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RESUMO

O monoxido de carbono ¢ uma molécula com propriedades toxicas conhecidas ha séculos. A
identificac¢do da sua producdo no organismo humano e participagdo em diversos processos fisiologicos
e patologicos tem aberto perspectivas para a sua futura utilizagdo terapéutica. A inflamagao, as
doengas cardiovasculares, pulmonares e neurodegenerativas, a carcinogénese € o transplante de 6rgaos
representam algumas areas onde este gas pode desempenhar um papel benéfico. O desenvolvimento
de moléculas libertadoras de monoxido de carbono constitui o passo mais importante para torna-lo um
farmaco com aplicabilidade clinica e os resultados com elas obtidos tém sido muito promissores. Esta

revisdo congrega o conhecimento actual mais relevante sobre o tema.

Titulo abreviado. Uso terapéutico do monoxido de carbono.

Palavras-chave: monoxido de carbono, moléculas libertadoras de monodxido de carbono, uso

terapéutico, heme-oxigénase.



ABSTRACT

Carbon monoxide is a molecule with toxic properties known over centuries. The recognition of its
production in the human body, as well as its involvement in different physiological and pathological
activities, has offered a new perspective over its future therapeutic application. Inflammation,
cardiovascular, pulmonary and brain degenerative diseases, but also cancer and organ transplantation
represent possible areas of intervention. The development of carbon monoxide-releasing molecules is
the most important step to turn carbon monoxide into a pharmaceutical drug and results have been

promising. This review includes the most recent knowledge about this theme.

Running title. Therapeutic use of carbon monoxide.

Key words: carbon monoxide, carbon monoxide-releasing molecules, therapeutic use, heme

oxygenase.



INTRODUCAO

O papel prejudicial do monodxido de carbono (CO) € conhecido ha centenas de anos e a ideia
dominante é a de que apenas representa um toxico, um poluente ou um residuo (1). Durante mais de
um século, foram extensamente estudados os efeitos de elevadas concentragoes de CO ¢ foi constatado
que a intoxicacgdo pode ser fatal, razdo pela qual foi denominado de “silent killer” (1,2). Porém, os
organismos vivos geram CO como parte das fungdes celulares normais e a sua producéo parece
aumentar durante condigdes patologicas (2). Sera o CO um mero toxico ou simples residuo da
actividade celular?

Ao longo da ultima década, tem-se assistido a uma transformagdo do seu conceito, reconhecendo-se a
sua importancia fisiologica em quase todos os sistemas de o6rgéos e investigando-se potenciais
aplicagdes terapéuticas (1).

O objectivo desta monografia é a revisdo da produgdo e papel endogeno do CO, suas implicagdes
patologicas nos varios sistemas de 6rgaos e a apresentagdo das perspectivas terapéuticas,
nomeadamente a possibilidade de utilizar o CO como um farmaco.

PRODUCAO ENDOGENA DE CO

A maioria do CO produzido no organismo humano deriva da reac¢do catalisada pela enzima oxigénase
do heme (HO), nas células reticuloendoteliais do figado e bago (1). A HO catalisa a conversdo do
heme em ferro ferroso (Fe®"), biliverdina e CO (2,3) (Figura 1). Estdo descritas trés isoformas da HO:
HO-1, forma induzida; HO-2, forma constitutiva; HO-3, identificada em tecido de rato. A produgdo
endogena independente do heme representa uma fonte menor de CO (1). A HO-1 é uma enzima
microssémica abundante no bago, que € talvez o tnico 6rgao onde a quantidade desta isoforma ¢é
superior a de HO-2. A sua expressdo aumenta perante ameagas a homeostasia e sobrevivéncia
celulares (1,3). Exemplos incluem estimulos endégenos como a hipoxia, o stress oxidativo, as
citocinas, o 6xido nitrico (NO) e a hipoglicemia e exdgenos como os lipopolissacarideos e a radiacao
ultravioleta. A HO-2 esta ancorada ao reticulo endoplasmatico ou a membrana celular e abunda,
constitutivamente, no cérebro e nos testiculos. Estd presente noutros tecidos, em niveis inferiores (1,3).
A sua expressdo e actividade sdo estimuladas pelos glicocorticoides suprarrenais, pelos opiaceos e

estrogénios (1).



A quantidade total de CO presente no organismo também depende do CO exogeno inalado e da
metabolizag¢do de xenobidticos no figado, pelo citocromo P450 (1). A maioria do CO produzido
endogenamente difunde-se para o sangue, ¢é transportada pela hemoglobina e é excretada pelos
pulmdes (1).

