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ABSTRACT

The consumption of ethano! can lead to severe liver injury, and can affect
the regulation of liver hemodynamics through the release of vasoactive mediators
such as nitric oxide and endothelins. The objective of this study was to investigate
the effects of ethanol on the changes in arterial and portal perfusion pressures
following endothelin receptor activation. Ethanol significantly reduced portal, but
not arterial, perfusion pressure, probably through the release of nitric oxide. The
endothelin-1-and noradrenaline-induced changes in hepatic arterial and portal
inflow resistances were not affected by treatment with ethanol. Endothelins
constitute a family of vasoactive peptides that produce potent, long-lasting pressor
responses in several vascular beds. Endothelin-1 has been implicated in the
regulation of portal blood flow resistance, particularly during cirrhosis and portal
hypertension. However, the receptor subtypes induced this phenomenon have not
been conclusively indentified. The ETs agonist-induced increase in portal, but not
arterial, inflow resistance was significantly reduced in ethanol-perfused
preparations. The response was observed following either intra-arterial or intra-
portal administration of the agonist. These results suggest that ethanol can
diminish the responsiveness of the canine hepatic portal vascular bed to ETs

receptor activation.



RESUMO

O etanol & amplamente consumido podendo conduzir a severos
danos in vivo e pode afetar a regulagdo hemodinamica através da liberagdo de
mediadores de vasoativos como 6xido nitrico e endotelinas. O objetivo deste
estudo foi investigar os efeitos do etanol nas pressdes de perfus@o arterial e
portal induzidas por ativacdo de receptores de endotelinas. Etanol foi capaz de
reduzir significativamente a presséo de perfusdo portal, mas n&o a presso de
perfusdo arterial provavelmente pela liberagdo de Oxido nitrico. Endotelina-1 e
noradrenalina - {usada como um vasoconstritor independente de receptores de
endotelina) induziram mudancas na pressio arterial hepatica ou na resisténcia
vascular portal. Tais alteracées nao foram afetadas pelo tratamento alcodlico.
As endotelinas constituem uma familia de mediadores de vasoativos, capazes
de produzir respostas de pressoricas potentes € de longa duragdo em varios
territorios vasculares. A endotelin-1 esta presente na regulacio do fluxo portal,
particularmente na presenca de cirroses e hipertensao de portal. Porém, néao
foram elucidados os subtipos de receptores que medeiam este fenbmeno. Por
outro lado, agonistas ETg utilizados, induziram aumento da pressio portal, mas
ndo arterial e apos fratamento da preparacido com etanol estas respostas
vasculares apresentaram-se significativamente reduzidas. Tais efeitos foram
observados tanto quando da administrac&o arterial ou portal dos agonistas ETg
utilizados. Estes resultados sugerem que etanol possa diminuir os efeitos da

ativacdo de receptores ETg no leito vascular portal de figado canino.



1- INTRODUGAO

1.1 - Anatomofisiologia hepatica

O figado € a maior glandula do corpo, sendo formado por parénguima
e tecido intersticial. Situa-se obliquamente na superficie abdominal do
diafragma, mantido nesta posigéo, em parte, pela presséo exercida pelas
outras visceras abdominais e por sua insercdo ao diafragma. Seu
parénquima é constituido de I6bulos compostos de células hepaticas
poligonais, reticulo, canaliculos biliares e sinusoides. Os sinusdides, por sua
vez, formam um complexo de grandes capilares drenandoc em uma veia

central.

A fungao mais aparente do figado € a secrecdo de bile, além de ser
importante drgdo de armazenamento de glicose sob a forma de glicogénio,
sintetizado a partir dos carboidratos absorvidos no intestino delgado intestino
e transportados através da veia porta. O figado também participa da sintese
& metabolismo de acidos graxos e proteinas, desempenhando também papel
chave no sistema de depuracdo de hormbnios e de drogas, caracterizando o

mecanismo de primeira passagem (GYTON et al, 1985).

O suprimento sanguinec hepatico ocorre através da artéria hepética e
da veia porta (SHERLOCK, 1988). Em média 1450 ml de sangue circulam a
cada minuto no figado humano, 1.100 ml de sangue proveniente da veia
porta (correspondendo a 75% do fluxo total hepético), fluindo através dos
sinusdides hepaticos. Esses se apresentam em intimo contato com os

cordbes de células parenquimatosas hepaticas (RUBIN et al, 1991),



drenando nas veias centrais do figado e seguindo & veia cava. O restante do

fluxo sanguineo hepético total & determinado pelo volume determinado pela

artéria hepatica. Tais valores correspondem a aproximadamente 29% do

débito cardiaco.

Vista anterior da face diafragmatica do figado

Veia cava inferior

Lig. tringular direito ——mpr~

- '+ Apéndice fibrose hepatico

Lobo hepatico esquerdo

Lig Falei hepati
Lebo hepatico direito ig Falciforme hepatico

\ Vesicula biliar

Face visceral {inferior)
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Veia cava infertor

Area desnuda
‘Iig. Coronério
Lig da veia-cava
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Canal colédoco

~Veia porta

impressic duodenal g i #—impressio cdlica
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Figura 01 - Anatomia Hepatica

Adaptado pelo Autor.



O controle do fluxo sangilineo hepatico proveniente da veia porta é
determinado pelo frato gastrointestinal ¢ o bago (SHERLOCK, 1989). Assim
sendo, quanto maior a atividade gastrointestinal maior o fluxo hepatico. A
estimulacdo dos nervos parassimpéticos do estdmago e do célon, as

concentragdes de oxigénio no sangue arterial e fatores metabdlicos locais
também participam desse processo.

A unidade funcional do figado é o 1&bulo hepatico (SNELL et al, 1985),
estrutura cilindrica com varios milimetros de comprimento e de 0.8 2 2.0 mm

de diametro. E constituido em torno de uma veia cenfral, gque drena nas

veias hepaticas e, posteriormente, na veia cava. O I6bulo hepético é

composto por laminas hepatocelulares que se irradiam do centro para fora da
veia central. Cada lamina hepatica tem geralmente a espessura de duas
células e, enfre as células adjacentes, encontram-se os canaliculos biliares
(SNELL et al, 1985). Estes se esvaziam nos ductos biliares terminais, que se
No septo,

originam nos septos entre os I6bulos hepéticos adjacentes.

pequenas vénulas recebem o sangue a partir da veia porta. A partir dessa

laminas hepaticas.
expostas ao sangue venoso portal.

arteriolas hepaticas, presentes no septo intralobular.

nos sinusoides hepaticos.

vénulas, o sangue flui para os sinusdides hepaticos, que se situam entre as

UNICAMPp
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Assim, as células hepaticas estdo continuamente
Observa-se também a presenca de

Estas irrigam os

tecidos do septo e muitas das pequenas areriolas esvaziam-se diretamente

Os sunusdides estdo revestidos por dois tipos de células: a) as

células endoteliais tipicas; e b) as células de Kupffer, capazes de fagocitar
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bactérias e outros corpos estranhos presentes no sangue. O revestimento
endotelial dos sinusdides possui poros extremamente grandes com cerca de
1mm de diametro. Abaixo deste revestimento existe um espaco denominado
de “Espaco de Disse”. Devido a presenca de grandes poros no endotélio, as
substancias presente no plasma passam livremente para o Espaco de Disse.
As células endoteliais dos sinusdides se assemelham as dos capilares,
apresentando entretanto maior permeabilidade. A pressao sinusoidal ndo
ultrapassa os 8 mmHg, de maneira que a maioria das proteinas que saem do
seu interior pelo processo de difusao, retornam pelo mesmo processo. Isso
faz com que o sangue circulando pelo figado tenha um contato intimo com

células do parénguima hepatico, facilitando a permuta rapida de nutrientes.

Outra fungdo do figado € a de servir como reservatorio (RUBIN, et
al,1991). Por ser um érgéo distensivel e compressivel, grandes quantidades
de sangue podem ser armazenadas em seus vasos sanglineos. Na espécie
humana o figado armazena em média cerca de 500 ml de sangue nas veias
e sinusdides hepaticos. Entretanto, ocorrendo aumento da presséo atrial
direita (pressdoc retrograda), o figado pode reter até o dobro se sua
capacidade normal de armazenamento. Este fato ocorre principalmente na
insuficiéncia cardiaca direita com congestdo periférica. Por outro lado, o
figado também é capaz de formecer sangue extra na presenca de

hipovolemia.



Veia
Centrolobuiar

Placas

de Células
Hepiticas "
QO He-
AL TERICES
PO OYSTIIE Yol
C Bilares . fﬁt?g { % E?ab. :
GeeEE
srgen AR

oo,
oo

Placas da

Células Hepéticas (=}
Endotélio Fenastrado Canal de 4
de Revestimento dos Hering ;p
Sinusdides °

Sangilineos
Canaliculos

ﬁ
B ]
P

R
"

Artéria Hepdtica / Ramo da
Vago Yei2 Porta

Linfitico
Espago de
Disse

Artéria Hepdtica  Veia Porta

Figura 02. Parte de um I6bulo hepético: abaixo observa-se em maior aumento a triade

portat. Para maior clareza, as células de Kupfer foram omitidas (Snell, 1985)

O estudo experimental da microcirculagio hepética depende da
utilizacdo de modelos animais que apresentem semethancas anatémicas e
funcionais ao figado humano. Seguindo esse raciocinio, varias espécies tém

sido utilizadas, incluindo porcos, ces, coelhos e ratos (KRAUS et af, 1995,



WITHRINGTON ef &/ ,1989;, HARTLEB ef a/, 1994, OSHITA et al , 1994). A
utilizacéo de figado porcino € amplamente aceita, sendo inclusive o modelo
de preferéncia para a realizacdo de transplantes experimentais. Entretanto,
sua utilizacdo implica em recursos obrigatérios para manutencdo desses
animais, incluindo biotério e outros. O uso de ratos e coelhos é adotado em
varios laboratérios devido a facilidade e custos de manutengéo. Entretanto,
a perfus&o in vifro de figado de ratos tem suas limitagfes, principalmente
relacionadas a impossibilidade de perfusdo da artéria hepética dado seu
pequeno calibre. Por outro lado, 0 modeto de perfusdo de figado canino sem
mostra util, uma vez que se assemelha ao figado humano, tem custos
mencres de manutencdo e permite a canulagdo da artéria hepética em

sistemas de perfusao.
1.2 - Anatomia hepatica canina

O figado canino é relativamente volumoso, pesando normalmente
cerca de 3 por cento do peso corporal. Divide-se em cinco lobos principais
por fissuras que convergem na fissura portal. O lobo lateral esquerdo é o
maior e seu contorno € oval; o lobo medial esquerdo é menor e de forma
prismatica; o lobo medial direito & 0 segundo em tamanho, apresentando o
lobo quadrado onde se situa a vesicula biliar. O lobo lateral direito é o
terceiro em tamanho e tem contorno oval. Apresenta o lobo caudado em sua
face visceral composto & direita pelo processo caudado e pelo processo
papilar & esquerda. Ambos muitas vezes sdo subdivididos por fissuras

secundarias (SISSON/GROSSMAN, 1984).



