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Vi
RESUMO

Stella, H.J. Caracterizagao farmacoldgica dos receptores de endotelina na
circulagao portal de figado isolado de cao. Campinas: FCM, UNICAMP,
1997. Tese (Mestrado) - Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade de
Campinas, 1997. 46 p.

Endotelinas constituem familia de mediadores vasoativos, capazes de produzir
respostas pressoras potentes e de longa duragdo em varios territorios
vasculares. Por exemplo a endotelina-1 participa no controle da resisténcia ao
fluxo sanglineo portal, principaimente na presenca de cirrose hepatica e
hipertensédo portal. Entretanto, 0s receptores envolvidos nesse fenémeno néo
sao completamente conhecidos. O objetivo do presente estudo foi caracterizar a
populacdo de receptores de endotelina na circutagéo portat de figado canino.
Respostas vasculares portais & administragéo de endoteiina-1 (agonista misto de
receptores ETA/ETs), IRL 1620 (agonista seletive ETg) & noradrenalina foram
avaliadas utilizando preparagac de perfus@o hepatica in vitro. Estas respostas
foram investigadas na presenga/auséncia de antagonistas seletivos de
receptores ETa (FR 139317) e ETe (BQ-788). O papel do oxido nitrico e
prostaglandinas nesse fendmeno foi avaliado através do uso de inibidores da
oxido nitrico sintase e ciclooxigenase (L-NAME € indometacina
respectivamente). Administracéo intraportal de endotelina-1 e IRL1620 resultou
em aumento dependente da dose na resisténcia do fluxo portal, efeito atenuado
pelo tratamento com FR 139317 e BQ-788, respectivamente. Inibi¢do da sintese
de oxido nitrico e prostaglandinas potencializou a resposta vascular portal
induzida pela endotelina-1, sem afetar as respostas ac IRL 1620. Os resultados
sugerem a existéncia de uma populagéo mista de receptores de endotelina na
circulacdo portal de figade canino. O aumento na resisténcia ac fluxo portal
induzido pela administragdo de endotelina-1 € mediado por receptores ETa €
ETs, sendo o efeito mediado pelos receptores ETa modulado por oxido nitrico e
prostaglandinas. A ativacdo de receptores ETg pode ter papel importante no
controle da resisténcia ao fluxo sangiiineo portal na presenga de cirrose hepatica
e hipertensdo portal, condicdo associada a elevados niveis circulantes de
endotelina-1 e de endotelina-3.

Palavras chave

1. Hipertensao portal. 2. Oxido nitrico. 3. Endotelinas. 4. Fluxo sangliineo,



Vil
ABSTRACT

Stella, H.J. Parmacological characterization of endothelin receptors in the
portal circulation of the isolated canine liver, Campinas: FCM, UNICAMP,
1997. Tese {Mestrado) - Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade de
Campinas, 1997. 46 p.

Endothelins constitute a family of vasoactive mediators, capable of producing
potent and long-lasting pressor responses in several vascular territories.
Endothelin-1 has been implicated in the regulation of resistance to portal blood
fiow, particularly in the presence of cirrhosis and portal hypertension. However,
the receptor subtypes mediating this phenomenon have not been clearly
elucidated. In this study we attempted io characterize the endothelin receptor
population in the portal circulation. Porial vascular responses to endothelin-1
(ETA/ETs agonist), IRL 1620 (ETs agonist) and noradrenaline were investigated
using the isolated, perfused canine liver. The effects of a selective ETa receptor
antagonist, FR 139317, and the selective ETp receptor antagonist, BQ -788, on
portal vascular responses to the agonists were investigated. In addition, the
modulation of these responses by prostaglandins and nitric oxide were also
assessed. Endothelin-1 and IRL 1620 produced a dose-dependent increase in
portal infiow resistance. This effect was significantly attenuated by treatment with
FR 139317 and BQ-788. Blockade of prostaglandin and nitric oxide synthesis
with indomethacin and L-NAME, respectively, potentiated the endothelin-1-, but
not IRL 1620-induced portal vascular responses. We conclude that there is a
mixed population of endothelin receptors in the portal circulation of the canine
liver. Endotheiin-1-induced portal vasoconstriction is mediated by ETa and ETs
receptors.The effects induced via ETa receptors is modulated by prostaglandins
and nitric oxide. ETs receptor activation might play an important role in
resistance to portal biood flow in disease states such as portal hypertension, a
condition associated with increased circulating levels of endothelin-1 and
endothelin-3.

Key Words

1. Portal hypertension. 2. Nitric oxide. 3. Endothelins. 4. Blood flow.



1 - Introdugao

O figado apresenta duplc suprimento sangliineo, da artéria hepatica
prépria, (responsavet por 30% do fluxo total) e da veia porta. Este drgao tem
estrutura uniforme, constituida de |aminas celulares anastomosadas com
sinusdides interpostos. As células hepéticas langam suas secregbes em
diminutos canaliculos biliferos que se unem para formar ductulos, os quais, por
sua vez, confluem para formar os ductos intra-hepaticos. Estas céluias sao
nutridas pelos ramos da veia porta e péla artéria hepatica, que acompanham o
sistema canalicular e finalmente se fangam nos sinusdides. Assim, as celulas
hepaticas sdo perfundidas com uma mistura de sangue venoso do canal
intestinal e de sangue arterial da artéria hepatica. Os sinusoides sao drenados
por veias (central) que desembocam na veia cava inferior por intermedio das
veias hepaticas (Fig. 1).

Varios fatores interferem e regulam a pressao sangiiinea intra-hepatica.
De certa forma, pode-se dividir estes fatores em dois tipos. Os sistémicos, que
atuam, por exemplo, nas oscilagdes da freqléncia cardiaca, pressao arterial,
pressdo da artéria mesentérica, fluxe portal pds-prandial, volemia e neuronal. E
os locais, que estdo restritos ao orgao, tais como: fatores metabdlicos, secretério
(bile}, hormonal (por exemplo, o glucagon), fluxo e pressao arterial e portal e

fatores endoteliais.
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Figura 1. Parte de um ISbulo hepatico: abaixc observa-se em maior aumento a
triade portal. Para maior clareza, as células de Kupfer foram omitidas.

Fonte: Snell, 1985 - Traduzido pelo autor.



Este projeto teve coma parte de seus objetivos estudar fatores vasculares
que afetam a pressdo hepatica e, por este motivo, foi necessario isolar o érgdo

do animal, anulando assim os fatores sistémicos.

1.1 Papel do endotélio na modulagao do ténus vascular

O endotelio @ formado por uma camada unica de céluias endoteliais gue
acompanham todo ¢ sistema circulatério. Na década passada o endotélio foi
reconhecido como fundamental no controle da hemostasia, particularmente na
regulagdo do tdnus vascular (FURCHGOTT, 1983; GRYGLEWSKY ET AL.,
1988).

0O endotélio vascular € capaz de sintetizar dois potentes vasodilatadores e
inibidores da funcgao plaquetaria: a prostaciclina (PGl2; MONCADA et al., 1976) e
o fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF; FURCHGOTT &
ZAWADZKI, 1980). O endotélic libera ainda um fator hiperpolarizante
(endothelium-derivated hyperpolarizing factor, EDHF) capaz de causar
vasorrelaxamento por induzir a hiperpolarizacdo de membranas celulares de
musculo liso vascular (FELETOU & VANHOUTTE, 1988; CHEN & SUZUKI,
1989). Embora a natureza quimica desse fator ainda seja desconhecida, TARE
et al. (1990) demonstraram o envolvimento do éxido nitrico nesta resposta, o0 que

foi confirmado mais tarde por BOLOTINA et al., (1994).



1.1.1 Prostaciclina

A sintese da prostaciclina ocorre a partir de acidos graxos essenciais
(provenientes da dieta) que se transformam em fosfolipideos por esterificacdo na
membrana. Estes, por a¢do da fosfolipase A> d&o origem ao acido araquidénico,
responsavel pela origem de duas familias de autacdides: uma formada pelas
prostaglandinas (PGEz, PGD: e PGF2, ), prostaciclina e tromboxano e outra
formada pelos leucotriencs. A PGlz é quimicamente instavel com meia vida de 2
a 3 minutos e é convertida em 6-ceto PGF., .

