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Resumo

Os efeitos vasculares da endotelina-1 (ET-1) , da sarafotoxina 6b (86b) e
o IRL-1620 foram investigados em leito arterial hepatico isolado de céo. antes e
durante a infusao de inibidores da ciclo-oxigenase e da dxido nitrico sintetase
{indometacinag e L-NAME, respectivamente). Administracdes de noradrenalina
(NA) foram wusadas como agente vasoconstritor controle em nossos
gxperimentos. Apds a retirada cirdrgica do orgdo, a vela cava (porgdes
abdominal e supra-diafragmatica), veia porla e artéria hepatica foram
canuiadas. O érgdo foi perfundido através da artéria hepatica e da veia porta
com solucdo nutritiva de Krebs oxigenada e aquecida a 37°C. Injecbes em
bolus de ET-1 (0.4-400 pmol), 56b (0.4-400 pmoi), IRL-1620 (40-1200 pmol) e
NA (5-500 nmol) foram feitas através da artéria hepatica e as respostas da
preparacdo foram registradas em poligrafo. A administragbes de ET-1 e S6b
induziram uma resposta vasocconstritora dependente da dose e de longa
duracdo, acompanhadas de liberacdo significativa de prostaciclina (PGlp). A
infusdo de indometacina (5,6 uM) neste sistema tendeu a aumentar, porém nao
significativamente, as respostas vasculares induzidas por estes agonistas. A
subseqiente infusao de L-NAME {10 uM), potenciou a resposta vasoconstritora
induzida tanta pela ET-1 quando pela 86b (P<0.05). A infuso de IRL-1620 nao
produziu efeito significativo na resisténcia vascular arterial hepatica mesmo na
presenca simultanea dos antagonistas. A infuséo do antagonista seletivo para

receptores ETp (FR 139317, 0,3 uM), reduziu significantemente as respostas



xv

vasoconstritoras induzidas por ET-1 e 86b, sem no entanto afetar a resposta
nduzida por NA. O IRL-1620 (mas ndo a ET-1) foi capaz de produzir uma
liberacao significativa de hemoglobina do circuito hepatico, sem no entanto
causar uma resposta pressorica importanie. i1sso sugere uma disiribuicao
preferencial de recepiores do tipo ETg no leito venoso hepatico. Estes
resultados indicam que as respostas pressoricas do figado isolado e perfundido
de céo as administracdes de ET-1 e $6b, que s8o medidas principaimente por
ativagdo de receptores ETa no leito arterial hepatico sao moduladas pela
liberacdo acoplada de mediadores vasodilatadores incluindo a PGly e ¢ Oxido

nitrico {NO).



1. infrodugao

1.1. Consideragbes gerais

0 figado & a maior gléndula do corpo e esta situado obliquamente na
superficie abdominal do diafragma. £ mantido nesta posicéo, em parte, pela
pressac exercida pelas outras visceras e por sua intima insergéo ao diafragma,

Este drgac esta recoberto por uma camada serosa exierna e uma
camada fibrosa mais profunda. A camada serosa recobre a glandula {(exceto na
insercao do pancreas e na fissura portal) expandindo-se entdo para formar os
ligamentos e o omento menor. A camada fibrosa é, em geral, delgada e emite
laminas para o interior dos ligamentos e trabéculas para o interior da glandula.
Ma fissura portal, esta camada €& continua e apresenta abundante tecido
cenjuntivo gue circunda 05 vasos e ductos, & 0s acompanha nos espacos-porta.
O figado é formado por diversos jobos hepdtico variando ¢ seu numero de
acordo com as espécies, O figado € composto de parénguima e tecido
intersticial. O parénquima é composto de dbulos poligonais (Figura 1), gue s&0
mantidos unidos por pequena guantidade de tecido conjuntivo interlobular. Os
idbulos sdo compostos dos seguintes slementos: células hepaticas poligonais,
reticuio, canalicuio biliar, plexo de grandes capilares {denominados sinusoides)
& uma veia central. A consisténcia do figado é firme-eldstica sendo, contudo,

maleavel, 0 que permite ao orgao adaptar-se in sifu & seus arredores.
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Figura 1 - Esquema de um Idbulo hepético (adaptado do Guyton - sétima

edico).

A fungdo mais aparente do figado €& a secrecdo da bile, embora
numerosas outras funcles sejam exercidas por este 6rg&o. Assim, &€ um
importante orgdo de armazenamento de amido em forma de glicogénio,
sintetizado a partir dos carboidratos que recebe do intestino, através da veia
porta. £ também capaz de armazenar gordura e proteina e executa fungbes
secretdrias através das quais sintetiza os produtos de decomposigdo de
proteinas. Além disso, participa do sistema de depuracéo de hormodnios e de

drogas (mecanismo de primeira passagem).



1.1.1. Anatomofisiologia do figado

A unidade funcional do figado é ¢ 16bulo hepatico, que € uma estrutura
cilindrica com varios milimetros de comprimento e de 0,8 a 2 mm de didmetro. O
iobulo hepatico € constituido em torno de uma veia central, que se esvazia nas
veias hepaticas e, posteriormente, na veia cava. O proprio 0bulo hepético €
composto principalmente de laminas hepatocelulares que se irradiam do centro
para fora da veia central. Cada |amina hepatica tem geralmente a espessura de
duas céluias e, entre as ceélulas adiacentes, encontram-sg 0$ pequenos
canaliculos biliares. kstes, que se esvaziam nos ductos biliares terminais,
originam-se nos sepios entre os Idbulos hepaticos adjacentes. No septo,
pequenas vénulas porta recebem o sangue a partir da veia porta. A partir
dessas vénulas, o sangue flui para os sinusdides hepaticos achatados e
ramificados, que se situam enire as laminas hepaticas. Assim, as células
hepaticas estdo continuamente expostas ao sangue venoso porta.

Observa-se também a presenca de arteriolas hepaticas que estao
presentes no septo interiobular, Estas irrigam os tecidos do septo e muitas das
pequenas arteriolas esvaziam-se diretamente nos sinusotides hepaticos,

Os sinusdides venosos estdo revestidos por dois tipos de células: a) as
células endoteliais tipicas; e b) as celulas de Kupffer, sendo estas capazes de

fagocitar as bactérias e outros corpos estranhos presentes no sangue,



O revestimento endotelial dos sinusdides possui poros extremamentes grandes
com cerca de 1 mm de diametro. Abaixo deste revestimento, entre as células
endoteliais e as células hepaticas, existe um espago muite estreito, denominado
de “EFspaco de Disse”. Devido & presenca de grandes poros no endotélio, as
substancias presentes no plasma passam liviemente para o Espago de Disse.
No septo interlobular também existe grande numero de linfaticos terminais. Os
Espacos de Disse ligam-se diretamente com os linfaticos de forma a que o

excesso de liquido nos espacgos € removido atraves dos linfaticos.

1.1.2. Fluxo sanguineo através do figado

Cerca de 1.100 ml do tecido de sangue circulam no figado a cada minuto.
O sangue flui através dos sinusbides hepaticos em intimo contato com 0s
cordbes de células parenquimatosas hepaticas. A seguir, penetra nas velas
centrais do figado e, dai flui para a veia cava.

Além do fluxo sanguineo portal, cerca de 350 ml de sangue invadem no
figado a cada minuto atraves da artéria hepatica, perfazendo um total de
aproximadamente 1.450 mi/fmin, que corresponde a aproximadamente 289% do

débito cardiaco total. O fluxo sanguineo arterial hepatico mantém a nutrigéo do



tecido conjuntivo e especiaimente das paredes dos canais biliares. Portanto, a
reducao no fluxo arterial hepatico pode ser letal, pois quase sempre resulta em

necrose das estruturas basicas do figado.

1.1.3. Controle do fluxo sanguineo hepatico

Como menciona do anteriormente, 3/4 do fluxo sanguinec hepatico
provém da veia porta. O controle deste & feito por fatores que determinam o
fluxc através do trato gastrintestinal e do bago, ou seja, guanto maior a
atividade gastrintestinal, maior o fluxo hepatico. Ha também ¢ controle nervoso
do fluxo sanglineo que se faz por estimulacéo dos nervos parassimpaticos que
se dirigem ao estémago e ao célon inferior. O 1/4 restante do fluxo sanglineo
provém da artéria hepatica sendo que o ritmo desse fluxo € determinado
principalmenta por fatores metabdlicos locais do préprio figado. Por exemplo,
uma redugao da concentrago de oxigénio no sangue arterial acarreta um

aumento no fluxo sanglineo arterial hepatico.



1.1.4. Fungao do figado como reservatorio

Como o figado &€ um Orgdo distensivel e compressivel, grandes
guantidades de sangue podem ser armazenadas em $eus vasos sanguineos.
Em humanos, seu volume normal, incluindo ¢ gue se encontra nas veias & nos
sinusdides hepaticos, € cerca de 500 ml. Entretanto, quando ocorre  um
aumento da presséo atrial direita (pressao retrégada), ¢ figado distende-se g,
ocasionalmente, pode conter 1 litro, ou seja, o dobro de sua capacidade normal,
fsso ocorre principalmente na insuficiéncia cardiaca com congestao periférica.
Assim sendo, ¢ figado é um grande orgao venoso distensivel capaz de agir
como valioso reservatorio sanguineo nos momentos em qgue existe um volume
sanguineo excessivo e capaz também de fornecer sangue exira na vigéncia de

hipovolemia.

1.1.5. Permeabilidade dos sinusdides hepaticos

Como mencionado, os sinusdides hepaticos sio revestidos por um
endotélio semelhante ao dos capilares, porém a sua permeabilidade é
significantemente maior. A pressdo nos sinusdides ndo ultrapassa 8 mmHg de
forma que a maioria das proteinas que saem do seu interior por difuséo tambeém
retornam para seu interior pelo mesmo processo. Essa extrema permeabilidade

dos sinusGides hepaticos faz com gue os liquidos do sangue hepatico tenham



um contato intimo com as células parenguimatosas hepaticas, facilitando assim

a permuta rapida de nutrientes entre o sangue e as células hepaticas.



1.2. Endotelina

Durante estudos experimentais do fator relaxante derivado do endotélio
(EDRF/NOQ) de células endoteliais cultivadas de aorta de boi foi notado que tai
sobrenadante produzia uma pequena vasoconstriggo de longa duragdo em
artérias corondrias de porcos ao invés do efeito relaxante esperado. Este fator
de contragdo derivado do endotélio (EDCF) ndo foi atribuido a mediadores
vasoconstritores conhecidos, mas sim a uma substéncia de origem peptidica
(HICKEY et al., 1985). Entretanto, somente com 0s estudos subsequientes de
GILLESPIE ef a/,,1986 ¢ O'BRIEN ef al..,1987, foi que estes resultados foram
confirmados. Contudo, soments no final da década de 80, YANAGISAWA ef al,
isolaram, purificaram e seqlenciaram este peptideo (EDCT) e 0 denominaram
“andoteling”.