PAPEL FISIOLOGICO DO CO

Sinalizac¢ao intracelular

O CO activa diversas vias de sinalizacdo intracelulares (Figura 2). A via principal é a que resulta na
producdo de monofosfato ciclico de guanosina (cGMP), catalisada pela guanililciclase (GC) (4). Tal
como o NO, o CO liga-se directamente a GC, mas a activacdo da enzima pelo CO ¢ 30 a 100 vezes
menor do que pelo NO. A relagdo entre CO e NO depende da expressdo de NO no tecido considerado:
onde essa expressao ¢ baixa, o CO assume um papel importante, enquanto que se a expressao de NO
for elevada, o CO podera ser antagonista parcial do NO, competindo pela ligagdo a GC (4).

O CO também activa de canais de potassio dependentes de célcio e estimula a via da cinase das
proteinas activada por mitogénios (MAPK) (4).

Sistema cardiovascular

O CO ¢ um vasodilatador independente do endotélio (1). No coracdo, a hipdxia subjacente ao enfarte
de miocardio aumenta a expressdao de HO-1 e a produgdo de CO, o qual conduz ao relaxamento
vascular, melhora a perfusdo cardiaca e contribui para a sua proteccao (1).

A HO-2 encontra-se nos cardiomidcitos e nas células musculares lisas dos vasos (1).

No pulmao, o CO tem acgdes variaveis. Em resposta a hipdxia, os vasos sistémicos relaxam, mas os
pulmonares contraem. A ventilagdo com CO previne a vasoconstricao pulmonar hipoxica em caes e
atrasa a hipertensdo pulmonar hipdxica em ratos (1).

Nas plaquetas, o CO inibe a libertagdo de difosfato de adenosina (ADP) e de serotonina, levando a
inibi¢do da agregacdo plaquetaria (1). O aumento da HO-1 nos mondcitos aumenta a producdo de CO,
que actua como anti-inflamatorio (1).

Sistema nervoso

A HO-2 é responsavel pela produgdo neuronial de CO. O seu aumento reduz a peroxidagao lipidica,

contribuindo para a protec¢ao neuronial (1). Dada a co-localizagdo neuronial da HO e da sintase de



NO (NOS), acredita-se que, assim como o NO, também o CO influencia a neurotransmissdo, actuando
como neurotransmissor nao-adrenérgico, nao-colinérgico (1). Ele interfere com o eixo hipotalamo-
hipoéfise-suprarrenal, exercendo papel inibitorio na esteroidogénese (1). Nas células gliais, a expressdo
de HO-1 ¢ induzida pela lise celular ou hemorragia, apontando para a participagdo no
desenvolvimento neuronial e nas doengas neurodegenerativas (1).

O CO participa na adaptagao ao estimulo olfactivo, visdo, audi¢do, regulagdo térmica e do ritmo
circadiano, aprendizagem, memoria € comportamento, nocicepgdo e actua como sinalizador nos
quimiorreceptores carotideos. Na hipoxia, ha diminuigao da biossintese de CO e aumento da
sensibilidade dos quimiorreceptores carotideos (1).

Sistema respiratorio

A inalagdo de CO, pela ligagdo a hemoglobina, diminuiu a capacidade de transportar oxigénio. Mas o
CO previne a lesdo pulmonar sob condigdes de hipodxia, por evitar a deposicdo de fibrina e inflamagéo
pulmonares (1). O aumento da expressdo de HO-1 em células epiteliais pulmonares humanas diminui
o crescimento celular e protege as células da apoptose induzida pela hipoxia (1). Como a base do
desenvolvimento da fibrose pulmonar assenta na apoptose celular e deposicdo de colagénio, o
envolvimento do CO na fibrose pulmonar parece uma possibilidade real (1).

Sistema reprodutor

Tal como o NO, também o CO participa na erec¢do peniana e influencia a ejaculagao, tendo sido
reconhecido o seu papel nas ac¢oes mediadas pelos inibidores da fosfodiestérase 5 (5).

O CO participa na esteroidogénese ovarica, parto ¢ lactacdo, ¢ o nivel basal de CO enddgeno
influencia o processo reprodutivo feminino (6). Sdo conhecidos os efeitos inibitorios do CO na
contractilidade uterina em seres humanos e os niveis baixos da expressdo da HO ao longo da gestagao
participam na génese da pré-eclampsia (6).

Sistema gastrointestinal

A HO-2 ¢ constitutivamente expressa nos plexos submucoso ¢ mioentérico ¢ a expressdao da HO-1 ¢
induzida no misculo liso gastrointestinal perante stress ou lesdo. O CO actua como um
neurotransmissor inibitorio nao-adrenérgico nao-colinérgico no miisculo liso circular, favorecendo a

neurotransmissao inibitoria pelo NO (7).