A PGIl; age em receptores especificos acoplados a adenil ciclase através
de proteinas G aumentando 0s niveis do segundoc mensageiro, o AMPc
(GORMAN et al., 1977, TATESON et al., 1977; ITO et al., 1980).

O AMPc formado intracelularmente ativa uma proteina guinase AMPc-
dependente sendo, a seguir, metabolizado para 5-AMP {produto biclogicamente
inativo) por uma fosfodiesterase especifica (fosfodiesterase do AMPc). A maioria
dos mecanismos de vasodilatagdo envolvendo o AMPc, até agora citados,
relatam g fosforilag@o da gquinase da cadeia leve da miosina (myosin light chain.
kinase, MLCK). Esta fosforilagdo reduziria a afinidade da MLCK por um
complexo calcio-calmodulina, resultando em diminuigdo da fosforilagdo de
miosina e, conseqlientemente, producdo de retaxamento (MURRAY, 1830).

Dentre as agdes farmacolégicas da PGlz, as principais sdo:

a) inibigdo da agregacao plaquetaria. Este fato e a observagao de que a
PGl; ¢ sintetizada pelo endotélio vascular levaram a sugestdo de que a

substancia controla a agregacdo de plaquetas /n vivo e contribui para as



propriedades ndo trombogénicas da parede vascular (MONCADA & VANE,
1979);

b) A administragdo intravenosa de PGl; causa hipotensdc pronunciada,
sendo cerca de cinco vezes mais potente que a PGE,. A hipotensdo &
decorrente sobretudo da capacidade da PGl de relaxar diversos tipos de
musculo liso vascular,

c) Causa broncodilatagdo na maioria das espécies estudadas. Além disso,
a prostaciclina antagoniza a broncoconstricao induzida por outros agentes;

d) Produz relaxamento de Utero humano gravido;

e) A PGE e PGlz sdo vasodilatadoras da mucosa gastrica sendo que a
PGl: esta envolvida na regultagdo local do fluxo sanglineo.

A degradagdo da PGI, aparentemente comega com sua hidrdlise
esponténea no sangue para 6-ceto-PGF,. O metabolismo desta substancia nos
seres humanos envolve 0s mesmos estagios do metabolismo para a PGEz e
PGl (ROSENKRANZ et al.,, 1980), ou seja, um estagio inicial {relativamente
rapido), catalisado por enzimas prostaglandina-especificas, € um segundo
gstagio (relativamente lento) no qual tais metabdlitos sdo oxidados por enzimas
provavelmente idénticas aguelas responsaveis pela oxidagao B e o para a maior

parte dos acidos graxos.



1.1.2 Oxido nitrico

Antes de se ter a certeza de que o EDRF era o préprio 6xida nitrico (NO),
foi aventada a hipdtese de que ambos eram a mesma substancia com
denominagbes diferentes. Tal hipétese apoiava-se nas seguintes evidencias:

a) A atividade do EDRF & idéntica a do oxido nitrico auténtico, em tecidos
vasculares (PALMER et al,.1987);

D) As agbes de ambos 0s compostos sdo potenciadas pela enzima
superoxido desmutase (PALMER et al.,1987) e abolidas pela hemoglobina e
pelo azul de metileno (GRUTTER et al., 1981; MARTIN et al., 1885b);

¢} Ambos induzem seus efeitos relaxantes na musculatura lisa vascular
através da estimulagdo da guanilato ciclase soldvel, levando a um acumulo de
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc; HOLZMANN, 1982; RAPAPORT &
MURAD, 1983} e a modificagdo de varios processos celulares dependentes de
GMPc (LINCOLN & CORNWELL, 1991 e 1993}, inciuindo a ativacdo de canais
de potassio, através da proteina quinase dependente de GMPc (ROBERTSON
et al., 1993; TANIGUCHI et al., 1993);

d) Ambos causam inibi¢do da agregagao e, principalmente, da adesao
plaguetdria (RADONSKI et al., 1987a,b; SNEDDON & VANE, 1988);

e) As duas substancias possuem meia vida semelhantes ¢ sdo estaveis
em solugdes acidas (MURRY et al., 1986).

O oéxido nitrico ¢ sintetizado nas células endoteliais a partir de um
nitrogénio guanido-terminal do aminoacido L-arginina (PALMER et al.,1988a,b;

SCHIMIDT et al.,1988), tendo a L-citrulina como co-produto da reagdo (PALMER



& MONCADA, 1989; Figura 2). Esta reagdo é especifica, visto que alguns
analogos de L-arginina e mesmo de D-arginina ndc atuam como substrato da

reagao.

ET-1/ET-3
ETs

Ac. Aracdonico L-arginina

CELULA
ENDOTELIAL
v
Eicosanoides NO
toamp teamp
l l CELULA MUSCULAR
] T6NUS VASCULAR LISA VASCULAR

Figura 2. Biossintese do NO e Eicosandides e seus respectivos mecanismos de
agao vasorelaxante.

Fonte: VANHOUTTE & EBER, 1991 - Adaptado pelo autor.

As enzimas responsaveis pela sintese do NO, oxide nitrice sintases
(NOS) sao consideradas dioxigenases, na medida que incorporam oxigénio
molecular ao nitrogénio guanidino terminal da L-arginina, resultando na sintese
de NO e L-citrulina. Trés tipos distintos de NOS foram descritos: duas
constitutivas (NOS-I e NOS-IIl) dependentes de calcio e caimodulina (BREDT &
SNYDER, 1990 e FORSTERMANN et al.,1993, respectivamente) e uma induzivel

(NOS-1Y), céicio-independente (MARLETTA et al., 1988; Figura 3). Ambas as



enzimas sdo dependentes de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH). As enzimas constitutivas sao ativas como mondémero, enguanto que a
induzivel, proveniente do macréfago, é menor e atua como um dimero (STHUER
et al, 19981). Elas apresentam homologia com o citocromo P-450, contém
simultaneamente flavina adenina mononucieotideo (BREDT et al, 1991;
STHUER et al., 1991) e um grupo heme, ao qual liga-se 0 mondxido de carbono,
indicando a presenca de ferro na enzima constitutiva cerebelar (MCMILLAN et
al.,1992) e na induzivel do macréfago de camundongos (WHITE & MARLETTA,
1892). A NOS-IlI estd presente predominantemente nas células endoteliais
(FORSTERMANN et al,1993) enquanto que a2 NOS-I estd presente
predominantemente em neurfnios (BREDT & SNYDER,1990). A NOS-iI &
encontrada nos macrofagos (MARLETTA et al., 1988), hepatécitos (BILLIAR et
al.,, 1990; GELLER et al., 1993}, células endoteliais (RADOMSKI et al, 1990),
musculo liso (BUSSE & MULSCH, 1990} e condrdcitos humanos (PALMER et

al.,1993), mediante ativacéo por citocinas e lipapolissacaride.
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Figura 3. Diagrama esguematico mostrando a afinidade espacial entre as trés
isoformas de NO-sintase clonadas e ¢ citocromo P 450 redutase.

Fonte: FORSTERMANN et al., 1893 - Traduzido pelo autor.

Alguns andlogos da L-arginina, comc a monometil-L-arginina (L-NMMA),
inibem especificamente a sintese de NO e a formagcdo de L-citrulina em
macrofagos (MARLETTA et al., 1988). Esta inibigdo ¢ revertida pela L-arginina
(mas n&o pela D-arg), sugerindo que tais analogos inibem a formagéo de NO por
competir com a L-arginina pelo sitio ativo da enzima responsavel. iguaimente, o
L-NMMA inibe a liberagdc de NO in vitro (PALMER et al.,1988a) e in vivo (REES
et al.,1989), sendo este efeito revertido pela L-arginina. Aiém do L-NMMA, outros
analogos da L-arginina {(nitro-L-arginina e N®-amino-arginina} foram descritos
como potentes inibidores da liberagdo de NO (FUKUTO et al., 1990, ISHH et al.,
1890; MOORE et al., 1990). Outros inibidores foram ainda sintetizados,

destacando-se a N®-nitro-L-arginina (L-NNA), o N”-nitro-arginina metil éster (L-
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NAME; MOORE et al., 1990), utilizado neste projeto, e N-iminoetil-L-ornitina (L-
NIO; MULSCH & BUSSE, 1990).