A endotelina-1 (ET-1) foi inicialmente isolada a partir de sobrenadantes
de cultura de células endoteliais de aortas de porco (YANAGISAWA ef al,
1988). Esta substéncia € composta por um peptideo com 21 aminoacidos,
contendo duas pontes dissulfeto que ligam em pares 08 residuos de cisteina. A
estrutura molecular deste peptideo é incomum em mamiferos, mas normaimente
encontrada em determinades grupos de toxinas gue agem em canais de
membranas tais como a apamina, a conotoxina, e as neurotoxinas de veneno de

gscorpido (YANAGISAWA ef al, 1988). Posteriormente, demonstrou-se a
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semelhancga enire a seqléncia de aminoacidos das toxinas do veneno de uma
serpente rara (Alraclaspis engaddensis) com a segiéncia das endotelinas
(TAKASAKI ef al., 1288; TAKASAKI ef a/,, 1991). Estas toxinas, denominadas
sarafotoxinas S6, contém 21 aminoacidos dos quais 14 se sobrepSem:
exatamente a sequéncia de residuos da ET-1 (Figura 2a) (INOUE ef a/,19869).
Atuaimente, existem descritas trés isoformas de endotelina. Uma delas
corresponde exatamente aquela primeiramente mencionada ¢, por esta razio,
foi denominada ET-1. As outras duas formas, foram denominadas ET-2 ¢ ET-3

(Figura 2b; INOUE et al.,1989).

Figura 2 - Homologia estrutural enttre a ET-1 e as sarafotoxinas.
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Figura 3 - OSeqgiéncia de aminocacidos das endotelinas 1, 2 e 3,

respectivamente.

Além disto, uma outra seqiéncia de peptideo foi descoberta por
clonagem de genes de camundongo (SAIDA et al, 1989) e, a este, foi dada a
denominacdo de substancia contratil vasoativa intestinal (VIC) ou endotelina-B.
Este peptideo é costumeiramente descrito como ET-2, ja que o RNAmM que
codifica este precursor € do mesmo tamanho do que codifica a ET-2 e bastante

diferente dos precursores das ET-1 e ET-3 (BLOCH ef a/,, 1881).
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A ET-1 ¢ formada a partir de um precursor que contém 203 residuos de
aminoacidos denominade de preproendotelina (ppET-1), ¢ qual é clivado por
uma endopeptidase (especificas para aminoacidos bésicos pareados) entre os
residuos de Arg-Arg e Lis-Arg (posigao 92-93 da ppET-1 porcina e 91-92 da
ppET-1 humana, respectivamente). A clivagem desta proteina origina a pro-
endotelina ou “hig endoteling”, um produto intermediario contendo 39 residuos
de aminoacidos em porcos e 38 residuos em humanos (YANAGISAWA ef al,
1988). A ET~1 origina-se a partir de uma clivagem protesiitica ndo usual entre
08 residuos de Trp[21] e Val{22] da pré-endotelina, pela enzima conversora de
endotelina (ECE - Figura 3). A pr6-ET-1 e a ET-1 s&o equipotentes ne que se
refere ac aumento na pressao arterial in vivo. Porém, a pré-ET-1 possui
somente 1% da poténcia da ET-1 no que se refere ao efeito contratil em
segmentos vasculares in vifro (KIMURA ef &/., 1989). Isto mostra que a pré-ET-1
é rapidamente convertida a ET-1 in vivo, pela a acdo da ECE (D'ORLEANS-
JUSTE ef al, 1990). Atualmente ja foram clonadas duas ECEs sendo a primeira
(ECE-1 - XU ef al, 1994; SHIMADA ef a/., 1994) resposavel pela conversao de
org-ET-1 em ET-1 o que ocorre a nivel de membrana celular e a segunda (ECE-
2 - EMOTO et al, 1995) responsavel pela conversao a nivel intracelular. Isso
vém a esclarecer a diferenga de poténcia das respostas da pré-ET-1 e ET-1 in

vitro e in vivo.
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Argls3] ArglozlArgles]

s

. endotelina
Figura 4 - Formacdo da endofelina 'a partir de um precursor de 203

aminoacidos.

Algumas substancias tais como trombina, adrenalinga e o iondforo de
calcio AZ3187 aumentam a express@o do gene para a ppET (YANAGISAWA ef
al., 1888), ou entdo promovem uma liberagéo lenta de ET-1 imunorreativa de
cultura de células endoteliais. Em individuos sadics, os niveis plasmaticos
detectados de ET-1 estde na faixa de pg/ml, tornando-se aumeniados em
algumas condicoes patoldgicas como, por exemplo, infario do miocardio
(STEWART et 3/, 1991a) e pré-ecldmpsia (TAYLOR ef a/,, 1990).

A ET-1 € o agente vasoconstritor mais potente descrito até a atualidade.
A administracdo endovencsa deste peptideo em ratos anestesiados e

quimicamente desnervados induz uma resposta hipotensora breve seguida de
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uma resposta pressora de longa duragdo (YANAGISAWA ef a/, 1988 DE
NUCCI et af., 1988b; GARDINER et a/., 1990a; LE MONNIER DE GOUVILLE ef
al, 1990, OHMAN ef al, 1990). Tal efeito também foi observado em outras
especies animais tais como gatos (MINKES ef al, 1990) e cdes (GOETZ et
a/,1988). Entretanto, em cobaias 50 €& observado a fase hipertensora
(GRATTON ef a/.,, 1995).

O efeito vasoconstritor induzido pela endotelina é mediado através de
dois sistemas de transduc@o distintos: ativagdo de canais de caicio
(YANAGISAWA ef al,1988; GOTO ef al, 1989, KASUYA ef a/,1989) elou
ativagio da fosfolipase C (ABDEL-LAFIT & ZHANG, 1991; HU et &/, 1990), os
quais estdo intimamente ligados a proteina G. Por outro lado, o efeito
vasodilatador ¢ devido & liberacdo de prostandides (principalmente a
prostaciclina (PGls) e a prostaglandina E2 (PGE»)) e EDRF/NO. Por estas
evidéncias, acredita-se que os efeitos vasoconstritores induzidos pela ET-1
fanto in wivo, como em determinados leitos vasculares in vitre, tais como
mesentério de rato (WARNER ef g/, 19838a), bago € rins de coelho (RAE ef al,
1989) e figado de cao in situ (WITHRINGTON et &/, 1989), sejam modulados
pela liberagdo acoplada de EDRF/NO, PGlo e PGEn, 0s guais fimitam &
amplitude e duragio destas respostas.

(Os efeitos bioldgices das endotelinas sé&o mediados por distintos tipos de
receptores que esto distribuidos tanto nas celulas da musculatura lisa vascular

como nas células endofeliais (DAVENPORT & MAGUIRRE, 1994). Estudos



14

autorradiograficos da distribuicdo de sitios ligantes para endotelina em tecidos
de ratos demonstraram que estes sitios est@o presentes nos glomeérulos ¢
papilas, alvéolos e bronguios, traquéia (tanto na camada muscular como
também na camada de células epiteliais), glandulas adrenals, neurdnios e
camada mucosa do colon, intestino e estdmago (KOSEKI ef af,, 1889),

Em mesentério isolado e perfundido de rato, a ET-3 age principalmeante
como vasodilatador, sendo mais ativa do que a ET-1. Por outro lado, neste
mesmo sistema, a ET-1 age como um agente vascccnétritor muito mais potente,
Esta diferenca no perfil de acdo destes dois tipos de endotelina levou WARNER
ef al. (1989a) a sugerirem que os receptores encontrados em células endoteliais
e células musculares lisas fossem diferentes (Figura 4). A partir disso surgiram
numerosos estudos com o objetivo de detectar os receptores de endotelina.

Hoje esta plenamente estabelecida a existéncia de dois tipos de
receptores de endotelina, denominados ETa e ETg (EMOR} ef al, 1990
HARRISON ef al, 1992, KLOOG ef al, 1989). Contudo, ha evidéncias da
existéncia de um outro tipo de receptor de endotelina, denominado ETg,
identificade em melandcitos de sapos (Xenopus Jaevis) e especifico para ET-3
{KARNE ef al, 1993), porém este tipo de receptor ainda ndo foi clonado em
genomas mamiferos. A ET-1 e a ET-2 possuem afinidades glevadas e
semelhantes para o receptor ETa ao passo que a ET-3 apresenta pouca
afinidade para este mesmo receptor. Todas as trés isoformas sao equipotentes
em estimular o receptor ETg (ARAI et al., 1980; MOLENAAR ef al. 1993,

SAKURAL ef al, 1990; SAKARAI et al, 1992; SAKAMOTO et al, 1991;



WATSON & GIRDLESTONE, 1993).

ET-3

5 |
ETg \_—— 51;1

relaxamento constricdo constricao

Figura 5 - Mecanismo de agdo da endotelina.

Com isso, a vasodilatacdo de curta durag&o em resposta a ET-1 foi
explicada como sendo decorrente da ativagio do receptor ETg. promovendo
assim a liberacdo de fatores relaxantes (EDRF/NO e PGlg). Concentractes
mais elevadas de ET-1 causariam constricio sustentada através da ativagéo de
receptores ETa da musculatura lisa vascular. Atualmente, com O uso de

agonistas e antagonistas seletivos para diferentes subtipos de receptores de
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endotelina (MILLER ef a/., 1993; WATSON & GIRDLESTONE, 1993), tem-se um
conhecimento melhor destes sistemas.

No entanto, os estudo da endotelina na microcirculago hepatica séo
£30ass0s € pouco se sabe sobre a participagéo dos receptores neste sistema.
Sabe-se que as células endoteliais sinusoidais hepaticas s&o capazes de
produzir ET-1 quando estimuladas com TGFg (RIEDER et.al, 1991). Em figado
perfundido de rato in situ, injecbes endovenosas de ET-1 causam
vasoconstricdo portal ¢ aumento da glicogendlise (GANDH! el al, 1980;
SERRADEIL LE GAL ef al; 1991b; TRAN THI ef. al, 1993; YANG et al,
1990a). Entretanto, este efeito desaparece com doses seguidas de ET-1, o que
ndo ooorre com a vasoconstricdo portal, isto sugere a presenga de mais de um

tipo de receptor nesta resposta do leito vascular hepatico.
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1.3. Fator de relaxamento derivado do endotélio {Oxido Nitrico)

O reconhecimento do endotélic como fundamental no controle da
homeostasia, em particular na regulagdo do tdnus vascular € relativamente
recente (FURCHGOTT, 1983; GRYGLEWSKY ef /., 1988). O endotélio & capaz
de sintetizar dois potentes vasodilatadores e, ao mesmo tempao, inibidores da
funcio plaguetaria, a PGl (MONCADA et al,, 1976) e o EDRF (FURCHGOTT &
ZAWADZKI, 1980). Ambas as substancias sdo liberadas de maneira simultanea
e acoplada em resposta a um mesmo estimulo (DE NUCCI et &/, 1988a).

Em 1880, FURCHGOTT & ZAWADZKI, investigando os efeitos da
acetiicolina em vasos isolados, observaram que © relaxamento induzido por
esse agonista, dependia da presencga do endotélio. A acetilcolina, ao ativar os
receptores muscarinicos localizados nas celulas endoteliais, promovia a
liberacdo de uma substancia gque difundia-se para 0 muscuio liso adjacente
causando o relaxamento do vaso. Posteriormente, verificou-se gue esta nova
substancia, 0 EDRF, era liberada também em resposta a outros mediadores tais
come bradicining, histamina, noradrenalina, angiotensina, serotonina, trombina,
e outras (GRYGLEWSKI et al, 1988). HECKER et al.,1993, demonstraram que
fatores fisicos (“shear stress”) também promovem a liberacio de EDRF.