O aumento da expressdo da HO-1 reduziu a lesdo de isquemia/reperfusio em figado de rato,
apontando um papel funcional da diade HO/CO (1). A dupla HO/CO actua na circulagao portal: o CO
reduz o tonus sinusoidal € aumenta a perfuséo portal (8).

O CO derivado da HO-2 estimula a libertagdo de insulina e o principal desencadeante da actividade
HO/CO ¢ a hiperglicemia (1).

Rim

Tanto a HO-1 como a HO-2 sdo expressas nos componentes renais vascular e tubular e desempenham
um papel protector na lesdo renal (1).

PAPEL PATOFISIOLOGICO DO CO

Sistema nervoso

O sistema HO/CO foi associado a varias doengas neurodegenerativas. Nas doengas de Alzheimer e de
Parkinson, a expressdao da HO-1 aumenta (1). Em modelos animais de esclerose lateral amiotrofica
(ELA), o aumento da HO-1 teve efeito protector (1). As convulsdes febris aumentam a concentragdo
de CO em modelos animais, mas as consequéncias funcionais permanecem por esclarecer. Especula-se
um possivel efeito protector nos neuronios lesados com o aumento da HO-1 em hemisseccdes da
espinal medula (1). A HO-2 promove a degradagao do heme (oxidante) e gera compostos
antioxidantes, potencialmente neuroprotectores. A diminui¢do da sua actividade pode acarretar dano
neuronial mediado por stress oxidativo (9).

A expressdo prolongada de HO-1 nas células gliais subsequente a enfarte cerebral ou lesdo cerebral
traumatica associou-se a melhoria da recuperag@o neuronial (10). A sua actividade contribui para a
resolugdo da neuroinflamagao (11). O papel do CO neste ambito ainda é controverso, embora com
comprovados efeitos anti-inflamatorio e antiapoptotico (9).

Sistema cardiovascular

A HO-1 participa na patogenia de doengas cardiovasculares. O CO tem comprovadas propriedades
anti-inflamatorias, vasodilatadoras, antiapoptéticas e angiogénicas, as tltimas mediadas pelo aumento
do factor de crescimento endotelial vascular (VEGF) e factor 1 derivado de células do estroma (SDF-
1) (1). Estudos documentam um efeito protector do sistema HO/CO na doenca cardiovascular. Apesar

da auséncia de HO-1 ser rara em seres humanos, determinados polimorfismos do seu gene,



influenciando a sua expressao, contribuem para estados patologicos (12,13). A expressao de HO-1 ¢
produgdo de CO aumentam na cardiomiopatia ¢ na lesdo de isquemia/reperfusdo do miocardio e,
globalmente, exercem ac¢des de protec¢do cardiovascular, embora ndo se possa excluir que poderdo
representar parte do processo patologico (1,12).

Hipertensio arterial

Os sistemas NOS/NO e HO/CO sao interdependentes, t€ém funcdes cardiovasculares semelhantes e
actuam através da mesma enzima, a GC, que promove diminui¢do dos niveis intracelulares de calcio e
o relaxamento das células musculares lisas. A disfuncdo desta via foi implicada como um dos
mecanismos da hipertensdo (14). A interdependéncia destes dois sistemas parece alterar-se nos
diferentes estagios da hipertensdo. Perante niveis reduzidos de NO, o CO estimula a GC, parecendo a
expressdo de HO-1 ocorrer mais precocemente que a de NOS e o CO desempenhar um papel na
regulacdo da elevagdo aguda da tensdo arterial. Pelo contrario, com niveis elevados de NO, o CO inibe
a GC. Assim, CO e NO influenciam-se mutua e dinamicamente, podendo uma via antagonizar,
compensar ou prevalecer sobre a outra na regulacdo da hipertensao (14,15).

Estudos recentes sugerem uma elevagao concomitante da adiponectina em associagdo a HO-1,
proteina com propriedades antiaterogénicas e accao sensibilizadora a insulina. A hipoadiponectinemia
¢ um factor preditor do desenvolvimento da hipertensdo. A demonstragdo que niveis elevados de HO-1
se associam a aumento da adiponectina sugere uma relagdo temporal HO-1/adiponectina (16).
Inflamacao

Em concentragdes fisiologicas, o CO inibe a producdo de citocinas inflamatdrias como o factor de
necrose tumoral alfa (TNFa) e as interleucinas (IL) 1 e 2, estimula a sintese de I1L-10, citocina anti-
inflamatoria e reduz a expressdo de moléculas de adesdo (selectinas, integrinas e superfamilia das
imunoglobulinas) (1,17). Tanto em ratos knockout como em criangas com deficiente expressao de HO-
1 predomina um fenétipo pro-inflamatorio (10). O papel anti-inflamatério do CO e suas propriedades
vasodilatadores medeiam os efeitos protectores da HO na aterogénese (1).

