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RESUMO

O presente estudo procurou aprofundar os conhecimentos acefca
das agdes contrateis das endotelinas (ETs) na vesicula biliar (VB) de
cobaia, comparando com seus perfis de acdo na VB de outra espécie, o
coelho, bem como avaliar a importancia dos prostanéides e do Ca**
intracelular nas contragdes induzidas pelas ETs na VB de cobaia, por
- ativacdo de receptores ET4 € ETp.

A ET-1 (0,1-100 nM) causou contragdes tdnicas gradativas da VB
de coelho, com CKs, (i.e. a concentragdo que causa contragdo
equivalente a 50% da resposta ao KCl 80 mM) de 3,4 nM e Ey (i.e efeito
da maior concentrac;éo testada — 100 nM) de 186 + 22. Comparadva com
outros agonistas, a ET-1 for 40 vezes menos potente do que o
octapeptideo C-terminal da colecistocinina (CCK-8), 103 e 23 vezes
mais potente do que o carbacol e a serotonina, respectivamente, e
equipotente a ET-3 e aos agonistas seletivos de receptores ETjg,
sarafotoxina S6¢ (SRTX) e IRL 1620. A histamina foi inativa até a

concentra¢do de 3uM. A reatividade da VB de coelho a ET-1 mostrou-se

resistente a bloqueio por antagonistas seletivos de receptores ETy
(BQ-123 e A-127722-5) ou ETg (BQ-788), em concentragdes que

inibiram, acentuadamente, respostas mediadas por estes receptores na
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aorta 1solada dessa mesma espécie. Esses resultados, comparados aos
obtidos anteriormente na VB de cobaia sugerem um predominio maior
de receptores ETg sobre os ET4 na VB de coelho do que na cobaia.

Considerando que a VB de cobaia também expressa ambos os
receptores ET, e ETg, parte do presente estudo_ procurou avaliar qual o
grau de acoplamento de cada um desses receptores a mecanismos
contrateis dependentes de prostandide nesta preparagdo. A incubagio
prévia do tecido com indometacina (INDO; 5,6 puM), um inibidor
ndo-seletivo de ciclooxigenases, causou inibi¢do maior das respostas da
VB a SRTX, do que a ET-3 e ET-1. Respostas da VB de cobaia induzidas
pela ET-3 na presenca de BQ-123 (i.e. quando os recéptores ET, estavam
bloqueados) foram praticamente abolidas pela presenca simultdnea de
INDO. Ao contrario, a INDO potgncializou acentuadamente as contragdes
induzidas pela ET-3 através dos receptdres ET, (i.e. quando os receptores
ETg estavam bloqueados com o BQ-788). Os resultados sugerem que o0s
receptores ETg parecem estar acoplados a geracdo de eicosanoides
contrateis, enquanto os receptores ET, provavelmente sinalizam a
produc¢do de eicosanoides que limitam a magnitude da contragdo da VB
de cobaia.

Finalmente, investigamos a possivel importincia de prostandides
sobre as contragdes e alteragdes na concentracio intracelular de Ca®*

([Ca2+]i) induzidas pela ET-1 e a SRTX na VB de cobaia. Ambos os
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agonistas aumentaram a liberagdo de 6-ceto-PGF,,, o metabdlito estavel
da prostaciclina, e esse efeito foi bloqueado pela INDO. Além disso, a
ET-1 e a SRTX (1, 10 e 100 nM) induziram alteragdes gradativas
simultaneas na tensdo e na [Ca®]; (pela técnica do Fura-2). A INDO
(5,6 1 M) reduziu apenas a contragdo causada pela maior concentragdo de
ET-1, no entanto, diminuiu acentuadamente as alteragbes de tensdo e de
intensidade da fluorescéncia induzidas pela SRTX. Estes resultados
demonstram que ambos os efeitos de cada um dos agonistas estdo
fortemente correlacionados. A influéncia diferenciada da INDO sobre as
respostas induzidas pela estimulag¢@o simultanea de receptores ET, e ETg
(com ET-1) ou somente de receptores' ETg (com SRTX), sugere
fortemente que cada subtipo de receptor esta acoplado a mecanismos de
transducdo de sinal que dependem da gerac@o de conjuntos distintos de

prostanoides.
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ABSTRACT

The current study attempted to further enhance» our knowledge
about the contractile effects of endothelins (ETs) in strips of guinea pig
gallbladder (GB), comparing them with those of rabbit GB, as well to
evaluate the importance of prostanoids and intracellular Ca®* on
contractions induced by ET-1 stimulation of ET, and ETy receptors in
_ guinea pig GB.

ET-1 (0.1-100.0 nM) caused graded tonic contractions with a CKsg
(concentration causing response equivalent to SO%vof KCI 80 mM) of
3.4 nM and Ey (response to highest concentration) of 186 + 22, being
40-fold less potent than cholecystokinin-8 (CCK-8), 103 and 23-fold
more potent than carbachol and serotonin, respectively, but equipotent to
ET-3, sarafotoxin S6¢ (SRTX) and IRL 1620. Histamine was inactive up
to 3 uM. Selective antagonists for ET, (BQ-123 and A-127722-5) or
ETg receptors (BQ-788) did not affect responses of rabbit GB to ET-1, at
concentrations which markedly inhibited responsés triggered by these
receptors 1n the rabbit aorta. These results would suggest that the rabbit
GB displays a greater proportion of functional ETg receptors over ET,

receptors than that described in the guinea pig GB.
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Considering that guinea pig GB expresses both ET receptor types,
part of the present study was to assess to what extent ET, and ETg

receptors are each coupled to eicosanoid-dependent contractile

mechanisms in this tissue. Indomethacin (INDO; 5.6 uM), a non selective - - -

cyclo-oxygenase inhibitor, effecti{/ely inhibited contractile responses of
| the guinea pig GB to ET-1,-and even more so those to ET-3 and SRTX.
In another set of experimentls we evaluated if INDO could differentially
affect ET and ETj receptor-mediated responses to ET-3, in presence of
| BQ-788 or BQ-123, respectively. In presence of ETa receptor blockade
with BQ-123, INDO almost abolished responsiveness to ET-3. In sharp
contrast, when ETg receptors were blocked with BQ-788, contractions-
induced by ET-3 were significantly potentiated in presence of INDO.
Whereas ETg réceptors seem to be coupled to generation of contractile
prostanoids, ET, receptors probably can signal the ‘production of
prostanoids which limit the magnitude of guinea pig GB contraction.
Finally, we also assessed the relationships between prostanoid

synthesis, contraction and changes in intracellular Ca** induced by ET-1
and SRTX, in this tissue. Both agonists enhanced gallbladder
prostacyclin release (é-keto-PGFla levels, in ng/ml), in INDO-sensitive
fashion. They also induced simultaneous concentration-dependent
changes in tension and intracellular Ca™ (fura-2 technique), at 1, 10 and

100 nM. INDO (5.6 uM) only reduced the contraction triggered by the
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highest concentration of ET-1, but markedly depressed the changes in
both tension and Ca’" fluorescence intensity induced by SRTX. These
latter results indicate that both effects of each agonists are closely
related. Moreover, taken tdge;hér with the previous data, Wc; suggest that
the differential influence of INDO, on responses triggeréd either by
simultaneous ET, and ETjy receptors (with ET-1) or solely ETg receptors
(with SRTX), indicate that each receptor type is coupled to signaling

mechanisms which trigger distinct patterns of prostanoid generation.
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Introdugdo 1

1.1. - Papel da vesicula biliar

A vesicula biliar (VB) € um 6rgdo pequeno em formato de péra, com
volume que varia entre 35 e 50 ml, quando em repouso. Ela esta localizada
abaixo do figado, no lado direito do abdémen e conecta-se ao figado e ao
intestino delgado através de ductos biliares, que podem ser intra- 611 extra-
hepaticos. Os ductos intra-hepaticos, .que incluem os canaliculos biliares que
desembocam nos dictulos biliares (ou canais de Hering), sdo responsaveis pela

coleta da bile secretada pelos hepatocitos e sua condugdo até o ducto hepatico,

cuja localizagdo ja € extra-hepdtica. Além do ducto hepético,dliéﬁé'rr'iéréé”a_dmm" »

figado, ha mais dois ductos extra-hepaticos: o ducto cistico, proveniente da VB,
e o ducto biliar comum, que inicia na jungdo dos ‘ductos hepatico e cistico e
termina no esfincter de Oddi (jung¢ao colédoco-duodenal), desembocando no
intestino delgado ao nivel do duodeno (Snell, 1985). A VB tem func¢do de
concentrar e armazenar a bile, enquanto que a dos ductos extra-hepaticos é de
conduzir a bile até o duodeno. Coletivamente, a VB, os ductos biliares intra- €
extra-hepaticos e o esfincter de Oddi constituem o chamado trato biliar. A VB
concentra a bile removendo &gua através de sua parede, sendo o volume de agua
removido prontamente substituido pela entrada de mais bile. Assim, a bile é um
liquido marrom amarelado que ¢é constituida por agua, colesterol, lipidios e
bilirrubina, além de sais biliares responsaveis pela emulsificacdo de gorduras

(Moraes, 1987). O direcionamento da bile para ser armazenada e/ou concentrada



Introducio 2

na VB ocorre somente quando a pressdo no ducto biliar comum € maior do que
no ducto cistico (para revisdo ver Shaffer, 2000).

Apos a ingestao de alimento, células enddcrinas localizadas na mucosa do
.duodeno e jejuno liberam colecistocinina (CCK), em resposta a concentragdes
intestinais elevadas de acidos graxos e monoglicerideos, ambos produtos do
metabolismo de gorduras (Thompson et al., 1975). Este horménio induz
simultaneamente contragdo da VB e relaxamento do esfinter de Oddi,
possibilitando que a biie que estava armazenada no trato biliar seja despejada no
duodeno (Behar e Biancani, 1980).‘ A's”p‘rihc'ipais fungées fisioldgicas da bile sdo
a de auxiliar a digestdo de gorduras ingeridas, por atuacdo dos sais biliares, e
auxiliar na absor¢ao de vitaminas lipossoliveis, pel6 seu alto teor de colesterol.
Em condigGes normais, a maior parte da bile € reabsorvida no intestino e retorna
para o figado através da circulagiio entero-hepatica. E importante ressaltar que
este processo, por ser ciclico, possibilita a sintese amplificada de bile, que €
essencial a digestao da refei¢do (para revisdo ver Hofmann et al., 1999).

Distirbios da VB, relacionados a presenca de calculos biliares e
outras formas de obstrugdo biliar, sdo um problema comum, atingindo cerca de
10-12 % da populacdo dos Estados Unidos e Gra-Bretanha (cerca de 20 milhoes
de americanos e 5,5 milhdes de britanicos), com incidéncia maior em mulheres,
em associa¢do com multiplas gestagdes, obesidade e perda rapida de peso, bem
como em pacientes idosos (Dani e Castro, 1993; Beckingham, 2001). Nestes

paises, mais de 500.000 e 50.000 colecistectomias sdo realizadas anualmente,
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respectivamente, tornando este procedimento cirirgico bastante comum. Neste
sentido, segundo-o National Institutes of Health americano, os custos associados
a desordens biliares sdo maiores do que aqueles associados a qualquer outro
distarbio gastrintestinal, incluindo dlceras gastro-duodenais ou cancer coloretal
(Mawe, 1998).

Evidéncias consideraveis sugerem que irregularidades na motilidade da
VB desempenham um papel crucial na maioria das patologias biliares. Neste

sentido, estudos pré-clinicos e clinicos, demonstram que o esvaziamento

"inadequado da VB é um fator primordial na patogénese dos célculos biliares.

Pacientes recebendo nutricdo exclusivamente parenteral por um periodo longo
de tempo apresentam incidéncia alta de formagdo de calculos, confirmando a
importancia da motilidade na patogenia desse disturbio (Pitt et al., 1983).
Disturbios no esvaziamento do conteudo da VB também podem estar associados
a outras afec¢des que independem da presenga de calculos, como colecistite
aguda ou crbnica.

A motilidade da VB ¢ controlada por mecanisrhos neurais ¢ endocrinos. O
controle neural da VB ¢ mediado por um plexo intramural que recebe projegoes
do nervo vago (parassimpatico; Clave e Gaspar, 1969), do sistema nervoso
simpatico e do plexo intramural do esfincter de Oddi (para revisdo ver Kennedy
et al., 2000). Esta bem estabelecido que a atividade vagal contribui para a

manuten¢do do ténus da VB, porém a fung¢do da inervacdo simpatica €

controversa. A administracdo de adrenalina, noradrenalina ou isoproterenol em
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doses fisiologicas ndo causa nenhum efeito neste érgdo (Schoetz ef al., 1978).
No entanto, paradoxalmente, drogas adrenérgicas causam relaxamento da VB

ap6s tratamento com CCK (Strah et al., 1986), mediado por B-adrenoceptores

enquanto a estimula¢do dos o-adrenoceptores induz contragiio de tiras de VB
isolada de coelho (Amer, 1972). O plexo ganglionar intramural contém
neurbnios colinérgicos, mas apresenta também projecdes de neurdnios
catecolaminergicos, serotonérgicos e peptidérgicos (Bauer ef al., 1991). Entre os
peptideos neuronais identificados podemos citar a CCK (Strah et al., 1986),
peptideo intestinal vasoativo (Stra‘h et al, -1;.9>é."6'),vbé1‘:)rtideo liberador de gastrina
(Schjoldager et al., 1991) e neuropeptideo Y (Allen et al., 1984) (para revisio
ver Shaffer, 2000). Muitos desses neurdnios peptidérgicos parecem exercer
fungbes pro-cinéticas na motilidade da VB, mas os que contém polipeptideo
intestinal vasoativo, somatostatina e o peptideo relacionado com o gene da
calcitonina sdo considerados inibidores da motilidade da VB (para revisdo ver
Lonovics et al., 1998).

Em vista da complexidade do controle da motilidade da VB, avancos na
sua compreensdo, ainda que discretos, sdo fundamentais na tentativa de
compreender os intricados mecanismos responsaveis pelos .distﬁrbios que
acometem este 0rgdo, bem como em definir estratégias terapéuticas alternativas
a colecistectomia. Além dos riscos inerentes 2 intervengio cirurgica,
levantamentos  estatisticos relatam que 10 a 20% dos pacientes

colecistectomizados ainda sofrem de dor, que se assemelha 4 clica biliar pré-
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operatoria (Singh et al., 1996) e pode ser causada, por exemplo, por disfuncdo
do esfincter de Oddi (para revisdo ver Lehman e Sherman, 1996). Além disso, a
remog¢do da VB e, consequentemente, do principal mecanismo éoncentrador da
bile, pode acarretar distirbios na digestdo e absor¢do de gorduras em
determinados pacientes, algumas vezes caracterizados por esteatorréia.

- A importéncia fisiologica da CCK como indutor de esvaziamento da VB
estd bem estabelecida (para revisdo, ver LonoQics, 1998). A sua acdo neste
Orgdo se deve em parte a um efeito direto nas células musculares lisas da VB,
bem como pela ativagio de mecanismos neurais envolvendo a estimulagdo de
neurdnios colinérgicos pré-ganglionares (Grider et al., 1.994). Porém, Moummi e
colaboradores (1992) verificaram que a endoteliha-1 (ET-1), um peptideo
formado por 21 aminoacidos, € quase tdo potente quanto a CCK-8 (um
fragmento ativo da CCK) em induzir contragéo tonica em tiras de VB isolada de
cobala. Considerando que a ET-1 ¢ sintetizada tanto por diferentes células
hepaticas (para revisdo ver Mallat e Lotersztajn, 1996), bem como por células
epiteliais do trato biliar (Housset et al., 1993a), investigacGes acerca das suas
acOes motoras sobre os diversos componentes do trato biliar, e em especial sobre

a VB, parecem-nos bastante pertinentes.
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1.2. - As endotelinas, vias de biosintese, seus receptores e mecanismos de
sinaliza¢do celular

A existéncia de um potente peptideo vasoconstritor produzido pelas
células endoteliais Vasvculares foi sugerida por dois diferentes grupos de
pesquisadores, Hickey e colaboradores em 1985 e O'Brien e colaboradores em
1987. Um desses peptideos foi purificado do sobrenadante de cultura de células
endotelials de aorta de porco e clonado por Yanagisawa et al. (1988), que o
denomiﬁaram de ET. A analise do DNA humano revelou que a ET pertence, na
verdade, a uma familia de isopeptideos codificada por trés géﬁé§‘>'aiAférehtes:
ET-1 (a ET descoberta por Yanagisawé et. al., 1988), ET-2 e ET-3 (Inoue et al.,
1989a). Um quarto isopeptideo, denominado “peptideo intestinal vasoconstritor”
(VIC) ou ET-f (Saida et al., 1989), acabou revelando-se como a variante da
ET-2 encontrada no intestino de camundongos e ratos (Bloch et al., 19'91). A
expressdo das trés ETs ocorre de modo bastante diversificado em diferentes
tectdos, podendo induzir multiplos efeitos em diferentes sistemas fisioldgicos
(para revisoes ver Rae et al., 1995; Kedzierski e Yanagisawa, 2001).