O reconhecimento do EDRF como NO foi baseado no fato de que, em

tecidos vasculares, a atividade dos dois sdo similares (PALMER et a/,, 1987 e
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IGNARRO et al, 1887). Além disso, as respostas a ambos 0s compostos sao
potenciadas pela enzima superdxide dismutase (GRYGLEWSKI et af, 1986) e
abolidas pela hemoglobina e pelo azul de metileno (GRUTTER et al, 1981
MARTIN &f al.,1985b). Ambos induzem efeitos relaxantes na musculatura lisa
vascuiar através da estimulacdo da guanilato ciclase solavel, levando a um
acumulo de monofosfato ciclico de guanosina {(GMPe, HOLZMANN, 1982,
RAPPOPORT & MURAD, 1983) e a modificagdes de véarios processos celulares
dependente de GMP: (LINCOLN & CORNWELL, 1991 e 1993). Além disto,
causam inibicdo da agregacdio e, principaimente, da adesdo plaquetaria
(RADOMSK! et af,, 1987ab; SNEDDON & VANE, 1988), possuem meia vida
semelhante e sdo estaveis em solugbes acidas (MURRY et al,, 1986).

O 6xido nitrico (NO) é sintetizado pelas células endoteliais a partir do
nitrogénio guanido terminal do aminodcido L-arginina (PALMER ef al., 1988a,b;
SCHMIDT ef al,1988) tendo a L-citrulina como co-produto desta reag&o.As
enzimas responsaveis pela sintese de oxido nitrico (6xido nitrico-sintases-NOS)
s&o dependentes de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfate (NADPH) e S80
classificadas em dois tipos: constitutiva (dependente de célcio e calmodulina;
BREDT & SNYDER,1990) ¢ induzida (independente de calcio; MARLETTA &f
al., 1989).

O NO, por ser um gas hidrofdbico, difunde-se rapidamente da célula
geradora para a célula alvo, onde interage com moléculas especificas. Dentre

esses receplores, destaca-se o ferro, na sua forma reduzida (Fe™), contido em



19

determinadas proteinas como, por exemplo, a guanilato ciclase. A ligacdo do
NO ao grupamento heme da guanilate ciclase causa aumento drastico e
imediato da sua atividade catalitica, 0 que resulta em aumento, de 50 a 200
vezes, na velocidade de formagzo de GMPc o qual, por sua vez, altera varios
processos intracelulares, incluindo a ativacdo de canais de potassio via
proteinas quinase dependentes de GMPc. Recentemente, BOLOTINA ef
al 1984, demonstraram gue tanto o NQ exdgeno, come o EDRF nativo, séo
capazes de ativar diretamente canais de potassio dependentes de célcio, por
um mecanismo independente de GMPc.

A hemoglobina, contida nos eritrdcitos, é outra molécula que contém o
ferro na sua forma reduzida. Conseqlientemente, no momento em que o NO
difunde-se da céiula endotelial para o iumen do vaso, 0 mesmo & rapidamente
captado pelos eritrocitos, A reacdo com a hemoglobing, bem como com a
oxihemoglobina, origina os nitratos (NOz3), 0s quais serio finalmente eliminados
por filtragac glomerular. Os nitritos (NO27) também constituem produto da
degradacdo do NO. No entanto, sdo rapidamente convertidos a nitratos, por
meio de reagao oxidativa a qual pode ser realizada pela prdpria
oxihemoglobina,

Compostos  estruturalmente  analogos a  L-arginina  inibem
competitivamente a NOS. Inicialmente, observou-se que a N°®-monometil L-
arginina {(L-NMMA) era capaz de mnibir a sintese de NO e que este efeito

caracterizava-se pelo fato de ser dependente da dose e especifico para a forma
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levogira (PALMER ef o/, 1988, REES ef al, 1983). Posteriormente, outros
inibidores foram sintetizados destacando-se a N°-nitro-L-arginina (L-NNA), o
N®nitro-L.-arginina metil éster (L-NAME, MOORE et al,, 1990} e N-iminoetit-L-
ornitina (L-NIQ, MULSCH & BUSSE, 1990).

A NOS constitutiva encontra-se sob a forma inativa ate que a
caimodulina, estimulada pelo caicio, liga-se a essa enzima, ativando-a
determinando uma liberacdo continua de peguenas quantidades de NO. A NOS
constitutivas subdividem-se em neuronal e endotelial, sendo a neuronal de peso
molecular maior {168 kDa) e a liberagio de NOQ oriunda de neurdnios
nitrérgicos; ja a endotelial, com peso molecular menor (135 kDa) regula o tonus
vascular, bem como a adeséio e agregacéo plaquetéria.

Ao contrario das NOS constitutiva, a forma induzivel ndo & comumente
encontrada. No entanto, a partir de determinados estimulos, tais como citoninas
(interieucina-1, fator de necrose tumoral (TNF) e interferon-y} e
lipopolissacarideo, tanto celulas endoteligis, bem como musculares lisas,
macréfagos, midcitos, hepatécitos dentre outras, sdo capazes de expressar uma
forma induzivel da NOS, expresséo esta, gue & inibida pelos glicocorticdides
(MONCADA ef af,, 1991). A NOS induzivel, uma vez expressa, independe do
complexo calcio-calmodulina e libera grandes quantidades de NO por periodos
relativamente prolongados.

Atualmente, acredita-se que a NOS constitutiva esteja relacionada a

modulagdo de pardmetros fisiologicos, enquanto a NOS induzivel estaria mais
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relacionada acs processos patoldgicos (PETROS ef al., 1994), Neste sentido,
agentes que inibissem seletivamente as diferentes isoformas de NOS poderiam
ser de grande valor terapéutico. Recentemente, algumas isotiourdias,
compostos ndo andlogos a L-arginina, vém sendo descritas como inibidores

mais seletivos da NOS induzivel (SOUTHAN et a/,, 1995).
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1.4. Objetivos

Frente ao exposto, esta tese tem por objetivos:

1- Investigar os efeitos da ET-1 (agonista de receptores ETa e ETg), S6b
{agonista preferenciaimente para receptores ETp) e IRL-1620 (agonista seletivo

de receptores ETg) no leito arterial e caracterizar os receptores envoividos.

2- Demonstrar a participacdo dos prostandides (PGlp e TXBp) e do
EDRF/NO na resposta pressorica da musculatura lisa hepatica induzidas pela

ET-1, S6b e IRL-1620.

3. Verificar a capacidade dos agonistas ET-1, $6b e IRL-1620 em liberar

hemogiobina do circuito hepatico.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Perfusio de Figado Isolado

Os experimentos foram realizados em c8es de ambos 08 sexos (10.8 +
1.3 Kg), mantidos no Biotério Central da UNICAMP.

Os animais foram anestesiados pela veia braquial com pentobarbital
sodico (Sagatai®, 30 mg/Kg). Apés laparotomia mediana total (do apéndice

xifbide até o osso pubico), a veia cava inferior, a artéria hepatica e a veia porta
foram identificadas e isoladas. Todas as conecgdes de outros tecidos
{estémago, pancreas e linfonodos) com o figado foram isoladas e ligadas. ApOs
o completo isolamento de todas as estruturas em contato com o figado, foi
administrada heparina (5000 Ulanimal) por via endovenosa para minimizar a
formacao de coagulos sangiineos na regido hepatica. Em seguida, foi efetuada
toracotomia, com abertura do pericardic e exposigao da porgao
supradiafragmatica da veia cava inferior, sendo esta por sua vez também
isolada. Apds o complétc isclamento do figado, foram efetuadas as ligaduras
necessarias para a remogao do'érgéo, obedecendo a seguinte sequéncia. a)
veia cava inferior {porcéo abdominal), b} artéria hepatica; ¢) veia porta e d) veia
cava inferior (porgao supradiafragmatica).

A artéria hepdtica e a veia porta foram canuladas e 0 orgéao perfundido

usando-se duas bombas de perfusac Watson Marlow sob fluxo constante total
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{442 + 4.1 mi/min), com solug@o oxigenada (95% O + 5% CO7) e aquecida
(37°C) de Krebs. A porcao supradiafragmatica da veia cava inferior foi utilizada
para coleta de efluentes. Ao circuito arterial hepatico fol acoplado um transdutor
de pressdo (modelo PRC 21/3, Ugo Basile} conectado a um registrador de dois
canais {Gemini, modelo 7070) para medida da pressdo de perfusdo arterial
hepatica (PPAH; Figura 5). As alteragbes obtidas na resisténcia vascular arterial
hepatica (RVAH) foram calculadas utilizando a relagdo (E-C/C) x 100, onde “C”
axpressa o valor da pressao de perfusao imediatamente antes da administracdo
de quaiquer droga e "E” expressa © valor da pressagc de perfusao durante o
sfeito méximo obtido. Com isso, o valor representado por RVAH é expresso em
% de alleracdo em relagio ao valor controle preexistente (RICHARDSON &
WITHRINGTON, 1978).

As drogas utilizadas nos experimentos foram diluidas em Krebs
imediatamente antes de seu uso. As concentraghes de noradrenalina (NA, 5 -
500 nmol), ET-1 (0,4 - 400 pmol), $8b (0,4 - 400 pmol) e IRL-1620 (200 - 1200
pmol} foram administrados aftravés de bolus com volume constante igual a 1,0
ml mais 0,5 ml para a limpeza do sistema, perfazendo um total de 1,5 mi. As
infusbes dos antagonistas (indometacina, L-NAME e FR 139317) foram
efetuadas através de ambos 0s leito (arterial e venoso)} durante um pericdo de
15 min., s apds este tempo é que foram iniciadas as novas administragoes.

A composicdo da solugéo de Krebs foi {em mM): NaCl 118; NaHCOz3 25;

KC! 4,7; KHoPO4 1,2: MgS04.7Ho0 1,17; CaClp.6Ho0 2,5 e glicose 5,6.
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Figura 6 - Sistema de perfusdo de figado isolado usado em nossos

axperimentos.

2.2, Dosagem de eicosandides por radioimunoensaio

Amostras provenientes do efluente venoso foram coletadas pela veia
cava inferior supradiafragmatica durante um periodo fixo de 15 segundos
imediatamente antes e apds (5, 90 e 180 seg) a administragdo de
mradrenalina,.andotelina—‘l, sarafotoxina 6b e IRL-1620. A concentracac dos
gicosanodides fol determinada por radicimunoensaio (SALMON ef a/., 1978}, sem

extrac@o prévia. As concentragdes de TXA7 e PGlo foram analisadas através de
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seus produtos de degradacdo, TXBy e 6-0x0-PGF, respectivamente. As

substancias e quantidades utilizadas para © radicimunocensaio  estéo

representadas abaixo (Tabela 1).

Tabela 1 - Volumes usados para preparo do radicimunocensaio (ul).