A face diafragmaética (parietal) é fortemente convexa em conformidade
com a curvatura do diafragma e a parte adjacente da parede ventral do
abdome com a qual estd em contato. A face visceral € em gerat céncava,
sendo irregular por adaptar-se as visceras que estdo em contato. A artéria
hepatica penetra no figado na parte dorsal da fissura, a veia porta penetra
centralmente, e 0 ducto hepatico emerge na parte ventral. A borda dorsal
apresenta uma profunda impressao renal em sua parte direita. A veia cava
caudal passa ventral e cranialmente, a principio em um sulco profundo no
lobo caudado, depois em grande parte incluida na face diafragmatica do lobo
lateral direito; ela recebe duas ou trés veias hepaticas volumosas antes de

perfurar o diafragma.
1.3 - Farmacolegia do élcool etilico (etanol)
1.3.1 - Caracteristicas e metabolizagio do etanol

O etanol & uma molécula organica simples, produzida a partir da
fermentacdo de microrganismos, tendo com substratos acucar, agua,
oxigénio sob equilibric &cido-bésico. Este é totalmente absorvido no
estdmago (~20%) e porg&o superior do intestino delgado (~80%). Apds sua
absorcdo, o etanol penetra a circulacio sistémica, distribuindo-se pela
massa corporea {cérebro, musculos, figado, etc ). O etano! & imediatamente
distribuido em todos os compartimentos aquosos do organismo. Suas
concentragdes nas determinadas areas dependem em parte das diferencas
de concentracdes regionais de agua, uma vez que ndo ha membranas
impermedaveis a sua passagem. Assim sendo, sua concentragdo sanguinea

reflete a de todo o organismo. Q etanol também se difunde sem resisténcia



pela barreira hematoencefélica e placentaria, atingindo assim no feto os

mesmos niveis observados na mée.

Acima de 90% do etanol & metabolizado no figado e pequena fracéo &
eliminada inalterada pelos puimdes e rins. Essa fragdo, no entanto, pode
elevar-se apés seu consumo excessivo. A metabolizagdo hepatica é

realizada por trés vias:
Alcool desidrogenase

Oxidagéo do etanol para acetaldeido através do ADH hepético é o
principal caminho responsavel pelc metabolismo do &lcool (CRABB ef al,
1987). Além da oxidagdo de etanol, uma variedade larga de &lcoois
primarios, secunddrios e aromaticos servem também como substrato para
esta enzima. Esta enzima também pode representar um papel na
desidrogenacéo de esterdides e oxidacZo de acidos graxos (LIEBER ef al,
1984). Existem em torno de 20 isoenzimas diferentes de ADH que s3o
codificadas por sete genes diferentes. Embora ADH esteja presente em
outros 6rgaos, a maior atividade & achada em figado (CRABB et a/, 1987). A
atividade da ADH gastrica & aparentemente baixa em fémeas, em alcodlatras
e em pacientes submetidos a gastrectomias (FREZZA ef a/ , 1990 e
CABALLENA et al, 1991). A dose de 4dlcool capaz de promover o
desenvolvimento da cirrose hepética é, em média menor em mulheres
(20g/dia), do que a observada em homens (40-60g/dia) (PEQUIGNOT et a/.,
1978). Diferencas no metabolismo do 2lcool em relacdo ao sexo tém sido
descritas tanto para o metabolismo hepatico, quanto para o gastrico

(ARTHUR JM et al., 1984, COLE-HARDING & WILSON, 1987; MISHA et al.,



1989). A administracdo de drogas tais quais cimetidina, ranitidina,
nizitiadina, e aspirina podem abaixar a atividade de ADH gastrica (FREZZA
et al , 1990, CABALLENA ef al, 1991, DIPADOVA ef al, 1982 e ROME ef al,
1990), e isto tem importante significado clinico no que diz respeito a

toxicidade do alcool.

E bem conhecido que os individuos variam na eliminagéio do etanol e
na suscetibilidade para alcoolismo e suas complicacdes associadas
(BOSRON et al, 1988). Enguanto ADH parece ser o caminho principal de
oxidacdo do etanol (CRABB ef al/, 1987) sob condicbes normais, ha a
incerteza sobre seu significado na oxidacZo em consumo crénico e baixas
concentragbes de etanol. Alcodlatras cronicos toleram quantias maiores de
élcool, e esta tolerancia metabdlica é associada com taxas aumentadas de

liberagéo de etanol sanglineo (LIEBER et a/, 1984).

A acéo da enzima alcool-desidrogenase (ADH) sobre o etano! utiliza o
nicotinamida-adenina-dinucleotideo (NAD) como receptor de hidrogénio,
produzindo o nicotinamida-adenina-dinucleotideo reduzido (NADH). Forma-
se assim o acetaldeido, produto toxico do etanol, responsével por alguns de
seus efeitos, como rubor € a perda de calor devidos & vasodilatagdo dos
capilares cutaneos. Uma vez formado, o acetaldeido é oxidado pela acao da
aldeido desidrogenase, também com a conversdo de NAD em NADH,
gerando H,O, CO, e acetato ou acetil-coenzima-A, podendo esta Gltima ser
oxidada através do ciclo do 4cido citrico, ou participar de outras vias
metabdlicas, como a sintese de &cidos graxos e colesterol. A regeneragéo

do NAD limita a velocidade de metabolizagdo do etanol pelo ADH. O
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aumento do nivel metabdlico pode estar relacionado com a elevagdo da

regeneracao do NAD.
Alcool Aldeido
desidrogenase desidrogenase
Alcool - Acetaldeido o« Acetato
NAD = NADH NAD" -~ NADH

Acido citrico

Figura 03 - Mecanismo de metabolizagiio hepatica do alcoai,

Sistema de oxidagdo microssomal

O sistema microssomal de oxidacao do etano! (MEOS) (LIEBER et a/,
1984) parece ser responsdvel pelo metabolismo do éicool sob ingestio
crénica ou quando se estabelece aitos niveis de etanol sangtiineo. O MEOS
se refere coletivamente ao citocromo P-450 especifico (LIEBER ef a/, 1990)
que € induzido pelo dlcool. Este sistema adquire importancia crescente com
0 consumo cronico de elevadas quantidades de etanol. Nesses casos,
observa-se uma hipertrofia do reticulo endoplasmitico liso (REL) dos
hepatécitos (LIEBER et al, 1290), 0 que explica o elevado indice de oxidagao
de drogas como antibidticos, tranquilizantes e sedativos, bem como o risco

de toxidade quando usados concomitantemente com o etanol.
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O MEOS catalisa a oxidagéo do etanol na presenca de oxigénio e
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), resuitando na geracdo
de acetaldeido, NADP, e agua. | Ao mesmo tempo que o aumento noc MEQS
com ingestdo de etanol cronica pode ser adaptavel, pode haver efeitos
adversos e sérios ao figado. As inducdes do citocromo P-450 devido ao
etanol podem explicar a vulnerabilidade aumentada de aicodlatras aos
solventes industriais como tetracloreto de carbono (LIEBER et al, 1990) e
para anaigésicos como acetaminofem (MADDREY ef aj, 1987). A ativagéo
induzida do MEOS através do etanol também pode explicar a suscetibilidade
aumentada de alcodlatras ao cancer pela ativagéo de carcindgenos (LIEBER
et al, 1990). Finalmente, a indugcio do sistema microsomal pelo &lcooi
associada a produgdo aumentada de acetaldeido pode afetar a

funcionalidade dos hepatécitos (LIEBER et a/, 1990).
Sistema de catalase bindria associada aos peroxissomos

Um caminho diferente para oxidacio do etanol envoive a2 catalase
peroxisomal. O etanol, em presenca de peroxido de hidrogénio, é convertido
a acetaldeido com a formagéo de agua. Este processo contribui muito pouco
no metabolismo do alcool (HANDLER ef af, 1990). Por outro lado. tem sido
sugerido que catalases possam representar um papel significante na

oxidag&o do etanol em ratos ADH-deficientes (NORSTEN et al, 1989).
1.3.2 - Agdes do etanol sobre o SNC e sistemas de neurotransmissio

O alcool é um depressor do SNC. Apesar de ser consumido

especialmente pela sua acéio estimulante esta é aparente e ocorre com
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doses moderadas, resultando da depress3o de mecanismos controladores

inibitdrios. Esses efeitos sobre o SNC sao proporcionais a alcooiemia,
A - Membrana Neuronal

Doses subletais de etanol ndo suficientes para provocar mudangas
importantes na membrana neuronal. Entretanto doses mais elevadas podem
promover anestesia geral, através da elevagdo na permeabilidade da
membrana aos ions responsaveis pela diferenca eletroquimica entre os meio

extra e intracelulares, semelhante ao que ocorre com anetésicos gerais.
B - A¢des sobre o sistema GABA