Sistema respiratorio

A HO-1 tem papel protector contra a inflamagao e stress oxidativo pulmonares. A sua expressao

encontra-se aumentada em varias patologias pulmonares, tendo sido documentados niveis aumentados
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de CO exalado em individuos com asma, bronquiectasias e fibrose cistica, entre muitas outras
patologias pulmonares (18).

Transplante

A actividade da HO ¢ indispensavel na inibig¢do da rejeigdo de transplante e o CO ¢€ o responsavel pelo
aumento da viabilidade de alo e xenotransplantes, através da prevengdo da lesdo de
isquemia/reperfusdo e dos efeitos citoprotectores sistémicos e no enxerto (1,19,20). O CO induz
vasodilatagdo e diminui a adesdo leucocitaria, a activagdo e agregagdo plaquetarias, inibe citocinas
pro-inflamatorias, interfere na actividade da ciclooxigénase (COX), lipooxigénase (LOX) e NOS,
reduzindo os niveis de prostanglandinas, leucotrienos e NO, inibe a proliferacao das células T e
previne a fibrose (1,19,20,21).

Carcinogénese

O sistema HO/CO exerce diferentes efeitos sobre a proliferagao celular. O seu papel na carcinogénese
¢ controverso e dependente do tipo de célula (22). Os efeitos proliferativos e antiproliferativos da HO-
1 sdo mediados pelo CO, os primeiros pela diminui¢ao da p21 e os ultimos pela activagao da
p38/MAPK (23).

Embora dependendo do tecido, a HO-1 normalmente estd aumentada nas neoplasias em comparacao
com os tecidos ndo neoplasicos, actuando como enzima facilitadora da progressdo tumoral por conferir
protecgdo as células neoplésicas. Simultaneamente, protege os tecidos saudaveis da acgdo de
carcinogéneos, parecendo aumentar a resisténcia das células aos seus efeitos. O papel na
transformagdo celular neoplésica permanece por definir (23).

POTENCIAIS APLICACOES TERAPEUTICAS DO CO

Identificado o impacto fisiopatologico do sistema HO/CO, emergem investigagdes para aplicagdo
terapéutica e das diferentes formas sob as quais esta podera ser veiculada.

Expressiao da HO-1

Foi induzido o aumento da expressdo do gene HO-1 através de vectores viricos (adenovirus,
retrovirus) ou nao viricos, em ratos. A injec¢ao directa em miocardio de ratos reduziu a area de enfarte
e lesdo de isquemia/reperfusdo, podendo representar uma estratégia preventiva em doentes em risco de

acidentes coronarios isquémicos (1). Porém, a seguranca dos vectores utilizados tera de ser garantida

11



em relacdo a patogenicidade e potencial imunogénico, evitando reacgdes imunes e inflamatorias no
hospedeiro. Uma transferéncia de HO-1 através de promotores especificos de tecido podera originar
um efeito citoprotector mais especifico (1).

A hemina (derivado do heme) aumenta a expressao de HO-1 e diminuiu a tensdo arterial em animais
hipertensos (1). O heme-L-lisinato e heme-L-arginato podem ser utilizados para aumentar a geragao de
CO. Como os indutores da HO-1 sdo pro-oxidantes, a via, duracdo de administracao e dose devem ser
cuidadosamente avaliadas (1). A manipulagdo genética ¢ complexa e geralmente envolve métodos
invasivos para localizar a expressdo génica. Assim, o aumento da expressdo de HO-1 como
modalidade para disponibilizar CO tem utilidade limitada, sendo pouco provavel a aplicagdo em seres
humanos (1,24).

A expressao de HO-1 pode ser fonte de lesdo celular, pela toxicidade do ferro e acumulagdo de
bilirrubina e CO, o qual estimula a formacdo de radicais livres. A diminuicdo da sua expressao foi
conseguida com estimulos como a hipdxia, interferdo (INF) y e desferroxamina (1). A actividade da
HO pode ser inibida por bloqueadores especificos, como as metaloporfirinas que inibem, cronicamente,
a actividade da HO, em ratos (1).