O dxido nitrico € um importante mediador em varias agdes bioldgicas
(MONCADA, 1992). No sistema imunolégico, NO esta envolvido com
mecanismos imunorregulatdrios, microbicidas e de citotoxicidade (LIPTON et al,,
1993; SNYDER, 1993). No sistema nervoso central e periférico, 0 NO age como
um neurotransmissor (SNYDER & BREDT, 1991), enquanio no sistema
cardiovascular, € um potente vasorrelaxante e inibidor da agregacao plaquetaria,
sendo por isso, considerado um nitrovasorrelaxador enddégenc e antitrombdtico
(PALMER et al., 1987).

A liberacao de NO pode ser estimulada por vérios agentes que atuam por
mecanismos dependentes € nao de.pendentes de receptores, tais como:
ADP/ATP (MARTIN et al., 1985a), bradicinina (CHERRY et al., 1982), substancia
P, (ZAWADSK| et al., 1981), histamina e angiotensina I (TODA, 1984),
serotonina (COCKS & ANGUS, 1983), polications (IGNARRO et al., 1989), acido
araquiddnico (DE NUCCI et al., 1988a), pH extracelular elevado (MITCHELL et
al., 1991), timerosal, tripsina e fatores fisicos como forga de cisalhamento (shear
stress; GRYGLEWSKI et al, 1988). A liberagao do NO em varios leitos
vasculares é o principal fator na regulagdo da pressado sangiiinea (REES et
al.,1989) e do fluxo sangiiineo regional (GARDINER et al., 1990b).

O NO ¢, portanto, um vasoditatador importante para a manutengéo da

homeostase cardiovascular. No figado, participa dessa homeostase, uma vez
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que é liberado sempre que receptores de agonistas vasoconstritores sao

ativados no leito arterial in vitro (FARO et al., 1993}

1.1.3 Endotelina

A endotelina-1 (ET-1) fai inicialmente isolada a partir de scbrenadantes de
cultura de células endoteliais de aorta porcina (YANAGISAWA et al.,1988). Esta
substancia consiste de um peptidec com vinte e um amineacidos, contendo duas
pontes dissulfeto que figam os residuos de cisteina (Cys' - Cys'™” e Cys® - Cys'").
A estrutura molecular deste peptideo € incomum em mamiferos, mas
freqientemente encontrada em certos grupos de toxinas que agem em canais
de membranas, tais como: a apamina, a conotoxina € as neurctoxinas do
veneno de certos escorpides (YANAGISAWA et al.,1988). Posteriormente,
demonstrou-se que as seqliéncias de aminoacidos das endotelinas sdo muito
semelhantes aquelas das toxinas do veneno da serpente rara Atractaspis
engaddensis (TAKASAKI et al., 1988; TAKASAKI et al., 1991)

Atualmente existem trés isoformas de endotelinas descritas na literatura
(Figura 4). Uma delas corresponde exatamente aquela descrita primeiramente
ern sobrenadante de culiura de células endoteliais e, por isso, foi denominada de
ET-1. As outras duas foram denominadas de ET-2 e ET-3 (encontradas em ratos

e homogenato de medula espinhal e cérebro porcinos; INOUE et al. 1989).
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endotetinal
(porcina f humana / rato / canina)

Figura 4. Seqgléncia de aminoacidos das ET-1, ET-2 e ET-3 mostrando as
ligacGes dissulfeto e os residuos que diferem entre si (circulos
cheios).

Fonte: HUGGINS et al., 1993 - Traduzido pelo autor.

Em humanos, a ET-1 é formada inicialmente a partir de um precursor que
contém duzentos e trés aminoacidos. Este precursor € denominado de pre-pro-
endotelina-1 (ppET-1) e & clivado por uma peptidase (especifica para
aminoacidos basicos pareados) imediatamente apos os residuos de Lys® - Arg™
da ppET-1 e os residuos Arg™ - Arg™ da ppET-1 porcina, e Arg™ - Arg™ da
ppET-1 humana. A clivagem da ppET-1 dé origem & pré-endotelina, um produto

intermediario com trinta e nove residucs de aminodcidos em porcos e trinta e



13

oito em humanos (YANAGISAWA et al.,1988). A ET-1 se origina 2 partir de uma
clivagem proteolitica ndo usual entre os residuos Trp*' - Val* da pré-endotelina,
pela enzima conversora de endotelina (ECE; Figura 5). A pré ET-1 € equipotente
3 ET-1 em causar aumento na pressao arterial /in vivo. No entanto, tem somente
1% da poténcia da ET-1 no que se refere ao efeito contratil em segmentos
vasculares in vitro (KIMURA et al., 1989). Isto indica que a pré ET-1 ¢
rapidamente convertida a ET-1 in vivo, pela ECE (D'ORLEANS-JUSTE et al.,
1990). Duas formas de ECEs foram clonadas: ECE-1, responsavel pela
conversao de pré ET-1 em ET-1 ao nivel da membrana celular (XU et al., 1994),
e ECE-2 responsavel por esta conversdo no meio intraceluiar (EMQOTO et al.,
1995). Tais descobertas eiucidaram a diferenga de poténcia da pré ET-1 e ET-1
tanto in vitro quanio in vivo.

A ET-1 é o mais potente agente vasoconstritor até hoje descrito. A
administracdo endovenosa de ET-1 em ratos anestesiados e guimicamente
desnervados induz uma breve resposta depressora seguida por uma resposta
pressora de longa duragdo (YANAGISAWA et al, 1988; DE NUCC! et al.,1988b;
GARDINER et al., 1990a; OHMAN et al., 1990; LE MONIER DE GOUVILLE et
al., 1990). Tal efeito & extensivo a outras espécies animais como gatos (MINKES

et al., 1990) e caes (GOETZ et al., 1988).
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Lys[a1]-Arg[52] Arg[92]-Arg[93]
L 4 v

N- I | B C
pré-préo-endotelina

1 endopeptidase

Trp[21]Val[22]

pro-endotelina

enzima conversara
de endotelina

[ ] endotelina

Figura 5. Biossintese da ET-1. A seqliéncia da endotelina esta ilustrada na
porcdo cinza claro. A endopeptidase especifica para o par de
aminodcidos dibasicos a “big endotelina”, um precursor da endotelina
que provém da ppET. A enzima conversora de endotejina ciiva a
ligagao entre Trp?' - Val? iiberando a ET-1.

Fonie: YANAGISAWA et al., 1988. - Traduzide pelo autor.

A vasoconstrigdo induzida pela endotelina ¢ mediada através de dois
sistemas distintos de transdugdo mediados através de proteinas G (Figura 6):
ativagdo de canais de célcio (YANAGISAWA et al., 1988; GOTO et al,, 1989;
KASSUYA et al., 1989) e ativagdo da fosfolipase C (ABDEL-LATIF & ZHANG,
1991; HU et al., 1991; RESINK et al., 1988; STOJILKOVIC et al.,1991; TAKUWA
et al., 1990). O efeito vasodilatador, por sua vez, ¢ mediado peia ativagcdo da
fosfolipase Az, promovendo liberagdo de prostandides, principaimente a PGl; e a
prostaglandina E; (DE NUCC! et al.,1988b; FILEP et al.,1992; GRANSTAM et

al., 1991; RESINK et al.,1989; WARNER et al. 1989b;).
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Figura 6. Vias de transdugéao de sinais intracelulares ativados pelas endoielinas
(ETs). O receptor de ET ativado estimula a fosfolipase C (PLC) e a
fosfolipase Az (PLAz ). O receptor de ET ativado também estimula
canais de calcio dependente de voltagem (VDC) e, provavelmente,
canais de calcio operados por receptor (ROC). O trifosfate de inositol
(P2 ) estimula a iiberagéo de caicio de estogues de calcio sensiveis a
cafeina. A ativagdo da proteina quinase C (PKC) pelo diacilglicerol
(DG) sensibiliza 0 mecanismo contratil. Os niveis elevados de calcio
intracelular induzem a contragdo. Os produtos da ciclo-oxigenase
PGl,, PGE2 £ TXA2 madulam a contragao.

