OxiesTerAIS: O Seu PAPEL NA SAUDE E NA DoENCA
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Os oxiesterdis sGo derivados oxidados do colesterol, amplamente distribuidos no orga-
nismo humano. A diversidade de fungées fisiolégicas dos oxiesteréis continua a ser larga-
mente investigada. Os oxiesterdis exercem efeitos citotéxicos, pré-apoptdticos e pré-infla-
matérios que os implicam em diversas situagdes patolégicas, nomeadamente a aterogénese
e a neurodegenerescéncia. Por outro lado, os oxiesterdis tém vindo a revelar um potencial
terapéutico interessante como compostos antitumorais e como promotores da osteogénese.

INTRODUCAO

Os oxiesterdis representam um grupo
de derivados oxigenados do coleste-
rol, o qual é composto de 3 regides
sub-estruturais: uma cadeia hidro-
carbonada, também designada ca-
deia lateral, uma estrutura policiclica
constituida por quatro anéis (A, B, C
e D) e um grupo hidroxilo na posigéo
3 (Figura 1). Os oxiesterois contém
um ou mais oxigénios adicionais na
estrutura anelar ou na cadeia lateral e
encontram-se distribuidos em fluidos
e tecidos animais e em alimentos de
origem animal.

Figura 1 - Estrutura quimica do colesterol

In vivo, os oxiesterois sdo formados
por oxidagdo do colesterol, quer en-
zimatica quer nao-enzimatica (Figu-
ra 2). Adicionalmente, os oxiesterois
podem entrar no organismo pela via
alimentar.

A oxidagcdo enzimatica do coles-
terol envolve um conjunto de en-
zimas oxidativas. Os oxiesterois
mais representativos deste grupo
sdo o 4B-hidroxicolesterol, o 7a-
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hidroxicolesterol e os oxiesterodis da
cadeia lateral (Figura 2).

A oxidagdo ndo enzimatica ocorre
sobretudo ao nivel da dupla ligacao,
a qual é susceptivel ao ataque de ra-
dicais livres, embora possa ocorrer
oxidagdo também na cadeia lateral.
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Assim, a oxidagao nas posigdes 5, 6 e
7 origina o a- e B-epoxido do coleste-
rol, o 7a- e o 7B-hidroxicolesterol, bem
como a cetona correspondente, o triol
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e, ainda, o 3f3,5a-di-hidroxicolestan-6-
ona (Figura 2).
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Figura 2 - Biossintese dos oxiesterdis por auto-oxidagdo e por oxidagao enzimatica do colesterol
[1-6]. ROS: espécies reactivas de oxigénio. Enzimas: CYP3A4: citocromo P, 3A4; CYP7AL: colesterol
7a-hidroxilase; CYP11A1: colesterol desmolase (P450scc); Ch25h: colesterol 25-hidroxilase; CYP27A1.:
esterol 27-hidroxilase; CYP46A1: colesterol 24-hidroxilase. a) Formacédo de hormonas esterdides

de acordo com a via mais aceite de clivagem

da cadeia lateral, embora outras vias tenham sido

sugeridas [7]; b) a formacdo de colestano-3p,5a,6B-triol pode também ser mediada in vivo através
da biotransformacgédo do 5,6-epoxicolesterol pela respectiva hidrolase [8]; ) a redugdo enzimatica do
7-oxocolesterol pela 11B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 1 (CYP11B1) foi descrita como uma

via de sintese do 7pB-hidroxicolesterol [9, 10], a
7-oxocoleste

qual pode contribuir para o rapido metabolismo do
rol no figado [11]
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A introducdo de um oxigénio aumenta
a velocidade de degradagéo do co-
lesterol em produtos mais polares e
facilita a saida da célula e posterior
eliminagao.

Os oxiesterdis sdo transportados no
plasma pelas lipoproteinas, sobretudo
pelas lipoproteinas de baixa densida-
de.

Os oxiesterdis sdo conhecidos
desde ha varias décadas. O isola-
mento do primeiro oxiesterol, o 7f3-
hidroxicolesterol, data de 1939 [12].
Todavia, apenas nos anos 70 os efei-
tos biolégicos dos oxiesterdis come-
¢aram a ser conhecidos, nomeada-
mente, efeitos antiproliferativos [13]
e de regulacdo da homeostase do
colesterol [14]. Uma intensa investi-
gacao foi desencadeada desde entdo,
procurando esclarecer o papel fisiol-
gico dos oxiesterdis, bem como o seu
envolvimento em algumas situagdes
patolégicas.