CO: métodos de administracao

Inalacao

A avaliacdo da produgdo endogena de CO ¢ conseguida, de forma ndo invasiva, quantificando o CO
no ar exalado, que podera ser um marcador de progressao da doenga, de resposta a terap€utica e
indicador de prognostico. A literatura aponta patologias hematoldgicas que cursam com hemolise
como alvos desta avaliagdo, mas também a asma, na qual os niveis de CO exalados se correlacionam
com a gravidade da inflamagao subjacente, a rinite alérgica sazonal, a displasia broncopulmonar e a
fibrose cistica podem ser avaliadas (25). Existem niveis elevados de CO exalado em pacientes
gravemente doentes, como adultos e recém-nascidos sépticos, € no lumen intestinal durante a fase
activa da colite ulcerosa (25). Sendo o CO e a bilirrubina produzidos em quantidades equimolares, o
CO exalado podera permitir monitorizar, indirectamente, a hiperbilirrubinemia dos recém-nascidos

(26).
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A inalagdo de CO tem sido proposta como terap€utica. A inala¢do de 1000 ppm de CO, por ratos,
reduziu significativamente as areas de enfarte apos oclusdo corondria, suprimiu a migragdo de
macrofagos e a expressdo miocardica de TNFo, na auséncia de efeitos laterais visiveis (1).

A maioria das investigagOes aponta para que a inalacdo de CO, em doses que ndo ultrapassem a
capacidade de transporte de oxigénio (carboxi-hemoglobina (HbCO) < 20%), desencadeie protecgdo
tecidual contra varias respostas de lesdo organica (25). Na patologia pulmonar, o CO inalado reduz a
inflamag¢@o na asma, protege contra a rejeicdo de transplante e a lesdo pulmonar induzida por
oxidantes (25). No coragdo, os efeitos da inalagdo do CO, comprovados em modelos animais, ainda
sd0 escassos em seres humanos. Contudo, a recuperagdo de pacientes transplantados com o6rgaos
provenientes de vitimas de intoxicagdo por CO, propde a futura utilidade deste gas em solugdes de
preservacao de drgaos para transplante (25). O efeito potencialmente mais ttil do CO ¢ o anti-
inflamatorio, ja que a inflamagao acompanha varias patologias cronicas, como doengas
cardiovasculares, diabetes, obesidade e cancro (25).

A accdo do CO em seres humanos ainda precisa de ser mais bem estabelecida. Enquanto a inalacao de
250 ppm teve efeitos anti-inflamatérios em ratos, a inalacdo de 500 ppm em seres humanos
voluntarios saudaveis ndo reduziu a resposta inflamatoria induzida por endotoxemia experimental (27).
Resch e colaboradores demonstraram que CO inalado por voluntarios saudaveis induziu um aumento
do fluxo sanguineo coroideu e retiniano (28). Bathoorn e colaboradores levaram a cabo um estudo
onde pacientes com doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) inalaram CO, tendo constatado que a
inalacdo de doses baixas (100-125 ppm), em pacientes com DPOC estavel, foi bem tolerada e segura
nos niveis de HbCO atingidos, sem efeitos hemodindmicos relevantes, reduzindo os eosinoéfilos no
esputo e melhorando a resposta bronquica a metacolina (29). Estdo em curso investigacdes para
avaliar a inalacdo de CO na prevencao da rejeicao de transplantes de o6rgaos solidos. Resultados
preliminares sugerem que o CO possa ter lugar como terapéutica em Unidades de Cuidados Intensivos,
antes do fim da década (1,30).

Apesar dos possiveis efeitos terapéuticos, a toxicidade do CO nao ¢ ignorada e a questdo central
parece ser se existe um limiar de seguranca e eficacia terapéutica tecidual que possam ser atingidos

sem serem administradas doses potencialmente toxicas. Apesar da inalagdo ser de facil acesso, a
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administracao sistémica e dificuldade de manipular e fornecer este gas as células de forma segura
ainda coloca reservas a utilizagdo desta via (24,25).

Pré-farmacos

O diclorometano (DCM) pode ser oxidado pelo citocromo P450 e gerar CO e dioxido de carbono
(COy) in vivo. Estudos documentaram a eficacia deste agente na prevengdo da agregacdo da
hemoglobina S (Milosz and Settle, 1975, citado por 1), bem como no prolongamento da sobrevida de
aloenxerto hepatico, diminuindo a apoptose e preservando a arquitectura e fungdo hepaticas (1).
Moléculas libertadoras de CO (CORM, carbon monoxide-releasing molecules)

A conversdao do CO num farmaco ¢ materializada com o desenvolvimento das CORM. Baseados na
capacidade do CO se associar a metais de transi¢do em solventes organicos para formar complexos
carbonil estaveis, Motterlini e colaboradores desenvolveram moléculas capazes de libertar CO em
fluidos bioldgicos. Uma ampla variedade de transportadores de CO contendo manganés (CORM-1),
ruténio (CORM-2 e 3), boro (CORM-A1) e ferro (CORM-F3) estio actualmente em estudo para
aplicagdo terapéutica na prevengao da disfuncdo vascular, inflamacao, isquemia tecidual e rejeicao de
orgdos transplantados (1,3,25,31).