Fonte: MASAKI et at., 1991 - Traduzido pelo autor.

A vasodilatagdo induzida pelas endotelinas € ainda decorrente da
liberacdo de EDRF/NO pelas células endoteliais (DE NUCC! et al.,1988b;

WARNER et al, 1989b). Por esse motivo, acredita-se que os efeitos
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vasoconstritores induzidos pela ET-1 tanto in vivo (DE NUCC! et al.,1988b)
quanto em certos leitos vasculares in vitro, tais como: mesentérios de ratos
(WARNER et al., 1989a), figado de cées (WITHRINGTON et al., 1989), bago e
rins de coelhos (RAE et al., 1989), sdo modulados pela liberagao de EDRF/NO,
elou PGl, e PGE2, os quais limitam a amplitude e a duragdo destas respostas.
Os efeitos bioldgicos das endotelinas séo mediados por distintos tipos de
receptores, que estdo distribuidos tanto nas células da muscuiatura lisa vascular,
quanto nas células endoteliais (DAVENPORT & MAGUIRRE, 1994). Estudos
autorradiograficos em tecidos de ratos demonstraram que sitios ligantes para a
endotelina estdo presentes nos rins (glomérulo e papila), pulmdes (nos alvealos,
nos bronguios, € na traquéia estes sitios foram localizados ndo somente na
camada muscular, mas também na camada de células epiteliais), ganglios
adrenais (medula), neurdnios e na camada mucosa do célon, do intestino e do
estdomago (KOSEKI et al., 1989). Em mesentério isolado e perfundido de ratos, a
ET-3 age principalmente como um vasodilatador, sendo mais ativa que a ET-1.
Neste mesmo leito vascular, a ET-3 foi menos ativa que a ET-1 como agente
vasoconstritor. Esta diferenga no perfil de ag&o entre ET-1 e ET-3 fez com que
WARNER et al. {(1989a) sugerissem a existéncia de receptores diferentes em
células endoteliais e células musculares lisas. A partir dai, surgiram numerosos
estudos com o objetivo de detectar os receptores de endotelina usando-se, para
tanto, membranas de diferentes tecidos tais como coragao de aves (WATANABE
et al., 1989) pulmao de rato (MASUDA et al., 1989), céiulas mesangiais de ratos

(SUGIURA et al., 1989), placenta humana (NAKAJQO et al., 1989), cerebelo
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bovino (SCHVARTZ et al., 1990} e outros. Nesses estudos, demonsfrou-se
também a existéncia de dois ou trés tipos de receptores.

Hoje estd plenamente estabelecida a existéncia de dois tipos de
receptores endotelinérgicos, denominados ETa € ETs, Entretanto, um terceiro
tipo, o ETe, foi descrito por KLOOG et al., 1989; por EMORI et al., 1990; e por
HARRISON et al., 1992, sendo que pouco se sabe a seu respeito, pois, nenhum
agonista ou antagonista especifico para este receptor foi descrito ate o
momento. A classificacdo dos receptores endotelinérgicos ETa e ETs esta
baseada nas afinidades relativas para com as trés isoformas de endoteiina. A
ET-1 e a ET-2 tém afinidades elevadas e semelhantes para com receptor ETa ao
passo que a ET-3 apresenta afinidade muito baixa para este receptor.
Entretanto, todos os trés isopeptideos sdo equipotentes para o receptor ETs
(ARAI ET AL.,1990; SAKURAI et al.,1990; SAKAMOTO et al., 1991; SAKURAI et
al., 1992: MOLENAR et al.,1993; WATSON & GIRDLESTONONE, 1993).

Dessa forma, a vasodilatagdo inicial de curta duragdo em resposta a ET-1,
observada nas varias espécies animais estudadas, foi explicada como sendo
decorrente da ligagao do peptideo aos receptores ETs em células endoteliais,
promovendo assim a liberagéo de fatores relaxantes (EDRF/NO e PGL).
Concentracdes mais altas de ET-1 causariam constrigao sustentada atraves da
ativacéo dos receptores ETa da musculatura lisa vascuiar. Atualmente, através
do uso de agonistas e antagonistas seletivos para os diferentes tipos de
receptores de endotelina (MILLER et al., 1993; WATSON & GIRDLESTONE,

1993) tem-se observado que nem sempre € verdadeira esta proposigdo segundo
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a qual a ativagao de receptores ETa resulta em vasoconstrigdo enquanto que a
ativacdo de receptores ETg resulta em vasodilatagde. Assim, a ET-1 ativa tanto
receptores ETa, quanto ETg localizados na membrana das células de muscuio
liso vascular causando resposta vasocenstritora potente e de lenga duragéo. A
ET-3 ativa receptores ETg causando resposta semelhante. A ET-1 ¢ ET-3 séo
também capazes de ativar receptores ETg localizados na membrana das células
endoteliais, promovendo a liberagdo acoplada de NO e PGlz e,

conseqlentemente, relaxamento vascular (figura 7).

endotelina-3

y !

endotelina-1

células

. endoteliais
endotelina-1

v\ |

J ETg ETy
O D ) ) céluias
O X O musculares lisas
O T O T oS > vasculares

| | |

relaxamernto constricao constricao resposta
funcional

Figura 7. Mecanismo de agao da endotelina.

Fonte: DAVENPORT & MAGUIRE, 1994, Traduzido peio autor.
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Na microcirculacéo hepatica os estudos com endotelina sao escassos €
pouco se sabe sobre o papel dos receptores neste sistema. Sabe-se que as

células endoteliais sinusoidais hepaticas sac capazes de produzir endotelina-1

quando estimuladas com TGFp (RIEDER et al., 1991). Em figado de rato

perfundido in situ, injecdes endovenosas de ET-1 causam vasoconstricao portal
e aumento da glicogendlise (GANDHI et al., 1990, SERRADEIL LE GAL et al.,
1991: TRAN THI et al., 1993; YANG et al.,1990). Entretanto, a glicogendlise
desaparece com doses seguidas de ET-1, o gue nao ocorre com a
vasoconstricdo portal. Isto sugere a presenca de mais de um tipo de receptor
neste leito vascuiar em particular. Recentemente, foi demonstrado que, em
figado isolado e perfundido de cdo, existe predominio de receptores ETa no leito
arterial € que ha liberagdo concomitante dos mediadores NO, confirmado pela
significante potenciaiizagao das respostas vasoccnstritoras causadas pela
endotelina-1 e sarafotoxina 8b {S6b; agonista ETa) em presenga de L-NAME, e
prostaciciina, em presenga de indometacina, assim como, pelas dosagens de 6-
oxo PGFy,, produto de degradagéo da prostaciclina, em amostras de efluente
hepatico (FARO et al, 1995). Analisando diversos tecidos vasculares,
MORELAND em 1994, constatou o predominio de recepiores ETa em leitos de
alta pressao e ETg nos de baixa pressdo. Baseado nestes dados e em suas
proprias experiéncias, FARO ({1995) especulou a possibilidade de haver
predominio de receptores ETs no leito portal de cao. Ainda, em estudos
realizados em figado de rato cirrético perfundido, foi observado predominio de

receptores ETg no leito portal (ROCKEY & WEISIGER, 1996).
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2 - Objetivos

2.1 Caracterizar receptores de endotelina existentes no leito portai hepatico de
figado isolado de c&o, fazendc uso do agonista ndc seietivo de receptores ETa e
ETs (ET-1), agonista seletivo de receptores ETs (IRL 1620} e dos antagonistas

seletivos para receptores ETa (FR 139317) e para receptores ETg (BQ 788).