Tampao Padroes / Anti-soro {°H) Dextrana /
Amostras Carvao
Totais 500 - - 100 -
N.8.B 300 - . 100 200
Zero 200 - 1090 100 200
Padrao 100 100 - 100 100 200
Amostra 160 100 100 100 200

Os “totais” representam a guantidade maxima de radioatividade do
prostandide e o "N.8.B.” (non-specific binding) representa a ligag@o ndo-
especifica do prostandide (°H) ao carvdo. A amostra “Zero” (Zero binding)
representa a estabilidade da ligagdo do mesmo prostandide na auséncia de
padries ou amosiras. O RIA foi feito conforme descrito a seguir.

Arti-soros provenientes de coelho foram diluidos (11000 - 1:2000) em
tampao Tris-HC! (50 mM, pH 7,4) contendo gelatina (0,1%) e azida sddica
{NaNg, 0,1%). Aliquotas de 0,1 mi dos anti-soros foram misturadas com o0s

padrdes ou amostras em tubos de ensaio de vidro (10 x 75 mm). O eicosandide
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marcado (SH) diluidc em tampdc tris-gelatna (0,1 mi contendo
aproximadamente 10.000 dpm) foi imediatamente adicionado ao tubo ¢ ©
volume iotal da reagdo foi completado para 0.4 mi com {ampdo Tris. Apods
completar 0 volume, as amostras foram misturadas e incubadas a 4°C por um
periodo que variou de 8-24 h. Para a remocéo do material marcado néo ligado
do anti-soro, adicionou-se uma mistura de carvao ativado e dextrana (0,2 mi de
tampéo tris-HCI, contendo 4 mg de carv@o e 0,8 mg de dextrana) a cada tubo,
exceto aos dois primeiros. A seguir, foram agitados por 10 segundos e
novamente incubados por mais 10 min. Os tubos permaneceram Imersos em
camada de gelo durante todo o experimento. Terminado este periodo de
incubagao, os tubos foram centrifugados a 2000 g durante 15 min em centrifuga
refrigerada (Hermie, modelo Z-260 K). O sobrenadante contendo o complexo
antigeno-anticorpo foi vertido para frascos de cintilagdo e a estes foram
adicionados 4,5 mi do liquido de cintilagdo (PPO 0,4 g + POPOP 4,0 g + Triton
X-100 333 ml + tolueno 667 ml). A radioatividade foi determinada em um
espectrofotdmetro de cintilagéo liquida (Beckman LS-150). Foram utilizados

coniroles externos para verificacéo da validade do ensaio.
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2.3. Detecgao de hemoglobina por espectrofotometria

As amostras do efluente venoso foram coletadas pela veia cava
supradiafragmatica em periodos semelhantes ao descrito anteriormente e
utilizadas para a detecgdo de hamoglobina (Hb), A dosagem da hemoglobina foi
realizada pelo método da oxihemogiobina (oxi-Hb), técnica que consiste na
conversao e estabilizaco da Hb para oxi-Hb atraves da adig@o de hidroxido de
amonia (NHz0H 50%) a amostra.

A partir de uma amosira de sangue humano de 15,1 gfdl de Hb (obtida
junfo ao Laboratorio de Hematologia da UNICAMP), foram feitas dijuigbes
sucessivas 1:2 em solucdo isotdnica de salina 0.85%, obtendo-se assim
dituicbes de 15,1 a 0,115 g/dl. Estas concentragbes de Hb foram novamente
diluidas 1:250 em agua destilada e uma gofa de NH30H 50% foi adicionada a
5.0 mi de cada concentragdo de Hb para, em seguida, serem analisadas em
espectrofotdmetro (Uvicon modelo 810) com varredura de 340 a 620 nm. Apds a
analise, procedeu-se a leitura no maior pico de liberac&o (540 nm) contra um
branco constituido por agua destilada., Com os resultados obtidos pela diferenga
colorimétrica entre as amostras e o branco, foi possivel a construcao de uma

curva de calibrac@o e a obtencéo de um fator de corregéo igual a 31,65.
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Para a obtengdo dos valores de Hb, multiplicou-se os valores das

densidades Opticas das amostras por um fator final resultante da equacio

abaixo, fator este igual a 126,6.

Fator Final = Fatorde Corregdo X 1000

de Multiplicagao Fator de diluicdo
dos padrdes

Onde 1000, & o fator de conversdo de g/di para mg/d!.
Com isso, os valores finais das densidades Opticas das amostras foram

exprassos em mg/dl.

2.4. Eletroforese de proteina

A eletroforese de proteinas foi feita em gel de peliacrilamida-8DS
{dodecil suifato de sbdio) segundo o metode de LAEMLI (1970), utilizando-se
sistema descontinuo dissociante em placa vertical. G gel de resolucdo com
concentracdo de poliacrilamina de 12% foi preparado sob 1,5 cm de gel de
empacotamento (3,75% de acrilamida), misturando-se as solugbes estoque nas
proporgdes apresentadas. (Tabela 2).

Para o preparo das amosiras e do sangue iotal, tanto humano como do
cao, foi utilizadoe tampdo dissociante (ris-HCI 63 mM, pH 6,8, contendo 2-

mercaptoetanol 5%, SDS 2%, glicerol 5% e azul de bromofenol 0.001%). Apds
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diluiggo, as amostras foram aquecidas a 100°C durante 4 minutos. Uma
amostra contendo profeinas de pesos moleculares conhecidos (Sigma-Dalton
Mark Vi) foi utilizada para estimativa e confirmacio do peso molecular das
proteinas, segundo método de SVASTI e PANIJPAN (1977).

Aliquotas de 25 pl das amostras totais e de sangues foram aplicadas no
gel & a corrida eletroforética foi conduzida em temperatura ambiente com
voltagem fixada em 100 V (40 - 25 mA), até 0 azul de bromofenol atingir 0,5 cm

do final do gel (aproximadamente 80 minutos).
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Tabela 2 - Solucdes estoque para preparo dos géis de eletroforese em

sistema descontinuo dissociante (mi)

Solugdes Estoques  Gel de empacotamento  Gel de resolugdo 12% Tampéao cuba

acrilamida 30% +
bisacrilamida 0.8% 2.5 12
Tris-HCI 0;5 M
pH 6,3 5.0 -~ -
Tris-HCI 3,0 M
pH 8,8 - . 3,75 "
Tris 0,25 M +
Glicina 1,92 M + - - 100
S5DS 1% pH 8,3
SD5 10% 0.2 0,3 -
Persulfato de
amonio 3% 1.0 1,58 -
Agua destilada 11,3 12,4 900
TEMED (NNN-tetra-

metii etileno diamino} 4,015 0,015 -~

Volume Final {aprox.) 20 30 1.G00
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2.5, Calculos ¢ andlise estatistica

Os resultados estdo apresentados como médias + erro padrdo das
médias (S.EM.) e o “n” indica 0 nimero de experimentos realizados. Os
resuitados foram analisados pelo teste “t” Student pareado ou néo-pareado. A
significancia foi considerada ao nivel de 5%.

Qs valores da pressdo de perfus@o arterial hepatica e da resisténcia
vascular arterial estdo expressos como mmHg e percentual de alteragdo (%),
respectivamente.

A liberacdo de eicosandides estd expressa pelo total de liberagdo,
muitiplicado pelo valor do volume coletado menos a quantidade liberada em
condicBes basais, corrigidas também pelo volume da amostra. A liberac&o de

hemoglobina seguiu o mesmo critério.
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3. Resultados

0O peso dos figados ol de 452.1 + 61.5 g representando 4.2 + 0.3 % do
peso corporal dos animais ulilizados. O fluxo, somatdrio do fluxo arterial e
portal, foi de 44.2 + 4.1 mi/min, o que correspondeu a uma pressao de perfusio
arterial hepatica de 24.1 + 1.9 mmHg. A media calculada para a resisténcia

vascular arterial hepatica foi de 0.6 + 0.1 mmHg/{mi/min.).

3.1. Efeitos da administragdo de endotelina-1, sarafotoxina 56b, IRL-1620 e

noradrenalina no leito arterial hepatico

Endotelina-1 A Figura 6 mostra que a administracdo intra-arterial
de ET-1 (0.4-400 pmol, n=7) resultou em um aumento dose-dependente da
pressao de perfusdo arterial (vasoconstricdo). O efeito vascconstritor evocado
por este peptideo foi de longa duragdo e ndo foi acompanhado por uma

vasodilatagio prévia.

Sarafotoxina S6b De modo similar a ET-1, a administragdo intra-arterial
de sarafotoxina 56b (0.4-400 pmol, n=6) resuitou em uma vasoconstrigao dose-
dependente e de longa duragédo do leito arterial hepatico (Figura 6). Também

ndaoc fol observado, em nenhum momento, o efeito vasodilatador.
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IRL-1620 A administracdo intra-arterial do agonista seletivo
para receptores ETg, IRL-1620 (200-1200 pmol, n=6), ndo causou alteractes
significativas na presséo de perfuséo da artéria hepética (04+ 04,04+ 04 e
0.6 + 0.4 e 1.6 + 0.5 mmHg para 200, 400, 1000 e 1200 pmol, respectivamente;

N=5-6).

Noradrenalina Em vinte e um experimentos, a noradrenalina (NA) foi
administrada pela artéria hepética em doses crescentes de 5 a 500 nmol. Os
resuitados mostraram que a mesma induz um aumento dependente da dose e

de curta duragdo na pressao de perfuséo arterial (Figura 6).
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Tragado experimental representando o perfil das respostas

pressoricas de endotelina-1 (ET-1; painel superior), sarafotoxina 6b (S6b; painel

central) e noradrenalina (NA; painel inferior} no circuito arterial hepéatico,

Resultados semelhantes foram oblidos em outros experimentos.
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3.2. Efeito da Indometacina

A infus&o de indometacina (5,6 uM) néo refietiu em aumento significante
na PPAH (301 + 24 e 308 + 2.4 mmHg, antes e durante a infusdo com
indometacina, respectivamente, n=13). Da mesma forma, o fluxo venoso
hepatico tambeém néo foi significantemente alterado pela indometacina (44.8 +
1.3 e 469 + 1.5 mimin, antes e durante a infusdo de indometacina,
respectivamente, n=13).

A presenga da indometacina no circuite hepatico causou um aumento
discreto, mas nao significativo das respostas vascconstritoras induzidas por NA
e BET-1 (Figuras 7). Todavia, causou um aumento significante (P<0.05) da
reésposta induzida pela maior dose de S6b (400 pmol; Figura 8). A resposta
vascular do IRL-1620 nao fol modificada significantemente na presenca de
indometacina {Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito do IRL-1620 na pressao de perfusao arterial hepéatica
{mm/Hg), antes e duranie a infusao de indometacina (5,6 uM). Os valores es{aoe

expressos como meédia + S.EM. (n= 5-6).

