência cardíaca congestiva submetidos
a cateterismo direito foi bem tolerado,
diminuindo a pressão arterial pulmonar e a
pressão da aurícula direita, não tendo efeito
significativo na pressão arterial sistémica,
frequência ou débito cardíacos e sem apresentar
clara evidência de dose-efeito (97; 98). O ensaio
clínico com este composto está a decorrer
aguardando-se a publicação dos resultados finais.

Para os iECE ainda não há ensaios clínicos
em larga escala, estando a decorrer o estudo com
o SLV 306 (98). Além disso, a comparação entre
iECE e iECA e mesmo a sua associação merece
ser mais explorada atendendo aos resultados
obtidos por Emoto e Mellin (91; 92).

Doença de Chagas
Os inibidores da enzima de conversão da

endotelina também se revelaram úteis no
tratamento de outras doenças com expressão
cardíaca, como a infecção por Trypanossoma
cruzi, também conhecida como doença de
Chagas. No coração, esta doença expressa-se sob
a forma de miocardite aguda e cardiomiopatia
crónica. O Fosforamidon, administrado a ratos
infectados, numa dose de 10mg/Kg nos primeiros
15 dias pós-infecção diminuiu a lesão cardíaca e
a mortalidade, condicionando um melhor
prognóstico (99).

localizations. The specific role of each of these
has yet to be determined in the pathophysiology
of diseases in which endothelin plays a part, and
particular targeted therapies may be developed in
the future based on inhibition of each isoform. In
addition, ECE-1 can also hydrolyze other
peptides such as bradykinin (102, 103), substance P,
angiotensin I and insulin (103), and the implications
of this effect and the therapeutic applications
arising from it remain to be discovered.

Barker et al. created an antisense
oligodeoxynucleotide to ECE-1c with the aim
of studying the role of this enzyme in ET
formation (104). Although this study was not
performed for pharmacological purposes, it has
opened the way for pharmacogenomics to
intervene in the endothelin pathway.

To date, there has been less progress in
developing ECE inhibitors than endothelin
receptor antagonists. Research into ECE
inhibitors received little attention in the
beginning, perhaps due to the initially promising
results obtained with receptor antagonists.
However, there is now growing interest,
particularly in the context of heart failure
and arterial hypertension, with excellent
hemodynamic results, good drug tolerance and
reduced mortality. At the same time, advances
in understanding of the cellular dynamics of ECE
and characterization of its isoforms have
stimulated interest in these inhibitors, with the
possibility of developing more specific, targeted
blockade. The results of the clinical trial in
progress are eagerly awaited, and will certainly
be an important step in the research and
development of new therapeutic strategies using
endothelin-converting enzyme inhibitors.
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CONSIDERAÇÕES FINAIS

Em estudos com ratinhos knockout para as
ECE, foram identificados níveis signifi-
cativamente elevados de ET-1, sugerindo que
outras vias que não a da ECE podem existir para
o processamento de big-ET-1 (28; 100). Fernadez-
-Patron e colaboradores aventaram outras
enzimas como a quimase e metaloproteinases
não-ECE, como também participando na
formação de ET-1 (101). Apesar da ECE ser a
principal via para a formação de ET, é necessário
promover estudos no sentido de determinar qual
a função destas vias alternativas quando a ECE é
bloqueada. Além disso, foram descritas várias
isoformas para as diferentes ECE, com diferentes
localizações subcelulares não estando ainda
exploradas funções específicas para cada uma
delas na fisiopatologia de doenças em que a
endotelina tem um papel contributivo, podendo,
no futuro, desenvolver-se terapêuticas mais
direcionadas, com inibidores específicos para
cada isoforma. Por outro lado, a ECE-1 pode
também hidrolisar outros peptídeos como a
bradicinina (102; 103), a substância P, a angiotensina I
e a insulina (103) estando ainda a descoberto as
reais implicações deste efeito e as particu-
laridades terapêuticas que daí podem advir.

Barker e colaboradores criaram um
oligodesoxinucleótido anti-sense para a ECE-1c
com o intuito de estudar o papel desta enzima na
formação de ET (104). Apesar de não ter sido
desenvolvido com sentido farmacológico, fica
aberta a página da farmacogenómica na
intervenção da via da endotelina. 

Até à data, tem havido menos progresso no
desenvolvimento de fármacos inibidores da ECE
do que antagonistas dos receptores da endotelina.
A investigação dos inibidores da ECE foi
pouco explorada inicialmente, talvez fruto dos
resultados inicialmente auspiciosos obtidos com
os antagonistas dos receptores. No entanto, tem
vindo a ser retomada cada vez com mais
interesse, particularmente na área da
insuficiência cardíaca e da hipertensão arterial,
com excelentes resultados hemodinâmcos, boa
tolerância ao fármaco e diminuição da
mortalidade. Por outro lado, a evolução do
conhecimento da dinâmica celular da ECE e a
caracterização das suas isoformas, vem estimular
o interesse por estes inibidores com a
possibilidade de uma inibição mais específica e
direcionada. Aguardam-se com expectativa os
resultados do ensaio clínico em curso que,
certamente, serão um passo importante para a
investigação e desenvolvimento de novas
estratégias terapêuticas com fármacos inibidores
da enzima de conversão da endotelina. 
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Fibrilhação auricular e síncope: duas ameaças para
a vida. (Já realizada)

Doença cardíaca avançada: o dilema da reabilitação
versus paliação. (Já realizada)

Tratamento da Síndrome Coronária Aguda: é
impossível melhorar? (A realizar em 4 e 5 de Abril)

Avanços recentes na Imagiologia Cardiovascular:
que exames pedir e o que esperar deles.

Genética em cardiologia: que deve o clínico saber? 

Cardiologia Clínica: os novos fármacos que realmente
interessam.

Hipertensão: o que se sabe.  E o que se ignora?

Hiperglicémia: sinal vermelho de complicações
cardiovasculares.

Miocardiopatias: vamos clarificar conceitos.

Pericardite aguda e crónica: doença velha, tratamento
novo.
Doença cardíaca na gravidez: o capítulo esquecido.

Hipertensão arterial pulmonar: avanços no
tratamento.

Lapsos, derrotas, sucessos e novas esperanças no
diagnóstico e tratamento das Doenças Valvulares.

Insuficiência Cardíaca: uma epidemia do século XXI
- o que se sabe. E o que há de novo?
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