As vias neuronais que utilizam o acido gamaaminobutirico (GABA)
desempenham importante agéo inibitdria sobre as demais vias nervosas.
Sua ativacdio, promove, entre outros efeitos, elevagéo do limiar convulsivo,
devido a uma inibicgo generalizada do encéfalo; além de hipnoindugao,
relaxamento muscular, e incoordenagio motora decorrente da inibicdo
cerebelar. O receptor para GABA encontra-se associado a canais de cloro e
a receptores benzodiazepinicos, formando um complexo funcional. Quando
do acoplamento agonista-receptor, propicia aumento da abertura destes
canais permitindo a passagem de jons para o meio infracelular causando
hiperpolarizagéo neuronai, levando o neurdnio a requerer um potencial de
acao mais elevado para despolarizagao. Concentragdes de etanol entre 10 e
50 mM potenciam o fluxo de cloro mediado pelos receptores de GABA em
diversas area cerebrais. Porém, baixas concentracdes de etanol promovem
a facilitacdo da inibicdo GABAérgica no cortex cerebral e na medula

cerebral.
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C - Agoes sobre os canais de ions calcio

O influxo de fons cdlcio para o interior das células desempenha
importante papel na liberagdo de neurctransmissores na fenda sinéptica,
como também na atividade de segunde mensageiro celular. Em
concentragbes de 25 mM o etanol inibe a passagem de calcio através dos
canais idnicos, diminuindo a liberag&o de neurotransmissores. Quando
retirado o etanol, esses canais idnicos estariam hiperatuantes, promovendo
um incremento no fluxo de célcio e causando um acréscimo na

neurctransmissao.
1.4 - Endotelina

O endotélio participa na hemostasia, particularmente na regulacéo do
tonus vascular (FURCHGOTT, 1983; GRYGLEWSKI ef al, 1988). A

descoberta da prostaciclina (PGlp, MONCADA et al., 1976) e do fator de

relaxamento derivado do endotélio (EDRF; FURCHGOTT & ZAWADZK],
1980), posteriormente identificado como éxido nitrico (NO; PALMER et al.,
1987), provocou grande interesse no estudo do endotélio como mediador das
respostas vasculares. YANAGISAWA ef af. (1988) demonstraram que além
destas substancias vasodilatadoras, o endotélio produz também um
importante agente vasoconstritor, a endotelina (ET). Esta foi observada
primeiramente em estudos experimentais do fator relaxante derivado do
endotélio (EDRF/NO) em que células do sobrenadante de aorta bovina
produzia pequena vasoconstricdo e de longa duragdo em corondria porcina
ao invés do efeito relaxante esperado. Essa contragdio ndo foi atribuida a

nenhum mediador vasoconstritor até entdo conhecido, mas sim a uma
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substancia de origem peptidica (HICKEY ef a/ , 1985 e O'BRIEN et al ,
1987). Em 1988, YANAGISAWA et al purificaram e identificaram este
agente, isolada de sobrenadante de cultura de células endoteliais de aorta

de porco.

A endotelina-1 consiste de um peptideo com 21 aminoacidos. Quando
injetado por via endovenosa induz resposta pressora de longa duracéo
(YANAGISAWA ef al., 1988). Contém duas pontes de dissulfeto que figam
em pares 0s residuos de cisteina. Esta estrutura molecular ndo é comum em
mamiferos, é porém encontrada em grupos determinados de toxinas que
atuam em canais de membranas tais quais, aparina, cronotoxina e as
neurotoxinas de venenos de escorpifio. TAKASAKI ef al. (1988 e 1991)
demonstraram posteriormente a semelhanca entre a seqiiéncia de
aminoacidos das toxinas da Atractapis engandensis com a seqiéncia de
aminoacidos das endotelinas. Tais toxinas denominadas por sarafotoxinas
$6, contém 21 aminoacidos dos quais 14 se sobrepdem exatamente a

seqiéncia de residuos de ET-1 (INOUE ef a/., 1989).

Andlises de genomas humanos de endotelina (ET) demonstraram a
existéncia de trés genes distintos de ET. A sequéncia destes trés genes
humanos € altamente conservada nas regifes dos 21 residuos de
aminoécidos. A ET inicialmente isolada de cultura de células endoteliais
porcinas foi denominada de ET-1. As outras duas foram designadas de ET-2
e ET-3 (INOUE et al., 1989). Uma nova seqléncia de peptideos foi
descoberta por clonagem (SAIDA ef af , 1989) e denominada de substancia

contratil intestinal (VIC) ou endotelina-B. Este & descrito como ET-2, pois ©
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RNAm que codifica este precursor &€ do mesmo tamanho do que codifica a
ET-2 e diferenciando bastante dos que codificam as ET-1 e ET-3 (BLOCK et

al, 1991).

Figura 04. Sequéncia de aminoécidos das ET-1, ET-2, ET-3, 86b e S6¢ mostrando as

ligagdes dissulfeto e os residuos que diferem entre si (circuios cheios). Fonte:

HUGGINS et al., 1993 - Adaptado peto Autor.

A ET-1 é formada a partir de um precursor que contém 203 residuos
de aminoécidos denominado de preproendotelina (ppET-1), o qual é clivado
por uma endopeptidase (especificas para aminoacidos bésicos pareados)

entre os residuos de Arg-Arg e Lis-Arg (posigdo 92-93 da ppET-1 porcina e
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91-92 da ppET-1 humana respectivamente). Com a clivagem desta proteina
origina-se a pré-endotelina ou ‘big endotelina”, produto intermedidrio
contendo 39 residuos de aminoacidos em porcos e 38 em humanos
(YANAGISAWA et a/ , 1988). A ET-1 origina-se de uma clivagem proteolitica
entre os residuos de Trp[21] e Val[22] da bré—endotelina pela enzima
conversora de endotelina (ECE). A pro-ET-1 e a ET-1 s&0 equivalentes em
aumentar a pressao arterial in vivo. Entretanto, a pro-ET-1 possui apenas
1% da poténcia pressérica da ET-1 no tocante ao efeito contratil em
segmentos vasculares in vitro (KIMURA et a/ , 1989); com isto, prova-se que
a pré-ET-1 é rapidamente convertida em ET-1 in vivo, pela acdo da ECE

(D"ORLEANS-JUSTE et a/, 1990).

Até entéo ja foram clonadas duas ECEs sendo a primeira (ECE-1 XU
ef al. , 1994; SHIMADA et a/ , 1994) responsave! pela conversao de pro-ET-1
em ET-1 a nivel de membrana ceiular e a segunda (ECE-2, EMOTO ef a/
1995) responsavel pela conversdo a nivel intracelular, esclarecendo a

diferenca de poténcia das respostas da pré-ET-1 € ET-1 in vivo e in vitro.

Lys[51]-Arg[52] Arg[92]-Arg[93]

NC—— }c
pré-pré-endotelina

l endopeptidase

Trp[21]-Val[22]

i pro-endotelina

(big-endotetina)

£nzima conversora
de endotelina

endotelina
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Figura 05. Biossintese da ET-1. A segiiéncia da endotelina estd ilustrada na porgdo

cinza claro. A endopeptidase especifica para o par de aminoacidos dibasicos a
“big endotelina”, um precursor da endotelina que provém da ppET. A enzima
conversora de endotelina cliva a ligagéo entre Trp21 - Val22 liberando a ET-1.

Fonte: YANAGISAWA et ai., 1988. - Traduzido pelo autor.

Em individuos sadios, os niveis de ET-1 estdo na faixa de pg/ml,
tormando-se aumentados em condicSes patolégicas tais como infarto do

miocardio (STEWART et al, 1991a) e pré-eclampsia (TAYLOR et a/, 1990).

Como ja mencionado, a endotelina, promove um efeito vasoconstritor,
mediado através de dois sistemas de transdugdo distintos: a ativagiio de
canais de célcio (YANAGISAWA ef al., 1988; GOTO et a/,, 1983 KASUYA et
al., 1989) elou ativagéo de fosfolipase C (ABDAEL-LAFIT & ZHANG, 1991;
HU et a/,, 1990), os quais estdo intimamente ligados a proteina G. Seu efeito
vasodilatador € devide a liberaggo de prostandides (prostaciclina [PGl;] e
prostaglandina E. [PGE,]) e EDRF/NO, motivo pelo qua! se acredita que tais
efeitos vasoconstritores evocados pela ET-1 tanto in vivo, como em
determinados leitos vasculares in vifro, tais como mesentério de rato
(WARNER et al, 1989a), bago e rins de coelho (RAE ef af. | 1989) e figado
de cao in situ (WITHRINGTON et af ,1989), sejam modulados pela liberacéo
acoplada de EDRF/NO, PGI2 PGE2, que limitam a amplitude ¢ a duragao

destas respostas.
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Figura 06 - vias de transdugio de sinais intraceluiares ativados pelas endotelinas (ETs). O

receptor de ET ativado estimula a fosfolipase C (PLC) e a fosfolipase A2
(PLA2). O receptor de ET ativado também estimula canais de calcio
dependente de voltagem (VDC) e, provavelmente, canais de cilcio operados
por receptor (ROC). O trifosfato de inosito! (IP3 ) estimula a liberagdo de célcio
de estoques de calcio sensiveis a cafeina. A ativagdo da proteina quinase C
(PKC) pelo diacilgiiceroi (DG) sensibiliza o mecanismo contratil. Os niveis
elevados de calcio intracelular induzem a contragdo. Os produtos da ciclo-
oxigenase PGI2, PGEZ e TXA2 modulam a contragdo. Fonte: MASAKI et al.,

1991

Os diferentes efeitos farmacoldgicos das endotelinas indicam a
existéncia de diferentes tipos de receptores para as mesmas, os quais estio
distribuidos nos varios tecidos em diferentes quantidades. Atualmente,
existern descritos dois tipos de receptores; ET, (ARAl et al, 1990} e ET;

(TAKAL et al.; 1992). Um terceiro tipo de receptor de ET-1 (ET_) foi relatado



19

(KLOOG et al., 1989 EMORI ef al., 1990; e HARRISON et al., 1992), porém

nenhum agonista ou antagonista seletivo para este receptor foi descrito.