As ETs apresentam grande homologia estrutural (60-70%) com as
sarafotoxinas (SRTX) S6a, S6b, S6¢ e S6d, peptideos isolados do veneno da
serpente 1israelense Atractaspis engaddensis (para revisio ver Sokolovsky,
1992). Todos os membros da superfamilia das ETs e SRTXs, a excecdo da
ET-1(1-31) e ET-1(1-32) (ver abaixo), caracterizam-se por possuir 21 residuos

de aminoacidos e duas pontes de dissulfeto unindo pares de residuos de cisteina
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(Cis'-Cis'* e Cis™-Cis'") (Sokolovsky, 1992; Kochva et al., 1993) (Figura 1). A
estrutura em anel e os residuos de aminoécidos hidrofébicos no segmento linear N
carboxi terminal sdo indispensaveis a sua atividade bioldgica (Kimura ét al., .
1988). }—

O principal local de sintese de ET-1, em termos de expressio de RNAm
para a pré-pro-ET-1 e presenca de enzima conversora de ET intracelular, sdo as
células endoteliais (Inoue er al., 1989a,b; Webb ef al., 1998). As células
musculares lisas vasculares também sintetizam ET-1. Porém, pelo menos em
aorta humana, a producdo deste peptideo é aproximadamente 100 vezes menor
do que em células endoteliais. Além dessas, outras células (epiteliais,
macrofagos, fibroblastos, neurdnios, entre outras) expressam o RNAm para
ET—I em diversos oOrgdos e tecidos como coragdo, pulm3o, rins, trato
gastrintestinal, pancreas, figado e sistema nervoso central, Quantidades
limitadas de ET-2 sdo sintetizadas pelo endotélio e por células cardiacas e
renais. A ET-3 parece ser sele;tivamente expressa no sistema enddcrino, trato
gastrintestinal e sistema nervoso central. Esta distribui¢o tecidual ampla, mas
diversificada, das ETs sugere que elas possam participar independentemente de
mecanismos regulatorios complexos em vérios 6rgios e sistemas (para revisao
ver Webb, 1997; Masaki et al., 1999).

A biosintese das ETs, a exemplo de outros horménios ou

neurotransmissores peptidicos, ocorre através de protedlise  de pré-pro-

peptideos especificos. Assim, a sintese de cada membro da familia das ETs ¢
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codificada por um gene distinto que da origem a pré-pré-ET especifica para a
isoforma madura (Inoue et al., 1989a). No genoma humano, os genes que
codificam as pré-pro-ET-1, 2 e 3 estdo localizados no cromossomos 6, 1 e 20,
respectivamente (Bloch et al, 1989ab; 1991). O gene da pré-pr6-ET-1 ¢é
formado por 5 exons, separados por 4 infrons, além de duas regides
flanqueadoras. Cada um dos 5 exons € responsavel pela decodificacdo de uma
por¢ao da pré-pro-ET-1. Nas células endoteliais, o local de inicio da transcrigdo
foi mapeado na posi¢do do gene situada a 98 e 31 pares de base (pb) apds os
elementos CAAT e TATA box, respectivamente (Inoue et al., 1989b). As
regides promotoras dos genes das pré-pré-ETs demonstraram a presencga, na
extremidade 5°, de elementos regulatorios de transcri¢do com afinidade para
AP-1/Jun e NF-1, que medeiam a forma¢ao do RNAm em células endoteliais
expostas a angiotensina II ou forbol éster e ao fator-f de crescimento e
transformacao (TGF-f), respectivamente (para revisdo ver Miyauchi e Masaki,
1999). Também, na regido flanqueadora 3’ do gene, existem seqiiéncias ricas em
adenina-uracila, que desestabilizam seletivamente 0 RNAm da pré-pro-ET-1,
responsavel por sua meia-vida biologica relativamente curta de 15 min. Outros
sitios, como as quatro copias do hexanucleotideo CTGGGA e o elemento
regulatorio de reagdo de fase aguda, também servem como mecanismos
potenciais para a regula¢@o da produgdo de ET-1 (Miyauchi e Goto, 1999).
Varios fatores extracelulares podem influenciar, tanto positivamente como

negativamente, a produgdo de ET-1, através de estimulos quimicos ou
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mecanicos (Figura 2). Niveis aumentados de RNAm foram observados apds o
tratamento de células endoteliais cultivadas com fatores de crescimento e
citocinas, tais como trombina, TGF-f3, fator a de necrose tumoral, interleucina-1
e insulina, ou ainda com substincias vasoativas como a noradrenalina,
angiotensina II, arginina-vasopressina, bradicinina e a prépria ET-1. Além
desses, a hipoxia, ésteres de forbol que ativam a proteina quinase C (PKC) e os
ion6foros de Ca”" (A23187 e ionomicina) também causam aumento da producao
de ET-1 (para revisdo ver Miyauchi e Masaki, 1999). Fatores como a trombina,
insulina, angiotensina II, arginina-vasopressina participam na regulacio da
expressao por estimularem a fosfolipase C (Schiffrin e Touyz, 1998), com
ativacdo da PKC e conseqiiente indugdo da sintese da proteina c-Jun, que ¢ o
principal ligante do fator de transcrigdo AP-1 (Tasaka e Kitazumi, 1994).

Por outro lado, a sintese de ET-1 pode ser inibida por 6xido nitrico,
drogas doadoras de 6xido nitrico, prostandides dilatadores, peptideo natriurético
atrial e lipopolissacarideo, através de agdes que envolvem producio de GMPc
ou AMPc (Gray e Webb, 1996). A heparina também diminui a expressdo de
ET-1 através da inibicdo da PKC (Imai et al., 1993), embora esse composto
também atue como antagonista do receptor para IP; (Ghosh et al., 1988). Essas
caracteristicas do gene da ET-1 sdo muito semelhantes aquelas dos chamados
genes de resposta imediata.

Ha fatores, como o estresse de cisalhamento, que afetam a transcricdo

do gene da pré-pr6-ET-1 de modo ambivalente. Tem sido verificado que o baixo
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Figura 2 — Esquema das vias de controle da produgao de endotelina-1. IL-1,

interleucina-1; TGFpg, fator B de crecimento e transformagdo; LDL, lipoproteina
de baixa intensidade; PNA, peptideo natriurético atrial; PNB, peptideo
natriurético cerebral; PNC, peptideo natriurético do tipo C. aa, aminoacidos.
Adaptado de Haynes e Weeb (1998).
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(< 2 dina/cmz) e o alto estresse (> 6 dina/cm’) causam, respectivamente,
aumento e diminui¢do da sintese de ET-1. Embora o mecanismo pelo qual o
estresse de cisalhamento regula a expressdo do RNAm ndo seja conhecido por
completo, sabe-se que nao ¢ dependente de PKC ou AMPc (Maiek er al., 1993,
mas depende de mudancas na rede celular de microfilamentos (Malek et al.,
1997).

Uma vez formada, a pré-pro-ET (constituida aproximadamente de 210
aminoacidos) € clivada em dois pontos pela convertase furina (Denault et al.,
1995), originando um intermediario inativo chamado, genericamente, de big-ET.
Por sua vez, cada big-ET (formada de 37 a 41 aminoécidos, dependendo da
isoforma) € entdo transformada no peptideo ativo correspondente por ac¢do de
uma endopeptidase di-basica especifica denominada enzima conversora de ET
(ECE; para revisao ver Battistini ef al., 1993). Este tltimo processo pode ocorrer
tanto no meio intracelular quanto no espago extracelular (Harrison ef al., 1995).

Duas ECEs distintas ja foram clonadas e denominadas de ECE-1
(Xu et al., 1994; Shimada et al., 1994) e ECE-2 (Emoto e Yanagisawa, 1995).
Ambas sao metalopeptidases sensiveis ao bloqueio pelo fosforamidom e exibem
cerca de 59% de homologia estrutural, com um dominio citoplasmatico
amina-terminal curto, um Unico segmento transmembrana, € uma pOr¢ao
extramembranar carboxi-terminal longa, na qual est4 inserido o sitio ativo das
enzimas (Nussdorfer et al., 1999). A ECE-1 apresenta atividade 6tima em pH

neutro e parece funcionar tanto na via secretéria quanto na superficie celular
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(para revisao ver Turner ef al., 1998). A ECE-1 ¢ codificada por um tnico gene,
mas pode apresentar-se em pelo menos quatro isoformas distintas, dependendo
de qual promotor ¢ ativado: a ECE-la (ou ECE-1pB), ECE-1b (ou ECE-la),
ECE-1c e ECE-1d (Shimada ef al., 1994, 1995; Valdenaire et al., 1999). As
varias isoformas de ECE-1 apresentam cerca de 90% de homologia estrutural,
mas as diferencas encontradas nas seqiiéncias préximas a amina terminal
parecem ser cruciais a alocagdo da enzima ao complexo de Golgi ou a
membrana celular (Barnes et al., 1998). A distribui¢do da ECE-1 ¢ ubiqua, mas
especialmente marcante no endotélio, pulmdes, ovarios, testiculos e medula das
adrenais. Por outro lado, a ECE-2 ¢ codificada por um gene distinto da ECE-1,
apresenta atividade 6tima em pH &cido (5.5) e parece estar localizada apenas na
rede trans-Golgi. Além disso, ¢ 250 vezes mais sensivel ao bloqueio pelo
fosforamidom do que as isoformas da ECE-1 e pode apresentar-se em pelo
menos duas isoformas: a ECE-2a e a ECE-2b (Nakahara et al., 1999). O cérebro
adulto € o orgdo que mais expressa 0 RNAm para a ECE-2, seguido pelas
glandulas adrenais, ovario e utero. As isoformas da ECE-1 e da ECE-2 sdo
relativamente seletivas para big-ET-1, sendo muito menos ativas ou até inativas
na clivagem da big-ET-2 e big-ET-3. Por isso, ndo se pode descartar a
possibilidade da existéncia de outras ECEs (para revisdao ver Opgenorth ef al.,
1995), mais eficientes, por exemplo, na clivagem da big-ET-2 e/ou big-ET-3.
Nesse sentido, foi constatado que o ducto deferente de rato e a iris de

bovino apresentam uma ECE que converte big-ET-3 (Mattera et al., 1993;



Introducao 14

Hasegawa ef al., 1998). Além disso, membranas pulmonares de rato contém
uma ECE sensivel ao bloqueio por pepstatina (Chiou et al., 1994) e a circulagdo
pulmonar de cobaia parece conter uma ECE distinta que converte big-ET-1, mas
ndo big-ET-2, enquanto a sistémica converte ambas (Gratton et al., 1995). Além
disso, o fato de terem sido encontradas quantidades significantes de ET-1/ET-2
em camundongos que tiveram os genes que expressam a ECE-1 e ECE-2
deletados sugere que proteases distintas da ECE-1 e ECE-2 possam estar
envolvidas na sintese de ET-1 in vivo (Yanagisawa et al., 2000).

E importante salientar que, embora a via da biosintese das ETs
envolvendo as ECEs seja a principal e a mais investigada, ha evidéncias de que
a big-ET-1 possa ser clivada por uma quimase produzida por mastécitos ou pela
metaloproteinase de matriz 2, originando a ET-1(1-31) e a ET-1(1-32),
respectivamente, ambas consideradas novos membros enddgenos da familia das
endotelinas (Wypij et al., 1992; Fernandes-Patron, 1999). E possivel que
isoformas analogas destas ultimas, formadas a partir da pré-pr6-ET-2 e pré-pré-
ET-3, também constituam membros fisiologicamente relevantes da familia das
ETs (Takai et al., 1998).

As concentragdes de ETs imunorreativas circulantes no plasma venoso de
humanos saudaveis variam entre 1 e 10 pM, compreendendo 60% de big-ET-1,
30% de ET-1 e 10% de ET-3 (Suzuki et al., 1989; Miyauchi et al., 1991). A
ET-2 ndo foi detectada no plasma humano. Convém ressaltar que as

concentragoes de ET-1 circulante encontradas sio bem menores do que as
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concentragdes necessarias para induzir, por exemplo, vasoconstri¢cio, tanto in
vitro como in vivo. Esta discrepancia tem sido explicada através de estudos
demonstrando que as concentragdes de ET-1 sdo mais elevadas na interface do
endotélio com o musculo liso vascular. Yoshimoto e colaboradores (1991)
verificaram que as células endoteliais secretam substancialmente mais ET-1 na
diregdo abluminal do que para o lumen. Esses achados também reforcam a teoria
de que a ET-1 atua essencialmente de modo autdcrino e/ou paracrino, como um
hormoénio de acao local.

A ET-1 ¢ rapidamente removida da circulagdo apds injecdo intravenosa
em bolus, com meia-vida bioldgica de aproximadamente 1 minuto, embora o seu
efeito pressor persista por até 1 hora (Sirvi6 et al., 1990; Vierhapper et al.,
1990). A depuragdo plasmatica de ET-1 ocorre principalmente nos pulmdes
(80-90%), durante a primeira passagem (De Nucci et al., 1988), com os rins
desempenhando um papel secundario (Kohno et al., 1989). Nesse sentido,
parece que receptores endotelinérgicos do endotélio vascular (do tipo ETg, ver
abaixo) desempenham papel destacado na remogdo da ET-1 circulante, atuando
como verdadeiros receptores de “clearance”, ja que a administracio de
antagonistas desse receptor prolongam a meia vida da ET-1 sem afetar a da big-
ET-1 (Fukuroda et al., 1994; Plumpton et al., 1996; Loffler et al., 1993). Além
disso, as ETs podem também sofrer degradagdo enzimatica por endopeptidases,
mais especificamente, pela endopeptidase neutra (E.C.3.4.24.11) (Abassi et al.,

1993).
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Apesar da estreita homologia estrutural entre as ETs, as atividades
bioldgicas das trés isoformas apresentam diferengas consideraveis quanto a
natureza das respostas que desencadeiam em diversos tecidos, inclusive num
mesmo tecido (para revisao ver Kochva ef al., 1993; Bax e Saxena, 1994). Essa
diversidade de efeitos pode ser atribuida a diversidade de receptores ou a
ativacao de diferentes vias de transducdo, ou ainda, a acdo combinada destes
dois mecanismos (para revisdo ver Goto et al., 1996). Mamiferos parecem
expressar apenas dois receptores endotelinérgicos, denominados de ET, e ETjg,
os quais sao codificados por genes distintos e estdo estruturados em 8 e 7 exons
e mapeados aos cromossomos 4 e 13, respectivamente. As semelhancas
consideraveis na organizagdo estrutural destes genes sugerem uma origem
ancestral comum (Elshourbagy ef al., 1996). A regulagdo da sintese de ambos os
receptores pode ser influenciada por varios fatores, sendo estimulada por
ciclosporina e isquemia (Nambi et al., 1990; Liu et al., 1990), ou inibida por
ET-1, angiotensina II e forbol éster (Hirata et al., 1988a; Roubert et al., 1989).
Os receptores ET, e ETg apresentam perfis farmacoldgicos claramente
diferentes. O receptor ET, caracteriza-se por sua altissima afinidade, na ordem
subnanomolar, pela ET-1 e ET-2 e baixa afinidade pela ET-3 (Arai ef al., 1990),
cerca de 70 a 100 vezes menor quando comparada a ET-1. Embora ndo se
conhega agonistas seletivos do receptor ET,, foram sintetizados varios
antagonistas seletivos peptidicos e ndo peptidicos para esse receptor, tais como

BQ-123, BQ-610, FR 139317 (todos peptidicos) e o A-127722-5 (ndo-
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peptidico), entre outros (para revisao ver Webb e Meek, 1997). Por sua vez, o
receptor ETg, que ndo discrimina entre as trés ETs endogenas (Sakurai et al.,
1990), ¢ ativado seletivamente pela SRTX S6c, IRL 1620 e BQ-3020, entre
outros, e bloqueado seletivamente pelo BQ-788, IRL2500 (ambos peptidicos)
(para revisao ver Masaki et al., 1994; Webb e Meek, 1997).

Anfibios apresentam, ainda, um subtipo distinto de receptor ET,,
designado receptor ETax (Kumar et al., 1993), e um terceiro tipo de receptor, o
receptor ET¢, que apresenta maior afinidade pela ET-3 do que pela ET-1 ou
ET-2 e foi clonado a partir de melanéforos (Karne et al., 1993). As evidéncias
para a existéncia do receptor ET¢ em mamiferos sd@o apenas funcionais (Emori
et al., 1990; Douglas ef al., 1995). Além disso, subtipos de receptores ET, e ETg
(provisoriamente denominados ET.;, ETs, e ETg;, ETgy) ou receptores
endotelinérgicos atipicos também foram propostos com base em ag¢des distintas
de agonistas e antagonistas em alguns efeitos mediados através de receptores
ETx e ETp (para revisao ver Bax e Saxena, 1994). Possivelmente, tais variantes,
se € que elas efetivamente ocorrem, sdo conseqliéncia de processamentos
alternativos dos RNAm que codificam a sintese de cada receptor (Elshourbagy
et al., 1996; Miyamoto et al., 1996).

Os receptores endotelinérgicos pertencem a superfamilia dos receptores
acoplados a proteina G, formados por sete dominios transmembrana, uma
por¢ao amina-terminal extracelular e um dominio carbdxi-terminal

citoplasmatico. Ambos os receptores apresentam grande homologia nos sete
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dominios transmembrana, porém diferem ndo somente na termina¢do amina,
mas também no segmento carboxi, que € crucial ao seu acoplamento com
proteinas G e por seus efeitos celulares diversificados.