2.2 Estudar o papel do NO e da prostaciclina na modulagao das agdes de
agonistas endotelinérgicos sobre o tdnus vascular no ieito portal, fazendo uso do
L-NAME (N“-nitro-L-arginina metil ester; inibidor da oxido nitrico sintase), e da

indometacina (inibidor da ciclooxigenase).
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Abstract

Endothelins constitute a family of endothelial derived vasoactive mediators with potent
effects in many vascular territories through activation of ET, and ETg receptors. In this
study, we characterized the ET receptor population in the hepatic portal circulation using
selective agonists and antagonists. In the isolated perfused canine liver, intraportal
injection of both ET-1 (mixed ETA/ETe agonist) and IRL 1620 (selective ETg agonist)
elevated portal vascular resistance; they were equipotent in their effects, atthough the
portal vascular responses to ET-1 was very prolonged compared to IRL 1620. Both ET-
1 and IRL 1620 caused significant elevations in portal vascular resistance when injected
into the hepatic artery. Intraportal ET-1 and IRL 1620 produced dose-dependent
increases in portal vascular resistance which was significantly antagonized by treatment
with selective antagonists FR 139317 (ETa) and BQ-788 (ETg), respectively. We
conclude that, unlike our previous study in the canine hepatic artery, the canine hepatic
portal bed has a mixed population of both ET4 and ETg receptors which, when activated,
both elicit portal vasoconstriction. In addition, only the portal ETa response was
potentiated by nitric oxide synthase and cyclooxygenase inhibition with L-NAME and
indomethacin, respectively. These different observations in the hepatic portal vascular
bed compared with the hepatic arterial inflow may reflect a different population of cell

types accessible from the hepatic portal inflow compared to the arterial inflow.
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1. Introduction

Endothelin-1 {(ET -1} is an endogenous 21 amino acid peptide with potent
vascular effects (Yanagisawa et. al, 1988) achieved through activation of two
receptor subtypes, ETa and ETs (inoue et. al, 1989; Arai et. al, 1990).
Intravenous  administration of ET-1 produces marked, long-lasting,
vasoconstrictor responses in most vascular territories, effects mediated by
activation of both ETa and ETs receptors (Inoue et al., 1989; Okumura et al,,
1994). In addition, a brief initial vasodilator phase may be observed preceding
the vasocontriction (Withrington et al.,, 1989); a response due to ETe receptor
stimulation (Warner et al., 1993). Therefore, the vascular responses to ET-1 are
determined by the relative distribution of ET receptor subtypes present at any
particular vascular site. Clearly, it is important to characterize ET receptors in
any vascular territory to elucidate the predominant local mechanisms controlling

inflow and to assess any potential therapeutic intervention.

Previously, we (Withrington et al., 1989) have demonstrated the potent
ET-1-induced vascular responses of the two canine hepatic inflow circuits, portal
and arterial, and subsequently (Faro et al, 1995), using selective ETa
antagonists and ETg agonists, have demonstrated the predominant ETa receptor

population in the hepatic arterial vasculature.

The haemodynamic characteristics of the hepatic portal circuit are
determined partly by the mesenteric circulation, but also by the hepatic portal

inflow resistance. The objective of the present study was to evaluate the ET
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receptor population of the canine hepatic portal vascular bed using selective
pharmacologicai probes, such as ETa and ETs receptor agonists and
antagonists. The results reveal a different ET receptor spectrum in the hepatic
portal vascular bed to that previously described in the hepatic arterial vasculature
in the dog (Faro et al, 1995), and raises the possibility of differential
pharmacological control of the two liver inflow circuits. The present results
confirm and extend cbservations on the perfused portal bed of the isolated rat
liver (Zhang et al., 1997) since, in the present experiments in the canine liver, the
arteriai inflow was intact, and agonists could be delivered into the hepatic arterial
system, with concomitant observation of changes in the hepatic portal vascular

bed; an appropriate physiological and clinical analysis.

In addition, by using inhibitors of nitric oxide synthase and cyclo-
oxygenase, we have evaluated the contribution of nitric oxide and prostaglandin
release to the portal vascular responses following activation of portal ET
receptors to indicate the contribution of these vasocactive mediators to the control

of hepatic portal inflow resistance by ET.
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2, Material and Methods
2.1 Liver perfusion

Experiments were performed on Mongrei dogs (approximately 8.5 kg, both
sexes) using guidelines determined by the State University of Campinas Animal
Care Committee. Under sodium pentobarbital anesthesia (30 mg/kg i.v.), a
midline laparotomy was performed and the hepatic artery and portal vein were
isolated and the liver cleared of connecting tissues. Artificial respiration was
supplied and a midline thoracotomy performed. Intravenous heparin (5,000
lU/dog) was administered in order to prevent blood clotting. The inferior vena
cava was isolated just above the diaphragm and the vessels were ligated,
sectioned and the liver removed. The hepatic artery, portal vein and vena cava
were then cannulated and the liver perfused with warmed (37 °C} oxygenated
(95% Oz + 5% CO2) Krebs solution, as previously described. Briefly, the arterial
inflow was adjusted by means of a peristaltic pump to provide a perfusion
pressure of 20-40 mmHg. The portal venous inflow was also supplied by a
peristaltic pump, adjusted to provide a portal pressure of 2-4 mmHg. Once sst,
these flows were maintained constant throughout the remainder of the
experiment. The preparation was allowed to equilibrate for approximately 30
minutes before starting the experiments. Hepatic arterial (HAPP) and portal
(HPPP) perfusion pressures were measured with strain gauge tfransducers (PRC
21/3, Ugo Basiie) connected to the arterial and portal perfusion circuits,
respectively, and were recorded continuously throughout the experiments using a

multi-channel recorder (Ugo Basile). Hepatic portal infiow vascular resistance
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(HPVR) was calculated as HPPP (mmHg) divided by portal vein inflow (mi/min).
Changes in portal inflow resistance following administration of test agonists are
evatuated as absolute changes in resistance from the control to the maximum

response to the agonists.
2.2 Experimental protocols

2.2.1 Agonists. Noradrenaline (NA) was used as an endothelin receptor-
independent vasoconstrictor, whilst both endothelin-1, endothelin-3 (ET-1, ET-3,
ETA/ETe agonists) and IRL 1620 (selective ETs agonist) were used to determine
the endothelin receptor population in the portal vascular bed, and the
consequences of their activation. NA (5-50 nmol}, ET-1 (40-400 pmol) and IRL
1620 (100-1000 pmol) were administered as single bolus injections directly into
the portal vein line. Consequent changes in the hepatic arteriai and portal
perfusion pressure were recorded continuously and changes in portal inflow
resistance calculated. At least five experiments were performed for each
agonist, and dose-response curves were constructed. To assess changes in
portal vascular resistance to elevated systemic arterial levels of ET agonists, ET-
1, ET-3, IRL 1620 and NA were administered into the hepatic artery alone and
changes in both hepatic arterial vascular resistance and portal vascular

resistance evaluated.

2.2.2 Endothelin antagonists.  Control portal vascular responses to the
agonisis NA, ET-1 and IRL 1620 were assessed before infusion of either of the
selective endotheiin receptor antagonists, FR 139317 and BQ-788 (Opgenorth,

1995). The vascular responses to these agonists were reevaluated 15 min after
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the beginning of an intra-portal infusion of either of the ETa or ETg receptor
antagonists. Subsequently, the alternative receptor antagonist was added to the
portal perfusion circuit to produce concomitant ETa and ETs receptor
antagonism, and the vascular responses to the agonists tested 15 min after the
beginning of the infusion. At least four experiments were performed for each
agonist tested. In a separate set of experiments, the sequence of antagonist

administration was reversed.