Doses antes durante
200 pmol 0.4+04 0.2+0.2
400 pmol 04+04 0.2+0.2
1000 pmol 06+04 1.2 +0.5

1200 pmot 1.6+ 0.5 1.3+03
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3.3. Ffeito do L-NAME

A infusdo concomitante de L-NAME (10 uM) e indometacina nao altercu
de modo significativo a presséo de perfuséo arterial hepética (34.3 + 3.4 ¢ 34.4
+ 37 mmHg, pressdo basal antes e durante a infusao com L-NAME,
repectivamente, n=10-13) e o fluxo venoso hepatico (484 + 14 e 469 + 25
mifmin, antes e durante a infusdo com L-NAME, respectivamente, n=10-13).
Entretanto, o L-NAME causou um aumento significativo {(P<0.05) das respostas
vasoconstritoras induzidas por ET-1 {(Figura 7 e 8), 56b e NA, no leito arterial
hepatico (Figura 8). Mesmo na presenca de indometacina e L-NAME, o IRL-
1620 ndo apresentou efeitos significantes sobre a pressao de perfusdo basal.

(Tabela 4),

Tabela 4 - Efeito do IRL-1620 na pressio de perfusdo arterial hepatica,
antes e durante da infus@o concomitante de indometacina (5.6 uM) e L-NAME

{10 uM). Os valores estdo expressos como media + S.E.M. (n= 5-8).

Doses antes durante
200 pmol 0.2+0.2 0+0
400 pmol 0.2+0.2 0.7+ 03
1000 pmol 1.2+ 05 1.2+ 0.3

1200 pmol 1.3+0.3 1.8+ 0.3
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Figura 8- Tracado experimental da pressao de perfuséo arterial hepatica
mosirando a potenciagdo das respostas vasoconstritoras induzidas por NA (50
nmol) & ET-1 (120 & 400 pmol}, na auséncia e presenga de indometacina (5,6

uM) e L-NAME (10 uM),



ﬁ 500 m
e S
r %
gE
o
B o 2504
EU
]
g ¥
e J
<«
0~ L) i ¢ Y Y T 1]
0 25 50 400 200 380 400 500
NA {(nmel}
300w
T
"
- - * #
® %
e © 200
o kB
=
25
i &
wﬂ
£ & 100 v f
3"‘&'
q
-
Q-
25 50 100 208 300 4090
ET-1 {pmol}
- 100
<
>-0'-»
® =
w D
v o
=
2 e
oo
&
g &
:\uﬁ'
“t

1] . i85 . 60 160 260 ago 400
S$6b (pmol}

39

Figura 9 - Alteragbes da resisténcia vascular arterial hepatica (RVAH) induzida

pefa noradrenalina (NA; painel superior), endotelina-1 {(ET-1, painel do meio) e

sarafotoxina 6b (56b; painel inferior) na auséncia (M) ou presenca de

indometacina (@) e indometacina e L-NAME (A). *P<0.05, em relagéo aos

valores controles na auséncia dos inibidores. #P<0.05, em relacdo aos valores

na presenca de indometacina.
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3.4. Efeito do antagonista seletivo de receptores ETp (FR 139317} sobre as

respostas vasoconstritoras induzidas pelas ET-1, S6b e NA.

A infusdo intra-arterial de FR 139317 (0,3 uM) ndo alterou a pressao de
parfusdo arterial (37.3 + 6 e 369 + 5.3 mmHg, antes e durante a infusdo do FR
138317, respectivamente, n=11). Nesta concentragac, ¢ FR 138317 reduziu
significativamente (P<0.01) o aumento da resisténcia arterial hepatica induzido
por ET-1(400 pmol) e S6b (400 pmol) sem, no entanto, afetar a resposta

induzida pela NA {150 nmol, Figura 9).

el NA (150 nmiol)
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Figura 10 - Efeito do antagonista FR 139317 (0,3 uM) sobre a resisténcia
vascular arterial hepética induzida por ET-1 (400 pmol}, S6b (400 pmol) e NA
{150 nmol), antes (colunas pretas) e depois (colunas quadriculadas) da infusao

do antagonista. ** P<0.01.
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Contudo, trinta minutos apds o términe da infusdo do FR 139317 sobre a

circulagBo hepdtica, foi observado um retorno parcial das respostas

vasoconsiritoras induzidas pela ET-1 e S6b (Figura 10).

apds remoiio
FR- 138317 {D.3 uh) do FR (30 min}
i 1T |

INDO (5.6 W) + L-NAKE (10 ni)

¥
200mmHg

P 2 min
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Figura 11 - T.rag::ado experimental da presséo de perfusdo arterial hepatica
mostrando as respostas vasoconstritoras induzidas por noradrenalina (NA; 50
nmol), IRL-1620 (1000 pmol} e endotelina-1 (ET-1; 400 pmol) na auséncia e
presenca do antagonista FR 139317 (0,3 uM). Convem observar que ha retorno
parcial da resposta vasoconstritora induzida pela ET-1 trinta minutos apds o
final da infusdo do FR 139317. A resposta do IRL-1620 neste experimento foi

totaimente diferente das obtidas nos demais experimentos.
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3.5. Niveis basais de PGl e TXA2 no efluente venoso hepatico

Foram coletadas amostras do efluente venoso hepatico, imediatamente
antes e 15 minutos apds o inicio da infusdo de indometacina, Nestas condigdes,
os valores basais de PGly durante a infusdo de indometacina (65 + 2.8
ngfamostra} foram significantemente menores (P<0.05) do que os valores
basaiz coletados imediatamenie antes do inicio da infuséo (207 + 67
ngfamostra, n=8). De modo similar, 0s niveis basais de TXAp foram
significantemente reduzidos (P<0.05) durante a infusdo com indometacina (15.5
+4.4 e 43+ 1.3 ngfamostra, respectivamente, antes e apos 15 min. do inicio da

infus&o de indometacina).

3.8. Liberagao de prostaciclina pela ET-1, S6b e NA

As concentracdes escolhidas de ET-1, S8b & NA para coleta do efluente
venoso foram, respectivamente, de 120 pmol, 120 pmol e 50 nmoi. Nestas
concentracbes, a ET-1, S6b e NA promoveram um liberagdo significativa de 6-
oxo-PGF 1 para o efluente venoso. Conforme esperado, durante a infuséo de
indometacina (5,6 uM) na circulagdo hepatica, a liberagio deste eicosandide foi

significantemente reduzida (Figura 11).
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Figura 12 - O painel representa a liberagdo de 6-oxo-PGF1, induzida pela

administracdo dos agonistas NA (50 nmol), ET-1 (120 pmol) e 56b (120 pmol)

antes {colunas pretas) e apds (colunas brancas) a infusdo de indometacina (5,6

uM). Nestes resultados ja descontamos os valeres basais * P<0.05, em relagéo

aos valores obtidos na auséncia de indometacina,
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3.7. Liberag&o de tromboxano pela ET-1, 56b e NA

As injecbes de ET-1 e $6b ndo ocasionaram aumento significativo dos
niveis de TBXp. Entretanto, a administragdo de NA ocasionou um aumento
significative (P<0.05) na liberagdo deste prostandide para o efluente hepatico,
sendo também, sua liberagdo significamente reduzida durante a infusao de

indometacina (5,6 pM) na circulagdo hepatica (Figura 12).
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NA50 nmol ET-1120 pmol $6b 120 pmol

Figura 13 - O painel representa a liberagdo de TXAD induzida pela
administracio dos agenistas NA (50 nmot), ET-1 (120 pmol) e S6b (120 pmot)
antes {colunas pretas) e apds (colunas brancas) a infusao de indometacina (3,6
mM). Nestes resultados j& descontamos os valores basais. ™ P<0.05, em relagio

aos valores obtidos na auséncia de indometacina.
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3.8, Liberagdo de hemoglobina durante a administragao de IRL-1620, ET-1

g NA.

Durante as administragdes de IRL-1620, foi notado gue o efluente venoso
apresentava uma coloragdo visiveimente avermethada, que o distinguia do
sfluente basal ou do efluente oriundo das injegbes de ET-1. A coloragéo
avermelthada sugeria a presenga de hemoglobina no meio. Desta forma,
passamos a dosar esta substancia por colorimetria.

A administracéo infra-arferial do IRL-1620 (1000 pmol) causou um
aumento significativo (P<0.01) na liberagdo de oxihemogiobina (Tabela 6 e
Figura 13). Injegbes consecutivas da IRL-1620 (1000 pmol} causaram redugao
sucessiva da liberagio desta substancia, sugerindo um efeito taquifilatico. Ao
contrério do IRL-1820, as injecdes de ET-1 néo provocaram liberag@o de
oxihemoglobina para o efluente venoso (Tabela 6). A NA, por sua vez, causou
um pequeno, porém significativo (P<0.05), aumentc da liberagao de

oxihemoglobina (Tabela 6).
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Tabela 5.- ConcentracBes de oxihemoglobina coletadas do efluente venoso de
figado isclado de céo, antes e depois da administracdo de noradrenalina {(NA;
50 nmol).endotelina -1 (ET-1; 120 pmol) e IRL-1620 (1000 pmol). Os valores
estéo expressos como media + SEM (n=5). * P<0.05 e ™ P<0.01, em relacdc

aos vaiores basais.

Oxi-Hb(mg/dl)

Agonista Basal Liberagao
NA {50 nmol) 1.78 + 0.18 3.89 + 1.02*
ET-1 (120 pmol) 1.33+0.34 1.69 + 0.15

IRL-1620 (1000 pmol) 1.73 + 0.56 9.74 + 0.96"
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Figura 14 ~ O painel superior representa o perfil colorimeétrico de amostra

de sangue humano diluido 1/200 com hidroxido de amonia (NH30H). O painel

inferior, representa o perfii colorimétrico de amostra provenientes do efluente

venoso hepatico imediatamente antas (M), no momento da adminisiragio (A), e

90 (¥) e 180 (@) segundos apds a administracéo de IRL-1620 (1000 pmoi). Nao

se nota a curva no momento da administragdo, porque & mesma se sobreple a

curva controle Varredura em espectrofotdémetro (340 - 620 nm).
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Esses resultados foram confirmados realizando-se duas corridas
eletroforéticas, a primeira comparando o efluente venoso apoés injegdes de
doses crescentes de IRL-1620 e duas diluigdes de sangue proveniente de cdo e
humano (Figura 14), e a segunda mostrando o perfil eletroforetico, inclusive as
bandas « e § da hemoglobina, imediatamente antes e durante a administragéo

do IRL-1620, NA e ET-1 (Figura 15).
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Figura 15 - Perfil eletroforético de diferentes doses do agonista IRL-1620
(40-1000 pmiot) comparado a duas diferentes diluicdes (1:1 e 1:5) de sangue

humano e canino.
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Figura 16 - Perfil eletroforético de amaostra do efluente venoso hepatico
oriundos da administracdo intra-arterial de IRL-1 620, NAeET-1. Os sinais -e +
indicam efluente basal e efluente oriundo dos estimulos, respectivamente.
Observe que as duas bandas infericres, representam as bandas « ¢ B da

heroglobina.
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4. Discussio

O descobrimento em 1985 e isolamento em 1988 do EDCF produzido de
cultura de células endoteliais provocou um grande interesse e aumentou a
atividade de pesquisa em fodo mundo. A grande guantidade de publicactes tém
revelado importantes informactes sobre genes, expressdo génica e potencial
bioguimico provenientes dos peptideos das familias das endotelinas. E néo é
50, dados sobre receptores especificos de membranas, vias dos sinais de
transducac e inomeras variedades de acbes biolégicas s&@0 abundantes.