A ativagdo de receptores ET, e ETg possibilita o acoplamento de, no

minimo, trés classes de proteina Ga. (Ga,, Ga; € Gag; Levin, 1996; Miyauchi e
Masaki, 1999). A capacidade de interagao de diferentes porgdes do receptor com
diferentes proteinas Ga esta associada a ativacao de uma complexa rede de vias

de transducdo de sinal, mediada por diferentes mensageiros (Okamoto et al.,

1997; Doi et al., 1999). Assim, o acoplamento de Gao, resulta na ativag¢do da
adenilato ciclase (AC); a ativagdo de Go; induz a inibicdo da AC e

provavelmente a ativacio de canais de Ca* dei)endentes de voltagem. O
acoplamento de Gao, esta relacionado com a ativagdo da fosfolipase C e de
canais catidonicos nao seletivos. Outros possiveis mecanismos de transducao
ativados pela estimulacdo dos receptores endotelinérgicos sdo ativagdo da
fosfolipase A, e D, guanilato ciclase (GC), transportador Na'/H', proteina
quinase ativada por mitogeno (MAPK) e indiretamente via liberagdo de outras
substéncias (para revisao ver Douglas e Ohlstein, 1997).

A estimulagdo da fosfolipase C, mediada pela ativagdo de receptores ET,
e ETg, € uma via de transdugdo bastante comum em varios tecidos que acarreta a
hidrolise de fosfatidilinositdis, com formagao rapida de inositol trifosfato (IP3) e
acimulo de diacilglicerol (DAG). O IP; ativa receptores especificos localizados

no reticulo endoplasmatico, induzindo a liberagio de ions célcio (Ca*") destes
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depdsitos intracelulares (Hirata ef al, 1988b), com conseqliente elevagio
transitéria da concentragdo citosdlica de Ca®". No entanto, esse aumento &
seguido de um acréscimo sustentado da concentragdo do ion, resultante do
influxo de Ca®" a partir do meio extracelular (Simonson et al., 1990). Embora o
mecanismo preciso envolvido neste influxo ndo tenha sido elucidado, sugere-se
que seja através de canais de Ca”" dependentes de voltagem do tipo L e/ou de
canais catidnicos nao seletivos operados por receptores. Especula-se ainda que a
abertura dos canais de cations possa ser mediada diretamente por proteina G
ativada pelas ETs ou, alternativamente, via formacdo de IP,, através da
estimulagao dos receptores endotelinérgicos. Dessa maneira, o aumento
intracelular de Ca®" estimula a calmodulina, que em células musculares lisas
causa contracao e em c€lulas endoteliais ativa a Oxido nitrico sintase, com
aumento da produgdo de 6xido nitrico (Fulton ef al., 2001).

A ativagdo da fosfolipase C também aumenta a produg¢ao de diacilglicerol,
que ativa a PKC com conseqiiente fosforilagao protéica (Sunako et al., 1990),
que € essencial para varios processos celulares. A fosforilacdo da cadeia leve de
miosina e do transportador Na'/H" localizado na membrana plasmatica, por
exemplo, promovem contragdo do musculo liso e alcaliniza¢do -celular,
respectivamente. A formagdo do DAG pode ser mediada também através da
ativa¢@o da fosfolipase D, que induz a formagdo do 4cido fosfatidico, a partir da

fosfatidilcolina, que sera convertido em DAG (Ambar e Sokolovsky, 1993). A
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ativacao da fosfolipase D pelas ETs pode ocorrer por via direta ou através da
estimulag@o da PKC (Billah ez al., 1991).

Outras altera¢Oes imediatas na fungdo celular induzida pela ativagdo dos
receptores endotelinérgicos sdo a ativagdo da fosfolipase A,, modula¢do da
atividade da AC ou da GC ou ainda o fechamento dos canais de K da
membrana celular, com conseqiiente despolariza¢ao e contragdo do musculo liso
(Sokolovsky, 1992; Miyoshi et al., 1992). A ET-1 estimula a fosfolipase A, nas
células musculares lisas (Resink er al., 1989; Reynolds et al., 1989) com
conseqiiente sintese de varios prostandides (De Nucci er al., 1988;
D’Orléans-Juste et al., 1992). Nao esta claro se a estimula¢do é mediada
diretamente por proteina G (Resink ef al., 1989) ou via proteina quinase C, que
pode ser ativada através das vias da fosfolipase C e D (Wright e Malik, 1996), e/ou
proteina quinase ativadora de mitogeno (Husain e Abdel-Latuf, 1999). Em
algumas células, a ET-1 pode também aumentar a expressao de fosfolipase A, e
ciclooxigenase-2, mas nao ciclooxigenase-1 (Schramek et al., 1994; Gallois et al.,
1998).

A ET-1 é também um potente mitogénico em cultura de diversas células,
inclusive na célula muscular lisa vascular, e indutor da expressdo de véarios
pro-oncogenes, tais como c-fos, c-myc e c-jun (Simonson, 1993). Esta
constatagio vem embasada em estudos nos quais ambos o0s receptores
endotelinérgicos sdo capazes de estimular a cascata quinase intracelular, mais

precisamente a MAPK (Wang et al., 1994). A ativacdo desta proteina quinase é
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mediada tanto por via dependente de PKC, como por via que é independente
deste fator e sensivel a toxina pertussis (Sugawara et al., 1996). Além disso, a
atividade mitogénica das ETs também se deve a ativagdo dos receptores tirosina-
quinase e conseqiiente estimulagdo da MAPK (Cazaubon et al., 1994). Como
podemos constatar, os mecanismos de transducao das ETs sdo bastante variados,
podendo envolver desde efeitos celulares rapidos como ativagdo de diferentés
canais até processo celulares mais lentos, como a mitogénese.
1.3. - Endotelinas no sistema hepato-biliar

As ETs e os seus receptores estdo amplamente distribuidos no sistema
hepatobiliar. Nesse sentido, ha evidéncias de que a ET-1 € sintetizada por
hepatécitos (Kuddus e al., 2000), células esteladas (Pinzani er al., 1996),
células endoteliais dos sinusoides hepaticos (Eakes et al., 1997), células
epiteliais que revestem os ductos biliares intra e extrahepatico (Housset et al.,
1993a) e mastocitos peribiliares (Koda et al., 2000). Além disso, ambos os
receptores para as ETs foram detectados no figado. Nas células esteladas ha uma
clara predominancia de receptores ET, sobre receptores ETg, sendo que o
inverso ¢ observado nas células endoteliais sinusoidais (Housset et al., 1993b;
Yokomori et al., 2001) e nas células de Kupffer (Stephenson et al., 1995). A
importancia fisiologica da ET-1 neste o6rgdo tem sido relacionada,
principalmente, com seus efeitos sobre o fluxo sangiiineo hepatico (para revisdo
ver Mallat e Lotersztajn, 1996). No entanto, também ja foram descritos efeitos

extra-vasculares do peptideo, tais como estimulagdo da glicogenolise
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(Serradeil-Le et al., 1991) e do fluxo biliar, sendo este ultimo mediado através
de aumento da secre¢do de acidos biliares (Tanaka et al., 1994) e da freqiiéncia
de contragdo dos canaliculos biliares intra-hepaticos.(Kamimura et al., 1993).

Os niveis intra-hepaticos de ET-1 estdo elevados acentuadamente nos
casos de dano hepatico causado por galactosamina ou endotoxina bacteriana
(Ohuchi et al., 1995), pacientes com cirrose (Pinzani et al., 1996; Cai et al.,
1999; Alam et al., 2000), bem como em modelos pré-clinicos de cirrose
induzida por ligacao do ducto biliar comum ou por tetracloreto de carbono
(Gandhi et al., 1996; Rockey et al., 1998). O aumento dos niveis de ET-1
durante a cirrose se deve ndao somente ao aumento da sintese (principalmente
pelas células esteladas hepaticas), mas também devido a redugdo do
metabolismo deste peptideo (Kuddus et al., 2000; Suzuki et al., 1998), e se
apresenta acompanhado de aumento significativo da densidade dos receptores
ETA e ETg hepaticos (Gandhi ef al., 1996; Rothermund et al., 2000; Yokomori
et al., 2001). Além disso, a administrag@o de antagonistas seletivos de receptor
ETs e/ou de antagonistas nao seletivo de receptores ETA/ETg reduzem a
hipertensao portal (Reichen et al., 1998; Sogni et al., 1998) e a fibrose associada
com a cirrose induzida experimentalmente (Rockey e Chung, 1996; Cho et al.,
2000; Kojima et al., 2000).

Em relacdo ao trato biliar, convém relembrar que a sua fungdo no sistema
hepatobiliar esta relacionada com a coleta da bile secretada pelos hepatdcitos,

modificag@o de seu volume e composi¢do, bem como o0 seu armazenamento na
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VB até ser despejada no duodeno em resposta a alimentagdo. Neste sentido, a
ET-1 em baixas concentragdes estimula o fluxo biliar por aumentar o transporte
de 4cidos biliares dos hepatdcitos para os canaliculos hepéticos (Tanaka et al.,
1994). Achados recentes confirmam esta hipdtese, revelando que o dano
Hepético induzido pelo bosentan, antagonista ndo-seletivo de receptores ET, e
ETg, € mediado, pelo menos em parte, pela inibi¢do da bomba de extrusio de
sais biliares presente no pdlo biliar do hepatdcito, com conseqiiente
citotoxicidade devido ao acumulo intracelular de sais (Fattinger et al., 2001).
Além disso, células epiteliais cultivadas da VB e do trato biliar intra- e extra-
hepatico humano expressam RNAm para a ET-1 e efetivamente secretam esse
peptideo (Housset e al., 1993a). As células epiteliais da VB humana, mais
especificamente, secretam principalmente ET-1, apesar de também expressarem
RNAm para os precursores da ET-2 e ET-3 (Fouassier et al., 1998). Esses
mesmos autores verificaram, ainda, que estas células expressam uma populacio
de receptores predominantemente do tipo ETg, cuja ativagdo deflagra um nitido
efeito supressor sobre a secregéo de anions, mediado através de inibicio da AC
por proteina Gj,. Assim, € possivel que a ET-1 sintetizada pelo epitélio biliar
esteja implicada, através de agdo autdcrina e/ou paracrina, nos mecanismos
fisiolégicos que regulam a concentragdo e a composicio da bile. Estes dados
podem ter relevancia fisiopatologica, considerando que a concentragdo de ET-1
esta quadruplicada na bile coletada do ducto biliar comum de pacientes que

sofreram transplante de figado, e concentragdes ainda mais elevadas sdo
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encontradas na VB de pacientes submetidos a colecistectomia (Kraus et al.,
1996).

O armazenamento da bile no trato biliar e o seu fluxo para a luz intestinal
sdo dependentes do gradiente entre a pressdao hidrostatica acarretada pela
secre¢do biliar pelas porgdes intra-hepaticas iniciais do trato biliar e as pressdes
relativas desenvolvidas na VB, ductos cistico e biliar comum e esfincter de
Oddi, as quais s3o controladas por mecanismos neuroenddcrinos de controle do
tonus da musculatura lisa contida em varias destas estruturas (para revisao ver
Shaffer, 2000). A contragdo muscular da VB ¢ primordial para que a bile chegue
no duodeno. Neste sentido, tem sido demonstrado que a ET-1, além de aumentar
a freqliéncia de contragdo dos canaliculos biliares que se formam entre
hepatdcitos cultivados de rato (Kamimura e al., 1993), é um potente agente
contratil em tiras de VB isolada de cobaia, sendo quase tdo potente quanto o
octapeptideo C-terminal da colecistocinina (CCK-8) (Moummi et al., 1992;
Battistini et al., 1994; Cardozo et al., 1997).

Embora alguns autores tenham advogado a existéncia de uma populagio
atipica de receptores endotelinérgicos na VB de cobaia (Battistini ef al., 1994),
estudos posteriores demonstraram que a contragdo induzida pela ET-1 nessa
preparagao € mediada por ativagdo de receptores ET, e ETg (Cardozo et al.,
1997; Huang et al., 2001). Este ultimo estudo também demonstrou a presenca de
ambos os receptores na musculatura lisa da VB humana. Além disso, efeitos

contrateis produzidos na VB de cobaia pelos precursores imediatos da ET-1 e
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ET-2, big-ET-1 e big-ET-2, respectivamente, dependem provavelmente da sua
conversao nos seus respectivos metabolitos ativos por a¢ao de ECE presente no
tecido, uma vez que estes precursores competem muito fracamente com a ET-1
marcada por sitios especificos em membranas celulares obtidas de VB de cobaia
(Battistini et al., 1995). Convém salientar que esse tecido parece apresentar uma
ECE-1 que converte a big-ET-1 e big-ET-2 exo6genas, mas ndo big-ET-3
(Battistini ef al., 1995; Cardozo, 1996).

Por outro lado, considerando que, na época em que demos inicio ao
presente estudo, a totalidade dos estudos investigando a¢oes das ETs sobre a VB
havia sido realizada em cobaia, julgamos que seria bastante pertinente avaliar a
influéncia destes peptideos sobre a motilidade da VB de outra espécie. Por outro
lado, ha evidéncias de que o efeito contratil induzido pela ET-1 na VB de cobaia
¢ mediado tanto por receptores ET4 quanto ETg e € reduzido significativamente
por inibidores de ciclooxigenase, bloqueio de canais de Ca®* operados por
voltagem do tipo “L” ou por remogio de Ca*" da solucéo fisioldgica (Moummi
et al., 1992; Cardozo, 1996). Diante disso, pareceu-nos também oportuno
investigar se as vias de sinalizagdo celular recrutadas por cada tipo de receptor
endotelinérgico para indugdo de contragdo da VB poderiam apresentar

diferengas no que tange & mobilizagdo de prostandides e de Ca*".
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2.1. — Objetivo Geral

O presente estudo foi realizado com o objetivo de aprofundar os
conhecimentos acerca das a¢des contrateis das ETs na VB de cobaia,
comparando-as com o perfil de ag@o apresentado em VB de outra espécie, o
coelho. Além disso, avaliar a importancia dos prostandides e do Ca®*

intracelular nas contragdes induzidas pelas ETs, por ativa¢ao de receptores

ETA € ETB

2.2. - Objetivos Especificos

Para atingir o objetivo geral acima proposto foram postulados os
seguintes objetivos especificos:

2.2.1 - Caracterizar os efeitos contrateis da ET-1 na VB isolada de
coelho, comparando-os aos da CCK-8, carbacol, serotonina e histamina.

2.2.2 - Identificar, através de estudos funcionais com agonistas e
antagonistas, os receptores endotelinérgicos que medeiam os efeitos das
ETs na VB isolada de coelho.

2.2.3 - Avaliar a participagdo dos prostandides na mediacdo das
contragdes induzidas pelas ETs na VB isolada de cobaia através do
emprego da indometacina (INDO), um inibidor nd3o seletivo da
ciclooxigenase.

2.2.4 — Investigar a liberagdo de prostandides pela VB isolada de

cobaia exposta as ETs através da técnica de radioimunoensaio.
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2.2.5 — Avaliar, simultaneamente através do emprego de transdutores
de forga isométricos e da técnica do fura-2, o desenvolvimento das
contracdes e das alteragdes na [Ca”']; livre da VB de cobaia em resposta a
ET-1, através de receptores ETs e ETg, € SRTX, somente via receptores

ETjg, na auséncia ou presencga de INDO.
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3.1. - Animais

Os experimentos foram realizados com cobaias e coelhos de ambos
os sexos, pesando entre 250 e 300 g ou 3,0 e 3,5 Kg, respectivamente. As
cobaias utilizadas foram obtidas do Biotério Setorial da Coordenadoria
Especial de Farmacologia, Centro de Ciéncias Biologicas, UFSC ou do
Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de Sherbrooke,
(Sherbrooke, Canada). Os coelhos utilizados foram comprados pelo
Biotério Central da UFSC. As cobaias foram alojadas em caixas coletivas,
6 a 8 por caixa, e os coelhos em gaiolas individuais, em ambiente com
temperatura controlada (22 + 2°C) e ciclo/claro escuro de 12 h. Agua e
racdo foram fornecidas ad libitum. Todos os animais foram mantidos no
Biotério Setorial da Coordenadoria Especial de Farmacologia (ou Biotério
Central da Universidade de Sherbrooke) por pelo menos uma semana antes

de serem utilizados.

3.2. - Contragdes isométricas da vesicula biliar de coelho e de cobaia
Os animais foram anestesiados levemente com éter, € em seguida
sacrificados com um golpe na cabega e deslocamento cervical. Apds a
laparotomia, a vesicula biliar foi retirada, com o cuidado de esgotar a bile,
e colocada numa placa de Petri contendo solucao de Krebs-Henseleit (ver
composi¢ao a seguir) morna para remo¢dao de tecidos aderentes. As

vesiculas de coelho foram divididas em 4 tiras circulares semelhantes
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(5 mm por 15 mm; 15,4 + 0,6 mg, n = 148) e as de cobaia em 4 tiras
longitudinais semelhantes (3 mm por 10 mm; 7,6 £ 0,3 mg, n = 150).
Preparagdes de ambas espécies foram entdo transferidas para cubas de
vidro contendo 5 ml de solugcdo de Krebs-Henseleit (composi¢do mM:
NaCl 118; KCl 4,7; CaCl, 2,5; MgS0, 1,2; KH,PO, 0,9; NaHCO; 25 e
glicose 11- pH 7.2-7.4) aquecida a 37°C e borbulhada com uma mistura de
95% de O, e 5% de CO,, conectadas a um transdutor isométrico e
submetidas a uma tensao inicial de 0,5 g. As contragées isométricas foram
registradas por miografos (F-60 myograph microdisplacement transducer,
Narco Biosystems, EUA) acoplados a um poligrafo de mesa (DMP-4B,
Narco Biosystems, EUA).