Devido a sua natureza anfifilica, os
oxiesterois atravessam as membra-
nas celulares com maior facilidade
que o colesterol. Assim, a formagéo
de oxiesterodis in vivo, foi apontada
como uma estratégia para eliminar o
colesterol em excesso no organismo
[15]. Por outro lado, alguns autores
apontaram a formagdo ndo enzima-
tica de oxiesterdis como sendo uma
forma resultante do colesterol exercer
uma actividade antioxidante in vivo
[16, 17].

A formagéo enzimatica de oxiesterois
esta relacionada com a homeostase
do colesterol [18]. Por um lado, cons-
titui uma via de remocgao do colesterol
do organismo, transformando-o em
derivados oxidados que posterior-
mente sdo convertidos em diversos
compostos, nomeadamente acidos
biliares. Por outro lado, os oxiesterois
formados por via enzimatica inibem a
enzima hidroximetil glutaril coenzima
A (HMG-CoA) redutase, enzima-chave
da biossintese do colesterol [19-21].

Porém, os oxiesterois sdo mais do que
produtos do metabolismo do coleste-
rol. De facto, sendo uma parte deles
formados por via enzimatica e tendo
alguns a capacidade de se ligarem a
determinadas proteinas com elevada
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afinidade [22], é de esperar que a Na-
tureza lhes tenha atribuido funcdes
fisiolégicas especificas.

Os oxiesterois tém atraido atengao de-
vido ao seu envolvimento nhum grande
ndmero de fendmenos bioldgicos,
sendo cada vez mais considerados
importantes mediadores fisioldgicos
dos efeitos do colesterol in vivo [23-
25]. Tem sido feito um grande esforgo
no sentido de identificar receptores
celulares dos oxiesterdis e de os cor-
relacionar com as fungdes dos oxies-
terois [22].

Os oxiesterois formados enzimatica-
mente participam na biossintese dos
acidos biliares [26] e das hormonas
esterdides [27-29], actuando também
como lipidos de sinalizagéo que regu-
lam a biossintese do colesterol, o eflu-
xo do colesterol celular, a recaptagao
de lipoproteinas e o trafico intracelular
do colesterol [24].

OxIesTEROIS E DOENCA

Os oxiesterois tém sido implicados em
diversas situagbes patoldgicas, em
consequéncia das suas propriedades
citotdxicas, oxidativas e pro-inflama-
térias [30]. Para além do envolvimen-
to dos oxiesteréis na aterosclerose
e nas doengas neurodegenerativas,
como se discute em seguida, outras
patologias, como a doenga macular
degenerativa [31], cataratas e osteo-
porose [30], parecem também estar
associadas a presenga de oxiesterois
nos tecidos ou 6rgéos alvo.

Aterosclerose

Actualmente, € amplamente aceite o
envolvimento da hipercolesterolémia
na aterosclerose.

O 7B-hidroxicolesterol, o 5pB,6p-
epoxicolesterol e o 7-oxocolesterol
encontram-se presentes na placa
aterosclerética em elevadas concen-
tragbes. Assim, o envolvimento dos
oxiesterois formados por reacgbes oxi-
dativas ndo enzimaticas na ateroscle-
rose tem sido muito estudado [32, 33].

Os oxiesterois induzem apoptose em
diversos tipos de células da vascula-
tura, existindo um elevado nimero de
estudos acerca dos mecanismos sub-

jacentes a morte celular [24, 34]. Sen-
do a morte celular um dos principais
eventos no desenvolvimento do atero-
ma [35], a indugao de apoptose pelos
oxiesterodis pode ser um dos factores
que contribuem para a aterosclerose.
De igual forma, o envolvimento da
peroxidagéo lipidica na aterogénese
encontra-se amplamente documen-
tado [36]. Os oxiesterdis, sendo uma
consequéncia da acgao dos radicais
livres de oxigénio, sdo também pro-
oxidativos. Estudos em ratos indicam
que a administracdo de oxiesterodis
conduz a um aumento da expressao e
da actividade de enzimas antioxidan-
tes e a redugédo das concentragdes
de glutatido total e reduzido, sugerin-
do uma interferéncia com os meca-
nismos de defesa antioxidante [37].
Noutro modelo, foi demonstrado que
os oxiesterdis induzem a activagao
da NADPH-oxidase, a libertagcdo de
acido araquidonico e a produgédo de
anido superoéxido, contribuindo para a
oxidagao mediada pelas lipoproteinas
de baixa densidade [38].