As primeiras CORM, CORM-1 (Mn,CO,y) e CORM-2 (dimero [Ru(CO);Cl,]), lipossoluveis, usavam
dimetilsulféxido (DMSO) como solvente e veiculo para experiéncias bioldgicas e revelaram efeitos
vasodilatadores e hipotensores in vivo (1,25,31). A CORM-3 ([Ru(CO);Cl-glicinato]), hidrossoluvel e
menos toxica, liberta rapidamente CO em contacto com fluidos bioldgicos ou componentes celulares
(25,31). A CORM-A1 [Na,H;BCO;], com um grupo carboxilico em vez do metal de transigao, é
convertida em CO por hidrolise, libertando-o lentamente e conduzindo a uma vasodilata¢do gradual e
diminuigao da pressdo arterial. A CORM-F3 [CyHsBrFeOs] liberta o CO lentamente e é soluvel em
solventes orgénicos (3,25,31) (Tabela 1).

As CORM demonstraram multiplos efeitos bioldgicos em modelos patoldgicos experimentais (Tabela
2). Chatterjee apontou propriedades quimioprotectoras das CORM, que influenciam a carcinogénese
no co6lon induzida pela inflamagao, através da modulag@o de factores nucleares que participam na
transcri¢do de genes implicados no desenvolvimento da inflamagdo e cancro intestinais (32).

Resultados semelhantes foram obtidos num estudo que avaliou a capacidade da CORM-2 controlar a
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resposta inflamatoria induzida por citocinas numa linha de células epiteliais intestinais humanas
(Caco-2). Os autores confirmaram que a CORM-2 regula um conjunto de genes relevantes na
inflamag@o intestinal ¢ na progressdo do cancro (33). Estudos recentes documentaram que a CORM-2
reduz a expressdo de varias metaloproteinases de matriz. Estas enzimas estdo implicadas na lesdo de
isquemia/reperfusdo, inflamagdo, doenga cardiovascular e cancro (33). A reducdo da expressdo das
metaloproteinases pela CORM-2 na osteoartrose degenerativa, em seres humanos, foi comprovada por
Megias e colaboradores, que lhe propuseram propriedades protectoras da cartilagem (34).

As CORM mais recentemente sintetizadas sao moléculas totalmente hidrossoluveis, capazes de
libertar CO quando dissolvidas em solugdes biologicas (CORM-3 e CORM-A1). Perante estas
propriedades, constituem as moléculas de maior interesse terapéutico, particularmente na modulacéo
da inflamacao e da perfusdo coronaria, porque libertam o CO de forma controlada (35).

A CORM-AL, através da libertagdo lenta de CO, ndo afectando a contractilidade cardiaca, origina uma
significativa vasodilatacdo coronaria. Para ambos os efeitos estdo envolvidas a via do cGMP e trocas
ionicas de sodio e hidrogénio (36). A CORM-3 representa um excelente protdtipo de um transportador
hidrossoluvel de CO, que pode ser utilizado para o estudo das suas caracteristicas farmacologicas (37).
Musameh e colaboradores avaliaram os efeitos das CORM hidrossoluveis na perfusao coronaria de
coragdes isolados de ratos. Constataram que a CORM-3 exerce uma acgdo inotropica positiva directa
(36). Foresti e colaboradores confirmaram que a CORM-3 induz relaxamento dependente da
concentragdo em vasos previamente contraidos com fenilefrina, efeitos directamente mediados pela
activagdo de canais de potassio e geragdo de cGMP intracelular, pelo CO. A molécula CORM-3
inactiva, que nao liberta CO, ndo afectou o tonus vascular (37).

O papel da CORM-3 na inflamagdo também tem sido alvo de estudos de investigagdo recentes.

Para o desencadear da inflamagao € essencial a interac¢ao entre as células endoteliais e os leucocitos,
através da expressdo de moléculas de adesdao e quimiocinas que, quando expressas, possibilitam a
migracdo leucocitaria. Dai que a investiga¢do de mecanismos que reduzam a expressao das moléculas
de adesdo seja uma area fundamental no combate a inflamagao (35).