Apds um periodo de estabiliza¢ao de no minimo 1 h, durante o qual a
solug@o nutriente foi renovada a cada 15 min, todas as preparac¢oes foram
expostas a solucao de Krebs-Henseleit contendo 80 mM de KCI (por
substituicdo equimolar de NaCl por KCI; KCI 80 mM) como estimulo
padrao. Uma vez estabilizada a resposta contratil ao KCI 80 mM, o que
geralmente ocorria dentro de aproximadamente 15 min, cada preparagao foi
lavada diversas vezes com solucdo normal de Krebs-Henseleit e re-
equilibrada por mais 30 min antes de qualquer nova intervengdo
experimental. Todas as respostas contrateis subseqlientes da preparagdo
foram calculadas considerando a resposta obtida ao KCl 80 mM, como

100%.
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3.2.1. - Experimentos com a vesicula biliar de coelho

Trinta minutos apds a exposi¢do ao KCl 80 mM, as preparagdes
foram expostas a concentragGes crescentes e cumulativas de ET-1 (0,1 a
100 nM), octapeptideo sulfatado de colecistocinina (26-33) (CCK-8; 0,1 a
100 nM), carbacol (0,1 nM a 1 mM), serotonina (0,1 nM a 3 pM) ou

histamina (0,1 nM a 3uM). Cada concentragdo de agonista foi adicionada

apenas apos a estabilizagdo do efeito da concentragido precedente, e somente
uma curva concentrag¢@o-efeito cumulativa foi obtida em cada preparacéo.
Com o proposito de identificar os receptores endotelinérgicos
envolvidos no efeito contratil induzido pela ET-1 na vesicula biliar isolada
de coelho, comparou-se o perfil de agao de diferentes agonistas, bem como
a influéncia de diferentes antagonistas desses receptores. Nesse sentido,
foram obtidas curvas concentragdo-efeito cumulativas aos efeitos
contrateis da ET-1 ou ET-3, ou dos agonistas seletivos de receptores ETg
SRTX ou IRL 1620 (todos de 0,1 a 100 nM). Com relagdo aos
antagonistas, avaliou-se as suas influéncias sobre respostas contréteis
induzidas pela ET-1, ET-3 ou SRTX. Nesses experimentos, testou-se a
influéncia da incubagdo com o BQ-123 (3 uM - antagonista peptidico
seletivo de receptores ET,), A-127722-5 (0,1 e 0,3 uM - antagonista nio

peptidico seletivo de receptores ET,) e o BQ-788 (0,3 e 1 uM -

antagonista peptidico seletivo de receptores do tipo ETg). Cada qual foi
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adicionado a cuba 20 min antes de iniciar a constru¢do da curva
concentracao-efeito a0 agonista na sua presenca. Convém esclarecer,
ainda, que cada preparagdo foi exposta a uma Unica concentracdo de
antagonista ou veiculo (igual volume de tampao fosfato ou etanol 10%). A
especificidade de agdo dos antagonistas de receptores endotelinérgicos foi
verificada testando-se sua influéncia sobre a resposta contratil da vesicula
biliar ao carbacol.

Para confirmar a atividade das amostras dos antagonistas
endotelinérgicos utilizados nos experimentos com vesicula biliar de coelho,
os mesmos foram testados em anéis de aorta toracica de coelho. Para tal,
apos o sacrificio, a cavidade toracica foi aberta para a retirada da aorta
toracica, que foi colocada numa placa de Petri contendo solugdo de Krebs-
Henseleit (mesma composi¢ao citada anteriormente, exceto pela adi¢do de
EGTA 0,02 mM e acido ascorbico 0,01 mM) morna para remog¢ao
cuidadosa dos excessos de tecido adiposo adjacente e divisdo em & anéis
semelhantes de cerca de 8-10 mm de comprimento. O endotélio foi
removido pela introdu¢do de uma haste metalica na luz do anel e rolagem
repetida da preparacdao sobre papel de filtro umedecido com solugdo
nutriente. Em seguida, cada preparagdo foi transferida para cubas de vidro
contendo 5 ml de solu¢do de Krebs-Henseleit, nas mesmas condig¢des
descritas anteriormente, suspensas entre duas hastes metalicas, uma das

quais conectada a um transdutor isométrico, e distendida a uma tensdo basal
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de 2,0 g. Apoés um periodo de estabilizagdao de pelo menos 1 h, com
renovagdes da solugdo nutriente a cada 15 min, cada prepara¢do foi
contraida com fenilefrina (300 nM) e exposta, na presenca do
vasoconstritor, a acetilcolina (1 uM). Apenas anéis em que houve total
auséncia de relaxamento em resposta a acetilcolina foram considerados
desprovidos de endotélio. Confirmada a remoc¢do do endotélio, cada
preparacao foi lavada repetidas vezes com solug@o nutriente e exposta, 30
min depois, a BQ-123 (3 uM), A-127722-5 (0,3 uM) ou BQ-788 (1 uM), ou
igual volume de veiculo. Decorridos 20 min de incubagdo, foram
construidas curvas concentrac;éo-“eféito cumulativas ao efeito vasoconstritor
da ET-1 ou da SRTX (0,1 a 100 nM), na auséncia ou presenca de um

antagonista.

3.2.2. - Experimentos com a vesicula biliar de cobaia

Obtida a resposta ao KCI 80 mM, as preparagdes foram lavadas
diversas vezes em meio de Krebs e estabilizadas por mais 30 min. Em
seguida, foram construidas curvas concentragdo-efeito cumulativas para
ET-1, ET-3, SRTX (todos 0,1 a 100 nM) ou carbacol (100 nM a 1 mM), na

auséncia ou presenca de indometacina (INDO) 5,6 uM por 30 min. Um

outro grupo de experimentos avaliou a influéncia dos antagonistas BQ-123

ou BQ-788 (ambos 1 uM por 20 min) sobre as respostas da vesicula biliar
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isolada de cobaia induzida pela ET-1, ET-3 ou carbacol. Além disso, foi
verificada ainda a influéncia da INDO sobre as contracdes induzidas pela
ET-3 na presenga de cada antagonista, BQ-123 ou BQ-788, para bloquear

os receptores ET 5 ou ETg, respectivamente.

3.3. - Dosagem de prostandides

Cobaias foram sacrificadas conforme descrito anteriormente, e a
vesicula biliar retirada e separada de tecidos aderentes. Em seguida, cada
vesicula foi dividida em 8 tiras longitudinais e todos estes segmentos foram
colocados em um frasco de vidro contendo 2,5 ml de solu¢do de Krebs
oxigenada (5% de CO, em 95% de O,) a 37°C e pH 7,4. Apés 1 h de
equilibrio, com renovagao do liquido nutriente a cada 15 min, as tiras
foram transferidas, consecutivamente e a cada 20 min, para novos frascos
contendo apenas a solugdo fisioldgica (controle) ou soluco acrescida de i,
10 e 100 nM dos peptideos a serem testados. O tempo de 20 min foi
determinado como periodo ideal, a partir de experimentos preliminares
onde tiras de vesicula biliar de cobaia foram expostas a4 ET-1 (100 nM -
maior concentragdo utilizada) e foram obtidas amostras para determinagdo

da liberagdo de 6-ceto-PGF,, a cada 2 minutos, nos primeiros 20 minutos, e
a cada 10 minutos até completar 1 h. Assim, ao término de cada periodo de
20 min, ap6s a remogdo das tiras de vesicula, a solugdo foi imediatamente

congelada (sem extragdo) a —20°C, para posterior dosagem de prostanoides
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por radioimunoensaio. Em todo procedimento era mantido, paralelamente,
um frasco contendo apenas Krebs (i.e. sem tecido), nas mesmas condicdes
experimentais, como controle negativo adicional.

A dosagem da concentracao de 6-ceto-PGF,, (0 metabdlito estavel
da PGI,) e de TXB, (o metabdlito estavel da TXA,) nas amostras obtidas
foi realizada por ensaio radioimunoldgico, através do método previamente
descrito (Salmon, 1978). Os anti-soros foram reconstituidos em 10 ml de
solu¢do tampao Tris 0,1% (50 nM; pH 7,4) contendo 0,1% de gelatina e
0,1% de azida de sodio. Esta solugdo do anti-soro tem uma ligacdo
especifica com o seu antigeno de aproximadamente 50%. O anti-soro
utilizado contra a 6-ceto-PGF,, apresenta uma reéc;éo cruzada de 100%

com a 6-ceto-PGF,,, 23% com a PGE,, 4% com a PGE,, 7% com a PGF,,
e menos de 1% com a TXB,. O anti-soro utilizado contra o TXB, tem uma
reatividade cruzada de 100% com a TXB,, menos de 2% com a PGD, e
PGF,, e menos de 0,1% com a 6-ceto-PGF,, ¢ PGE,. Os dois anti-soros
utilizados ndo apresentaram reagdo cruzada com os diferentes peptideos
testados neste estudo (resultados ndo mostrados).

Os eicosanodides radiomarcados com tricio (3H-6-ceto-PGF;(,l ou

*H-TXB,) foram preparados diluindo-se 1 pl do marcador em 10 ml de

Tris 0,1%. A intensidade da radioatividade em todas as amostras foi

avaliada em condigOes nas quais a ligac@o total (i.e. as contagens efetuadas
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nos tubos de ensaio contendo apenas Tris 0,1% mais o eicosandide
radiomarcado) situava-se entre 2.000 a 2.500 c.p.m.

As curvas-padrao foram realizadas utilizando-se as concentragdes de
0; 0,5; 1; 2; 3,5; 5; 10 e 20 ng/ml de 6-ceto-PGF,, e TXB,. Todas as
dilui¢des das solugdes da curva-padrao foram feitas com a solugdo de Tris
0,1% (pH 7,4), sempre a partir de uma mesma solugdo estoque contendo
0,5 pg/ml de 6-ceto-PGF,, ou de TXB,.

Uma vez reconstituido o anti-soro, diluido o eicosandide marcado e
realizadas as diluigdes para a curva-padrdao, os tubos de ensaio foram
preparados de acordo com o protocolo descrito na Tabela 1. Convém
salientar que as avaliagdes tanto dos padrdes quanto das amostras coletadas
foram feitas em duplicata.

Uma vez completado o protocolo da Tabela 1, todos os tubos foram

agitados, vedados com Parafilm® e deixados a 4°C por 12 a 16 h. Apés este

periodo, a bateria de tubos foi transferida da geladeira para gelo, e

adicionou-se 100 ul de uma suspensao de 2% de carvao ativado em tampao

Tris 0,1% e dextrano 0,4% a cada tubo, exceto aos tubos 1 € 2. Em
seguida, os tubos foram agitados e centrifugados, 10 min depois, a 1.500 g
(centrifuga Beckman TJ-6) por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi
cuidadosamente transferido para frasco de poliestireno proprio para

cintilador, acrescido de 4 ml de liquido para cintilagdo e vigorosamente
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agitado. As leituras foram realizadas em periodos de 2 min por um

contador de emissao 3 (Beckman LS 6800).

Tabela 1 — Protocolo geral utilizado para determinagdo de eicosandides

por radioimunoensaio.

Tubo | Finalidade ou Volume adicionado (em pl)
concentra¢do | Padrdo | Tris 0,1% | Amostras | Anti- | ["H]
SOro

1-2 [’H] Total 5 250 . . 50

3-4 Ligac¢do nao- - 150 - - 50

especifica

5-6 Ligacao total - 100 - 50 50

(0 ng/ml)

7-8 0,5 ng/ml 50 50 - 50 50
9-10 1 ng/ml 50 50 - 50 50
11-12 2 ng/ml 50 50 - 50 50
13-14 3,5 ng/ml 50 50 - 50 50
15-16 5 ng/ml 50 50 - 50 50
17-18 10 ng/ml 50 50 - 50 50
19-20 20 ng/ml 50 50 - 50 50

21 atén amostras - - 100 50 50

experimentais




Material e Métodos 37

Com o objetivo de determinar a liberagao basal de 6-ceto-PGF,, ou

TXB, durante a realiza¢do de todo o protocolo experimental realizado para
os peptideos testados, as tiras de vesicula biliar de cobaia foram expostas
apenas a solugdo de Krebs-Henseleit.

Curvas concentragao-efeito para liberagdo dos prostandides foram
construidas de modo cumulativo para ET-1, ET-3 ou SRTX (1, 10 e
100 nM). Nas amostras expostas a ET-1 foram determinadas as
concentragdes liberadas de PGI, e TXA,, e naquelas estimuladas pela ET-3
ou SRTX, somente a libera¢ao de PGI, foi realizada. Outros experimentos
foram conduzidos na presenca de INDO (5,6 uM), incubada 30 min antes
da adicao da ET-1 (100 nM), ou somente na presenéa da vesicula biliar de

cobaia.

3.4. - Avaliagio simultinea da contracio e concentrag¢io de Ca’"
intracelular

As tiras de vesicula biliar de cobaia foram obtidas nas mesmas
condi¢des descritas anteriormente e colocadas numa placa de Petri
contendo uma solugdo fisiologica com a seguinte composi¢do (em mM):
NaCl 137; KCI 5,4; MgCl,.6H,0 1,0; CaCl, 1,5; glicose 5,5; EDTA 0,01;
HEPES 20,0 - pH 7.4). Em seguida, uma extremidade de cada preparagdo
foi fixada num suporte de polietileno especial com ponta metélica, que foi

inserido no interior de uma cubeta de quartzo contendo 50 pl da forma



Material e Métodos 38

esterificada da sonda de calcio fura-2, o fura-2 acetdxi-metil-éster (fura-
2/AM: 4 uM), em 2,45 ml de solugdo fisioldgica oxigenada (95% de O, e
5% de CO,) e agitada, contendo 0,3% de albumina de soro bovina (BSA).
Ap6s um periodo de incorporagdo de fura-2/AM de 1 h, a cubeta (com a
preparacdo) foi inserida num fluorimetro Deltascan (Photon Technology
International Inc., PTI, Princeton, NJ, EUA), mantida a 37°C, e lavada
continuamente, a 1,2 ml/min e por 30 min, para remo¢do do fura-2/AM
residual do meio extracelular e hidrélise completa da forma esterificada do
fura-2.

Decorrida a lavagem, a outra extremidade da tira de vesicula biliar
de cobaia foi conectada a um transdutor isométrico (Grass FTO3) e
submetida a uma tensao inicial de 0,5 g. As contragdes isométricas foram
registradas por um poligrafo (Grass — modelo 7D). Em todos os ensaios,
realizados sempre no escuro, permitiu-se um periodo de estabilizacio de
no minimo | h antes de qualquer nova interven¢do experimental.
Simultaneamente ao registro de tensdo isométrica, a prepara¢do foi
excitada, alternadamente, com pulsos de luz a 340 e 380 nm, através de um
feixe de fibras opticas de 3 mm de didmetro. Por sua vez, a fluorescéncia
emitida pela preparac@o foi coletada, por fibras dpticas dispostas em torno
dos feixes de excitagdo (circulo de 7 mm de didmetro), e lida no

comprimento de 510 nm (ver Figura 3 para esquema geral da montagem).
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O fura-2 é um corante.'ﬂuqrescente de alta afinidade pelo calcio.
Quando admihistrédov'. ﬁa ~ forma a'cetéxi-metil-ééter, ele penetra
passivamente na“célula’; th:e;é hidrolisado 2‘1. sﬁa forma acida. NeSta
condi¢do, o fura-2 tem ﬁm eépéctro de ‘ex'citagéo distinto de acordo com
sua ligacdo ao calcio intracelﬁlar. Quando livre, a emisséo maxima de luz
- se da quando o fura-Z ¢ excitado“ a 380 nm. jé quando se analisa o
complexo fura-2-célcio; a emis‘séo méxirh,a ocorre em éxcitagées préxi'mas
.de 340 nm. O comprimento de onda da leitura das fluorescéncias emitidas
foi de 510 nm. Ass1m, as rézGes das intensidades de luz emitida a 510 nm
obtidas apos excitagdo alternada da preparagdo a 340 e a 380 nm
(R340/380) tém variagdes diretamente proporcionais as modifica¢gdes na
concentracao de calcio intracelular livre.

ApoOs a lavagem e a estabilizag@o de 1 h, curvas concentragio-efeito
cumulativas foram construidas para a ET-1 ou SRTX (1, 10 e 100 nM), na
auséncia ou presenga de INDO (5,6 uM), incubada no minimo 30 min
antes da adic¢do do peptideo. As R340/380 maximas (Rmax — fluorescéncia
maxima do fura-2 na presehg:g de uma concentragao saturada de calcio) e
minimas (RM,N — fluorescéncia minima do fura-2 na presenga de uma
concentragio minimade célcio) foram determinadas através da utiliza¢io
de um iondforo de céalcio, a ionomicina (10 uM) que permeabiliza as

células ao Ca** (Rmax) € um quelante de calcio, o EGTA (20 mM) (Run),
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respectivamente, que foram adicionados a cubeta ao final de alguns

experimentos.