As areas da vasculatura sujeitas a
uma lesao aterosclerética encontram-
se num persistente estado de infla-
macgado. Estudos in vitro revelaram
que diversos oxiesterois estimulam a
producao de interleucina-8, uma qui-
miocina associada a inflamacgao [39] e
aumentam a expressao e a actividade
de uma fosfolipase [40], apontando,
assim, para uma actividade pro-infla-
matoria dos oxiesterdis que contribui
para a aterogénese.

Por fim, o envolvimento dos oxieste-
réis na aterosclerose esta ainda rela-
cionado com a sua contribuicao para
a formacéo de células esponjosas. O
7-oxocolesterol favorece in vitro a di-
ferenciacdo dos mondcitos e a forma-
¢ao daquelas células [41], bem como
a acumulagéao intracelular de lipidos
polares [42].

Assim, o envolvimento dos oxiesterois
na aterogénese, embora controverso,
nao pode ser excluido e continuara a
ser um importante tema de investiga-
cao [43].

Doencas neurodegenerativas

Os oxiesterdis tém sido implicados em
doencas neurodegenerativas, como a
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doenga de Parkinson, de Alzheimer e
a esclerose multipla [44] e diversas
linhas de investigacdo tém procurado
esclarecer os efeitos in vitro e in vivo
dos oxiesterodis no cérebro, identificar
possiveis alvos terapéuticos e identi-
ficar oxiesterdis que possam funcio-
nar como biomarcadores de doengas
neurodegenerativas.

O cérebro é o 6rgao do corpo humano
mais rico em colesterol [45]. A sinte-
se de colesterol no cérebro é mui-
to elevada nas primeiras etapas da
vida, passando na idade adulta a ser
pouco significativa [46]. Dada a sua
importancia fisioldgica neste 6rgéo,
os elevados niveis cerebrais de coles-
terol sdo mantidos por mecanismos
homeostaticos altamente eficientes.
Diversos estudos epidemiolégicos in
vitro apontam para uma relagéo entre
o turnover do colesterol e algumas do-
encas neurodegenerativas. De facto, a
hipercolesterolémia é apontada como
um factor de risco para as doengas de
Alzheimer e de Parkinson. Embora a
sintese de novo do colesterol no cé-
rebro adulto seja muito lenta, este tem
de possuir um mecanismo de excre-
¢ao do colesterol, prevenindo a sua
acumulagéo, uma vez que a barreira
hematoencefdlica ndo tem capacida-
de de estabelecer trocas de colesterol
com outros tecidos e fluidos. Assim,
a oxidagao enzimatica do colesterol
a 24S-hidroxicolesterol, o qual tem a
capacidade de atravessar a barreira
hematoencefdlica, tem sido aponta-
da como o principal mecanismo de
eliminagdo do colesterol do cérebro
[47-49].

Este oxiesterol parece desempenhar
um papel neuroprotector. Estudos in
vitro mostram que inibe a formacgéo
de peptideos AR [50] e estimula a ac-
tividade da a-secretase, diminuindo
a deposicdo do peptideo B-amildide
[51]. Além disso o 24 S-hidroxicoleste-
rol é um potente ligando endégeno do
receptor LXR (liver X receptor) e a ac-
tivagédo deste receptor esta relaciona-
da com efeitos anti-amiloidogénicos e
anti-inflamatérios [52, 53].

Todavia, efeitos pré-inflamatoérios,
através da indugao da expressao das
enzimas ciclo-oxigenase e fosfolipase
A2 em células neuronais foram re-
portados para o 24S-hidroxicolesterol
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[54]. Mais recentemente, foram des-
critos efeitos neurotoxicos do mesmo
oxiesterol em modelos animais [55].