Esses resultados tem demonstrado que as endotelinas podem ser
formadas em varios tipos de célula no corpo, bem como no endotélio, e seus
gfeitos podem ser observados tanto com estudos in vitro como in vivo.
Aparentemente, a acdo desta familia de peptideos & predominantemente local,
agindo como se fossem hormonios locais atuando em Jocais predeterminados.
Sua acdo autdcrina e parbderina sugere gue as endoielinas possuem a
capacidade de regular inGmeras fungdes organicas, tanto de maneira direta
como indireta, por interacao com o sistema regulador neuroendoering.

Baseando-se em estudos de ligacdo antigeno-anticorpo in vivo, estudos
de hibridizacao in sffu e 0s conseguidos por dosagem de diferengas dos niveis
plasmaticos com endotelina radioativa, varias hipdteses téem sido propostas
ressaltando a significdncia das endotelinas, ndo sé em processos patologicos
bem como para a manutencdo saudavel do organismo. Entretanto, a

significancia tanto fisiclogica como patofisiologica das endotelinas ainda nao



3l

foi completamente estabelecida. InUmeras lacunas precisam ser preenchidas,
analisadas e respondidas para o melhor entendimento da atividade destes
peptideos. I1sso inclui um melhor entendimento da distribuicdo e regulacio das
funcbes dos subtipos de recéptores para endotelina e uma melhor localizagéo e
isolamento da enzima conversora de endotelina. Por exemplo, a utilizag&o de
antagonistas para receptores especificos sdo importantes ferramentas para
andlise do papel das endolelinas no processo patoldgico de determinadas
doencas. E possivel que os receptores ETp e ETg atuem em diferentes
doencas, ou diferentes estagios de doengas e em diferentes 6rgaos.

Tendo a intencio de contribuir para um methor entendimento do
mecanismo de acdo desta familia de peptideos, realizamos nosSsos
experimentos utilizando figados isolados de cd@es. Nossos dados mostram
claramente que tanto a ET-1 gquanto a $6b foram capazes de induzir respostas
vasoconstritoras dependentes da dose e de longa duragdo no ieito artenal
hepéatico. Entretanto, o agonista seletivo para receptores do tipo ETg, IRL-1620,
ndo produziu efeito significante sobre a reatividade vascular hepatica.

A vasoconstriclo hepatica induzida por ET-1 e S6b foi acompanhada,
também, por uma liberacdo concomitante de mediadores vasoativos (PGly e

NO). Na verdade, a liberagdo de eicosandides decorrentes de administragbes



32

de ET-1 & havia sido descrita em outros Orgaos, tais como: bago e rins de
coetho (RAE ef af, 1989), bago de cées (GRASSI-KASSISSE et al, 1994),
coragbes perfundidos de coethos (KARWATOWSHA PROKOPCZUCK &
WENNMALM, 1980a), pulmdes perfundidos de ratos (D’ORLEANS-JUSTE ef
al, 1992) e em puimbes de cobaias (DE NUCCI ef a/, 1988b). A grande
diversidade de modelos experimentais refletem a vasta distribuicdo dos
receptores de endotelinas nos diversos leitos vasculares.

Com egses dados e, com base nos nossos resultados, podemos afirmar
que a resposta vasoconstritora 4 estimulagdo com ET-1 e S6b é a resultante de
um balango entre a vasoconstricBo direta ocasionada pelo agonista e
vasodilatacio decorrente da liberagdo de mediadores vasodilatadores
presentes nas células endoteliais hepaticas dentre outras.

A primeira evidéncia que injegbes de ET-1 poderiam estimular a via
metabdlica do acide araquiddnico por ativagdio da fosfolipase Ap foi inicialmente
proposta por De Nucci ef al., (1988) os quais demonstraram gue ET-1 causava
liberacBo de PGlp e TXAy de preparagbes isoladas de pulmdes de rato e
cobaia, bem como a liberacao de EDRF,

A participacdo desses mediadores € confirmada pelas respostas
vasculares significanternente potenciadas apoés as infusGes de indometacina e

L-NAME e ratificada, no caso da prostacicling, por dosagem das concentragbes
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desie eicosandide no efluente venoso hepdtico por radicimunocensaio.
Entretanto, em nossos experimentos, a liberacdo de TXAg s6 foi observada com
a NA, que foi utilizada como controle em nossas preparagbes.

Como observade em outros tecidos, tanto in vivo (DE NUCCH ef al,, 1988)
como in viro (WARNER ef al, 1989, GRASSI-KASSISSE ef al, 1994), a
liberacdo concomitante de PGlp, PGE2 e NO, limitam o tamanho e a ampiitude
das respostas vasoconstritoras a £7-1.

Nossos resultados também demonstram que a resposta pressdricas
induzidas pelos agonistas ET-1 e S6b s&o marcadamente reduzidas em
presenca do antagonista especifico para receptores ETa (FR 139317), como ja
descrita em baco (GRASSI-KASSISSE et al,, 1994), na presséo sanglinea e na
resisténcia periférica de cdo com insuficiéncia cardiaca congestiva (CLAVELL et
al, 1994), sem no entanto, afetar a resposta pressdrica induzida pela NA. No
entanto, a inibigdo causada pelo FR 139317 néo foi irreversivel, uma vez que as
respostas constritoras  induzidas pela ET-1 e 86b, foram parcialmente
restabelecida 30 minutos apds a retirada do FR 138317,

Com bases neste resultados sugerimos uma distribuiglo preferencial dos
receptores ETpa no leito arterial hepatico. Estes resultados s&o confirmados
(MORELAND et al, 1994) por um estudo recente utilizando 14 preparacbes
diferentes de tecidos vasculares. Este estudo mostrou que existe uma
predominéncia de receptores ETa nos leitos de alta pressao (arterial) e a

presenca de receptores de ETpg nos leitos de baixa pressao (venoso).
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Quiro resuitado que consideramos também importante mostra que 0
agonista IRL-1620, mesmo sem produzir efeilo vasoconstritor importante, e
capaz de causar uma liberacdo significante de hemoglobina do sistema
hepatico, efeito este ndo observado com ET-1 (agonista ETa e ETg) ou com a
$6b. E interessante salientar que o IRL-1620 ndo possui atividade hemolitica e
nem hemorragica, apesar de ndo termos mostrado esses dados, isto nos da
indi_cics que ocorre ndo ocorre lise de hemacias. Com esses dados sugerimos
uma maior participagdo dos receptores ETg nas respostas vasoconstritoras no
leito venoso portal hepatico, uma vez que a agdo do agonista para o referido
receplor é reduzida no leito artenal.

Os dados disponiveis sugerem que as endotelinas estejam intimamente
ligadas a diversos processos patoldgicos. No nossos caso, poderiamos levar
em conta aqusles processos patoldgicos que levam a Hipertensao Portal, tais
como: Doencas Hepdticas -~ cirroses, fibrose hepatica congénita,
esquistossomose, hepatite alcodlica, hipertenséo portal idiopatica e sarcoidose;
Doencas do Sistema Vascuiar - insuficiéncia cardiaca congestiva, pericardite
constritiva, oclusdo da veia porta, veia esplénica ou veias hepdticas, leséo
membranosa ou trombética da veia cava inferior. A confirmagéo destes indicios
e a continuidade deste estudo com uma andlise mais aprofundada das

respostas deste agonista, o IRL-1620 e seus antagonistas, no leitc venoso

hepatico, podem vir a esclarecer algumas duvidas quanto a origem das
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patologias e as possiveis condutas terapéuticas a serem tomadas nos

diferentes casos.
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5. Conclusdes

® ET-1 {agonista de receptores ETp e ETg) e S6b (agonista preferencialmente
ETa) induzem uma resposta vasoconstritora dependente da dose no leito

arterial hepatico isolado e perfundido de co.

® A infusdo dos inibidores da cicloxigenase e NO-sintase (indometacina e L-
NAME, respectivamente) potenciam as respostas pressoricas induzidas pela

ET-1, 56b e NA.

® O IRL-1620 (agonista seletivo de receptores ETg) n&o produz efeito
pressorico importante na resisténcia arterial hepatica, mesmo na presencga de

indometacinag e L-NAME.

® Existe uma distribuigdo preferencial dos receptores ETa no leito arterial

hepatico

® O IRL-1620 causa uma liberacdo significante de hemoglobina para o efluente
venoso sugerindo uma maior presenga e participacao de receptores ETg no

leito portal hepatico.



37

8. Referéncias Bibliograficas

ABDEL-LATIF, AA. & ZHANG, Y. Species differences in effects of endothelin-1
on myo-inositol triphosphate accumulation, cyclic AMP formation and
contraction of isolated iris sphincter of rabbit and other mammalian
species. Invest. Ophthal. Vis. Sci., 32: 2432-8, 1991.

ARAL S.; HORI, S.; ARAMORI, 1; OHKUBQO, H.; NAKANISHI, S. Cloning and
expression of a cDNA encoding an endothelin receptor. Nature, 348; 730-
2, 19980

BLOCH, D.K; HONG, C. C; EDY, RL,; SHOWS, T. W.; QUERTERMOUS, T.

cDNA cloning and chromosomal assignment of the endothelin-2 gene-

- vasoactive intestinal contractor peptide is rat endothelin-2. Genomics, 10
236-42, 1991.

BOLOTINA, V. M.; NAJIBI, S.; PALACINO, J.J.; PAGANO, P.J; COHEN, RA.
Nitric oxide directly activates caicium-dependent potassium channels in

vascular smooth muscle. Nature, 368 850-3, 1994.

BREDT, D.8. & SNYDER, 5.H. isolation of nitric oxide synthase, a calmodulin-
requiring enzyme. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 87: 682-5, 1980.

CLAVFELL, AL WRIGHT, R.S.; THOMAS, M.R.; BRANDT, RR.; OPEGNCRTH,
T.J.; BRUNETT, J.C. Elevated endogenous endothelin mediates systemic
vasoconstriction in experimental chronic congestive heart failure. J. Am.
Coll. Cardiol. (Abstracts of the 43rd Annual Scientific Session of ACC)
172A, 1964,



DAVENPORT, AP, & MAGUIRRE, J.J. Is endothelin-induced vasoconstriction
mediated only by ETa receptors in humans? TiPS, 15; 8-11, 1994

DE NUCCH G.; GRYGLEWSKI, R.G.; WARNER, T.D.; VANE, JR. The receptor-
mediated release of EDRF and F’612 from bovine aortic endothelial ceils is
coupled. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A,, 85 2334-8, 1988a,

DE NUCCI G. THOMAS, R; D'ORLEANS-JUSTE, P, ANTUNES, E;
WALDER, C.; WARNER, T.; VANE, J.R. The pressor effects of circulating
endothelin are limited by its removal in the pulmonary circulation and by the
release of prostacyclin and EDRF. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S5.A,, 85 9797
800, 1988b.