3.5. - Apresentacio dos resultados e anadlise estatistica

As contragdes induzidas pelos agonistas na vesicula biliar isolada de
coelho e cobaia sdo apresentadas como porcentagens da resposta ao
estimulo padrao KCl 80 mM (tomada como 100%). Por outro lado, as
contragoes induzidas por ET-1 ou SRTX em anéis de'aorta toracica de
coelho sao apresentadas como tensao absoluta (em g). Osresultadosdestes
experimentos sao apresentados como média + erro padrdo da média
(E.P.M.). Como alguns agonistas n3o induziram uma resposta maxima até
a maior concentracdo testada (100 nM, resposta a qual denominamos Ey),
as poténcias dos agonistas foram expressas como CKs, (i.e. a concentra¢io
que causa contragdo equivalente a 50% da resposta ao KCI 80 mM), e sdo
apresentados como as médias geométricas acompanhadas de seus limites
de conﬁange; para 95% (Fleming et al., 1972; Cardozo et al., 1997).

No radioimunoensaio, a quantificagdo do contetido de eicosandides

nas amostras foi feita por computador, através do programa Excel® com

interpolagdo da curva-padrdo. Os resultados sdo apresentados como média

* erro padrao da média (E.P.M.), expressos em ng de prostandides por ml

de amostra.
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Nos experimentos para avaliagdo simultdnea da contragdo e
concentra¢io de Ca®' intracelular, as contra¢des induzidas pelos peptideos
na vesicula biliar de cobaia sdo apresentadas como tensdo absoluta (em
mg). Por outro lado, a variagio da concentragio de Ca®" é expressa como
porcentagem de aumento da razdo da intensidade de fluorescéncia do Ca**
(1.e. R340/380), quando comparado ao valor basal. Todos os resultados
obtidos foram coletados através de um sistema de aquisicdo de dados
computadorizado. O programa Deltascan®, em conjunc¢do com o programa
PTI, possibilitou tanto o cbhtrdle drow éparelho, quanto a aquisicao de dados
e a sua andlise. Os resultados obtidos em ambos os ensaios sdo
apresentados como média + erro padrio da média (E.P.M.).

A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada através de
analise de varidncia (ANOVA) seguida do teste “t” bicaudal de Student
para amostras ndao-pareadas (Snedecor e Cochran, 1967). Diferengas ponto-
a-ponto entre os valores experimentails que apresentaram niveis de

probabilidade iguais ou menores do que 5% (P < 0,05) foram consideradas

estatisticamente significantes.

3.6. - Drogas, sais e solucdes
Todas as solugbes foram preparadas com agua bidestilada e
deionizada e com sais de pureza analitica (Merck A. G., Rio de Janeiro -

Brasil ou Darmstadt - Alemanha).
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A ET-1, a ET-3, a sarafotoxina S6¢c e o IRL 1620 [Suc-(Glv’,
Ala'""*)-ET-1] foram 'adqu.iridos da American Peptide Company
(Sunnyvale, CA, EUA). O BQ-123 [ciclo (D-Trp-D-Asp-Pro-D-Val-Leu)]
e o BQ-788 (N-cis-2,6-dimetil-piperidinocarbonil-L-gama-metileucil-D-1-
metoxi-carbonil-triptofanil-D-norleucina) foram gentilmente cedidos pelo
Instituto de Farmacologia de Sherbrooke (Quebec, Canadd). O A-127722-5
(traris —trans-2-(4-metoxi-fenil)-4-(1 ,3-benzodioxol-5-yl)-1-((N,N-dibutil-
amino) carbonil-metil) pirrolidine-3-acido carboxilico) foi gentilmente
doado pela Abbott Laboratories (Abbott Park, IL, EUA).‘ O
dimetilssulfoxido foi obtido da Merck A. G. (Rio de Janeiro - Brasil ou
~Darmstadt - Alemanha). O fragmento 26—33 amida sulfatado
[Tyr(SO;H)*]-colecistocinina (CCK-8), cloridrato de carbacol, difosfato
de histamina, fenilefrina, acetilcolina, indometacina, acido ascérbico,

ionomicina, EDTA, EGTA, HEPES, PBS, 6-ceto-PGF,,, TXB,, anti-soro
para 6-ceto-PGF,,, antisoro para TXB,, cremofor EL, carvdo ativado e

dextrana foram obtidos da Sigma Chemicals Company (St. Louis, MO,
EUA). O fura-2/AM foi adquirido da Calbiochem (La Jolla, CA, EUA), o
[’H]- 6-ceto-PGF,, da Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI,

EUA)eo [° H}- TXB, da Amersham Life Science (Arlington Heights, IL,

EUA).
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A maioria das solugdes estoque foi preparada com tampéo fosfato. O
IRL 1620 foi1 dissolvido em hidréxido de sddio 0,01 N, o A127722-5 em
etanol 10% e a indometacina em tampao basico de Tris (0,2 M). O fura-2
acetoxi-metil-éster foi disso\lvido em cloroféormio P.A., evaporado e os
tubos de eppendorffs armazenados na geladeira (4°C), cuidadosamente
protegidos de luz por revestimento em papel aluminio. O preparo da
solugdo para incorporagao do fura-2/AM foi realizado imediatamente antes
de ser utilizado, em 10% de DMSO, ‘80% de PSS/BSA e 10% de cremofor
EL (0,2%), este ultimo um detergeﬁte ndo citotéxico que“aumenta a
solubilidade da sonda de célcio.

A maior parte das drogas foi armazenada na forma de solucdes
estoque (10 puM a 1 mM), mantidas em tubos siliconizados a -20°C, e
diluidas até a concentragao desejada imediatamente antes do uso. Todas as

concentragdes de drogas mencionadas no texto correspondem a

concentragdo final das mesmas no banho.



4. RESULTADOS
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4.1. - Vesicula biliar isolada de coelho

Tiras de VB isolada de coelho expostas a solugéd de KCl (80 mM)
responderam com contragdo sustentada média de 0,47 + 0,02 g de tensdo por
10 mg de tecido umido (n = 130), que se estabilizou dentro de
aproximadamente 10 min. A adi¢do de concentra¢Ges cumulativas crescentes
de ET-1 (0,1-100 nM) causou contragdes tonicas gradativas da preparacgio,
que se desenvolveram muito lentamente (Figura 4). A contracdo méxirﬁa
induzida pela ET-1 mostrou-se resistente a multiplas lavagens consecutivas
da preparacdo. Os outros agonistas testados, CCK-8, serotonina e carbacol,
também causaram contragdes sustentadas da preparag?o, porém tais respostas
se desenvolveram muito mais rapidamente que aquelas induzidas pela ET-1.
Além disso, as contragdes maximas causadas por esses agonistas foram
prontamente revertidas apds a lavagem. A Figura 5 ¢ a Tabela 2 apresentam
os resultados médios desses experimentos. A ET-1 foi aprdximadamente 20e
100 vezes mais potente que a serotonina e o carbacol, respectivamente, e
cerca de 40 vezes menos potente que a CCK-8. A histamina foi inativa até a

concentracdo de 3 uM.



‘sojuwadxd
(7 9p SIew 9p BIPW ep oAnejuasaidar 9 9 wE 8°G1 opuesad eiry ewn op Oprqo 10j opedel} () [RULIOU JIQ[OSUSH-SQSIY op
oednjos woo ogderedard ep SBAISSIONS wcowm\,ﬁ € BOIpUI ], "[-BUI[Q]OPUR 9P SBATJR[NWIND 3 SIJUIISAID SI0SBIIUSOUOD 9p Odipe

e[ad ‘0Y[R00 9p epR[OSI IBIfIQ BINOISIA P BIN} W ‘SOPIZNPUI SIdIRNU0Y SO sop 001dn) 0oRQWOosT oNnsISY — $ VANOLI

[INu] 1-eurpPlopuy
 AVLLER) )
€0 DY
Je o. ©®
te | i

of sopejnsoy



Resultados

47

—O— Endotelina-1 —ill— CCK-8
—&— Serotonina

250 - | —3— Carbacol
s | —¢— Histamina
e 200p
o
(00
OO 150L
O O
o |
é & 100p
5%
O § 50 ‘
— , = 99 []
oy (.‘fl
-g O_ .!.‘...‘ltl-
o\° .

/A N N TN N R N
10 9 8 7 6 5 4 3

CONCENTRAGAO (-Log M)

FIGURA 5 - Curvas concentra¢ao-resposta médias aos efeitos contrateis

da endotelina-1, colecistocinina sulfatada (26-33) (CCK-8), serotonina,

carbacol e histamina na vesicula biliar isolada de coelho. Cada valor

representa a média + E.P.M. de 6 experimentos.
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TABELA 2 - Efeitos contrateis de diferentes agonistas em tiras de vesicula
biliar isolada de coelho. Para fins de comparagao, também sdo apresentados
resultados analogos obtidos em tiras de vesicula biliar isolada de cobaia. As
CKsos sdo apresentadas como médias geométricas acompanhadas ‘dos limites
de confianca para 95%. Os Eys estdo expressos como a média + E. P. M.,
como porcentagens da resposta de cada preparagao ao KCl 80 mM. O valor

de “n” indica o nimero de experimentos.

ANIMAL  AGONISTA CKs5o nM Ex (%) n
~ Coelho Endotelina-1 3,4(1,2-9,3) 186 + 22 6
Colecistocinina 0,085 (0,017-0,416)* 221 +23 5
Carbacol = 352(58,1-2131,2)* ~ 155+13 5

Serotonina 78,3 (13,1-476,9) * 111 £11* 5

Histamina - Inativo 6
até 3 uM
Cobaia®  Endotelina-1 0,8 (0,2-4,1) 129+ 10 6
Colecistocinina 2,2 (0,7-3,5) 197 7 6
Carbacol 87,5 (45,6-168,0) 197 £ 7 6
Histamina 330 (111-998) 178 £5 6

* P < 0.05 quando comparado ao valor correspondente & endotelina-1 (teste
“t” de Student para amostras ndo pareadas). ‘Resultados relatados por

Cardozo (1996) e Cardozo et al.(1997).
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A Figura 6 ilustra as curvas concentragdo-efeito médias aos efeitos
contrateis da ET-1, ETf3, bem como dos agonistas seletivos de receptores
ETg, a SRTX e o IRL 1620, na VB isoléda de coelho. Todos esses agonistas
causaram contragdes sustentadas e dependentes de concentragdo. Ndo foram
observadas diferencas significativas entre as CKsq ou as Ey da endotelina-1 e
quaisquer dos outros agonistas endotelinérgicos testados (Tabela 3).

A incubagdo de tiras de VB isolada de coelho com o antagonista
peptidico seletivo de receptores ET,, BQ-123 (3 uM; por 20 min), néo
afetou a CKsy da ET-1 [2,9 nM (1,6-5,3)], mas inibiu as respostas induzidas
por 30 e 100 nM de ET-3 em cerca de 35% (Figura 7). O antagonista ndo
peptidico seletivo de receptores ET,, A-127722-5 (0,1 e 0,3 uM), também
nao modificou a reatividade da VB [CKs 3,5 nM (1,1-11,2) e 2,1 nM
(0,5-8,3), respectivamente] a ET-1 (Figura 7A). Foi impossivel verificar a
atividade antagonistica de concentragdes de A-127722-5 maiores que
0,3 pM, pois causavam contragdo da preparagdo (resultados ndo
apresentados; n = 5). Por outro lado, o BQ-788 (antagonista peptidico
seletivo de receptores ETg; 0,3 ou 1 uM) inibiu de modo dependente da
concentragdo as respostas induzidas por SRTX [CKso 6,8 nM (2,2-20,9) e
12,3 nM (6,0-25,1), respectivamente, sem alterar o seu efeito maximo (Figura
7C). A reatividade da VB de coelho ao carbacol ndo foi alterada por BQ-123

ou BQ-788 (Figura 7D).
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FIGURA 6 — Curvas concentragao-efeito médias aos efeitos contrateis da
endotelina-1, endotelina-3, sarafotoxina Sé6c e IRL 1620 na vesicula biliar
isolada de coelho. Cada valor representa a média + EPM. de 6

experimentos.
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TABELA 3 - Reépostas médias de tiras de vesicula biliar isolada de coelho a
agonistas de receptores endotelinérgicos. Para fins de comparagdo, também
sdo apresentados resultados analogos obtidos em tiras de vesicula biliar
isolada de cobaia. As CKsos sdo apresentadas como médias geométricas
acompanhadas dos limites de confianca para 95%. Os Eys dos agonistas estdo
expressos como a média = E. P. M., como porcentagens relativas a
reatividade de cada preparacdo ao KCI 80 mM. O valor de “n” indica o

numero de experimentos. “Contragdo induzida por 100 nM de agonista.

ANIMAL AGONISTA' ~ CKsynM Eu (%)* n
Coelho Endotelina-1 3,4 (1,2-9,3) 18622 6
Endotelina-3 8,4 (4,6-15,4) 172 +£7 6

Sarafotoxina S6¢ 2,6 (0,8-2,8) 161 +£20 6

IRL 1620 4,3 (1,7-11,1) 150 £27 6

Cobaia®  Endotelina-1 0,8 (0,2-4,1) 129 + 10 6
Endotelina-3 3,5(2,4-5,2) 143 £ 11 6

Sarafotoxina S6c¢ 1,5 (0,7-3,3) 103 + 6* 7

IRL 1620 42,3 (14,4-123,9)* 65 + 9% 5

* P < 0,05 quando comparado ao valor correspondente para endotelina-1,

na mesma espécie. "Resultados relatados por Cardozo et al. (1997).
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A atividade das amostras dos antagonistas endotelinérgicos
utilizados na VB de coelho foi confirmada em anéis de aorta tordcica de
coelho sem endotelio. A incubag@o desta preparagdo com BQ-123 (1 uM) ou
A-127722-5 (0,3 uM), antagonistas seletivos de receptores do tipo ET,,
causou deslocamento significativo a direita da curva concentrac;ﬁo—resposta.é
ET-1 (Figura 8A). Da mesma forma, o BQ-788 (1uM), antagonista seletivo
de receptores do tipo ETjg, inibiu significativamente a contragio produz;da

pela SRTX (Figura 8B). - - -

4.2. - Vesicula biliar isolada de cobaia
A incubagdo do tecido com INDO (5,6 uM), um inibidor =
ndo-seletivo de ciclooxigenases, resultou em redugdes significativas das
respostas da VB a ET-1, ET-3 e SRTX (Figura 9). Porém, convém salientar
que a INDO causou redu¢do menor do Ey da ET-1 (de 170 + 13 para
123 £ 9% da resposta ao KCl 80 mM) dov que da ET-3 (de 193 + 23 para
99 + 18%) ou SRTX (de 108 * 15 para 21 + 4%). Os mesmos resultados,
vistos de outra forma, indicam que a INDO inibiu os Ey da ET-1, ET-3 e
SRTX para fragdes correspondentes a 0,72; 0,51 e 0,19 das respostas

controles originais, respectivamente.
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FIGURA 7 - Influéncia de antagonistas seletivos de receptores

endotelinérgicos ET, (BQ-123 ou A-127722-5) ou ETg (BQ-788) sobre a
contragdo induzida pela ET-1 (A), ET-3 (B), SRTX (C) ou carbacol (D) em
tiras de vesicula biliar isolada de coelho. Os resultados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste “t” bicaudal de
Student para amostras ndo-pareadas. Cada valor representa a média + E.P.M.
de 5-6 experimentos e asteriscos denotam P < 0,05 quando comparados ao
valor correspondente do grupo controle.
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Na tentativa de evidenciar se a ET-1 causa liberacdo diferencial de
prostandides pela ativagdo de receptores ET, e ETg, foram realizados
experimentos funcionais na presencga de um antagonista de um ou outro tipo
de receptor. Porém, experimentos demonstrando que a incubag@o de tiras de

VB i1solada de cobaia com o BQ-123 ou BQ-788, ambos a 1 uM e por

20 min, néb alterou a curva concentragdo-efeito a ET-1 (resultados nédo
apresentados; n = 6) inviabilizaram a utiliza¢do deste agonista para testar essa
hipétese. No entanto, quando substituiu-se a ET-1 por ET-3, que também
ativa ambos os tipos de receptores endotelinérgicos, verificou-se que tanto o
BQ-123, quanto o BQ-788, reduziram signiﬁcatjvamente e de modo
dependente de concentragao as respostas contrateis a ET-3 (Figura 10).
Quando adicionou-se INDO a preparagdes incubadas previamente com
BQ-123 (i.e. com os receptores do tipo ET, bloqueados), o inibidor de
ciclooxigenase quase que aboliu as contragdes induzidas por ET-3
(Fig. 10A). Ao contrario, quando os receptores ETg foram bloqueados com o
BQ-788, as contragdes induzidas pela ET-3 foram significativamente
aumentadas pela adicdo de INDO (Fig. 10B). A Figura 11 ilustra mais
claramente os efeitos diferenciais da INDO sobre as contra¢des induzidas por
30 nM de ET-3 na presenga de BQ-123 ou BQ-788. Nenhum dos
antagonistas afetou as contra¢des causadas por carbacol (resultados ndo

apresentados; n = 5-6 em cada caso).
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FIGURA 11 - Influéncia da indometacina (INDQO; 5,6 uM) na contragdo da
vesicula biliar isolada de cobaia induzida pela ET-3 (30 nM) na auséncia
(controle) ou presenca de BQ-123 (A) ou BQ-788 (B). Os resultados obtidos
foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) seguida do teste “t”
bicaudal de Student para amostras ndo-pareadas. Cada ponto representa a
média + E. P. M. de 7 experimentos. P < 0,05 e *P < 0,05, quando
comparados ao valor correspondente do grupo controle ou na presenga do
antagonista sozinho, respectivamente.
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Diante das evidéncias funcionais de que cada subtipo de receptor
endotelinérgico estaria acoplado diferencialmente & producio de
prostandides, procuramos confirmar a habilidade das ETs em estimular a
sintese de prostandides na VB de cobaia. Além disso, fomos investigar qual
era a relagdo entre sintese de prostanoides, contragdo e alteragdes na [Ca™];
induzida pela ET-1 (um agonista ndo seletivo ou dual de receptores ETA/ETg)
ea SﬁTX (um agonista seletivo de receptores ETg; Masaki ef al., 1994).