O efeito vasoconstritor induzido pela ET-1 in vivo (DE NUCCI ef &,
1988a) e in vitro em leitos microvasculares como mesentério (WARNER et
al., 1989), figado de cdo (WITHRINGTON et a/, 1989), rim e bago de
coelhos (RAE ef a/., 1989) deve-se a ativagéo de receptores ET (ARAI ef al.,
1990). No entanto, o efeito vasoconstritor é ocasionaimente precedido por
uma breve fase vasodilatadora decorrente da liberacdo de 6xido nitrico (NO),
PG, e prostaglandina E; pelas células endoteliais como consequéncia da
ativacdo dos receptores ETg (SAKURAI et al,, 1992). Atualmente sabe-se
que a atividade vasoconstritora da ET-1 € mediada pela ativacdo tanto dos

receptores ET, como dos ET_ (SUMNER ef al., 1992; OKAMURA et af., 1992

MORELAND et al, 1992, GODFRAIND, 1993; WARNER ef al, 1993,
GRASSI-KASSISSE et al., 1995), ao passo que ¢ efeito vasodilatador parece
ser supostamente mediado pela ativacéo de receptores ET; (CLOZEL et a/,
1992). WARNER et al. (1993 ab) demonstrou mais recentemente as
multiplas funcdes dos receptores ETgz que estdo presentes no sistema
cardiovascular de mamiferos: ETs; causando vasoditatacio em mesentério
de ratos e 0 ETs, causando contragdc em "strip” de estbmago de ratos e
vasoconstricdo em artéria pulmonar de ratos (OLHSTEIN ef af 1994z). O

receptor ET, também esta relacionado com a liberagdo de prostanéides em

figado isolado de ratos (WARNER ef al., 1993).

Em muitos tecidos vasculares o endotélio exerce um papel

fundamental na manutencéo da integridade da microcirculagdo (HYSLOP &
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DE NUCCI, 1992, 1993, FORTES ef al., 1994). A circulacdo esplénica, por
exemplo, € muito sensivel as propriedades vasoconsfritoras da ET-1
(WITHRINGTON et al, 1992) que, por sua vez, provoca a liberagdo

concomitante de prostandides como a PGE, e PGl, que modulam a

amplitude e duracéo da resposta vascular & ET-1 (GRASSI-KASSISSE et al,,
1994 a b). Deste modo, é obtido um equilibrio no qual os fatores derivados
do endotélio controlam o tonus do masculo liso vascular. Disturbios deste
equilibrio, através do dano endotelial, podem apresentar implicacOes
substanciais para a integridade funcional da microcirculagcdo. Entretanto,
pouco & conhecido sobre o papel do endotélic no controle da circulag&o
hepética, embora ja tenha sido demonstrado anteriormente que a ET-1 é um
potente agente vasoconstritor da artéria hepética e da veia porta

(WITHRINGTON et al., 1989).

Na microcirculagéo hepatica estudos e o papel dos receptores de
endotelina nesie sistema s&o pouco conhecidos. Na atualidade, sabe-se que
as ceélulas endoteliais sinusoidais hepaticas s&o capazes de produzir
endotelina-1 quando estimuladas com TGF, (RIEDER ef al, 1991). Em
figado de rato perfundido in situ, injecbes endovencsas de ET-1 causam
vasoconstricdo portal @ aumento da glicogendlise (GANDH! et al., 1990;
YANG et al., 1990; SERRADEIL LE GAL et al., 1991; THAN TH! et at., 1993),
sendo que esta desaparece com dose seguidas deste agonista, isso n&o
ocorre com a vasoconstricdo portal, sugerindo a presen¢a de mais de um

tipo de receptor neste leito vascular em particular.
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Figura 07. Mecanismo de agho da endotelina. Fonte: DAVENPORT & MAGUIRE,

1994. Traduzido pelo autor.

Em figado isolade e perfundido de c#o, existe um predominio de
receptores ETa no leito arterial. As respostas produzidas pela ativacao
desses receptores € modulada por NO, confirmado pela potenciagdo das
respostas vasoconstritoras evocadas por agonistas (ET-1 e Sarafotoxina-6b)
em presenca de L-NAME, e prostaciclina, em presenca de indometacing, tal
qual, pela dosagem de 6-oxo PGF,, (produto da degradacac da
prostaciclina), em efluente hepatico (FARO et al., 1995). ROCKEY &
WEISIGER, 1996, observaram que em perfusdo de figados cirréticos de

ratos predominavam 0s receptores do tipo ETs.
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1.5 - Oxido nitrico

O endotélio tem a capacidade de sintetizar dois potentes
vasodilatadores e, ao mesmo tempo, inibidores da funcdo plaquetaria; a PGl
(MONCADA et al, 1976) e o EDRF (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980).
Ambas as substancias sdo liberadas de maneira simultanea e acoplada em
resposta & um estimulo (DE NUCCI et al, 1988a). FURCHGOTT &
ZAWADZKI em 1980, investigando os efeitos da acetilcolina em vasos
isolados, observaram que o relaxamento produzido por este agonista
depende da presenca de endotélio. A acetilcolina, ao ativar os receptores
muscarinicos localizados nas células endoteliais, promove a liberacdo de
uma substancia que difunde-se para a musculatura lisa adjacente, causando
o relaxamento do vaso. Mais adiante, observou-se que tal substancia, o
EDRF, era liberada também em resposta a outros mediadores tais como
histamina, noradrenalina, bradicinina, serotonina, trombina, angiotensina,

entre outras (GRYGLEWSKI ef a/, 1988).

O reconhecimento do EDRF como NO foi baseado no fato de que, em
tecidos vasculares, a atividade dos dois séo similares (PALMER ef a/, 1987 e
IGNARRO et al, 1987), como também, as respostas a ambos compostos sdo
potenciadas pela enzima superdxido dismutase (GRYGLEWSKI et al, 1986)
e abolidas pela hemoglobina e pelo azul de metileno (GRUTTER ef a/, 1981;
MARTIN ef a/, 1985b). Ambos induzem efeitos relaxantes na musculatura
lisa vascular através da estimulagéo da guanilato ciclase solivel, levando a
um acumulo de monofosfato de guanosina (GMPc; HOLZMANN, 1982:

Rappoport & Murad, 1983) e a diferenciagbes de vérios processos celulares



23

dependente de GMP¢ (LINCOLN & CORNWELL, 1991 e 1993). Promovem
também inibicio da agregacéo plaguetaria e principalmente a ades&o destas
(RADOMSKI ef a/ , 1987a,b; SNEDDON & VANE, 1988), possuindo meia vida

semeihante e estabilidade em solugdes acidas (MURRY ef a/, 19886).

O oxido nitrico é sintetizado pelas células endoteliais a partir do nitrogénio
guanido terminal do aminoacido L-arginina (PALMER et a/, 1988ab;
SCHMIDT et al, 1988), sendo a L-citrulina o co-produto desta reacdo. As
enzimas responsaveis pela sintese de 6xido nitrico (dxido nitrico sintases -
NOS) sdo dependentes de nicotidamida adenina dinuclectideo fosfato
(NADPH) e sdo classificadas em 3 tipos essenciais: duas constitutivas,
sendo elas endotelial e neuronal , dependentes de caicio e calmodulina
(BREDT & SNYDER, 1990 e FORSTERMANN et a/.,1993, respectivamente) e
uma induzivel, calcio-independente (MARLETTA ef a/., 1989)

Por ser um gas hidrofébico, o NO difunde-se rapidamente da célula
geradora para a célula alvo, onde se combina com moléculas especificas.
Dentre estas, encontra-se o ferro na forma reduzida (Fe* ), contido em
determinadas proteinas como exemplo, a guanilato ciclase. Esta ligagéo,
NO/grupamento heme da guanilato ciclase, causa aumento drastico e rapido
da sua atividade catalitica, o que resulta em aumento de até 200 vezes na
velocidade de formacdo de GMPe, alterando vérios processos intracelulares
como, a ativac@o de canais de potéssio via proteinas quinase dependentes
de GMP:. O NO exégeno, tal qual o EDRF nativo, sdo capazes de ativar
diretamente canais de potassio dependentes de célcio por um mecanismo

independente de GMP. (BOLOTINA ef a/., 1994).
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A hemoglobina contida nos eritrocitos & outra molécula que contem ©
ferro na sua forma reduzida. Consequentemente, no momento em que o NO
difunde-se da célula endotelial para o leito vascular, o mesmo é rapidamente
captado pelos eritrocitos. A reagdo com a hemogiobina, tal qual com
oxiemoglobina, origina os nitratos (NO;), os quais serdo finalmente
eliminados por filtracdo glomerular. Os nitritos (NO;) também constituem
produto da degradagio do NO, porém, sdo convertidos rapidamente em
nitratos, pela reagéo oxidativa a qual pode ser realizada pela propria
oxihemoglobina. Compostos estruturaimente andlogos a L-arginina inibem a
NOS. Inicialmente observou-se que a N®-monometil L-arginina (L-NMMA)
tinha a capacidade de inibir a sintese de NO e que este efeito caracterizava-
se pelo fato de ser dependente da dose e especifico para a forma levigira
(PALMER ef al, 1988; REES ef a/, 1989). Mais tarde outros inibidores foram
sintetizados, destacando-se a N®-nitro-L-arginina (L-NNA), o NC-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME, MOORE et a/, 1990) e N-iminoetil-L-ornitina (L-

NIO, MULSCH & BUSSE, 1990).

A NO constitutiva encontra-se sob a forma inativa até que a
calmodulina, estimulada pelo célcio, liga-se a essa enzima, ativando-a e
determinando a liberag&o continua de pequenas quantidades de NO. A NOS
constituvas subdividem-se em neuronal e endotelial, a primeira de peso
molecular 168 kDa e a segunda 135 kDa. A NOS neuronal é oriunda de
neurbnios nitrérgicos e a endotelial regula o tdnus vascular bem como a
adesdo e agregacio de plaquetas. De modo inverso, a forma induzivel nao

€ comumente encontrada, entretanto & partir de determinados estimulos, tais
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como citoninas (interleucina-1, fator de necrose tumoral [TNF] e interferon-y)
e lipopolissacarideos. Tanto células endotetiais, bem como musculares lisas,
macréfagos, hepatdcitos, midcitos dentre outras, sdo capazes de expressar
uma forma induzivel da NOS, expressdo esta, que é inibida pelos
glicocorticdides (Moncada ef a/, 1991). A NOS induzivel, quando expressa,
independe do complexo célcio-calmoduling, liberando grandes quantidades

de NO por periodos relativamente prolongados.