D'ORLEANS-JUSTE, P.. LIDBURY, P.S; WARNER, T.D; VANE JR
Intravascular big endothelin increases circulating levels of endothelin-1 and

prostagiandins in the rabbit. Biochem. Pharmacol., 38 R21-2, 1890

YORLEANS-JUSTE, P.; TELEMAQUE, S. CLAING, A; [HARA, M. YANO, M.
Human big endothelin 1 and endothelin 1 release prostacyctin via the
activation of ET-1 receptor in the rat perfused lung. Br. J. Pharmacol,,
108 773-5;, 1992

EMORI, T HIRATA, Y., MARUMO, F. Specific receptors for endothelin-3 in
cultured bovine endothelial cells and its celiular mechanism of action FEBS
Lett, 263 261-64, 1990.

EMOTO, N.. YANAGISAWA M. Endothelin-converting enzyme-2 1§ &
membrane-bound, phosphoramidon-sensitive metalloprotease with acidic
pH optimum. J. Biol. Chem,, 270 15256-68, 1995,



59

FURCHGOTT, R.F., ZAWADZK!, J.V. The obligatory role of endotheliai celis in
the relaxation of arterial smooth muscle by acetylcholine. Nature, 288: 373-
78, 1980.

FURCHGOTT, RF. Role of endothelium in responses of vascular smooth
muscle. Circ. Res., 53: 557-73, 1983.

GANDHI C.R.; STENPHESON, K; OLSON, M.S. Endothelin, a potent peptide
agonist in liver. J. Biol. Chem., 265 17432-35, 1990.

GARDINER, 5.M.; COMPTON, AM.; BENNETT, T. Effects of indomethacin on
the regional haemodynamic responses to low doses of endothelins and
sarafatoxin. Br. J. Pharmacol., 100; 158-62, 15%0a.

GILLESPIE, MN.. OWASOYC, JD,;, MCMURTRY, LF. OBRIAN, RF.
Sustained coronary vasoconstriction provoked by a peplidergic substance
released from endotelial celis in culture. J. Pharmacol. Exp. Ther. 236
339-43, 1886.

GOETZ, KL.. WONG, B.C.; MADWED, J.B.; ZHU, J.L; LEADLEY JR, J.L.
Cardiovascular, renal and endocrine responses to intravenous endothelin
in conscious dogs. Am. J. Physiol., 255: R1064-8, 1988

GOTO, K: KASUYA, Y. MATSUKI, N; TAKUWA, Y., KURIHARA, H.
ISHIKAWA, T.: KIMURA, S.; YANAGISAWA, M.; MASAKI, T. Endothelin
activates the dihydropyridine-sensitive, voltage-dependent calcium channel
in vascular smooth muscle. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A,, B86: 3915-8,1989

GRASSI-KASSISSE, D.M.; ANTUNES, E.; WITHRINGTON, P.G.; DE NUCCL, G.
Endogenous prostanoids modulate the vasoconstrictor  activity  of
endothelin-1 in the isolated, perfused, canine spleen. Br. J. Pharmacol.,
113: 675-80, 1994,



60

GRATTON, J.P.; RAE, G.A; CLAING, A; TELEMAQUE, S. D'ORLEANS-
JUSTE, P. Different pressor and bronchoconstrictor properties of human
big-endothelin-1, 2 (1-38) and 3 in ketamine/xylazine-anaesthetized
guinea-pigs. Br. J. Pharmacol., 114: 720-6, 1995.

GRUTTER, C.A.; GRUTTER, D.Y. LYON, J.E., KADOWITZ, P.J.; IGNARRO,
L.J. Relationship between cyclic GMP formation and relaxation of coronary
arterial smooth muscle by glyceryl trinitrate, nitroprusside, nitrite and nitric
oxide: Effects of methylene blue and methemoglobin. J. Pharmacol. Exp.
Ther., 219; 181-6, 1981

GRYGLEWSKI, R.J.; PALMER, RM.J; MONCADA, S. Superoxide anion is
involved in the breakdown of endothelium-derived relaxing factor. Nature
320: 454-6, 1986

GRYGLEWSKI R.J.; BOTTING, RM.; VANE, JR. Mediators predaced by
endothelial cells. Hypertension, 12: 530-48, 1988

HARRISON V. RANDRIATSOA, A; SCHOEFTER, P. Heterogeneity of
endothelin-sarafotoxin receptors mediating contraction of pig coronary
artery. Br. J. Pharmacol., 105, 511-3, 1992

HECKER, M.; MULSCH, A; BASSENGE, E.; BUSSE, R Vasoconstriction and
increased fiow. Two principal mechanisms of shear stress-dependent
endothelial autacoid release. Am. J. Physiol., 265: H828-33, 1993

HICKEY, K A: RUBANYI, GM.; PAUL, RJ. AND HIGHSMITH, R.F.
Characterization of a coronary vasoconstrictor produced by cultured
endothelial cells. Am. J. Physiol., 248: C550-6,1985.



61

HOLZMAN, 5. Endothelium-induced relaxation by acetylcholine associated with
larger rises in cyclic GMP in coronary arterial strips. J. Cyclic Nucleotide
Res., 8. 409-19, 1982

HU, S. KIM, H.5.: JENG, A.Y. Dual action of endothelin-1 on the Calt.activated
K+ channel in smooth muscle cells of porcine coronary artery. Eur. J.
Pharmacol., 194: 31-8, 1991,

IGNARRO, L.J.: BUGA, G.M.; WOOD, K.§.; BYRONS, RE. CHAUDHURY, G.
Endothelium-derived relaxing factor produced and released from artery and
yein is nitric oxide. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A,, 84 9265-9, 1987.

INOUE, A.: YANAGISAWA, M,; KIMURA, S8.; KASUYA, Y. MIYACHI, T.; GOTO,
K; MASAKI, T The human endothelin family: three structurally and
pharmacologically distinct isopeptides predicted by three separate genes
Proc. Natl. Acad. Sci. U.5.A,, 86: 2863-7, 1989,

KARNE, S.; JAYAWICKREME, C.K; LERNER, M.R. Cioning and
characterization of an endothein-3 specific receptor (ET¢ receptor) from
Xenopus laevis dermal melanophores. J. Biol. Chem., 268: 19126-33,
1993.

KARWATOWSHA PROKOPCZUCK, E.; WENNMALM, A. Effects of endothelin
on coronary flow, mechanical performance, oxygen uptake, and formation
of purines and on outflow of prostacyclin in the isolated rabbit heart. Circ.
Res., 66 46-54, 1980a.

KASUYA, Y.; ISHIKAWA, T, YANAGISAWA, M KIMURA, 8., GOTO, K;
MASAK!I, T. Mechanism of contraction to endothelin in isolated porcine
coronary artery. Am J. Physiol., 25T +1828-35, 1989,



62

KIMURA, §.. KASUYA, Y., SAWAMURA T. SHINMI Q.; 8UGITA, Y,
YANAGISAWA, M. GOTO, K; MASAKI, T. Conversion of big endathelin-1
to 21-residue endothetin-1 is essential for expression of full vasocanstrictor
activity: structure-activity relationships of big gndothelin-1. J. Cardiovasc.
Pharmacol., 13(Suppl. 5): $5-7, 1989

KLOOG, Y. BOUSSO-MITTLER, D.; BDOLAH, A; SOKOLOVSKY, M Three
apparent receptors subtypes for the endothelin/sarafotoxin family. FEBS
Lett., 253: 199-202, 19886.

KOSEK!I, C.. IMAl, M. HIRATA, Y. YANAGISAWA, M., MASAKI, T.
Autoradiographic distribution in rat tissues of binding sites for endothelin: a
neuropeptide? Am. J. Physiol., 256: RB58-66, 1989.

LAEMMLE, UK. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head
of bacteriophage T4, Nature 227: 680, 1970,

LE MONNIER DE GOUVILLE, AC.; MONDOT, 5. LIPPTON, H.; HYMAN, H.
CAVERQO, 1. Hemodynamic and pharmacological evaluation of the
vasodilator and vasoconstrictor effects of endothelin-1 in rats. J.
Pharmacol. Exp. Ther., 252: 300-11, 1990.

LINCOLN, T.M. & CORNWELL, T.L. Towards an understanding of the
mechanism of action of cyclic AMP and cyclic GMP in smooth muscie
relaxation Blood Vessels, 28 129-37, 1991

LINCOLN T.M. & CORNWELL, T.L. intraceliular cyclic GMP receptors proteins.
FASES J., 7: 328-38, 1893.

MARLETTA, MA. YOON, P.S; IYENGAR, R, LEAF, C.D.; WISHNOK, J.S.
Macrophage oxidation of L-arginine to nitrite and nitrate; nitric oxide is an

intermediate. Biochemistry, 27: 8706-11, 1988.



63

MARTIN, W.: VILLANI, GM.; DESINGARD, J.; FURCHGOTT, R.F. Selective
blockade of endothelium-dependent and glyceryl trinitrate-induced
relaxation by hemoglobin and methylene blue in the rabbit aorta. J.
Pharmacol. Exp. Ther., 232 ?08—16, 1985h.

MILLER, R.C.; PELTON, J.T.; HUGGINS, J.P. Endothelins - from recepiors o
medicine. TIPS, 14 54-60, 1993.

MINKES, R.K; HIGUERA, T.R; ROGERS, GF.; SHELDON, E.A; LANGSTON,
M.A. KADOWITZ, P.J. Cardiovascular responses to vasoactive intestinal
contractor, a novel endothelin-like peptide. Am J. Physiol., 259: H1152-60,
1980,

MOLENAAR, P.; O'RIELLY, G.; SHARKEY, A; KUC, RE.; HARDIND, D.P
PLUMPTON, C.. GRESHAM, A., DAVENPOT, AP. Characterization and
localization of endothelin receptor subtypes in the human atrioveniricular

conducting system and myocardium. Girc. Res., 72 526-38, 1993.

MONCADA, S.; GRYGLEWSKI, R BUNTING, S.. VANE, JR. An enzyme
isolated from arteries transforms prostaglandin endoperoxides {0 an
unstable substance that inhibits platelet aggregation. Nature, 263. 663-5,
1976,

MONCADA, S.; PALMER, RM.J; HIGGS, E.A. Nitric oxide: Physilogy,
Pathophysiclogy and Pharmacology. Pharmacol. Rev., 43; 109-42, 1991,

MOORE, P.K.; AL-SAWAYEH, AO.; CHONG, NW.S.: EVANS, RA; GIBSON,
A. L-NW-nitro arginine (L-NOARG), a novel L-arginine-reversible inhibitor of
endothelium-dependent vasodilatation in vitro. Br. J. Pharmacol., 9% 408-
12, 1990.



04

MORELAND, S., MCMULLEN, D., ABBOA-OFFE! B, SEYMOUR A. Evidence
for a differential location of vasoconstrictor endothelin receptors in the
vasculature. Br. J. Pharmacol., 112: 704-8, 1994,

MULSCH. A. & BUSSE, R. N°-nitro-L-arginine (N5-{imino(nitroamino) methyl]-L-
ornithine) impairs endothelium-dependent dilations by inhibiting cytosolic
nitric oxide synthesis from L-arginine. Naunyn Schmiedeberg's Arch.
Pharmacol., 341: 143-7, 1880

MURRY. J.J- FRIDOVICH, 1; MAKHOUL, RG.; HAGEN, P.O. Stabilization and
partial characterization of endothelium-derived relaxing factor from cultured
aortic endothelial celis. Biochem. Biophys. Res. Commun,, 141 682-96,
1986.