_ Experimentos utilizando radioimunoensaio demonstraram que a ET-1
(100 nM) causou liberac;éq‘ gradativa dependente do tempo de 6-ceto-PGF,,,
metabolito estavel da PGIl,, de tiras de VB de cobaia (Figura' 12). A
quantidade de 6-ceto-PGF,,, liberada pela preparagdo para o meio de
incubagdo em resposta @ ET-1 atingiu niveis significativamente maiores que
os basais a partir dos 16 min de exposi¢do, e essa resposta estabilizou-se a
partir de 20 a 30 min. A liberagdo de 6-ceto-PGF,, induzida por 100 nM de
ET-1 foi fortemente bloqueada por incubagdo prévia de INDO (5,6 pM;
Figura 13). Em preparagdes ndo expostas a ET-1, a inibi¢io da liberacdo de

6-ceto-PGF |, também foi significativamente inibida pela INDO.
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FIGURA 12 - Liberagdo de 6-ceto-PGF,, induzida pela ET-1 (100 nM) em
tiras de vesicula biliar isolada ‘de cobaia. Cada valor representa a média +
E.P.M. de 7 experimentos e asteriscos denotam P < 0,05 quando comparados
ao valor basal.
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FIGURA 13 - Influéncia da indometacina (INDO; 5,6 uM) sobre a liberagdo
de 6-ceto-PGF,4 basal ou induzida pela ET-1 (100 nM), num periodo de 20
min, em tiras de vesicula biliar isolada de cobaia. Os resultados obtidos foram
submetidos ao teste “t” bicaudal de Student para amostras ndo-pareadas.
Cada valor representa a média + E.P.M. de 4-10 experimentos e asterisco

denota P < 0,05 quando comparado ao valor correspondente do grupo
controle.
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A adiigéo cumulativa de concentragdes crescentes de ET-1 causou
liberagdo significativa e dependente da dose de 6-ceto-PGF,,. As
concentragdes de 1, 10 € 100 nM de ET-1 aumentaram, num periodo de 20
min, a liberagao deste prostandide de um valor basal de 1,7 £ 0,2 ng/ml, para
4,7+0,4;5,6 £0,4 e 8,2 + 0,6 ng/ml, respectivamente (Figura 14A). Embora
a ET-3 e a SRTX também tenham estimulado a liberagdo de 6—ceto—PGF_,a,

ambos causaram efeitos menores que os da ET-1, em todas as concentracdes
testadas. Neste sentido, a exposi¢ao a ET-3 ou a SRTX (cada quai a 100 nM)
aumentou a liberacdo do metabdlito estavel da PGI, de 1,1 + 0,2 para
4,0+0,6 ng/mlede1,7+0,3 para 4,7 + 0,8 ng/ml, respecti?amente (Figufas
14B e 14C). Conforme ilustra a Figura 15, a ET-1 também induziu uma
liberagdo muito discreta de TXB,, o metabdlito estavel de TXA,, ma.s‘ tal

efeito s6 foi significativo na concentragdo de 100 nM (de um basal de

0,8 £0,1 para 1,4 £ 0,2 ng/ml).
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FIGURA 15 - Liberagdo de TXB, induzida por adicdes cumulativas de
concentragdes crescentes de ET-1, incubadas durante 20 min nas
concentragdes indicadas, em tiras de vesicula biliar isolada de cobaia. Os
resultados obtidos foram submetidos ao teste “t” bicaudal de Student para
amostras ndo-pareadas. Cada valor representa a média + EP.M. de 10
experimentos e asterisco denota P < 0,05 quando comparado ao grupo basal.
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Outra série de experimentos foi realizada com o propodsito de
determinar até que ponto as contragdes mediadas através de receptores ET
ve/ou ETg estariam correlacionadas a alteragdes na [Ca2+]i . Além disso, foi
também avaliada a influéncia de prostandides na mediagdo desses eventos.
Nesse sentido, a adigdo de concentra¢des cumulativas e crescentes de ET-1
(1, 10 e 100 nM) causou contragdo ténicé gradativa da VB isolada de cobaia,
acompanhada de um aumento simultineo, também gradativo, da [Ca®"];
(Figura 16). A alteragdo da [Ca’"]; induzida por este peptideo foi
céracterizada por uma resposta monofasica, € a exemplo do que foi
observado com o desenvolvimento das contracdes, também exibiu um
decurso temporal bastante lento.

A Figura 17 ilustra que, de maneira semelhante a ET-1, a SRTX
também causou contragdo tonica gradativa da preparagdo, acompanhada de
um aumento simultineo, também gradativo, da [Ca>"];, nas concentracdes de
1, 10 e 100 nM. Os efeitos contrateis induzidos por estes dois agonistas foram
semelhantes (Figura 17A). No entanto, o aumento simultineo da [Ca®"];
causado pela SRTX nas concentragdes de 1 e 10 nM foi significativamente
maior quando comparado & ET-1 nestas mesmas concentragdes (Figura 17B).

A 1ncubagdo prévia da preparagdo com INDO (5,6 uM) resultou em
uma redugdo do Ey da ET-1, de 560 + 100 para 230 = 70 mg de contra¢do

(Figura 18A). Por outro lado, a INDO nfo modificou os aumentos
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simultaneos da [Ca2+]i causados pela ET-1 nessas mesmas preparagdes
(Figura 18B). Ja com relacdo a SRTX, observou-se que a INDO reduziu,
significativamente, tanto as respostas contrateis (Ey reduzido de 460 + 100
para 160 + 40 mg), quanto os aumentos simultdneos da [Ca®"]; (Figura 19).
Quanto a esta ultima a¢do da SRTX, por exemplo, a porcentagem de aumento
da razio da intensidade de fluorescéncia do Ca®* induzido por 100 nM do
agonista seletivo de receptores ETg foi reduzido pela INDO de 7,7 + 0,7 para
4,0+04.

As andlises de regressao linear revelaram que as alteracdes na tensio
e na [Ca’'}; induzidas pela ET-1 e SRTX estio fortemente correlacionadas
(Figura 20). A INDO diminuiu significantemente a inclinagdo da reta de
regressao linear para a ET-1 que correlaciona ambos estes parametros, ao
inibir seletivamente o efeito contratil deste peptideo, sem alterar o aumento
de [Ca®™); (Figura 20A). Por outro lado, ambas as altera¢des induzidas pela
SRTX foram inibidas igualmente pela INDO, de modo que a inclinagdo da
reta de regressdo linear que correlaciona os dois efeitos do agonista
permaneceu inalterada (Figura 20B).

Por fim, conforme ilustrado na Figura 21, a adi¢do de ionomicina
(10uM), um iondforo de célcio, apds a exposigdo da preparagdo a 100 nM
de ET-1 nd3o causou nenhum incremento da resposta contrdtil ou da

porcentagem de aumento da F340/F380 induzido pelo peptideo. No
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entanto, a adi¢io subseqiiente de EGTA (20 mM), um quelante de Ca*",
ainda na presenga tanto de ET-1 quanto de ionomicina, causou reducdo
significativa da contragdo induzida pela ET-1, sem alterar a porcentagem

~ . . A . +
de aumento da razio da intensidade de fluorescéncia do Ca*".
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FIGURA 16 — Registro tipico demonstrando contragdo (A) e o aumento
simultdneo da concentracio de Ca®* intracelular (B) induzidos pela
endotelina-1 (1, 10 e 100 nM) em tiras de vesicula biliar isolada de cobaia.

Resultados semelhantes foram obtidos em outros 4 experimentos.
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FIGURA 17 - Contragdo (A) e o aumento simultineo da concentracdo de
Ca®* intracelular (B) induzidos pela endotelina-1 e sarafotoxina Sé6¢ em tiras
de vesicula biliar isolada de cobaia. Os resultados obtidos foram submetidos
ao teste “t” bicaudal de Student para amostras ndo-pareadas. Cada valor
representa a média = E.P.M. de 5-7 experimentos e asterisco denota P < 0,05
quando comparado ao valor correspondente da endotelina-1.
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FIGURA 18 - Influéncia da indometacina (INDO; 5,6 uM) sobre a
contragio (A) e o aumento simultaneo da concentragio de Ca’" intracelular
(B) induzido pela ET-1 em tiras de vesicula biliar isolada de cobaia. Os
resultados obtidos foram submetidos ao teste “t” bicaudal de Student para
amostras ndo-pareadas. Cada valor representa a média + E.P.M. de 3-5
experimentos e asterisco denota P < 0,05 quando comparado ao valor
correspondente do grupo controle.
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FIGURA 19 - Influéncia da indometacina (INDO; 5,6 puM) sobre a
contragdo (A) e o aumento simultdneo da concentracio de Ca® intracelular
(B) induzido pela SRTX em tiras de vesicula biliar isolada de cobaia. Os
resultados obtidos foram submetidos ao teste “t” bicaudal de Student para
amostras ndo-pareadas. Cada valor representa a média + E.P.M. de 4-7
experimentos e asterisco denota P < 0,05 quando comparado ao valor
correspondente do grupo controle.
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FIGURA 20 — Analise de regressdo linear entre as alteragdes na contragio e

. ia - 2+ . . .
no aumento simultineo da concentragio de Ca” intracelular induzido pela

endotelina-1 (A) e sarafotoxina S6¢ (B), na auséncia e na presenca de

indometacina (INDO; 5,6 uM), em tiras de vesicula biliar isolada de cobaia.

Cada valor representa a média obtida com cada agonista nas concentragdes

- indicadas nos parénteses.
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5. DISCUSSAO
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5.1. - Efeitos da endotelina-1 e de outros agonistas na vesicula biliar
isolada de coelho
A exemplo do que ocorre na VB de cobaia (Cardozo, 1996; Cardozo
et al., 1997), evidenciamos que a ET-1 ktambém € um potente agonista
contratil da VB isolada de coelho. Comparada a atividade de outros agonistas
contrateis testados nessa preparagio, a ET-1 foi 40 vezes menos potente do
que a CCK-8, e 103 e 23 vezes mais potente do que o carbacol e serotonina,
se considerarmos a CKs, respectivamente. A VB de coelho apresentou
contragdes lentas e sustentadas em resposta a ET-1, que foram dependentes
da concentrag@o e resistentes a sucessivas renovacoes da solucdo nutriente.
Ao contrario da ET-1, os demais agonistas induziram. contragd0es muito mais
rapidas da preparacao, embora também fossem respostas sustentadas, e seus
efeitos foram revertidos rapidamente apos a lavagem. Coletivamente, esses
resultados foram bastante semelhantes aos obtidos com a VB de cobaia,
apesar de termos constatado que a ET-1 foi equipotente a CCK-8, e 109 e
412 mais potente que o carbacol e a histamina em contrair a preparagao desta
ultima espécie, respectivamenté (Cardozo 1996). Também € interessante
salientar que, diferentemente da VB de cobaia, a VB de coelho parece ser
insensivel aos efeitos contrateis da histamina.
A dificuldade em reverter as respostas contrateis induzidas pela ET-1

na VB, em ambas as espécies, poderia ser explicada pela altissima afinidade



Discussao 74

dos receptores endotelinérgicos por esse agonista, que faz com que sua
ligagdo aos receptores seja essencialmente irreversivel (Hocher ef al., 1992;
Watakabe et al., 1992; Wu-Wong et al., 1993). Chiou e colaboradores
(1997), utilizando receptores ETg obtidos de pulmado humano e expressos em
células de ovario de hamster chinés, confirmaram esses achados e
demonstraram que a ligagdo de ETs naturais, tais como ET-1 e ET-3, a esses
receptores exibem caracteristicas de irreversibilidade, enquanto que a liga¢do
de agonistas sintéticos trun.cados,r como o IRL 1620 apresentam
reversibilidade muito mais pronunciada. Esses dados da literatura alinham-se
as nossas observacdes anteriores de que as respostas contrateis da VB de
coelho e de cobaia (Cardozo et al., 1997) ao IRL 1626 eram mais facilmente
revertidas quando comparadas aquelas induzidas pela ET-1, ET-2 (testado sé
em cobaia) ou ET-3. No entanto, na VB de ambas as espécies,' as contragdes
induzidas por SRTX, que apresenta forte homologia estrutural com as 3
isoformas de ET, também mostram-se mais prontamente reversiveis que
aquelas causadas por esta ultima. Tal fato poderia sugerir que os perfis
distintos das repostas a ambos os peptideos esteja relacionada a ativagdo
simultanea de receptores ET4 e ETg pelas ETs.

Quando comparada a VB de cobaia (Cardozo et al., 1997), a VB de
coelho foi 4 e 2 vezes menos reativa, se considerarmos a CKs,, @ ET-1 €

ET-3, respectivamente. Apresentou reatividade semelhante para a SRTX e
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foi cerca de 10 vezes mais responsiva ao IRL 1620. Além disso, a0 contrario
do que foi observado na VB de cobaia, onde os dois agonistas seletivos de
receptores ETg induziram Ey (i.e efeito da maior concentragdo testada —
100 nM) menores do que o da ET-1, tanto a SRTX como o IRL 1620 foram
equiefetivos a ET-1 em contrair a VB de coelho. Esses resultados sugerem
‘que a VB de coelho talvez apresente uma propor¢ao maior de receptores ETg
- funcionais do que a de cobaia, embora tal hipotese ainda precise ser
cqnﬁrr_nadépor rewsfudc_}s _cornplémentares de ligagdo de radioligantes seletivos
para receptores endotelinérgicos ET, e ETp.
5.2. - Influéncia de antagonistas endotelinérgicos sobre contracdes da
vesicula biliar isolada de coelho induzidas por ET-i, ET-3 e SRTX

Numa segunda abordagem visando a caracteriza¢do dos receptores
endotelinérgicos da VB de coelho, avaliou-se os perfis de agdo de agonistas
na presenca de diferentes antagonistas. Para isso, utilizamos os seguintes
antagonistas: BQ-123 e A-127722-5, antagonistas peptidico e ndo peptidico,
respectivamente, seletivos de receptores do tipo ET. (Ihara et al., 1992;
Opgenorth et al., 1996) e o BQ-788, antagonista peptidico seletivo de
receptores ETg (Ishikawa et al., 1994).

Para testar a hipotese da predominancia de receptores ETg e verificar
se a VB de coelho também apresenta receptores ET,, testamos a

susceptibilidade das contragdes induzidas pela ET-1 ou ET-3 & inibi¢do por
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A-127722-5 e/ou BQ-123. Nesse sentido, constatamos que nenhum dos
dois antagonistas afetaram a curva concentracdo-efeito & ET-1 e que o
BQ-123 causou apenas uma modesta redugdo das contra¢des induzidas por
concentragdes mais elevadas de ET-3 (30 e 100 nM). Nas concentragdes
testadas, ambas as drogas antagonizaram, de modo pronunciado, o efeito
constritor da ET-1 na aorta toracica de coelho, aumentando a CEs, do
agonista em mais de 100 vezes. Esses resultados sugerem que a VB de
coelho contém uma populagdo discreta de receptores “EVTWA,WrngQfgar_l_ng
nossa hipotese da predominéncia de receptores ETg. Além disso, a
exemplo do que foi observado na VB de cobaia (Battistini et al., 1994;
Cardozo ef al., 1997), esses receptores ET4 sdo prati;:amente insensiveis ao
bloqueio por antagonistas seletivos. Um achado bastante inesperado foi o
fato de que 0 BQ-788 causou apenas um antagonismo muito discreto das
contragdes induzidas pela SRTX na VB de coelho, em‘concentra‘gées
suficientes para antagonizar substancialmente o efeito contratil desse
agonista em anéis de aorta dessa mesma espécie. Infelizmente, ndo foi
possivel utilizarmos concentragdes mais altas dos trés antagonistas pois,
nessas condi¢des, todos causaram contra¢cbes da VB de coelho. Os
mecanismos pelos quais estes antagonistas induzem contragdo ndo estio
esclarecidos, porém este achado pode ser relevante se considerarmos a

possibilidade de incidéncia de efeito adverso no trato biliar caso venham a
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ser utilizados na clinica, principalmente se 0s mesmos forem excretados
(e concentrados) por esta via.