Por outro lado, o 27-hidroxicolesterol,
nao sendo produzido no cérebro,
atravessa a barreira hematoencefali-
ca e actua na regulacéo de diversas
enzimas cerebrais. Estudos in vitro re-
velam que o 27-hidroxicolesterol esta
implicado na redugao da actividade da
proteina Arc, importante para a con-
solidagdo da memoria [56] e diminui
a actividade da a-secretase [51]. Es-
tudos ex vivo em doentes de Alzhei-
mer revelaram um racio aumentado
de 27-hidroxicolesterol versus 24 S-hi-
droxicolesterol [57]. Diversos autores
apontam o 27-hidroxicolesterol como
a chave para a relagéo epidemiolégi-
ca entre hipercolesterolémia e doenga
de Alzheimer [59].

Outro derivado oxigenado do coleste-
rol na cadeia lateral, o 25-hidroxico-
lesterol, exerce efeitos toéxicos no sis-
tema nervoso central, nomeadamen-
te, alteracéo da morfologia e apoptose
de oligodendrdcitos [58].

Adicionalmente, alguns oxiesterois
sao directamente neurotdxicos e
contribuem para o agravamento das
doencgas neurodegenerativas. O 7f3-
hidroxicolesterol estimula a morte ce-
lular neuronal em concentragdes na-
nomolares e diminui a actividade da
a-secretase [60].

Diversos estudos apontam para niveis
elevados de oxiesterdis em areas do
cérebro em estado de neuroinflama-
¢do ap6s um dano excitotéxico. Por
exemplo, o 7-oxocolesterol tem a ca-
pacidade de induzir morte neuronal
por apoptose [61] e de despoletar
a exocitose e a libertagdo de neuro-
transmissores nas areas afectadas,
agravando a neuroinflamagéo [62].

OXIESTERGIS com PoTENcIAL AcTIvi-
DADE TERAPEUTICA

Cancro

A potencial actividade antitumoral dos
oxiesterois € conhecida de ha muito. A
citotoxicidade do 7B-hidroxicolesterol
foi referida na década de 70 [13, 14,
63] e tem vinda a ser estudada para
diferentes oxiesteréis em diversas li-

nhas celulares tumorais e nao-tumo-
rais. Além disso, os oxiesterois tém
sido usados na medicina popular [64-
66], o que corrobora a sua potencial
utilidade como agentes antitumorais.

Diversos estudos descrevem o efeito
citotoxico dos oxiesterdis em linhas
celulares da vasculatura, procurando
relacionar esse efeito com a ateros-
clerose [24, 32-34, 42]. Por outro lado,
muitos estudos reportam os efeitos ci-
totéxicos destes compostos em linhas
celulares de cancro, sendo estes de-
pendentes da estrutura do oxiesterol,
da sua concentragao, da linha celular
em estudo e do tempo de incubagéao
[34, 67].

A capacidade de induzir morte celu-
lar, sobretudo por apoptose, tem sido
demonstrada em diversas linhas ce-
lulares tumorais e nao-tumorais [44,
67-69], embora a morte celular por
necrose tenha também sido demons-
trada em alguns casos [70-72].

Em geral, os oxiesterdis oxigenados
no nucleo esterdide sdo mais citoto-
xicos e mais potentes na indugao de
apoptose do que os oxiesterdis oxi-
genados na cadeia lateral [73-76], os
quais exercem o seu efeito sobretudo
através da inibigdo da sintese do co-
lesterol.

Adicionalmente, diversos analogos
oxigenados do colesterol tém sido
isolados de organismos marinhos, al-
guns dos quais foram sintetizados e
os seus efeitos citotdxicos estudados
[77-84] (Figura 3).

O nosso grupo sintetizou e avaliou
8 oxiesterdis enddgenos em células
HT29 (de adenocarcinoma do colon)
e ARPE-19 (do epitélio pigmentado da
retina). Pela primeira vez, a actividade
citotéxica destes derivados oxigena-
dos nos anéis A e B foi estudada sob
as mesmas condi¢gdes experimentais,
permitindo uma comparagéo da sua
poténcia e selectividade [85]. Adicio-
nalmente, a influéncia da posicao e da
estereoquimica do grupo epoxido no
anel A ou B, bem como da presencga
de outros grupos oxigenados, foram
estudadas apés sintese quimio-enzi-
matica de uma biblioteca de epoxidos
epimericamente puros [86]. A sintese
de um conjunto mais vasto de esterdi-
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des oxigenados permitiu tirar conclu-
sdes acerca do tipo de cadeia lateral
e tipo de substituintes no anel B capa-
zes de fornecer oxiesterdis sintéticos
com maior poténcia e selectividade
para células tumorais [85]. As rela-
¢bes estrutura-actividade encontram-
-se sumariadas na Figura 4.