2.2.3. Prostaglandin and nitric oxide synthesis inhibitors.  The role of
prostaglandins and nitric oxide in the vascular responses produced by
administration of the three agonists, NA, ET-1 and IRL 1620, was investigated
by continuously perfusing the canine liver (both hepatic artery and portal vein
perfusion lines) with indomethacin and/or A°-nitro-L-arginine methyl ester (L-
NAME). Indomethacin (5.6 uM) was added initially, and the dose-response
curves to the agonists obtained 15 minutes later. L-NAME (10 uM) was then
added to the perfusion solution in addition to indomethacin, and the dose-
response curves to the agonists constructed again. At least five experiments
were performed for each treatment group. In a separate set of experiments, the

order of infusion of enzyme inhibitors was reversed.
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2.3 Drugs

Noradrenaling, indomethacin and NG—nitro—L-arginine methyl ester (L-
NAME) were obtained from Sigma (St. Louis, MO). Endothelin-1, endothelin-3
and IRL 1620 were obtained from the Peptide institute (Osaka, Japan). FR
139317 and BQ-788 were synthesized in house. Sodium pentobarbital {Sagatal)
was obtained from May & Baker (Dagenham, U.K.). Heparin was obtained from

Roche (Sao0 Paulo, SP, Brazil).

Noradrenalin, endothelin-1, L-NAME and indomethacin were dissolved in
Krebs solution prior to injection. The compaosition of the Krebs solution was
(mM)}: NaCl 118, NaHCOQOs 25, KC1 4.7, KH,PO4 1.2, MgSQ. 1.17, CaCl; 2.5 and
glucose 5.6. FR 139317 (stock sclution of 150 uM) was dissoived in 1 N NaOH
and the pH corrected to 7.4. Drugs were administered by either continuous
infusion into both hepatic artery and/or portal vein iines, or bolus injection directly
into the portal inflow line. Balus injections were of 1.0 ml and were immediately

washed in with 1.0 ml of Krebs solution to provide a constant injectate of 2.0 mil.
2.4  Statistical analysis

Results are expressed as mean + s.e.m. Comparison of means were
made using Student's paired #-test or one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by the Student-Newman-Keuls post test, where appropriate.

Differences were considered significant when p<0.05.
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3. Results

3.1.1 Portal vascular responses to intraportal ET-1, IRL 1620 and NA.  Under
control conditions, the mean hepatic arterial perfusion pressure was 29.0 + 2.6
mmHg, and the mean portal perfusion pressure was 3.6 + 0.4 mmHg. Hepatic
arterial inflow resistance was 1.24 + 0.06 mmHg.ml™.min, while portal inflow
resistance was 0.12 + 0.01 mmHg.m™.min. This ratio of hepatic arterial to

hepatic portal inflow resistances of 10 is similar to that reported previously in the

dog (Richardsen & Withrington, 1978).

Intraportal administration of NA (5-50 nmol), ET-1 (40 - 400 pmol) and IRL
1620 {100-1000 pmol} resulted in dose-dependent increases in portal perfusion
pressure (Figure 1). The time course of the portal responses of the three
agonists was different, the responses to ET-1 being long-lasting relative to the
responses to NA and IRL 1620 (Figure 1). At constant portal inflow, these
changes in portal pressure refiect an increase in portal inflow resistance (Figure
2, Table 1). Over the molar dose range investigated, the two agonists, ET-1 and

IRL 1620, were equipotent in elevating hepatic portal vascular resistance.

3.1.2 Portal responses to intra-arterial administration of ET-1, ET-3, IRL 1620.
All three agonists increased hepatic arterial inflow resistance and, in addition,
caused simultaneous increases in portal vascular resistance (Figure 3). These
diferential changes in the hepatic inflow vascular resistances were particularly
marked for the intra-arterial administration of the selective ETs agonist, IRL

1620, and the predominant ETg agonist, ET-3, since substantial increases in
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portal vascuiar resistance occurred accompanied by very small changes in the
arterial circuit, reflecting the different ET receptor prefile of the two hepatic infiow

channeals.

3.2 Effects of selective endothelin receptor antagonists. Portal
vasoconstrictor responses to intraportal injection of ET-1, IRL 1620 and NA were
determined before and during the intraportal infusion of the selective ETa
receptor antagonist, FR 139317 (0.3 uM), and/or the selective ETg receptor
aniagonist, BQ-788 (0.3 uM). At the doses used, neither FR 139317 nor BQ-788
affected the basal portal vascuiar resistance when added to the perfusion
medium. The portal vascular responses to all infraportal doses of ET-1 were
significantly reduced during the infusion of FR 139317 (Figure 4a). Addition of
BQ-788 to the perfusion solution medium further diminished the portal responses
to ET-1, although this reduction in portal response was not significantly different
from the responses obtained during FR 139317 infusion alone (Figure 4a).
Administration of BQ-788 prior to FR 139317 reduces responses to ET-1 (Figure
4b), but not significantly. However, subsequent addition of FR 139317 resulted
in a significant reduction in portal inflow resistance changes following injection of
endothelin-1 (Figure 4b). These observations indicate that ETa receptors
predominantty mediate the portal vascular responses t¢ ET-1 in the isolated

perfused canine liver.

The portal vascular responses to intraportal IRL 1620 were almost
completely abolished by treatment with BQ-788 (0.3 uM, Figure 5a).

Concomitant addition of FR 138317 (0.3 uM) to the perfusion medium further
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reduced the portal vasoconstrictor response to the highest dose of IRL 1620
(p<0.05, Figure 5a). Treatment with FR 139317 alone did not significantly affect
the vascular responses to IRL 1620 (Figure 5b). However, subsequent addition
of BQ-788 together with FR 139317 significantly (p<0.01) reduced the increase in
portal inflow resistance following injection of the selective ETg receptor agonist

(Figure 5b).

Perfusion of the preparation with FR 139317, BQ-788 or combination of
both did not modify the portal vascular responses to NA (50 nmol}; data not

shown.

3.3 Effects of cyclo-oxygenase and NO synthase inhibition. Continuous
intraportal and intraarterial perfusion with indomethacin or L-NAME did not
significantly affect basal portal inflow resistance {0.5 + 0.3 mmHg.ml" .min and

0.15 = 0.02 mmHg.mI"'.min, respectively).

Under control conditions, intraportal administration of ET-1, IRL 1620 and
NA resulted in dose-dependent increases in portal inflow resistance (Table 1,

Figures 6a, b and c).

3.3.1 indomethacin. Indomethacin treatment (5.6 pM) alone significantly
(p<0.05) augmented portal inflow resistance changes in response to the higher
doses of intraportal ET-1 and NA (Table 1). In contrast, the portal vascular
response to any dose of IRL 1620 was not affected significantly by indomethacin

treatment (Table 1).
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3.3.2 L-NAME. Intraportal and intraarterial perfusion with the NQOS inhibitor L-
NAME alone significantly (P<0.05} potentiated the increase in hepatic portal
vascular resistance due to both intraportal ET-1 and NA injection (Figure 6a and

6¢), but not the response foliowing the administration of IRL 1620 (Figure 6b).

3.3.3 L-NAME and indomethacin. Cambined NO synthase and cycl'ooxygenase
inhibition with L-NAME and indomethacin significantly increased the portal
responses to both intraportal ET-1 (Figure 6a) and NA (Figure 6c}. The addition
of indomethacin to L-NAME significantly increased the portal response to ET-1
above that response obtained to L-NAME alone (Figure 6a). In contrast, the
portal response tc IRL 1620 was not significantly changed by infusion of
indomethacin alone (Table 1), L.-NAME alone (Figure 6b) or the combination of

both indomethacin and L-NAME (Figure 6b).
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4. Discussion

The response of any vascular bed to endothelin agonists depends upon
the distribution of ETa and ETg receptors and intrinsic efficacy of the agonists. In
the present experiment in the isolated perfused canine liver, the use of selective,
and mixed, ET agonists has revealed the presence of both ETh and ETs
receptors in the hepatic portal vascular bed; both of which when activated elicit
an increase in portal inflow resistance. The presence of these receptor
population has been further validated by the use of selective ETa (FR 139317)
and ETs (BQ-788) receptor antagonists. Previous work describing the
distribution of receptors in the hepatic portal vasculature has provided
contradictory reports. Zhang et al., (1995) reported that, in the isolated perfused
rat liver, ETa antagonism exerted no significant effects on whole organ
haemodynamic changes to ET-1 and, furthermore, ETs antagonist significantly
inhibited the increase in portal pressure accompanying ET-1 infusion. In contrast,
Zhang et al. (1997) again using a rat liver model found that neither ETa nor ETg
antagonism completely inhibited the portal response of ET-1; however the two
antagonists iogether did. The discrepancy between these two sets of

observations may lie in the use of antagonists of different selectivity and stability.