Varios estudos tém demonstrado que as ETs causam contragdo da
musculatura lisa gastrintestinal através da interacdo com receptores ET4 e/ou
ETjg, dependendo do tecido e da especie. Somente os receptores ETs, pozr
exemplo, medeiam a contragdo induzida pelas ETs no estdmago isolado de
rato (Allcock et al., 1995). Por outro lado, as células do musculo liso gastrico
de cobaia contém ambos 0s receptores endotelinérgicos, porém apenas a
estimulagdo dos receptores ET, resulta em contragdo dessa preparagdo
(Kitsukawa et al., 1994). Além disso, Veriﬁcou-se que a ET-1 interage com
os dois receptores ET4 e ETg causando contracao dz; por¢cao muscularis da
mucosa do esofago, do ileo € da VB de cobaia € da VB humana (Uchida et
al., 1998; Miasiro et al., 1995; Cardozo et al., 1997; Huang et al., 2001).
Convém mencionar que, em relagdo & VB, Huang e colaboradores (2001)
confirmaram, através do emprego de radioligantes, a nossa hipotese baseada
em estudos funcionais, de que a contrag@o induzida pela ET-1 na VB de
cobaia ¢ mediada por uma cooperagdo entre os receptores ETp e ETg
presentes nesta preparagdo. Interessantemente, tamb€m evidenciaram que
este perfil observado em cobaia assemelha-se bastante ao que ocorre na VB
humana. Quanto a VB de coelho, grande parte dos receptores responsaveis

pela contragao induzida pelas ETs nesse tecido parecem ser do subtipo ETg.
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Porém, o fato de o BQ-123 ter reduzido, ainda que discretamente, as
contragdes induzidas por concentragdes elevadas de ET-3 sugere que a
preparagdo também expresse uma populagdo modesta de receptores ET,.
Investigacdes adicionais sao necessarias para elucidar estes resultados
funcionais preliminares.

A teoria classica de antagonismo competitivo, proposta por Schild

(1949), postula que um antagonista que atue num unico receptor, reduz

igualmente a afinidade do receptor a todos os agonistas que interagem com

esse receptor. No entanto, atualmente, diversas evidéncias contestam essa
teoria, demonstrando que os  antagonistas interagem com dominios do
receptor que sao distintos daqueles envolvidos na a:c,sociagﬁo de agonistas,
seja em relacdo a receptores endotelinérgicos (Sakamoto et al., 1993) ou a
outros integrantes da superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (Lee
et al., 1994; Fong et al., 1993; Beinborn et al., 1993; Hall, 1992). Além disso,
foi verificado que agonistas distintos de um mesmo receptor podem ligar-se,
em graus variaveis, com diferentes dominios desse receptor (Gether et al.,
1993). Esses achados talvez possam explicar porque o BQ-123 afeta as
respostas a ET-3, mas n3o a ET-1, nessa preparagdo. No entanto, ndo
explicam porque o A-127722-5, BQ-123 e BQ-788 bloqueiam de modo
muito mais pronunciado os receptores ET, e ETy da aorta do que os da VB

de coelho (ou da cobaia, Cardozo et al., 1997).
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Varias hipoteses podem ser aventadas para tentar explicar a dificuldade
dos antagonistas seletivos de receptores endotelinérgicos em bloquear os
receptores de ETs presentes na VB de coelho, bem como na VB de cobaia.
Uma delas seria a existéncia de multiplos subtipos de receptores ET, e ETg.
No entanto, € no minimo intrigante que, de acordo com alguns autores, um
determinado tecido poésa expressar, simultaneamente, receptores ET;, ET Ao,
ET51 e ETp, funcionais, todos mediando contracdo do musculo liso
(Sudjarwo et al., 1994; Yoneyama_e»t”_al}., 199_5;_ vNish_iyama et al., 1995).
Além disso, ¢ bastante dificil aceitar esta proposta que se baseia em
evidéncias funcionais,. uma vez que a biologia molecular identiﬁcou somente
dois génes codificando os receptores para as ETs ém mamiferos. Apesar
disso ndo podemos esquecer a possibilidade de que ﬁm unico gene possa
gerar fitas de RNA alternativas, originando receptores que, apesar de
compartilharem grande homologia com o receptor original, apresentam
sequéncias de aminoacidos diferentes (Shyamala et al., 1994; Elshourbagy et
al., 1996; Miyamoto et al., 1996).

Alternativamente, ha outras explica¢des possiveis para a sensibilidade
diferencial de um mesmo tipo de receptor a ativagdo por agonistas ou
bloqueio por antagonistas competitivos. A determina¢do do seqiienciamento
dos aminoacidos que compdem os receptores ET, e ETp possibilitou

prognosticar que ambos 0s receptores eram alvos em potencial para sofrerem
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modificagdes pos-translacionais. De um modo geral, essas modificagdes, tais
como, palmitoilagao, fosforilac;éo "e glicosilagdo desempenham papéis
important‘es‘na regulacdo funcional d;ﬁ receptores acoplados a proteina G. A
palmitoilac;éo, por exemplo, estd relacionada a expressdo do receptor na
superficie da c€lula, internalizagdo, ligagdo do ligante e ativagdo da proteina
| ‘G (para revisdo ver Morello e Bouvier, 1996; Bohm et al, 1997). A
fosforilagdo de residuos de serina e treonina parece ser um mecanismo
‘ 1mportante _de dessensibilizagdo (Bohm et al, 1997), enquanto que a
glicosilag@o esta envolvida também com ligagdo de ligantes e expressdo do
receptor na superficie da célula (Van Koppen e Nathanson, 1990; Kaushal
et al., 1994; Fukushima et al., 1995). Sitios de pahr;itoilagéo e fosforilacao
foram detectados na por¢do carboxi terminal citoplasmatica dos receptores
ETA e ETg (Horstfneyer et al., 1996; Okamoto et al., 1997; Roos et al.,
1998), bem como locais para glicosilagdo na por¢do amino terminal
extracelular desses receptores (Shraga-Levine e Sokolovsky, 1998). A
importancia da glicosilagdo no que se refere a ligagdo do agonista esta
relativamente bem estabelecida (Hashido et al, 1992; Shraga-Levine e
Sokolovsky, 1998). No entanto, até o0 momento, temos apenas informacdes
limitadas sobre até que ponto estas modificagdes poderiam alterar a

capacidade de ligagdo dos antagonistas endotelinérgicos aos seus receptores.
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Finalmente, outra possibilidade para tentar explicar a
heterogeneidade de bloqueio de respostas a agonistas endotelinérgicos por
um mesmo antagonista € a ocorréncia de interagdes fun_cionais entre
receptores ET, e ETg. Um mecanismo de interagdo funcional entre
receptoreé, ou seja cross talk, ja havia sido proposto pelo nosso grupo para
explicar nossos resultados na VB de cobaia (Cardozo et al., 1997). Nessa
preparacdo, a associagcdo dos antagonistas BQ-123 e BQ-788 inibiu
completamente as respostaé a ET-3, apesar dessa combinac@o ndo afetar
(Cardozo et al., 1997), ou afetar apenas parcialmente (Huang et al., 2001),
as respostas a ET-1. A possibilidade de interagdo dos receptores ET, € ETg
também jé for sugerida em outras preparagoes, corr'10 na artéria pulmonar
de coelho, bronquio humano, células cardiacas de Girardi humanas e
astrécitos de ratos (Fukuroda et al., 1994;-1996; Osaki et al., 1997; Jensen
et al., 1998). Neste sentido, tem sido observado que receptores acoplados a
proteinas G formam homo- ou heterodimeros, tanto com receptores
relacionados, como com receptores da mesma superfamilia para ligantes
completamente diferentes. O receptor GABAg do acido gama-
aminobutirico, por exemplo, que é um receptor com sete dominios
transmembrana acoplado a proteina G, necessita de heterodimerizagido de
duas subunidades distintas para se tornar um receptor funcional, pois

homodimeros de cada subunidade sio funcionalmente inativos (Jones et al.,
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1998; Kaupmann et al., 1998; White ef al., 1998). A heterodimerizac;ﬁo
pode ocorrer ainda entre dois diferentes subtipos de receptores, como é o
caso dos receptores opioides k-e O, resultando num novo receptor com
ligacdes e propriedades funcionais distintas (Jordan e Devi, 1999). Por ﬁm,
- um exempi;) ainda mais extremo € o heterodimero que agrega o receptor
D2R da dopainina ao SSTRS da somatostatina, que origina um receptor novo,
vcom atividade funcionalv aumentada (Rocheville et al., 2000).

A possibilidade de heterodimerizagao também tem sido aventada para
0S recéptores endotelinérgicos. Em estudos conduzidos com astrdcitos de
ratos, c€lulas que contém ambos os receptores para as ETs, verificou-se que a
resposta induzida pela ET-3, um agonista predominantemente ETg, foi
abolida por antagonistas de receptores ETg, no entanto somente a associa¢ao
de antagohistas ET4 e ETg foi capaz de reduzir ou abolir a resposta a ET-1
(Jensen et al., 1998; Hasselbaltt etv al., 1998; Blomstrand et al., 1999).
Assim, a heterodimerizacdo dos receptores ET, e ETy parece esclarecer
essa diversidade funcional na estimula¢do, uma vez que estes achados
sugerem que a molécula de ET-1 esteja ligando-se simultaneamente a sitios
do receptor ETA e receptor ETg (Ehrenreich, 1999). Talvez uma situagdo
analoga esteja ocorrendo na VB, tanto de coelho como de cobaia, uma vez
que nesta ultima preparagao, por exemplo, administrados isoladamente, o

BQ-123 ndo alterou e o BQ-788 antagonizou apenas  discretamente as
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respostas a ET-3, mas a incubagdo conjunta de ambos os antagonistas aboliu
por completo as respostas a este peptideo (Cardozo et al., 1997). No entanto,
experimentos adicionais seréo.necessérios' paré elucidar esta hipotese.
53.- Impqrtﬁncié dos prostanéides e do Ca*" intracelular nas contra¢des
induzidas por endotelinas na vesicula biliar isolada de cobaia

Erﬁbora um estudo anterior tenha relatado que a INDO, um inibidor
nao-seletivo de ciclooxigenases, ndo altera as contragdes induzidas pela ET-1 -
na VB V(ilEV:A ” gpbaia (Moummi et al., 1992), resultados obtidos em nosso
laboratorio evidenciaram que tanto a INDO como o ibuprofeno, outro
bloqueador da éiclooxigenase, ~ causaram reducdio estatisticamente
significativa das respostas da VB a ET-1 (Cardozo, 1596). Essa discrepancia
instigou-nos, inicialmente, a ampliar nossos estudos com a finalidade de
confirmar nossos resultados. Neste sentido, o fato da INDO ter causado
inibigdes ainda mais acentuadas das contragdes induzidas pela ET-3 e pela
SRTX, comprovou a participacdo dos eicosandides mediando os efeitos das
ETs na VB de cobaia, embora ndo esclareca as razoes da divergéncia com o
relato de Moummi et al. (1992).

Os efeitos contrateis da ET-1 na VB de cobaia, coelho e ﬁumana
envolvem ambos os receptores ET, e ETg (Cardozo et al., 1997; Huang
et al., 2001; resultados do presente trabalho). Pelo menos na VB de cobaia e

humana, ambos os receptores parecem estar restritos as células musculares
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- lisas (Huang et al., 2001). Parte do presente estudo procurou avaliar qual o
grau de acoplamento de receptores ETA € ETg a mecanismos contrateis
dependentes de prostandide nesta preparagdo. A utilizagio de ET-1 foi
inviabilizada, pois corroborando estudos anteriores (Battistini et ai., ‘1994;
Cardozo et al., 1997), nenhum dos dois antagonistas isoladamente, BQ-123

ou BQ-788 (ambos a 1 uM), foi efetivo em antagonizar as contra¢Ges

induzidas por este agonista. Como alterﬁativa para contornar esse problema,
avaliamos se a INDO poderia »q_fet__a;___Qifgyenéialmente as respostas da} VB de
cobaia induzidas pela ET-3 através de receptores ET, ou ETg, na presenca de
BQ-788 ou BQ-123, respectivamente. Cada antagonista reduziu
acentuadamente a reatividade da preparagdo a ET-3, com o BQ-788 e o
BQ-123 afetando principalmente, mas nao exclusivamente, as altera¢Ges
produzidas por concentracdes mais baixas e mais altas do peptideo,
respectivamente. Esses perfis distintos de agdo de cada antagonista parecem
coerentes com a maior afinidade do peptideo pelo receptor ETg, quando
comparado ao ET4. Além disso, o fato das respostas induzidas pela ET-3 na
VB de cobaia serem completamente abolidas quando os dois antagonistas sdo
associados (Cardozo et al., 1997), refor¢a a adequagio do presente protocolo
em realizar o bloqueio do receptor ET, e ETg. Nessas condi¢bes, a INDO
influenciou diferencialmente os efeitos induzidos pela ET-3,' dependendo do

antagonista utilizado. Na presenca de BQ-123 (i.e. quando os receptores ET4
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estavam bloqueadés), a INDO praticamente aboliu as respostas a ET-3, de
maneira bastante semelhante ao que foi observado contra as respostas
induzidas (na auséncia de BQ-123) pela SRTX, agonista seletivo de receptor
ETg. Contudo, quando os receptores ETg estavam bloqueados com o
BQ-788, disponibilizando assim apenas os - receptofes ETA, a INDO
potencializou as contragdes induzidas pela ET-3 na VB de cobaia de modo
pronunciado. Convém ressaltar que este conjunto de resultados € consistente
‘com 0 grau VariracAi_o” demlblgao »induzida pela INDO das contragdes causadas
pela ET-1, ET-3 e SRTX, na auséncia de quaisquer antagonistas,
considerando a afinidade relativa de cada um desses agonistas por receptores
ETa e ETg. "

Os diversos mecanismos de transdugzo acopladds aos receptores ET4 €
ETg sdo, de um modo geral, muito similares na maioria dos tecidos, inclusive
no musculo liso vascular (para revisdo ver Sokolovsky, 1995). No entanto,
varias evidéncias indicam que cada um desses subtipos de receptores pode
mediar a contragdo do musculo liso das vias aéreas de humano, rato e cobaia
através de mecanismos distintos de transdugdo de sinal (Maxwell, et al.,
1998; Inui, et al., 1999). Os resultados obtidos com a ET-3 sugerem que as
contragdes da VB de cobaia decorrentes da estimulagdo de receptores ET, €
ETg sdo modulados, em sentidos opostos, por eicosandides dependentes da

via da ciclooxigenase com agles distintas sobre a contratilidade da
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musculatura lisa. De alguma forma, ao serem ativados pela ET-3, os
receptores ETg parecem sinalizar a geracdo de eicosandides contréteis,
enquanto os receptores ET, provavelmente sinalizam a produgdo de
- eicosanoides que limitam a magnitude da contragdo da VB de cobaia.

Diante das evidéncias funcionais de que cada subtipo de receptor
| endotelinérgico estaria acoplado diferencialmente & producdo de
ﬁrostanéides, procuramos confirmar a habilidade das ETs em estimuiar a
sintese de prostanoides na VB de cobaia. Nesse sggﬁidg, observamos que
tanto a ET-1, quanto a ET-3 e a SRTX aumentaram a liberacdo de 6-ceto-
PGF,, 0 metabélito estdvel da prostaciclina. A liberagéo estimulada por
ET-3 e’ SRTX foi significativamente menor que a causada por ET-1, em todas
as concentragoes testadas. E importante salientar, ainda, que a ET-1 também
induziu liberacdo de TXB,, o metabdlito estavel da TXA,, mas este efeito foi
muito menor que o evidenciado para 6-ceto-PGF,,. Esses resultados
constituem a primeira derﬁonstragﬁo direta de liberagdo de prostandides pelo
sistema endotelinérgico na VB. Além disso, a inibi¢do acentuada da
liberag@o, tanto basal quanto induzida por ET-1, de 6-ceto-PGF,, causada
pela INDO confirma que os prostandides sdao formados a partir do acido
araquidonico através da via da ciclooxigenase. Este achado alinha-se a relatos
de que a estimulagdo tanto de receptores ETA como de ETg do musculo liso

podem ativar a fosfolipase A, (para revisdo ver Sokolovsky, 1995).
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Um conjunto final de experimentos foi realizado com o propdsito de
investigar se a sintese de prostandides influenciaria a relagdo entre as
contraches e as alteragdes na [Ca®'); induzidas pela ET-1 e a SRTX. As
alteracdes na tensao e na [Ca®™); induzidas pela ET-1 e SRTX na VB
apresentaram decursos temporais bastante lentos e muito semelhaﬁtes. Além
disso, analises de regressio linear revelaram que ambos os efeitos de cada um
dos agonistas estdo fortemente correlacionados. Em diversos tecidos, tanto
vasculares quanto néo—vascp}ares, acontragéo fip mﬁsculo liso produzida pela
ativacdo de receptores endotelinérgicos estd associada com uma alteragdo
bifasica na [Ca’"];, caracterizada por um pico rapido e transitorio seguido de
uma elevacdo menos acentuada mas sustentada. Esses componentes da
resposta devem-se, respectivamente, a mobilizacdo dos estoques de Ca®* do
reticulo endoplasmatico por ago do inosito] trifosfato e ao influxo de Ca**
extracelular através de canais operados por voltagem e/ou por réceptores
ativados pelas ETs (para revisdo ver Pollock et al., 1995; Sokolovsky, 1995).
Da mesma forma que a VB, o musculo liso da traquéia de cobaia também
eXpressa ambos os receptores ETa € ETg, cada qual acoplado a contragao e
elevacio na [Ca*];. Nessa preparacio, a estimulacfio de receptores ET, causa
uma resposta tipicamente bifisica no que tange alteracdes da [Ca®'];,
enquanto que a estimulagdo dos receptores ETg induz somente a elevagio

sustentada (Inut et al., 1999). No entanto, nossos resultados indicam que a
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principal fonte do Ca*" necessario para promover a contragdo induzida por
estimulagdo de receptores ET, e ETg na VB de cobaia seja o meio
extracelular. O fato das respostas contrateis da VB de cobaia a ET-1 serem
‘praticamente abolidas pela remocdo de Ca®* extracelular (Moummi et al.,
1992; Cardoéo, 1996) refor¢am esta hipotese. Ainda com relacdo a este
ponto, ambos estes estudos demonstraram que a nicardipina inibe
substancialmente, mas ndo abole, as contracdes da VB de cobaia ihduzidas
por ET—l; Assim, parece evidente que parte consideravel do influxo de Ca*
estimulado pela ET-1 decorre da ativagio de canais seletivos de: Ca®*
dependentes de voltagem do tipo L.