Adicionalmente, os oxiesterois au-
mentam a sensibilidade das células
tumorais a radioterapia [87, 88] e a
quimioterapia [88]. No nosso grupo,
foi estudado o efeito do colestano-
3B,5a,6B-triol na citotoxicidade da
doxorubicina numa linha celular tu-
moral e noutra ndo-tumoral, tendo-se
verificado que uma concentragdo nao
téxica do oxiesterol consegue diminuir
para metade o IC,, da doxorubicina
nas células tumorais sem afectar as
células nao-tumorais [85].

E conhecido que os oxiesterdis estéo
envolvidos quer na proliferagdo quer

HO.

AcO

AcO

na morte celular. Todavia, os mecanis-
mos responsaveis pela citotoxicidade
dos oxiesteréis estdo longe de estar
esclarecidos.

Os oxiesteréis mais comuns interfe-
rem com a estrutura da membrana ce-
lular e com receptores celulares [69,
89], inibem a biossintese do colesterol
[14, 24, 90] e do DNA[91, 92], poden-
do estes efeitos contribuir para a sua
citotoxicidade.

Por outro lado, uma vez que o coles-
terol é essencial para a progresséo da
mitose [93], a modulagédo da sintese
do colesterol e a competicdo com o
colesterol para a membrana celular,
podem justificar a citotoxicidade dos
oxiesterois [93, 94].

Os efeitos dos oxiesterdis na biofisi-
ca membranar, alterando a fluidez e
a permeabilidade, interferindo com
as proteinas membranares e, deste

Na0,SO
0SO0;Na

Figura 3 - Estruturas de novos oxiesterdis recentemente sintetizados com citotoxicidade relevante
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Figura 4 — Representagdo grafica das relagdes estrutura - actividade citotoxica dos oxiesterois, com
base nos resultados de IC,; em células tumorais
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modo, com o funcionamento da célu-
la, sdo também factores a ter em con-
ta no esclarecimento dos mecanismos
de citotoxicidade dos oxiesterois e na
explicagdo da diferente susceptibili-
dade das linhas celulares aos efeitos
téxicos dos oxiesterdis [69, 95-97].

Medicina regenerativa

Os oxiesterois participam na morfogé-
nese [98] através da via de sinalizagcao
de Hedgehog [99, 100], a qual tem um
papel chave no desenvolvimento pos-
embrionario, na homeostase dos teci-
dos adultos e na fisiologia das células
estaminais [101].

A activagao da via de sinalizagéo de
Hedgehog em células estaminais
pelo 20S-hidroxicolesterol resulta na
inibicdo da adipogénese e no favo-
recimento da osteogénese [102]. Es-
tudos in vitro e em modelos animais
demonstraram que o 22R- e 0 22S-hi-
droxicolesterol induzem a diferencia-
¢ao osteoblastica de células estami-
nais, bem como a formagéao de tecido
6sseo in vivo [103].

Estes efeitos fisiolégicos dos oxies-
terdis tém grande importancia na for-
macéo, homeostase e reparagao dos
tecidos e revelam um potencial tera-
péutico que comega a ser explorado.
Recentemente, uma biblioteca de
compostos estruturalmente relaciona-
dos com os oxiesterois foi sintetizada
e novas moléculas promotoras da os-
teogénese foram identificadas [104].

PerspecTIivas FuTurASs

Os oxiesterois sado importantes regu-
ladores dos rafts lipidicos [105, 106],
estdo envolvidos na inflamagao [39,
40], possuem propriedades imunossu-
pressoras [107-109], foram referidos
como antifungicos [110] e antivirais
[111], continuando assim a ser muito
estudados [3, 112].

A correlagéo das estruturas molecula-
res dos oxiesterdis com as suas ac-
tividades bioldgicas permite estabele-
cer uma relagdo entre a quimica e a
quimica bioldgica destes compostos
e permitira no futuro desenvolver es-
tratégias terapéuticas baseadas nos
oxiesterois e seus alvos celulares.
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