O'BRIAN, R.F.; ROBBINS, RJ; McMURTRY, LF. Endothelial cells in culfure
produce a vasoconstrictor substance. J. Cell. Physiof. Exp. Ther., 252
1318-23, 1990.

OHMAN, KP.. HOFFMAN, A; KEISER, HR Endothelin-induced
vasaconstriction and release of atrial natriuretic peptides in the rat. Acta
Physiol. Scand., 138 549-56, 1990.

PALMER, RM.J.; FERRIGE, A.G; MONCADA, S. Nitric oxide release accounts
for the biolpgical activity of endothelium-derived relaxing factor. Nature,
327 524-8, 1987,

PALMER, R.M.J.; ASHTON, D.§; MONCADA, S. Vascular endothelial cells
synthetise nitric oxide from L-arginine. Nature, 333 664-6, 1988a.

PALMER, RM.J.; REES, D.D.; ASHTON, D.S; MONCADA, $. L-arginine is the
physiological precursor for the formation of endothelium-dependent
relaxation. Biochem Biophys. Res. Commun,, 153: 1251-6, 1988h.



65

PETROS, A LAMB, G.; LEONE, A;; MONCADA, S, BENNETT, D.; VALLANCE,
P Effects of a nitric oxide synthase inhibitor in humans with septic shock.
Cardiovasc. Res., 28; 34-9, 1994,

RADOMSKI, M.W.; PALMER, RM.J.; MONCADA, S. Comparative pharmacology
of endothelium-derived relaxing factor, nitric oxide and prostacyclin in
platelets. Br J. Pharmacol., 92: 181-7, 1987a.

RADOMSKI, MW.: PALMER, RM.J,; MONGCADA, S. Endogenous nitric oxide
inhibits hurman platelet adhesion to vascular endothelium. Lancet, 2. 1057~
8, 1987b.

RAE, G.A; TRYBULEC, M,; DE NUCCH, G.: VANE, J.R. Endothelin-1 releases
eicosanoids from the rabbit isolated perfused kidney and spleen. J.
Cardiovasc. Pharmacol., 13, Suppl.5: 889-92, 1989,

RAPPOPORT, RM. & MURAD, F. Agonist-induced endothelium-dependent
relaxation in rat thoracic aorta may be mediated through cGMP. Circ. Res,
52: 352-7, 1983 '

REES, D.D.; PALMER, RM.J; MONCADA, 8. Role of endothelium-derived nitnc
oxide in the regulation of blood pressure. Proc Natl Acad Sci U.S.A,, 86
3375-8, 1989,

RICHARDSON, P.D.1; WITHRINGTON, P 3. The vasodilatador actions of
isoprenaline, histamine, prostaglandin E,, glucagon and secretin on the
hepatic arterial vascular bed of the dog. Br J Pharmacol,, 7:581-8, 1976.

RIEDER, H.; RAMADORI, G.; MEYER ZUM BUSCHENFELDE, K.H. Sinusoidal
endothelial liver cells in vitro release endothelin: augmentation by

transforming growth factor beta and Kupfer cell conditioned media. Klin.
Wochenschr., 89; 387-91, 1901.



&0

SAIDA. K. MITSUL, Y.; ISHIDA, N. A novel peptide, vasoactive intestinal
contractor, of a new (endothelin) peptide family. J. Biol. Chem., 264
14613-6, 1989.

SAKAMOTO, A YANAGISAWA, M, SAKURAL T, TAKUWA Y,
YANAGISAWA, H.. MASAKI, T. Cloning and functional expression of
human cDNA for the ETg endothelin receptor. Biochem. Biophys. Res.
Commun., 178: 656-63, 1591.

SAKURAL T.. YANAGISAWA, M.; TAKUWAT, Y., MIYAZAKI, H.; KIMURA, S.;
GOTO, K: MASAKI, T. Cloning of a cDNA encoding a non-isopeptide-
selective subtype of the endothelin receptor. Nature, 348, 732-5, 1990,

SALMON, JA A radioimmunoassay for 6-keto-prostaglandin = Fqa.
Prostaglandins, 15, 383-97, 1978.

SCHMIDT, HW., WITTFOHT, N.H.; GERLACH, J.; PRESCHER, K.E.; KLEIN,
MM.: NIROOMAND, F. Arginine is the physiological precursor of
endothelium derived nitric oxide. Eur. J. Pharmacol., 154 213-6, 1988.

SERRADEIL LE GAL, C.; JOUNEAUX, C.; SANCHEZ BUENO, A RAUFASTE,
D.. ROCHE, B; PREAUX, AM,; MAFFRAND, J.P.; COBBOLD, P.H,;
HANOUNE, J.; LOTERSZTAJN, S. Endothelin action in rat liver.
Receptors, free Cat oscillations, and activation of glycogenolysis. J. Clin.
invest., 87: 133-8, 1991b.

SHIMADA, K TAKAHASSHI, M TANZAWA K. Cloning and functional

expression of endothelin-converting enzyme from rat endothelial cefis. J.
Biol, Chem., 269 18275-8, 1994,



67

SNEDDON, J.M. & VANE, JR. Endothelium-derived relaxing factor reduces
platelet adhesion to bovine endothelial cells. Proc. Natl Acad. Sci. U.S.A,,
85 2800-4, 1988.

SOUTHAN, G.J.: §ZABO, C.; THIEMERMANN, C. Isothioureas: potent inhibitors
of nitric oxide synthases with variable isoform selectivity. Br. J.
Pharmacol., 114: 510-6, 1995.

STEWART, D.J.; KUBAC, G., COSTELLO, KB CERNACEK, P. Increased
plasma endothelin-1 in the early hours of acute myocardial infarction. J.
Am. Coli. Cardiol., 18: 38-43, 1991.

SVASTL J. and PANIJPAN, B. SDS-Polyacrilamide gel electrophoresis, a simple
explanation of why it works. J. Chem. Educ., 54 (9) 560-2, 1977,

TAKASAKI, C.. TAMIYA, N., BDOLAH, A WOLLBERG, Z.; KOCHVA, E.
Sarafotoxins S6: several isotoxins from Afractaspis engaddensis (burrowing
asp) venom that affect the heart, Toxicon, 26: 543-8, 1988.

TAKASAKL C., AIMOTO, S., KITAZUMI, K., TAKAKA, K., SHIBA, T., NISHIKA,
K., FURUKAWA, Y, TAKAYANAGL R., OHNAKA, K, NAWATA, H.
Structure-activity relationship of sarafotoxins: chemical synthesis of
chimera peptides of sarafotoxins S6b and S6¢. Eur. J. Pharmacol., 198
165-9, 1991.

TAYLOR, R.N.; VARMA, M, TENG, N.NH. ROBERTS, JM. Women with
preeclampsia have higher plasma endothelin levels than women with
normal pregnancies. J. Clin. Endocr. Metab., 71 1675-7, 1990.

TRAN THi, T.A; KAWADA, N.; DECKER, K. Reguiation of endothelin 1 action
on the perfused rat liver. FEBS Lett., 318: 353-7, 1993,



68

WARNER, T.D.: DE NUCC!, G.; VANE, J.R. Rat endothelin is a vasodilator in
 the isolated perfused mesentery of the rat. Eur. J. Pharmacol,, 159 325-6,
1989%a.

WARNER, T.D.: MITCHELL, J.A.; DE NUCCI, G.; VANE, J.R. Endothelin-1 and
endothelin-3 release EDRF from isolated perfused arterial vessels of the
rat and rabbit. J Cardiovasc Pharmacol 13, Suppl. §:585-8, 1989,

WATSON, S. & OGIRDLESTONE, D. TiPS Receptor Nomenclature
Supplement, p. 14, 1993

WITHRINGTON, P.G.; DE NUCCI G, VANE, JR Endothelin-1 causes
vasoconstriction and vasodilatation in the blood perfused liver of the dog.
J. Cardiovasc. Pharmacol., 13(Suppl. 5). $§209-10, 1988.

WITHRINGTON, P.G.; ANTUNES, E.; GRASSI-KASSISSE, D.M.; DE NUCCl G.
146619, a stable thromboxane mimetic, can constrict the canine splenic
arterial vasculature without significant effect on capsular smooth muscie.
Br. J. Pharmacol., 105: 306P, 1952Za.

XU, D EMOTO, N.; GIAIDI, A; SLAUGHTER, C.. KAW, S; DE WIT, D
YANAGISAWA., M. ECE-1. A membrane-bound metalloprotease that
catalyzes the proteolytic activation of Big Endothelin-1. Cells, 78: 473-85,
1994,

YANAGISAWA, M. KURIHARA, H.; KIMURA, S.; TOMOBE, Y, KOBAYASHI,
M. MITSUI, Y. YAZAKI, Y; GOTO, K, MASAK] T. A novel potent
vasoconstrictor peptide produced by vascular endothelial cells. Nature,
332, 411-5, 1988,



69

YANG, M.C; YU, P.C; TU, M.S; LAY, C.S,; HONG, C.Y.; CHOU, C.K.; CHEN,
C.F.. KUO, J.8. Effects of endothelin and vasopressin on portal pressure of

rats. Life Sci., 46; 1929-36, 1990a.



76

7. Abstract

The vascular effects of endothelin-1 (ET-1; ETp and ETg receplor
agonist), sarafotoxin 8b (S6b; ETa receptor agonist) and IRL-1620 (ETg
recaptor agonist) were investigated in the isolated canine liver arterial circuit
before and after infusions of indomethacin (cyclo-oxygenase inhibitor) and NOL-
nitro arginine methyl ester (L-NAME; nitric oxide synthesis inhibitor).
Noradrenaline (NA) was used as a control vasoconstrictor agent. The vena cava,
portal vein and hepatic artery were cannulated in vitro and the liver was perfused
via the hepatic artery and the portal vein with oxygenated Krebs solution at
379C. Intra-arterial bolus injections of either ET-1 (0.4 - 400 prmol) or S6b (0.4 -
400 pmol) induced dose-dependent and long-lasting vasoconstriction
accompanied by significant prostacyclin release. The vasoconstrictor responses
to these peptides were increased (but no significantly) during the infusion of
indomethacin (5.6 uM). Subsequent infusion of L-NAME (10 uM) potentiated
both ET-1 and $6b- induced vasoconstriction (p<0.05) as well as NA- induced
vasoconstriction, IRL-1620 had no significant effect on the hepatic arterial
vascular resistance, even in the presence of indomethacin and L-NAME.
Infusion of the ETa receptor antagonist FR 138317 (0.3 pM) markedly reduced
hoth the ET-1 and $6b - induced vasoconstrictions without affecting those
evoked by NA. IRL-1620 (but not ET-1) induced a significant release of

haemoglobin into the venous effluent, suggesting that ETg receptors are focated
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in the venous bed of the hepatic circulation. These results indicate that the
pressor responses to ET-1 and $6b in this system are modulated by the
concomitant release of vasodilator mediators, including prostacyclin and nitric
oxide. These effects appear to depend primarily on the activation of the ETp

raeceptor.