Ao 1nibir seletivamente o efeito contratil da Ef—l, mas nao o aumento
de [Ca®; induzido pof este agonista, a INDO diminui significativamente a
inclinagdo da reta de regressdo linear que correlaciona ambos estes
parametros. No entanto, a INDO apresentou um perfil de a¢ido claramente
distinto em relacio as contragdes e aumentos de [Ca®"); induzidos pela
SRTX. Neste caso, ambos os efeitos da SRTX foram inibidos igualmente, de
modo que a inclinag¢@o da curva de regressdo linear que correlaciona os dois
efeitos do agonista permaneceu inalterada. A influéncia diferenciada da
INDO sobre as respostas induzidas pela estimulagiio simultinea de receptores

ETA e ETg (com ET-1) ou somente de receptores ETg (com SRTX), sugere

fortemente que cada subtipo de receptor esta acoplado a mecanismos de
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transducdo de sinal que dependem da geragdo de prostandides com perfis de
acao distintos.

Embora tenhamos observado que a ET-1 causa liberagao de 6—ceto-‘
PGF,, e de TXB, (ainda que em grau limitado), isto ndo significa
necessariamente que a prostaciclina (ou mesmo o tromboxano A,) seja o
prostanoide responsavel pelo componente INDO;sensivel dos efeitos
contrateis e mobilizadqres d¢ Ca” da ET-1 ou da SRTX. Neste sen'tidé, ha
varias consideracoes a sererﬁ feitas. Primeiro, ainda que a ET-1 libere mais
prostaciclina do que a SRTX, ambos. os agonisvt_as foram equiefetivos em
causar contragdo na maior concentragdo testada (100 nM), e baixas
concentragoes de SRTX (1 e 10 nM) foram mais efetivas do que aquelas da
ET-1 em aumentar a [Ca2+]i. Outra evidéncia ¢ de que a INDO exerce maior
inibi¢do frente & contragdo e aumento da [Ca”]i induzido pela SRTX do que
pela ET-1. Por fim, a prostaciclina ¢ muito menos potente do que outros
prostanoides (i.e. prostaglandina E, ou U46619, este dltimo um analogo
sintético do endoperdxido e/ou tromboxano A,) em contrair a VB de cobaia
(Wood et al., 1980). Nesse sentido, foi.demonstrado recentemente que a
bradicinina, outro potente agonista contratil da VB de cobaia (Cabrini e
Calixto, 1997), promove a liberagdo de prostaciclina e prostaglandina E,

desse 6rgdo (Bogar et al., 1999).
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O p‘resente estudo demonstrou um efeito diferencial da INDO sobre as
respostas contrateis e aumentos simultineos de [Ca*"]; induzidos pela ET-1
(mediado por ambos o0s recép't'ores. ET, e ETg) e SRTX (mediado somente
por receptores ETg) na VB de cobaia. Essas diferencas sugerem que, nesta
preparagdo, os receptores ETy é ETs estdo acoplados a mecanismos que
estimulam a p;oduc;éo de prostandides (ou conjuntos de pro‘stanéides)
distintos que exercem influéncias inibitorias e excitatorias na contratilidade
do musculo liso, respectivamente, dependendo do balango entre suas agdes
imndividuais em seus respectivos receptores. Outra possibilidade para explicar
a relativa ineficacia da INDO em inibir as respostas contrateis e de [Ca>;
induzidos pela ET-1, quando comparado aos resultacios obtidos com SRTX,
seria 0 desvio de acido araquidonico mobilizado pela ativagdo de receptores
ETx para a via da lipooxigenase, dando origem a leucotrienos. Nesse sentido,
hé relatos de que o bloqueio da ciclooxigenasé estimula a formacgao .de
cisteinil-leucotrienos em vias aéreas isoladas de animais e em umé parcela de
pacientes asmaticos (para revisdo, ver Babu e Salvi, 2000), e que os cisteinil-
leucotrienos C4, D, e E4 sdo potentes agentes contrateis da VB de cobaia
(Falcone e Krell, 1992).

Esse nosso ultimo conjunto de resultados, mostrando efeitos

diferenciais da INDO sobre contragdes e variagdes de [Ca*"]; induzidos por

ET-1 e SRTX, alinham-se aquele mostrando que contracdes & ET-3 mediadas
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através de receptores ET, e ET sio potencializadas e inibidas,
respectivamente, pela INDO. Além disso, parecem coadunar-se com | oS
resultados do primeiro conjunto de experimentos realizados com a VB, que
mostraram um efeito inibitério do bloqueador de ciclooxigenqse menor sobre
as contragdes induzidas por ET-1, do que por ET-3 e SRTX (resultados da
Figura 9). A Figura 22 ilustra, de forma esquemética, nossa proposta de que
prostandides gerados em resposta a ativagao de receptores ET, ou ETg tem
influéncias distintas sobré a musculatura lisa vda VB (ie cobala Ambosos;
receptores estao acoplados a ativa¢.§o da fosfolipase A,, formagdo de acido
araquidbnico e geragdo de prostanoides através da via das ciclooxigenases.
No entanto, a ativacao do recéptor ETg promové a formac¢ao de um conjunto
de prostandides cujo efeito final parece ser predominante excitatério sobre a
mobilizacio de Ca*" a partir do meio extracelular e conseqiientemente de
contraggo. Por outro lado, a ativagdo do receptor ET4 induz a formagéo de
um conjunto de prostandides que tem um efeito predominantemente
inibitério sobre a mobilizagio de Ca*" para a inducio do efeito contratil.
Assim, ao inibir-se as ciclooxigenases com a INDO, remove-se a influéncia
excitatoria dos prostandides formados através da estimulagdo do receptor ETg
e observa-se consequientemente uma redugdo do efeito contratil. No entanto,
a remoc¢do da influéncia inibitéria induzida pela INDO causa uma

potencializacdo dos efeitos contrateis mediados através dos receptores ET,.
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Ainda restam ser definidos quais sdo efetivamente os prpstanéides
responsaveis pelas influéncias excitatoria e inibitéria sobre a mobilizagdo de
Ca’" para a contragdo da VB de cobaia. Também parece pertinente investigar,
no futuro, a possibilidade da INDO desviar o écido.araquidénico mobilizado
pela fosfolipase A, em resposta a ativac¢do de receptores ET, para conversdo
em leucotrienos por a¢do de lipooxigenases.
5.4. - Implicacgtes ﬁSioiiégicas ou fisiopatologicas

O envolvimento do sistema endotelinérgico no trato biliar tem sido
evidenciado tanto em condigdes fisiologicas, participando do controle do
fluxo biliar e dos mecanismos que regulam a concentragdo e a composi¢do da
bile, como em situacdes patoldgicas que afetam o tré:lto biliar. A fung¢do da
VB ¢ dupla, ou seja armazenar e concentrar a bile hepatica durante os
periodos de jejum, bem como liberar a bile concentrada, no duodeno, em
resposta a ingesfﬁo alimentar.vNo homem, as células epiteliais que revestem
os ductos interlobulares e biliar comum e a mucosa da VB secretam ET-1
(Housset et al., 1993a). Este peptideo parece estar envolvido nos processos
de secregio e fluxo biliar, pois estimula o transporte de acidos biliares dos
hepatdcitos para os canaliculos hepaticos (Tanaka et al., 1994) e a freqiiéncia
de contragdo destes canaliculos (Kamimura et al., 1993). Evidenciamos
ainda, que na cobaia, a ET-1 exerce efeitos contrarios nos diferentes

componentes do trato biliar extra-hepatico. Esse peptideo contrai apenas a



Discussao 94

VB (Moummi et al., 1992; Battistini et al., 1994; Cardozo et aZ., 1997;
Huang et al,, 20011; resultados do presente estudo), sendo este efeito mediado
por receptores ET, e ETg, € pelo menos em parte, pela sintese de
prostandides excitatérios (resultados do presente estudo). Por outro lado, a
ET-1 ndo causa qualquer resposta contratil do ducto hepatico, do ducto
cistico ou da porgao proximal do ducto biliar comum (Koepp et al., 2001).
Interessantemente, ao compararmos os efeitos da ET-1 com dois importantes
agonistaé do trato biliar, a CCK-8 e o carbacoly,_' verificamos que de um modo
bastante semelhante a ET-1, eles também contraem a VB e ndo exercem
efeitos contrateis sobre os ductos hepaticos, cistico e a por¢do proximal do
ducto biliar comum. Em contraste, ambos os agonis;as induzem contragées
da por¢éo distal do ducto biliar comum e a ET-1 aparentemente ndo causa
qualquer resposta contratil direta dessa por¢@o. No entanto, ampliando estes
| achadés, constatamos que, na verdade, a ET-1 contrai esta preparagido, porém
este efeito € modulado pela sintese de prostandides relaxantes. Vimos ainda
que, embora n3o induza qualqﬁer efeito contratil direto sobre as por¢oes
coledocal ou papilar do esfincter de Oddi, a ET-l € capaz de atenuar
contragdes da por¢do coledocal (mas ndo a papilar) por.um mecanismo
dependente de prostanoides e de receptores ET4 € ETg.

Assim, apesar das limita¢Oes inerentes aos estudos in vitro com tecidos

contendo musculatura lisa, os perfis diferentes de a¢do da ET-1 em porgdes



Discussdo 95

distintas do trato biliar extra-hepatico podem ser integrados de maneira a
conjecturar um possivel papel fisioldgico deste peptideo. Ao ser sintetizada
pelas células epiteliais do trato biliar, sua acdo contratil prostandide-
dependente sobre a muscﬁlatura lisa subj acente da VB, em coﬁjunto com seu
efeito depressor (também prostandide-dependente) nas porgdes distal do
ducto biliar comum e coledocal do esfincter de Oddi, poderiam contribuir
para o extravasamento de bile para o duodeno. A possivel importincia
ﬁsiolégica do ‘relaxamentg da por¢ao coledocal do esfincter de Oddi em
resposta a ativagao de receptores endotelinérgicos pela ET-1 ¢ reforgada pela
possibilidade da indometacina induzir colestase por aumento do tono do
esfincter de Oddi (Yasar et al., 1999). No entanto, estl;dos mais aprofundados
in vivo sdo necessarios para tentar elucidar os possiveis papéis fisioldgicos da
ET-1 sobre a motilidade nesse sistema.

Cabe aqui especular acerca das possiveis implicagdes fisiologicas
e/ou fisiopatoldgicas da presenca de ambos os subtipos de receptores
endotelinérgicos na musculatura lisa da VB, bem como as conseqliéncias
do acoplamento diferencial de cada um & geragdo de prostandides. Ao que
parece, a ET-1 possivelmente ¢ a isoforma enddgena fisiologicamente mais
relevante no trato biliar (Fouassier et al., 1998). Este agonista apresenta alta
afinidade tanto por receptores ET, quanto ETg. Neste aspecto, se

considerarmos a hipétese de que a ET-1 causa contragdo da VB de cobaia
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através da estimulagdo simultdnea de receptores ET, e ETg (sejam eles
homo- ou heterodiméricos), nossos resultados sugerem que esta ativacio
sinaliza a producao de um conjunto de prostandides com influéncias tanto
excitatorias como inibitorias sobre a musculatura lisa. Nossos resul.t-ados
demonstram que, em condi¢des normais, ha um predominio da inﬂuéncia.
excitatéria dos prostandides sobre a inibitoria. Contudo, alteragGes na
propor¢do relativa de receptores ET, ¢ ETg da VB, ou no perfil de
prostandides gerados em resposta a estimulagdo destes receptores poderia
acarretar distirbios ﬁsiopatolégicosvno trato biliar.

Por outro lado, foi proposta recentemente uma nova hipdtese sobre o
envolvimento do sistema purinérgico na transmissdo nervosa de
informagdes mecanosensoriais (para revisdao ver Burnstock, 2001). A
proposicao se baseia no fato de que a distensdo de visceras com formatos
de tubo (tais como o ureter, ducto salivar e intestino) ou de saco (como a
bexiga e a VB) induz a liberagdo de ATP a partir das células epiteliais de
revestimento. Em situa¢cdes em que ocorre distensio moderada, o ATP
liberado atua preferencialmente nos receptores P2X; nas fibras nervosas
sensoriais intrinsecas (de limiar baixo), contribuindo para o peristaltismo
reflexo. No entanto, quando ocorre distensido severa,‘ freqiientemente
associada com dor, o ATP seria liberado em quantidades maiores e também

atuaria nos receptores P2X; localizados nas fibras nervosas sensoriais
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extrinsecas (de limiar alto), as quais enviam mensagené através dos
ganglios dé raiz dorsal para os centros da dor no sistema nervoso central.
Ha evidéncias de que ETs também estimulam fibras sensoriais extrinsecas
(Gokin et al.; 2001), causam dor (Piovezan et al., 2000), ihduzem liberacao
de prostandides (presente estudo) e potencializam efeitos do ATP mediados
por purinoceptores da classe P2X (Luéiano et al., 1995).

Estudos conduzidos com pacientes eleitos para colecistectomia
devido a coiecistite revelaram que a bile dos mesmos apresenta aumentos
pronunciados da concentragdo de ET-1 (em mais de 10 vezes, Kraus et al.,
1996), PGI, e PGE, (em cerca de 4 vezes; Myers e Bartula, 1992). O
aumento do contetdo desses dois prostandides no lﬁ;nen da VB parece nao
somente alterar a absor¢@o de fluidos, como também aumentar o grau de
distens@o deste 6rgéo, favorecendo a ruptura da mucosa e o aparecimento
de dor biliar (Saverymuttu et al, 1979; Myers e Cheung, 1984;
Beckingham, 2001). Diante dessas evidéncias, especulamos que a ET-1
sintetizada pelo epitélio biliar possa participar na mediacio de dores
biliares ao desempenhar uma func¢do analoga no tfato biliar, ao ativar fibras
nervosas sensoriais extrinsecas presentes na VB, seja diretamente ou
através da contracdo exagerada deste orgdo, estimulacdo da sintese de
prostanoides e/ou por potencializagdo dos efeitos do ATP sobre estes

neurdnios.
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Os resulfados do presente estudo permitem concluir que:

e A exemplo da VB de cobziia, a ET-1 também ¢ um potente agonista
contratil da VB isolada de coelho, sendo mais potente que a serotonina e.o
carbacol, mas menos potente que a CCK-8. Porém, considerando que as
contfagées induzidas por SRTX ou IRL 1620 na VB de coelho sdo de
magnitudes semelhante as causadas por ET-1, enquanto que na VB de
cobaia causam efeitos rﬁenores que a ET-1, os resultados sugerem que
este tecido apreseﬁta uma predominancia maior de receptores ETg sobre
os ET4 na VB de coelho do que de cobaia.

e A exemplo do que ocorre na VB ‘de cobaia, tanto os receptores ET,
quanto os ETg presentes na VB de coelho mostram—se muito pouco
susceptivels ao bloquelo por antagonistas seletivos desses receptores.

e O fato da ET-1 e a SRTX efetivamente estimular a produgdo de
eicosanoides derivados da via da ciclooxigenase (PGI,) da VB de cobaia,
aliado a demonstragdo de efeitos inibitérios da INDO sobre contragdes
induzidas por ET-1, ET-3 e SRTX confirmam que os prostandides sdo
importantes na mediagdo/modulagio dos efeitos contrateis das endotelinas
nessa prepara¢ao. Contudo, o menor efeito depressor da INDO sobre
contragdes da VB de cobaia induzidas por ET-1 do que por SRTX, bem
como o efeito diferencial deste bloqueador de ciclooxigenase sobre

respostas causadas por ET-3 através de receptores ET, ou ETy sugerem
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que os receptores ETg estdo acoplados a geragéo. de. eicosandides com
acao predominantemente contratil, enquanto os ET4 parecem sinalizar a
producdo de eicosandides que, no conjunto, limitam a magnitude da
contragdo desta preparagao.

As contragdes tOnicas gradativas da VB de cobaia induzidas por ET-1 e
SRTX estdo fortemente correlacionadas a aumentos simultaneos, também
gradativos, da concentracio intracelular de Ca®* intracelular livre. Esses
.aumentos lentos, gradativos e sustentados na [Ca’"}; sugerem, na luz de
achados anteriores (Moummi ef al., 14992), que o cation seja mobilizado
majoritariamente do meio extracelular, pelo menos em parte através de
canais seletivos de Ca>" dependentes de voltagem do tipo L.

O fato~da INDO apresentar perfis inibitorios distintos sobre as alteracdes
de tensao e de intensidade da fluorescéncia induzidas pela ET-1 e SRTX
na VB de cobaia fortalecem a hipotese de que os receptores ET, e ETg
estdo acoplados a mecanismos que ativam a producdo de conjuntos
distintos de prostandides que, por sua vez, exercem influéncias inibitdrias
e excitatorias na contratilidade do musculo liso, respectivamente. A
relevancia fisiologica e/ou fisiopatologica destes achados sobre as fungdes

do trato biliar permanece a ser esclarecida.
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