Acredita-se que a NOS constitutiva esteja relacionada 2 modulacio de
parametros fisiologicos e por ouitro lado, a NOS induzivel estaria mais
relacionada aos processos patologicos (PETROS ef al, 1994). Neste
sentido, agentes que inibissem seletivamente as diferentes isoformas de
NOS poderiam ser de grande valor terapéutico. Na atualidade, algumas
isotiuréias, compostos ndo analogos a L-arginina, tém sido descritas como

inibidores mais seletivos da NOS induzivel (SOUTHAN et al., 1995).

1.6 - 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 acdo da fosfolipase A,, ddo origem
ao acido araquiddnico, responsavel pela origem de duas familias de
autacoides: uma formada pelas prostaglandinas (PGE,, PGD; e PGF,,),
prostaciclina e tromboxano, e outra formada pelos leucotrienos. A PGI, é
guimicamente instavel com meia vida de 2 a 3 minutos e é convertida em 6-

ceto PGF1,,.
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A PGl, age em receptores especificos acoplados & adenil ciclase
através de proteinas G aumentando os niveis do segundo mensageiro, o
AMPc (GORMAN et al., 1977; TATESON et al,, 1977; ITO et al., 1980). O
AMPc formado intracelularmente ativa uma proteina quinase AMPc-
dependente sendo, a seguir, metabolizado para 5-AMP (produto
biologicamente inativo) por uma fosfodiesterase especifica (fosfodiesterase
do AMPc). A maioria dos mecanismos de vasodilatacdo envolvendo o AMPc
até agora citados, relatam a fosforilagdo da quinase da cadeia leve da
miosina ("myosin light chain kinase", MLCK). Esta fosforilagdo reduziria a
afinidade da MLCK por um complexo calcio-calmodulina, resultando em
diminuicdo da fosforilagdo de miosina e, consequentemente, produgso de
relaxamento (MURRAY, 1990). Dentre as agdes farmacoldgicas da PGl,, as
principais sao:

a) Inibigdo da agregacéo plaquetéria. Este fato e a observagdo de que
a PGI, ¢ sintetizada pelo endotélic vascular levaram & sugestdo de que a
substéncia controla a agregacéo de plaguetas in vivo e contribui para as
propriedades n&o trombogénicas da parede vascular (MONCADA & VANE,

1979);

b) Hipotensdo. A administracdo intravenosa de PGl, causa
hipotens&o pronunciada, sendo cerca de cinco vezes mais potente que a
PGE,. A hipotenséo & decorrente sobretudo da capacidade da PGl de

relaxar diversos tipos de muasculo liso vascular;
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¢) Broncodilatagdo. Ocorre na maioria das espécies estudadas. Além
disso, a prostaciclina antagoniza a broncoconstricdo induzida por outros

agentes;
d) Relaxamento de utero humano gravido;

e) Vasodilatacdo. A PGE e PGl sZo vasodilatadoras da mucosa
gastrica sendo que a PGl; estd envolvida na regulagdo local do fluxo

sanglineo.

A degradacéo da PGl, aparentemente comega com sua hidrélise
espontanea no sangue para 6-ceto-PGF,. O metabolismo desta substancia
nos seres humanos envolve os mesmos estagios do metabolismo para a
PGE. e PGl (ROSENKRANZ et al, 1980), ou seja, um estagio inicial
(relativamente rpido), catalisado por enzimas prostagltandina-especificas, e
um segundo estagio (relativamente lento) no qual tais metabdlitos sdo

oxidados por enzimas provavelmente idénticas aquelas responsaveis pela

oxidagdo para a maior parte dos acidos graxos.
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2 - OBJETIVOS

Investigar os efeitos da perfuséo de etanol sobre as respostas vasculares

hepaticas mediadas por agonistas de receptores de endotelina
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1- Hepatectomia/Perfuséo

Hepatectomia foi efetuada em cdes (8.27 + 0.47 kg) sem raca definida, de
ambos sexos, sob anestesia geral com pentobarbital sédico (Sagatal®; 30
mg/Kg, i.v.), e ventilagdo mecénica. Foram isoladas a veia cava inferior
supradiafragmatica e abdominal, artéria hepatica e veia porta. Administrou-se
heparina por via venosa (5000 Ul/c&o) para prevengéo de formagéo de trombos

hepéticos.

Em bancada foram canuladas a artéria hepatica, veia porta e veia cava
supradiafragmatica. As canulas da veia porta e artéria hepética foram
conectadas ac sistema de perfus@o com 2 circuitos (arterial e portal), com fluxe
determinado através de bombas peristalticas, com solucgdo tampdo Krebs
aerado (95% O, + 5% CO,, pH 7,4) e sob temperatura constante de 37°C. A
solucdo de Krebs teve a composicdo em mM: NaCl 118, NaHCO, 25; KCI 4.7;
KH.PQ,7H0 1.17; CaCl,.6H,O 2.5 e CeHi;0¢ 5.6. Ao circuito arterial foi
incorporado um transdutor de press&o (GEMINI- modelo 7070) para a medida
da variagéo da presséo de perfusdo da arterial hepatica (HAPP), e ao circuito
venoso, um medidor de pressdo venosa (UGO SACHS -ELEKTRONIK, modelo
W101), para medida da variacdo da pressdo de perfusdo vascular portal
(PVPP). Ambos transdutores foram conectados a um registrador de dois canais
(Ugo Basile). As pressdes foram registradas continuamente durante os

experimentos e as respostas maximas a veiculagéo de substancias teste foram
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calculadas em fungdo da razdo fluxofpress@o e expressas sob forma de
resisténcia (mmHg.mi.min®). O fluxo das bombas peristéiticas foi ajustado e
mantido constante de modo a obter uma pressédo média aproximada de 20 - 40
mmHg para artéria hepdtica e 2- 4 mmHg para veia porta. Os diferentes
experimentos foram iniciados apos tempo de estabilizagio aproximadamente de

30 - 60 min sob perfusdo.

Ratirada da ar
do Sistema
Poligrafo
o
< v
o
]
T N ; °‘
Krebs acrato Banho maria Figado
+— cartioginie Bombas de Transduioras de Pressaa  FICsoes
/ Perfus¥o {mrterial e venasa)

Figura 08- Sistema de perfusio de figado isclado

3.2 - Efeitos do etanol

Os efeitos do etano! nas pressbes de perfuséo da veia porta e artéria
hepatica foram investigados através de protocolos experimentais com
concentracéo e tempo diferentes, isto €, perfundiu-se em ambos leitos etanol a
uma concentracéo de 100 mM por periodo de 30 minutos ou perfuséo de etanol

na concentragio de 25 mM por tempo integral. Etanol (GRUPQO QUIMICA cod:
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01254), foi perfundido em ambos circuitos através de 2 bombas peristalticas
(WATSON MARLOW 202) de 12 canais a um fluxo constante de 0.5ml/mim. Os
efeitos pressores foram tomados (mmHg), € comparados aos efeitos de controle

em diversos protocolos experimentais.

Apb6s a hepatectomia e os procedimentos de canulagdo dos vasos
hepaticos, o figado permaneceu por trinta minutos sob perfuséo constante com
a finalidade de se equilibrar as pressdes arterial e portal. Ao se estabilizar,
tomou-se as pressdes de perfusdo arterial e portal. Perfundiu-se etanol na
concentracdo de 100 mM durante 30 minutos, quando se tomou novamente as
pressdes de perfusdo. Apos cessar a perfuséo de etanol o sistema permaneceu
novamente em repouso por 15 minutos, a fim de se estabelecer novo equilibrio,

onde foram verificadas as respectivas pressoes de perfuséo (fig.08).

Inicio do

experimento .
Il Registro das pressies o
Krebs Krebs Krebs+Et-OH Krebs Krebs
Estabilzagio & Perfusio {15 min)
(30 MmN} jnicio do (30 min)
registro 100 mM +
+. Medicio do
ehf?ig?:;)g:m efeito méxima

Figura 09 - Esquema de protocolo experimental com etano! 2 100mM por 30 minutos

O mesmo procedimento foi tomado quando perfundiu-se etanol a 25 mM
de maneira constante, com as medidas pressoricas sendo tomadas apos 30

minutos de perfusdo de etanol (fig. 09)
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Inicio do
experimento

l Registro das pressfes _

Krebs Krebs Krebs+Et-OH Krebs Krebs

¢ » Perfusde (30 minf25 mM) e Estabilizagéo (15 min)
Estabilizagdo -

(B0 min)  nicio do A
registro Medicao do

efeito maxime

Figura 10 - Esquema de protocolo experimental com perfusdo alcoolica de 25 mM de modo

constante

3.3 - A modulagao das respostas por éxido nitrico e prostaglandinas

Adicionou-se ao Krebs, indometacina (5.6 uM, inibidor da ciclo
oxigenase) e L-NAME (10 pM, inibidor da NO sintase) para os experimentos
com perfusdo de etanol de 100 mM. As infusGes destes antagonistas foram

efetuadas em ambos leitos, permanecendo até ao final do experimento (fig. 10).

inicio do
experimento
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registro + +
Medicio do Medicao do

efeito maximo efaito maximo
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Inicio do

experimento . .
Registro das pressdes

Krebs + L.-NAME || Krebs + L-NAME || K+Et-OH+L-NAME || Krebs + L-NAME || Krebs + L-NAMJ

> . . ¢ *
Estabilizagéo T Perfuséo Estabilizagao
{30 min} (30 min/100 mM) {15 min}
inicio do
registro + +
Medicgo do Medicdo do
efeito maximo efeito maximo

Figura 11 - Esquema de protocolo experimental com inibidores da ciclo oxigenase e Gxido

nitrico sintase

3.4 - Administracao de agonistas de receptores de endotelina

As drogas utilizadas nos diversos experimentos foram diluidas em Krebs
imediatamente antes de sua utilizacdo, sendo as concentragbes as que se
seguem: noradrenalina (NA, 5.0 - 50 nmol), endotelina-1 (ET-1, agonista
ETA/ETg, 40 - 400 pmol), endotelina-3 (ET-3, agonista preferencial ETg, 40 - 400
pmol), IRL-1620 (agonista seletivo ETg, 100 - 1000 pmol), sarafotoxina-6b (S6b,
agonista preferencial ETA,40 - 400 pmo!) e sarafotoxina-6¢c (S6¢, agonista
preferencial ETg,40 - 400 pmol). As drogas foram injetadas em bodlus de 1 mil,
seguido de lavagem com 1 ml de Krebs para limpeza do circuito, perfazendo
2mi no total do bdlus. Em alguns experimentos foram utilizados apenas um
unica dose de agonista (ET-1, 400 pmol e IRL-1620, 1000 pmol) como controle

positivo para determinados agonistas.