Our observations in the canine hepatic portal circuit are in contrast to
previous studies (Faro et al.,1996) in the canine arterial system where a
distribution of ETa receptors only could be demonstrated since the selective ETg
agonist, IRL 1620, “failed to affect the hepatic arterial vascular resistance even at

the highest dose used (1.2nmol)” indicating a total absence of ETg receptors. In
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addition we have demonstrated that the ETa and ETs receptors situated within
the portal inflow circuit and potentially able to alter portal inflow haemodynamic
can be activated by agonists not only in the portal inflow but also by access from
the arterial inflow. In the present experiments a selective ETg agonist (IRL 1620:
Takai et al., 1992) and ET-3, when administered intra-arterially, caused marked
increases in the hepatic portal vascular resistance without significant changes in
arterial inflow. Such arterial-portal interactions have been described previously in
the dog (Richardson & Withrington, 1978) and confirmed in other species.
Therefore, total liver blood flow and its differential distribution between hepatic
arterial and portal compartments may be determined by the activity of both ETa
and ETg receptors as the results of iocal and systemic release of the appropriate

ET agonists.

The functional implications of these arterial-portal interactions is
substantial since it proposes that elevated systemic arterial levels of ETg
agonists such as ET-1 and ET-3 may increase hepatic portal vascular resistance
without neccessarily entering the liver in the portal inflow. Eievated systemic
levels of partial ETs agonists (ET-1/ET-3) have been reported in various diseases
states associated with liver disfunction and/or portal hypertension. Moller et al.
(1995) described that hepatic venous and femoral arterial levels of ET-1 and ET-
3 were significantly higher in cirrhosis and that compared with normal there was
elevated hepato-splanchnic release of ET-1 and ET-3. Clearly, some component

of the disordered hepatic haemodynamics seen in clinical situations could rise
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from elevated systemic levels of ETs agonist provoking reduced hepatic portal

perfusion.

In the present study the portal vasoconstrictor responses to ETa activation
were modified by concomitant NO and eicosanoid release (de Nucci et al., 1988)
since inhibitors of the enzymes nitric oxide synthase (L-NAME) and
cyclooxygenase (indomethacin) significantly potentiated the increase in portal
resistance caused by administration of ET-1. These observations are especially
relevant since Battista et al, (1997) has reported elevated levels of NO,
measured directly, in the portal vein compared with a peripheral vein and, more
significantly, levels in the hepatic vein elevated compared with the portal vein,

indicating NO synthesis and release within the liver.

This potentiation foliowing cyclooxygenase and nitric oxide synthase
inhibition was not apparent for the portal vascular response to ETg activation by
the agonist IRL-1620. This may reflect the spatial location of the ETs receptor
sites within the liver and their vicinity to endothelial sources of NO and PGL.
Recent studies have examined the distribution of ETa and ETe receptors among
the cell population of the liver (Housset et al., 1993} and revealed that the
greatest density of ETs receptors resides on the perisinusoidal lipocytes (lto or
stellate cells), which upon activation have structural features similar to smooth
muscle cells. Mareaver, isolated lipocytes from both normal rat liver (Rockey,
1995) and a model of hepatic fibrosis (Rockey & Weisinger, 1996) contract in
response to addition of ET-1 and the selective ETs agonist, sarafotoxin 6¢.

These cells may therefore influence portal haemodynamics by mechanical
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restriction, consequently increasing the resistance of the low pressure system of

portal inflow channels.

In conciusion, our own studies using the canine liver perfusion are
unequivocal; ETa receptors modulate the hepatic arterial resistance whilst both

ETa and ETs receptors can influence portal inflow resistance.
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Figure 1
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Canine liver perfusion tracing illustrating the portal vascular responses to
intraportal administration of (a) noradrenaline (NA), (b) IRL 1620 and (c)
endothelin-1 (ET-1). All three agonists increased hepatic portal venous
pressure and therefore hepatic portal inflow resistance, but had different time-
courses of response; ET-1 produced the most prolonged duration of action.
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Figure 2
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Figure 2. Effects of intraportal administration of endothelin-1 (solid circles) and IRL
1620 (open circles) on portal vascular resistance, expressed as absolute
changes (mmHg.mi".min). Both peptides significantly {p<0.05) increased

portal vascular resistance in a dose-dependent manner.
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Figure 3
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Figure 3: Simultaneous changes in hepatic (a) arterial and (b) portal inflow resistance
to the intra-arterial administration of ET agonists, ET-1 (solid circles), ET-3
(open squares) and IRL 1620 {open circles). The difference in receptor

population of the two iiver inflow circuits is clearly demonstrated.
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(a) Increase in hepatic inflow resistance to intraportal ET-1 before (open
circies), during ETa antagonism alone (open squares, FR 139317} and both
ET. and ETe antagonism (solid squares, FR 139317 and BQ-788). (b}
increase in hepatic inflow resistance to intraportal ET-1 before (open circles),
during ETe antagonism alone (open squares, BQ-788) and both ETa and ETe
antagonism (solid squares, BQ-788 and FR 139317). Asterisks denote
significant difference from control (*p<0.05). ETa antagonism (FR 139317),
but not ETz antagonism (BQ-788) significantly reduced the increase in
hepatic portal vascuiar resistance to ET-1.



Ferraz et al. - 25

Figure §
(a)

E 0.10-

£

E

o 0054

T

E *w

g -k 2 .

g 0.00-

g r T T T T T 1

3 0 400 800 1200

‘B

0

(14

z

5 (b)

e

=

- 0.10

33

)

o 4

o

£ 0.05

)

1]

“ -

2 L

2 '—_*;__——’i

£ o.00- ot
r " i M T i T
0 400 800 1200

Intraportal Dose of IRL 1620 (pmol)

Figure 5. (a) Increase in hepatic inflow resistance to intraportal IRL 1620 before (open
circles), during ETs antagonism alone (open squares, BQ-788) and hoth ETa
and ETg antagonism (solid squares, BQ-788 and FR 139317). (b} Increase
in hepatic inflow resistance to intraportal IRL 1620 before {(open circles),
during ETa antagonism alone (open squares, FR 139317) and both ETa and
ETs antagonism (solid squares, FR 139317 and BQ-788). Asterisks denote
significant difference from contro! (*p<0.05). ETes antagonism (BQ-788), but
not ET» antagonism (FR 139317) significantly reduced the increase in hepatic
portal vascular resistance to IRL 1620.
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increases in hepatic portal vascular resistance in response to intraportal
injection of (a) ET-1, (b) IRL 1620, and {c ) NA under control conditions (open
circles), during infusion of L-NAME (open squares) and both L-NAME and
indomethacin (solid squares). Asterisks denote significant difference from
control (*p<0.05, **p<0.01). Blockade of NO and prostaglandin synthesis by
continuous perfusion with L-NAME (10uM) and indomethacin (5.6uM)
significantly (p<0.05) augmented the endothelin-1- and noradrenaline-
induced increase in portal inflow resistance, while not affecting IRL 1620-
induced responses.
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A resisténcia vascular portal contribui para a manutengido do fluxo
sanglineo hepatico e portal. Alteragdes na resisténcia do fluxo sangiiineo portal
podem afetar o su_primento de sangue do figado, bem como produzir alteractes
na regulacdo do fluxo sanglineo esplédncnico. Por exempio, aumento na
resisténcia do fluxo sangliinec portal, tem sido o fator desencadeante do
desenvolvimento da hipertens&o portal em pacientes com doengas crénicas do
figado, tais como cirrose ou esquistossomose. A hipertensdo portal acarreta
disturbios severos do fluxo hemodindmico gerando complicacges no tratamento
desta desordem (GROSZMAN et al., 1994)