A CORM-3 demonstrou actividade moduladora da inflamagao numa variedade de modelos in vivo ¢ in

vitro (35). Song e colaboradores avaliaram a capacidade da CORM-3 inibir a expressdo de moléculas
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de adesdo em células endoteliais da veia do corddo umbilical humano. Os resultados foram
animadores: a CORM-3 inibiu a indugao mediada por TNF o ¢ IL-1B, da molécula de adesdo celular
vascular 1 (VCAM-1) e E-selectina, em todas as linhas celulares testadas, mesmo na presenca
continua de TNF o (Figura 3). Esse efeito foi exclusivamente devido a molécula de CO, ja que uma
solugdo de CORM-3 desprovida de CO foi ineficaz. Foi excluida a participacdo do NO através da
utilizagdo de um dador de NO, o qual ndo influenciou a expressdo das moléculas de adesdo; a inibigao
da GC excluiu a participacdo da via do cGMP (35). A CORM-3 demonstrou induzir a expressao da
HO-1, pelo que poderia ser a enzima, em vez do CO, a responsavel pela redugo da expressao das
moléculas de adesdo. Contudo, ficou demonstrado que a CORM-3 reduz a expressdo de VCAM-1
independentemente da expressdo da HO-1 (35). Neste estudo utilizaram-se concentragdes
suprafisiologicas de CO (superiores a 0,5 mmol/L) e documentou-se eficacia da CORM-3 na redugao
da expressao das moléculas de adesdo, aspecto que nao foi conseguido em estudos prévios que
utilizaram doses inferiores (Urquhart et al 2007, Soares et al 2004, citados por 35). Este aspecto sugere
que, em condigdes fisiologicas, o CO gerado pode ndo ser suficiente para inibir a expressao das
moléculas de adesao (35).

Bani-Hani e colaboradores demonstraram que a CORM-3 reduz, de forma significativa, a resposta
inflamatoéria das células da microglia a lipopolissacarideos e IFN-y, na auséncia de citotoxicidade.
Estes resultados abrem perspectivas para futuros estudos das propriedades anti-inflamatorias da
CORM-3 e sua possivel aplicagdo em doengas neuroniais inflamatorias (38).

As CORM apresentam vantagens relativamente a inalagdo de CO, ja que a libertacdo de CO e a
concentracdo tecidual podem ser controladas. Estes transportadores permitem um bypass ao pulmao,
evitando a redugdo do suprimento de oxigénio aos tecidos. Porém, a libertagdo de CO por estes
compostos ainda ¢ feita indiscriminadamente, com risco de gerar altos niveis de CO sistémico. Futuras
investigacdes poderdo desenvolver CORM com alvos especificos ou associa-las ao revestimento de
stents, ultrapassando as limitagdes actuais. Estes estudos apontam importancia das CORM, nao s6 na

investigacao biomédica, como em futuras aplicagdes clinicas, em diferentes patologias (24, 25).
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CONCLUSAO

Ao longo da ultima década, tém sido desenvolvidos varios estudos que contribuem para realgar um
papel do CO para além das suas propriedades toxicas e potencialmente fatais. O reconhecimento do
papel central do sistema HO/CO na fisiologia humana e a identificacdo da sua participag@o na
etiologia de patologias tdo prevalentes como as doengas cardiovasculares, inflamagéo e até a
carcinogénese ¢ o transplante de 6rgdos, veio acrescentar interesse na possivel modulacdo desta via
como potencial arma terapéutica. Os resultados iniciais em modelos animais tém sido encorajadores,
em particular documentando melhoria de lesdes de isquemia/reperfusdo, da perfusdo corondria, da
inflamacao e na prevenc¢ao da fibrose e hipertensdo pulmonares, apos inalacdo de CO. Estudos de
aplicag¢do de CO em tecidos humanos ou a sua inalagao por seres humanos voluntarios saudaveis
também ja foram desenvolvidos, com resultados promissores. Novas formas de utilizagdo do CO tém
sido desenvolvidas, induzindo ou reprimindo a expressdo da enzima HO ou através da administragdo
de CO com pro-farmacos ou moléculas libertadoras, que poderiam ultrapassar os riscos da sua
inalagdo.

Apesar destas tentativas, a comprovada toxicidade e letalidade do CO néo ¢ negligenciada pelos
investigadores, que reconhecem este aspecto como o maior limitador da aplicabilidade clinica do gés.
Por outro lado, se alguns dos efeitos benéficos que resultam da maior expressdo da HO sdo mediados
pelo CO, ndo se pode negar a importancia dos outros metabolitos gerados pela ac¢do desta enzima,
nomeadamente a biliverdina e bilirrubina. A acc¢do do sistema HO deve ser integrada num conjunto
mais amplo de reac¢des e mediadores fisiolégicos em vez de limitada a ac¢do do CO, o que talvez
permita explicar que nem sempre os resultados obtidos em tecidos ou 6rgdos sejam sobreponiveis no
organismo humano. Este novo ponto de vista que os recentes estudos langaram sobre o CO vem abrir
novas perspectivas sobre o seu papel na patologia humana e potencial aplicagdo farmacologica.
Confirma-o como citoprotector e anti-inflamatério endégeno caracterizando-o, a semelhanga do NO,
como neurotransmissor, vasodilatador e, contrariamente a ele, antioxidante. Apresenta-o como
possivel marcador de inflamagdo das vias aéreas, com utilidade na monitorizacao da actividade de
doencgas como asma e resposta a terapéutica. Coloca-o numa posigao privilegiada como potencial