O efeito direto foi definido como aquele promovido pela droga no leito em

que injetado, e o efeito indireto € aquele promovido pela droga no outro leito.
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Por exemplo, quando a substancia teste for injetada no leito arterial promove
efeito direto na pressao arterial e efeito indireto na presséo portal. A medicéo
foi através da leitura do registro continuo de press&o, onde tomou-se como

resposta a média aritmética (mmHg) do efeito na presséo de perfuséo.

As drogas foram administradas através de dispositivos adaptados as
mangueiras que conduziam o Krebs até o figado. A cada droga diferente lavou-
se o sistema com bolus de Krebs no total de 2ml para a limpeza do sistema,
com objetivo de n&o haver residuos de drogas ulilizadas anteriormente. Este
estudo foi dividido em diversos protocolos experimentais que serdc descritos a
seguir. E importante frisar que a administragéo dos agonistas s6 era efetuada
quando as pressdes de perfusdo de ambos circuitos tornava-se equilibrada e

proxima ao basal.

3.5 - Administragdo de agonistas de receptores de endotelina

em presenca de tratamento alcodlico (100 mM)

Neste protocolo experimental, utilizou-se a perfusdo simples de Krebs
com perfuséo de etanol a 100 mM. Os agonistas utilizados foram noradrenalina
(NA, 5.0 - 50 nmol), endotelina-1 (ET-1, 40 - 400 pmol), sarafotoxina-6b (S6b,
40 - 400 pmol), endotelina-3 (ET-3, 40 - 400 pmol), IRL-1620 (100 - 1000 pmot),

sarafotoxina-6¢ (86¢c, 40 - 400 pmol) (fig. 11).
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Inicio do
experimento . .
| Registro das pressdes -
Krebs Krebs Krebs+Et-OH Krebs Krebs
—y - P ——— e —¢
Estabilizagéo + Perfusdo (15 min)
{30 min) inicio do (30 I:I:I.lll)
registro 100 mM +
Adminisiracae Medicko do Administragio
de agonistas edigao do efeitoqméximo de agonistas
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Figura 12 - Esquema representativo da administragdo de drogas em presenca de tratamento

alcodlico (100 mM)

3.5 - Efeito do tratamento alcodlico agudo com etanol (100 mM)

na vigéncia da inibicdo da cicloxigenase

Neste protocolo experimental, utilizou-se a perfusdo de um inibidor da
ciclo oxigenase, onde os agonistas utilizados foram: noradrenalina (NA, 5.0 - 50

nmol), endotelina-1 (ET-1, 40 - 400 pmol) e IRL-1620 (100 - 1000 pmol) (fig. 12)

inicio do
experimento
l Registro da pressdo

-

Krebs + Indo || Krebs + Indo || K+Et-OH+Indo || Krebs + Indo || Krebs + Indo

»r~— L * ¢ .
Estabilizagio 4 Perfusio Estabilizagao
(30min)  nicio do (30 min/100 mM) {15 min)
registro . . * + L. ~
Administrago Administragio
de agonistas Wedigéo do Medig&o do de agonistas
efeito maximo efeito maxime

Figura 13 - Esquema representativo do tratamento alcodlico agudo com etanot (100 mM) na

vigéncia da inibigao da Cicloxigenase
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3.6 - Efeito do tratamento aicoélico agudo com etanol (100 miM)

na vigéncia da inibi¢do da éxido nitrico sintase

Neste protocolo experimental, utilizou-se a perfusdo de um inibidor da
éxido nitrico sintase e os agonistas utilizados foram: noradrenalina (NA, 5.0 - 50

nmol), endotelina-1 (ET-1, 40 - 400 pmol) e IRL-1620 (100 - 1000 pmol) (fig. 13)

inicio do

experimento
P Registro das pressdes

Krebs + L-NAME | | Krebs + L-NAME || K+E&OH+L-NAME || Krebs + L-NAME || Krebs + L-NAMET

i L 2 X \ 4
Estabilizagéo T 1. Perfusao Estabilizagao T
(30 min) _ (30 min/100 mM) (15 min)
';‘;‘;‘i:t‘r’: Administragao A A Administragdo
d istas d ista
@ agon's Medicgo do Medigéio do © agonisias
efeito maximo efeitc maximo

Figura 14 - Esquema representativo do tratamento alcodlico agudo com etanol (100 mM) na

vigéncia da inibigdo da 6xido nitrico sintase

3.7 - Efeito do tratamento alcodlico continuo com etanol {25 mM)

Neste experimento insere a perfusao constante de 25 mM de etanol € a
utilizacdo de noradrenalina (NA, 5.0 - 50 nmol), endotelina-1 (ET-1, 40 - 400

pmol) e IRL-1620 (100 - 1000 pmo!) (fig.14).
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Inicio do
experimento
l Registro das pressdes .
Krebs Krebs Krebs+Et-OH Krebs Krebs
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de agonistas efeito maximo Administracio
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Figura 15 - Esquema representativo do tratamento alcodlico agudo com etanol (25 mM) de

maneira continua
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3.2. Drogas Utilizadas

Substancia Procedéncia

Bicarbonato de Sédio Merck

Cloreto de caicio hexa hidratado Merck

Cloreto de potassio Merck

Endotelina-1: Sigma Chemical Company
Fosfato de potassio Merck

Endotelina-3 Sigma Chemical Company
Glicose Sigma Chemical Company
Heparina Roche

Sarafotoxina-6c¢ Sigma Chemical Company
IRL 1620: (Suc-[GIu® Ala"""*]-endothelin-1(8-21)) Sigma Chemical Company
Noradrenalina: (+) Arterenol Sigma Chemical Company
Sarafotoxina-6b Sigma Chemical Company
Sagatal® May & Baker |
Sulfato de magnésio hepta hidratado Merck

3.4 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média aritmética das variacdes das
resisténcias (raz&io entre pressdo e fluxo total}) + erro padrdo das médias
(S.E.M) onde “n” indica o ndmero de experimentos realizados. Os resultados

foram analisados pelo teste “t” de Student pareado.
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4 - RESULTADOS

ApGs a hepatectomia, canulacdo e estabilizagdo do sistema por um
periodo aproximado de frinta minutos, foram feitos os registos das pressoes
basais tanto do ieito arterial quanto venoso e posteriormente, administrados
os agonistas no intuito de se registrar seus efeitos méximos nas pressbes
vasculares hepaticas. Dessa maneira, os valores de resisténcia ao fluxo

arterial e portal calculados serdo demonstrados no inicio de cada segéo.

4.1-Efeito do tratamento alcodlico agudo

A resisténcia ao fluxo arterial e portal basal foi calculada em 1.67 *
0.21 mmHg.ml.min? e 0.110 + 0.023 mmHg.ml.min™, respectivamente. A
perfusdo de etanol a 100 mM nos leitos arterial e portal hepaticos durante 30
minutos resultou em discreto aumento da resisténcia ao fluxo arterial (1.81 +
0.20 mmHg.ml mim™) e redugdo significativa na resisténcia ao fluxo portal
(0.089 + 0.019 mmHg.ml.mim”; p<0.05). A resisténcia ao fluxo arterial e
portal voltou aos valores basais 15 minutos apds o término da perfusao de
etanol (1.76 = 0.18 mmHg.ml mim™ no circuito arterial e 0.104 + 0.022

mmHg.mlL.mim™ no circuito portal, Fig. 16).
4.2-Tratamento da prepara¢ao com indometacina

A perfusdo de etanol (100 mM) adicionado ao inibidor da ciclo
oxigenase (indometacina, 56 uM) diluido em Krebs em ambos leitos nao
modificou significativamente a resisténcia ao fluxo arterial hepdtico (1.38 +

0.43 mmHg.mi.mim™ antes e 1.52 + 0.46 mmHg.ml.mim™" durante a perfusdo
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com etanol). Cerca de 15 minutos apods o término da perfusio de etanol a
resisténcia ao fluxo arterial se manteve semelhante aos valores basais (1.46
+ 0.44 mmHg.mi.mim™"). No leito portal verificou-se que a perfusdo com
etanol, em presencga de indometacina, resultou em diminui¢ao significativa da
resisténcia ao fluxo (0.113 + 0.013 mmHg.ml.mim” antes e 0.098 + 0.015
mmHg.ml.mim™ durante a perfusdo, p<0.05). A resisténcia ao fluxo portal
voltou aos valores basais 15 minutos apds o término da perfusido de etano!