Os mecanismos envolvidos no controle da resisténcia do fluxo sangiiineo
portal ainda nac estae completamente estabelecidos. Acredita-se que liberactes
continuas de mediadores vasoativos tais como prostaglandinas, 6xido nitrico,
endotelinas e mondxido de carbono participam da regulagdo do fluxoe sanglineo
portal (MITTAL et al., 1994; SUEMATSU et al., 1995). Estes mediadores podem
ser produzidos por células de Kupfer e sinusoidais. Qutros tipos celulares
também podem participar deste processo em circunstdncias particulares. Por
exemplo, tem-se demonstrado que celulas estreladas tém um importante papel
na resisténcia do fluxo sanglineo portal em ratos cirrdticos (ROCKEY et al.,
1996). Scb estimulacdo, estas celulas exibem propriedades contrateis que
modulam o fluxo sinusoidal, sendo este efeito mediado por endotelinas
(HOUSSET et al,, 1992). Entretanto, os mecanismos pelos quais a endotelina
moduta a resisténcia vascular portal e os tipos de receptores endotelinérgicos

envolvidos, ndo estao devidamente claros.
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Os resultadcs desta pesquisa demonstraram a existéncia de receptores
de endotelina farmacologicamente ativos na circutacéo portal canina. A ativagao
destes receptores com agonistas como endotelina-1 {agonista n&o seletivo de
receptores ETA/ETg) ou IRL 1620 (agonista seletivo de receptores ETs),
produziram aumento da pressao portal dependente da dose, refletindo em
aumento da resisténcia do fiuxo portal. Estes resultados sugerem que ambos
receptores ETa e ETp estdo presentes e funcionalmente ativos na circulagao
portal do figado canino. Isto esta apoiado no fato que:

a) a inibicao da ativagdo de receptores ETa com antagonista seletivo de
receptores ETa, FR 139317, reduziu significativamente o efeito pressor da
endotelina-1 na circulagédo portal;

b) a administragdo do antagonista seletivo de receptores ETs, BQ 788,
reduziu {(ainda que de forma discreta) o efeito pressor induzido pela endotelina-1;

c) a administragéo de um agonista seletivo de receptores ETs, IRL 1620,
produziu um aumento dose dependente na pressao de perfusao portal, efeito
este abolido completamente pelo antagonista seletivo de receptores ETs, BQ
788.

Estes achados indicam que, de fato, os receptores ETg sao
funcionalmente ativos na circulagdo portal. Sob ativagdo, estes receptores
podem promover um significativo aumento da resisténcia do fluxo portal.
Observacdes anteriores mostraram que em leito arterial hepatico, o IRL 1620
causa aumentos discretos na resisténcia do fluxo arterial vascular, sugerindo

que a populagao de receptores de endotelina no leito arterial de figado canino &



25

constituida predominantemente por receptores ETa (FARQO et al, 1995) Além
disso, ficou estabelecido que receptores ETa ndo participavam das respostas
vasculares portais induzidas pela endotelina-1 em figado de rato (ROCKEY et
al., 1996). Portanto, os resultados sugerem que ha uma populagéo diferencial de
receptores de endotelina no sisterma vascular e arterial do figado canino, € que
ha marcada diferenga no leito vascular entre figado de rato e cdo com relagéo a
estes receptores.

A vasoconstricao portal causada em resposta a administragdo de
endoteiina-1 foi significativamente potencializada pela inibigdo da sintese de
prostaglandinas e éxido nitrico, sugerindo que as respostas vasoconstritoras
destes agonistas sac moduladas pela liberagdo concomitante dos
vasodilatadores eicosansides e NO. Potencializagdo similar das respostas de
endotelina-1, foram observadas anieriormente em outros leitos vasculares,
inctuindo o sistema arterial do figado ¢ do bago de cac (FARO et al., 1995,
GRASSI-KASSISSE et al.,1994). Em contraste, a resposta vasoconstritora ao
IRL 1620 néo foi significativamente modificada pela inibigdo da sintese de
prostaglandinas ou NO, indicando que modulam eventos mediados pela ativagao
de receptores ETa na circulagéo portal de figado canino.

A distribuicdo diferencial de tipos de receptores de endotelina entre os
leitos circulatdrios arterial e portal sugerem um controle diferencial pelos
antagonistas seletivos de receptores ETa e ETg na redugéo da resisténcia do
fluxo portal. Evidéncias sugerem que endotelina-1 pode modular o fluxo

sanglineo hepatico (OKUMURA et al., 1994; ZHANG et al., 1994). Além disso,
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elevados niveis de endotelina-1 e endotelina-3 estdo associados com
hipertensdo portal em pacientes cirrdticos, ¢ que poderia contribuir para o
aumento da resisténcia do fluxo da veia porta em figado cirrético (SALO et al.,
1995; TSAI et al., 1995). Em adi¢cdo, a ativagdo de receptores ETs tem sido
associada a atividade contratil de células estreladas de figado de rato cirrético
resuitando em aumento da resisténcia do fluxo sanglineo portal (ROCKEY et al.,
1996). Ja que a abundéncia de receptores ETp em figado cirrético parece estar
estabelecida, a existéncia de receptores ETg farmacologicamente ativos no leito
vascular portal proporcionaria uma terapéutica potencial para administragao de
um antagonista ETs que reduz a vasoconstricao portal devido a liberagao de
endotelina-1 e endotelina-3 em cirroses associada com hipertensao portal, sem
comprometimento do suprimento arterial hepatico

Concluindo, foi demonstrado gue no leito portal de figado canino ha uma
populagdo mista de receptores de endotelina. A existéncia de receptores de
endotelina funcionalmente ativos pode mediar, pelo menos em parte, a
regulacdo da resisténcia vascular portal. Outrossim, o antagonismo da ativagao
de receptores de endotelina poderia tornar-se potencialmente benéfico no
tratamento da hipertensao portal. Por outro lado, a inibigdo da sintese enddgena
do éxido nitrico e de prostaglandinas pode ter consegiéncias deleterias nesse

Processo.
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« Neste trabalho investigou-se o efeitoc de antagonistas de receptores de
endoteiina ETa (FR139317) ¢ ETg (BQ788) sobre as respostas vasculares
hepéticas induzidas pela endoielina-1 (agonista ETs/ETg), ET-3 {agonista
ETe) e IRL1620 (agonista ETe) em figado isolado de cdo. Foi também
estudado a participagdo do &xido nitrico e prostaglandinas sobre as

alteragbes vasculares induzidas pela endotelina-1 e IRL1620.

« A injegcdo intra-portal da endotelina-1 € o IRL1620 causou aumento
dependente da dose na resisténcia ao fluxo vascular portal sendo ambos
equipotentes com relacao a este efeito. Contudo, aos efeitos vasoconstritores
da endotelina-1 foram mais prolongados em relacao aqueles induzidos pelo
[RL1620. O FR139317 e 0 BQ788 reduziram significativamente 0 aumento da

resisténcia portal induzido pela endotelina-1 e IRL1620, respectivamente;

« O blogueio da sintese de prostaglandinas e 6xido nitrico atraves do uso de
indometacina e L-NAME, respecitivamente, potencializou as respostas

vasculares portais induzidas pela endotelina-1, mas nao pelo IRL1620;

« Os resuitados indicam gque a circulagéo portal do cdc possui populagdo mista
de receptores de endoteiina (ETa & ETs). A vasoconstricdo portal induzida
pela endotelina-1 parece ser mediada pela ativagao de receptores ETa € ETe

e modulada pela liberagdo concomitante de prostaglandinas e dxido nitrico;
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