agente terapéutico no &mbito da patologia cardiovascular (hipertensdo arterial, enfarte de miocardio),
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na prevencao da rejeigdo de 6rgdos transplantados, na inflamagao e no tratamento do cancro,
representando uma area de recente e intensa actividade de investigacdo.

Estes trabalhos representam o empenho dos investigadores na identificagdo de acgdes terapéuticas a
partir de uma molécula antiga e toxica, recriando conceitos e permitindo que o CO possa ser um

farmaco usado na pratica clinica, na forma das recentes CORM.
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Tabela 1 Propriedades farmacocinéticas das diferentes *CORM

Composto

CORM-1

CORM-2

CORM-3

CORM-A1

CORM-F3

Libertacao de 1CO

1t1/2

Répida (<Imin)

Répida (= 1min)

Répida (= 1min, a pH = 7,4, 37°C)

Lenta (= 21min, a pH = 7,4, 37°C)

Lenta (= 55min)

Mecanismo
Dependente da luz
Induzida por
substitui¢do de ligando
Induzida por
substitui¢do de ligando
Estritamente

dependente do pH

Induzida por oxidacdo

Solubilidade

Etanol e §DMSO

Etanol e DMSO

Hidrossoluvel

Hidrossoluvel

Etanol e DMSO

*CORM: moléculas libertadoras de mondxido de carbono. $+CO: monoxido de carbono. ft;,: tempo de

semi-vida. §DMSO: dimetilsulfoxido. (3,25)
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Tabela 2 Acc¢des farmacologicas das diferentes *CORM

CORM-A1

CORM-1 CORM-2 CORM-3

Vasodilatador

Vasodilatador

Vasodilatador Vasodilatador

Protector renal Protector renal Protector renal e

Anti-inflamatorio cardiaco

Anti-inflamatoério

Anticarcinogénico
Angiogénico Anti-isquémico
Antiapoptotico Inibidor da agregagdo

Inibidor da proliferacao plaquetéria

celular

Protector renal
Anti-isquémico

Antiapoptotico

*CORM: moléculas libertadoras de mondxido de carbono. (25)
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Anti-inflamatorio
Antiapoptotico
Anticoagulante
Antiproliferativo
Vasodilatador

CO
NADPH /
HEME —CXIGENASE » Biliverdina-IXq _ Reditaseda _ pii o bing 1Xa

{ DO HEME " biliverdina ~
) Anti-inflamatdrio

. Antiproliferativo
Oxidante Fe* 1pro
l Antioxidante
Ferritina
Antioxidante

Figura 1. Sistema da oxigénase do heme (HO). Esta enzima converte o heme em trés produtos:
monéxido de carbono (CO), ferro (Fe*") e biliverdina, subsequentemente convertida em bilirrubina
pela redutase da biliverdina. Estes produtos, em particular o CO, medeiam as propriedades anti-

inflamatorias, antiapoptdticas, anticoagulantes, antiproliferativas e vasodilatadoras da HO (18).
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Figura 2. Monoéxido de carbono (CO) e respectivas vias de sinalizacdo intracelulares (4,26). O CO
activa a guanililciclase, gerando cGMP intracelular. O CO também modula a actividade da MAPK,
incluindo as vias da JNK, p38, e ERK.

CO: monoéxido de carbono. MAPK: cinase de proteinas activada por mitogéneo. JNK: cinase N-
terminal c-jun. ERK: cinase regulada por sinal extracelular. NF-kB: factor nuclear-kB. cGMP:

monofosfato ciclico de guanosina.
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Figura 3. Efeitos da molécula libertadora de monéxido de carbono-3 (CORM-3) na modulagao da
expressdo de moléculas de adesdo induzida pelo factor de necrose tumoral alfa (TNF o).

A expressdo da molécula de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1) e da E-selectina foi inibida nas
células expostas a CORM-3 (painel da esquerda). A adigdo de uma solugdo de CORM-3 sem
monoéxido de carbono, na mesma concentracgio, ndo afectou a expressdo das duas moléculas de
adesado (painel da direita).

Adaptado de referéncia 35, com autorizacdo do autor.