(0.108 £ 0.014 mmHg.mlL.mim™, Fig. 16).
4.3-Tratamento da preparagido com L-NAME

A perfusdo da preparagdo com etanol a 100 mM na presenga do
inibidor da sintese de NO (L-NAME, 10 uM ) ndo modificou as resisténcias
aos fiuxos arterial (1.26 + 0.18 mmHg.ml.mim" antes, 1.43 = 0.21
mmHg.mi.mim” durante e 1.36 = 0.19 mmHg.ml.mim"' 15 min apés a
perfus@o) e portal (0.12 + 0.02 mmHg.ml.mim” antes, 0.11 + 0.01
mmHg.mL.mim” durante, e 0.12 + 0.02 mmHg.ml.mim” 15 minutos apds a

perfus&o com etanol, Fig.16).

i . . Variacao da resisténcia portat
Variacio da resisténcia arteriat 020

(7]
]

Controle  EZEA indo + Etanol
015 B Etanol I L-MAME + Etanol

=5 Controle EZ Indo + Etanol
=== Etanol N L-NAME + Etanol

[
1

-
1

AR [mmHg. mifoin)
PVR (mmBg.mtimin)
=
s

Figura 186 - Grificos das variagbes das resisténcias arterial & portal
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4.4-Efeito da administragdo continua de etanol

A perfuséo continua da preparacao com etanol (25 mM) em ambos
leitos vasculares, proporcionou apenas alterago significativa da resisténcia
ao fluxo portal a semelhanga do que foi encontrado com a perfuséo com
etanol (100 mM). As aiteragdes na resisténcia ao fluxo arterial hepatica foi de
1.15 + 0.18 mmHg.ml.mim™ antes da perfusdo e 1.18 + 0.2 mmHg.ml.mim"
apos 15 minutos de perfuséo de etancl a 25 mM., e para a resisténcia no

leito portal, 0.137 £ 0.017 e 0.120 + 0.01 mmHg.ml.mim™ (p<0.05).fig. 17)

Variacio da resisténcia
vascular Hepatica

Controle EZ3 Contraole
= ET-OH (25 mM) amm ET-CH (25 mM)

1.5- 0.2
; :
E 1.0 I * g
5 g
E 19,1 g"
L i
e 957 2
z 2

0.0

0.0-

Arinria Hepdtica Veia Porta

Figura 17 - Gréfico das variagbes das resisténcias arterial e portal (etanol 25 mM)
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Etanc! 100 mM

APP {mm Ho)
-3
Q

- Eanol 106 mM

PPP (mim Hy)
1

1 min.

Figura 18 Tragado representativo mostrando o efeito da administragdio em perfusio de

etanol (100mM) em ambos leitos. Notar a queda da pressio de perfusdo da

veia porta.

4.5 - Respostas dos agonistas nos leitos vasculares hepéticos

perfundidos com Krebs

Os valores iniciais dos experimentos em que se utilizou o tratamento
alcodlico na concentracdo de 100 mM por periodo de 30 minutos encontram-
se na tabela 01 . Os resultados foram expressos em resisténcia ao fluxo no
qual utilizou-se a razdo entre o a presséo estabelecida no leito vascular e o

fluxo total.
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Dados / agonistas Endotelina-1 IRL-1620 Noradrenalina
Peso animal B.58 £ 0.67 710+ 0.53 6.58 £ 0.867
Experimentos 06 05 06
Fluxo Arterial 18.67 £ 2.84 16.60 £1.91 18.67 £2.59
Fluxe Venoso 25.33+£4.02 22.80+3.25 2533 +3.67
H.A.P.P. 3317+ 428 51.20 + 19.98 3317 £4.28
P.V.P.P. 507 £0.66 5.84 +1.26 5.07 £ 0.68
AV.R. 241 £0.80 1.99+0.26 2.12+0.63
P.V.R. 0.26 + 0.10 0.32 £ 0.13 0.24+0.07
Dados / agonistas Endotelina-3 Sarafotoxina-6¢ Sarafotoxina-6b
Peso animal 737131 6.37 £ 0.69 6.62 £+ 0.51
Experimentos 04 04 04
Fluxo Arterial 22.00 +0.82 18.75 £ 1.52 20.25+0.43
Fluxo Venoso 43.25+279 4200+ 4.56 38.75£4.30
H.A.P.P. 21.25+1.43 32.50+0.77 33.57 £2.59
P.V.PP. 1.35 £0.20 2301016 263+£0.12
AV.R. 0.98 £0.11 1.77+£0.15 1.65+£0.13
P.V.R. 0.03+0.01 0.06 + 0.01 0.07 £ 0.01

Tabela 01 - Tabela representativa de peso do animal (K@), ndmeros de experimentos para

cada agonista, fluxos arterial e venoso iniciais (mi/min), pressio de perfusdo da
artéria hepatica (HAPP, mmHg) e pressdo de perfusdo da veia porta (PVPP,
mmHg), resisténcia arterial e portal (AVR e PVR, mmHg.ml.min’")

4.5.1 - Endotelina-1

A administracio intra-arterial de ET-1(40 - 400 pmol, n = 086),
proporcionou aumento da presséo de perfusdo arterial hepatica dependente
da dose refletindo no leito venoso, um efeito vasoconstritor, Nio foi
observado qualquer efeito vasodilatador em resposta 4 ET-1. O efeito
vasoconstritor arterial da ET-1 também néo alterou a pressio de perfuséo do

leito venoso. As administragfes intravenosas resultaram em aumento na
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pressao de perfuséo portal dependente da dose. Nao foi observado qualquer

efeito vasodilatador em resposta & £ET-1(tab. 02, fig. 28, 29 e 30)
4.5.2 - IRL-1620

As injegbes intra-arteriais de IRL-1620 (100 - 1.000 pmol, n = 05) ndo
alteraram a press&o de perfuséo arterial e refletiram em vasoconstrigdo
indireta do leito venoso. Entretanto, as injecdes intravenosas de IRL-1620
causaram aumento da resisténcia ao fluxo dependente da dose, néoc
acompanhada por efeitos indiretos na presséo de perfusdo arterial. (fig.19,

20, 25, 29 e 30)
4.5.3 - Endotelina - 3

A administragéo intra-arterial de ET-3 (40 - 400 pmol, n = 04) resultou
em resposta dependente da dose neste leito e alterando também a
resisténcia ao fluxo vascular portal dependendo da dose utilizada. Quando
administrada via portal, desencadeou aumento da resisténcia ao fluxo sendo
dependente da dose utilizada, ndo causando alteragdes no leito arterial. (fig.

21,22, 29 e 30)
4.5.4 - Sarafotoxina-6¢

As administracbes intra-arteriais de doses de sarafotoxina-6¢ (40 -
400 pmol, n = 04) resultaram em aumento da resisténcia ao fluxo arterial
dependente da dose. Seus efeitos indiretos portais também foram marcados
por aumento da resisténcia. As administragdes intra-portais resultaram em
aumento da resisténcia dependente da dose ndo sendo alteradas as

resisténcias arteriais (fig.23, 24 |, 29 e 30).
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4.5.5 - Sarafotoxina-6b

As administragSes intra-arteriais (40 - 400 pmol, n = 04) resultaram em
aumento na resisténcia dependente da dose. Seus efeitos indiretos portais
também causaram aumentos na resisténcia dependente da dose. De maneira
semelhante se comportou as respostas as injegbes venosas do agonista, que
evocaram respostas dependente da dose administrada sem no entanto

alterar a presséo de perfus&o arterial (fig. 26, 27, 29 e 30).
4.5.6 - Noradrenalina

As injecSes intra-arteriais de noradrenalina (5,0 - 50.0 nmol, n = 06)
resultaram em aumento na pressédo de perfuséo dependente da dose (fig. 4).
Os efeitos arteriais foram acompanhados, em alguns casos, por diminuicao
da resisténcia no leito venoso (‘reflexa”) enquanto outros evocaram aumento
da resisténcia. Quando as doses foram administradas via portal, propiciaram,
de mesmo modo, alteracdes na pressdo de perfusdo venosa, sempre
acompanhada pela dose administrada sem, no entanto, provocar alteragdes

no leito arterial (tab. 03 e fig. 29 e 30)
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4.6-Administracéo de drogas em presenca de tratamento alcodlico (100

mM)

4.6.1-Endotelina-1

A perfuséo da preparagdo com etanol ndc modificou as respostas

vasoconstritoras arteriais e portais induzidas pela ET-1. (tab. 02 e fig. 28, 29

e 30)
Endotelina-1 (pmol)
Arterial Direto Arterial Indireto
Controle Etanol (100mM) Controle Etanol (100mM)
40 0.494 £ 0.484 0176 £0.118 0.019 £ 0.020 0.000 + 0.000
100 1.110 £ 0.672 1.515£1.290 0.037 £ 0.044 0.028 £ 0.030
Portal Direto Portal Indireto
Controle Etanol (25mM) Controle Etanol (25mM)
40 0.022 + 0.007 0.019 = 0.007 0.000 + 0.000 -0.002 + 0.006
100 0.048 £ 0.013 0.043 £0.015 0.003 +0.003 0.011 + 0.009

Tabela 02 - Resposta pressérica direta e indireta de ET-1

4.6.2-1RL-1620

O etanol ndo alterou o perfil de resposta do IRL-1620 no leito arterial,
O efeito vasoconstritor venoso indireto causado pela injecéo intra-arterial do
IRL-1620 foi significativamente reduzida. Apds o tratamento alcodlico as
respostas venosas apresentaram-se reduzidas em todas as doses utilizadas

(p<0.05)(fig. 19, 20, 25, 29 e 30).
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Efeito Direto Efeito Indireto
—a- Controle T *
—r— Etanol (100mM) T ] —o~Controle
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=
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18 - Efeito do etanol (100mM) sobre a resposta vascular induzida pela

administracao de 1RL-1620 (100 - 1000 pmol).O grafico a esquerda, representa
a curva das respostas as injegbes intra-arteriais de IRL-1620,e o grafico a
direita, representa a curva das respostas indiretas no ieito venoso s mesmas

inje¢des. Cada ponto é a média = SEM de 5 experimentos.

Efeito Indireto Efeito Direto
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—— Etanof (100miv) o 5_‘ ——Etanol {100mM)

—

& r -]

b
il

A AVR (mmHg.minvmi}
=]
°

1

-

o

L L

L

I

1

!

0 260 S00  7ED 1000 0
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Figura 20 - Efeito do etanol (100mM) sobre a resposta vascular induzida pela

administragdo de IRL-1620 (100 - 1000 pmol).Q grafico a esquerda, representa
a curva das respostas as injegies intra-portais de IRL-1620,& o gréfico a direita,
representa a curva das respostas indiretas no leito arterial as mesmas injeges.

Cada ponto é a média = SEM de 5 experimentos.
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4.6.3 - Endotelina-3

A pressdo de perfuséo arterial ndo se alterou apds tratamento

alcodlico agudo porém, seu efeito indireto portal foi alterado

significativamente (p<0.05)

A administracdo intra-portal de ET-3 resultou em aumento da
resisténcia ao fluxo portal dependente da dose, sendo este efeito reduzido
significativamente (p<0.05) em todas as doses apos tratamento alcodlico

agudo, enquanto seu efeito indireto arterial néo se alterou (fig. 21,22 , 29 ¢

30).
Efeito Direto Efeito Indireto
= 024 = 044~
% —o— Controle % | === Controle
- —— Etanot (100mM) E os: —=— Etanol (100mM)
E‘I o i
E 014 E 0.02-
E E l *
o x .
a E 0.01‘ /
L3
< 0.0 -q 0,00~

@ 106 200 300 400 500

Endotelina-3 (pmol)

0 100 200 300 400 500

Endotelina-3 {(pmokl)

Figura 21 - Efeito do etanol (100 mM) sobre a resposta vascular induzida pela

administragio de endotelina-3 (40-400 pmol).O grafico a esquerda, representa a
curva das respostas as injegfes intra-arteriais de endotelina-3.¢ o grafico a
direita representa a curva das respostas indiretas no leito venoso as mesmas

injecdes . Cada ponto € a média + SEM de 4 experimentos.
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Efeito Direto Efeito Indireto
£ "7 o~ controle T " o controte
% 1 ==— Etanol {100miM) E e Etanol {($00mM)
o 0.050 :E’ 0.02-
v 0.026 * e 0.01-]
E / 5
<] 4 <
0.000- 0.00-
o 100 200 300 400 €00 0 100 200 300 400 60D
Endotelina-3 {(pmol) Endotelina-3 (pmel)

Figura 22 - Efeito do etanol (100 mM) sobre a resposta vascular induzida pela

administragdo de endotelina-3 (40-400 pmol).O grafico a esquerda, representa a
curva das respostas as injegdes intra-portais de endoteiina-3.e o grafico a
direita, representa a curva das respostas indiretas no leito arterial as mesmas

injecles , Cada ponto é a média + SEM de 4 experimentos

4.6.4-Sarafotoxina-6¢

Apbs tratamento com etanol (100 mM) as respostas diretas nao se
alteraram porém houve uma queda na resisténcia portal na maior dose. No
tocante as aplicadas no leito portal, as respostas apresentaram-se reduzidas
nas maiores doses (p<0.05). Seus efeitos indiretos arteriais foram reduzidos
nas mesmas doses. Apos tratamento alcodlico houveram uma reducgdes
significativas {p<0.05) na resisténcia vascular portal e arterial (fig. 23 , 24, 29

e 30).
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Efeito Direto Efeito Indireto

= 0.4+ 0,154
E ™| ~—controe 3 ~c~ Controle
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Figura 23 - Efeito do etanol (100 mM) sobre a resposta vascular induzida pela

administragio de sarafotoxina-6¢ (40 - 400 pmol). © grafico a esquerda,
representa a curva das respostas as injeces intra-arteriais de sarafotoxina-
6c .e o grafico a direita, representa a curva das respostas indiretas no leito
venoso as mesmas inje¢des . Cada ponto é a média = SEM de 4

experimentos.
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Figura 24 - Efeito do etanol (100 mM) sobre a resposta vascular induzida pela

administraggo de sarafotoxina-6¢ (40 - 400 pmol). O grifico a esquerda,
representa a curva das respostas as injegfes intra-portais de sarafotoxina-6¢
.e 0 grifico a direita, representa a curva das respostas indiretas no leito
arterial as mesmas injecoes . Cada ponto é a média = SEM de 4

experimentos.
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Uma dose de IRL-1620 (1.000 pmol) foi utilizada como controle nos
experimentos em que se utilizou 0 agonista endotelina-3 e sarafotoxina-6c,

comportando-se conforme o gréafico abaixo

Efeito Arterial Efeito Portal
0.2+ controle 0,100~ controle
=" etanol (100mM) T E=letanol (100mM)
= W& controle g EEE controle
E £ gors4 T
E =0 etaned (100miv) E & EH etanol {100mM)
o o
==
:E: 0.1 E 0.050
E E
[ 4 g ®
ES . T Z 0.025- 1.
- . T <
0.0 — 0.000 — -
efefto direto  @lefio mdreio efeito direto efelto indireto
1.0 nmol de IRL-1820 1.0 nmol de IRL-1620
{n=8) {n=8)

Figura 25 - Efeito do etanol (100mM) sobre a resposta vascular induzida pela

administragdo de IRL-1620 1000 pmol). O grafico a esquerda, representa a
curva das respostas as injeches intra-arteriais (direta e indiretamente) de IRL-
1620 e o grafico a direita, representa a curva das respostas as injegoes intra-
portais (direta e indiretamente) . Cada ponto é a meédia = SEM de 8
experimenios. A dose deste agonista foi administrada concomitante nos

protocolos com ET-3 e Stx-8¢ e serviu como controle de tais protocolos.



4.6.5-Sarafotoxina-6b
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As administragdes arteriais de doses ndo evocaram mudancas nas

respostas apbs tratamento alcodlico agudo e administraces portais

resultaram em aumento da resisténcia ao fluxo dependente da dose, sendo

estes efeitos reduzidos significativamente em todas as doses administradas

(p<0.05) (fig. 26 , 27 , 29 e 30)

Efeito Direto Efeito Indireto

= 0.75- = 0075
E —a— Confrole .E —a- Controle
E i —— Etanol {(100mi) £ —— Etanol (100mi)
o 04501 o 00504
3t £
.E. E 0.025

8.25- D25
g g
- <

0.00- 0.000-

© 100 200 300 400 500
Barafotoxina-6b (pmol)

o 190 200 300 400 SO0
Sarafotoxina-6b

Figura 26 - Efeito do etanol (100mM) sobre a resposta vascular induzida pela

administragdo de sarafotoxina-6b (40-400 pmol). O grafico a esquerda,
representa a curva das respostas as inje¢bes intra-arteriais de sarafotoxina-8b
.e o grafico a direita, representa a curva das respostas indiretas no leito venoso

as mesmas injegdes. Cada ponto & a média + SEM de 4 experimentos.
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Figura 27 - Efeito do etanol (100mM) sobre a resposta vascular induzida pela

administragdo de sarafotoxina-8b (40-400 pmol). O gréfico a esquerda,
representa a curva das respostas as injecdes intra-portais de sarafotoxina-6b .e
o grafico a direita, representa a curva das respostas indiretas no leito arterial as

mesmas injegdes . Cada ponto é a média = SEM de 4 experimentos.

Uma dose de Endotelin-1 (400 pmol) foi utilizada como controle nos
experimentos em que se utilizou o agonista sarafotoxina-6b, comportando-se

de conforme o grafico abaixo.
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Figura 28 - Efeito do etanol (100 mM) sobre a resposta vascular induzida pela

administracio de endotelina-1 (400 pmol ). O grafico a esquerda, representa a
curva das respostas as injegbes intra-arteriais (direta e indiretamente) de
endotelina-1 .e o grafico a direita, representa a curva das respostas as injegdes
intra-portais (direta e indiretamente) . Cada ponto é a média + SEM de 4
experimentos. A dose deste agonista foi administrada no protocolo com Stx-6b

e serviu como controle do mesmo.



4.6.6 - Noradrenalina
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Com o tratamento alcodlico as respostas, em ambos leitos, se

mantiveram iguais as respostas de controle (tab. 03 e fig. 23 e 24)

Noradrenalina (nmol)

Arterial Direto Arterial Indireto
Controle Etanol (100mM) Centrole Etanol (100mM)
] 0.449 £ 0.330 0.855 £0.633 0.000 £ 0.000 -0.037 £ 0.037
15 1.135 £ 0.508 1.846 £ 1.152 0.000 £ 0.000 -0.009 + 0.009
50 2.480 £ 0.847 3.511 £ 1.443 0.023 £ 0.011 0.071 £ 0,055
Portal Direto Portal Indireto
Controle Etanol {25mM) Controle Etanol {25mM)
6 0.003 £ 0.016 (.000 £ 0.023 -0.016 £ 0.004 -0.026 + 0.007*
15 0.011 £ 0.0 0.018 £0.026 -0.024 + 0.006 -0.038 £ 0.010
50 0.035 + 0.021 0.011 £ 0.031 -0.001 = 0.034 -0.004 £ 0.036

Tabela 03 - Resposta pressérica direta e indireta de NA
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Figura 29 - Tragados representativos dos efeitos das drogas no leito arterial
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Figura 30 - Tragados representativos dos efeitos das drogas no leito portal
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4.7-Efeito do tratamento alcodiico agudo com etanol (100 mM) na

vigéncia da inibicdo da Cicloxigenase

A tabela 04, indica os dados iniciais do protocolo em que se utilizou o

tratamento alcodlico a concentragéo de 100 mM por periodo de 30 minutos

sendo a perfus&o de Krebs adicionado indometacina (5.6 uM). Os resultados

foram expressos em resisténcia ao fluxo no qual utilizou-se a razéo entre 0 a

pressao estabelecida no leito vascular e o fluxo de leito.

Dados / agonistas Endotelina-1 IRL-1620 Noradrenalina

Peso animal 7.60+1.26 7.10+1.00 7.94 +0.81
Experimentos 08 05 05

Fluxo Arterial 17.60 + 1.41 23.20+2.27 20.50 £ 2.08

Fluxo Venoso 29.80 £ 1.04 33.00£2.85 3250+1.76

H.A.P.P. 22.00 £ 263 23.00 £ 1.64 2400221

P.V.P.P. 3101032 292 +0.46 249+ 0.25

AV.R. 1.32 £ 0.20 1.03 +£0.11 1.26 £ 0.17

P.V.R. 0.11 £ 0.01 0.08+0.10 010+ 0.02

Tabela 04 - Tabeia representativa de peso do animal (Kg), niimeros de experimentos para

cada agonista, fluxos arterial e venoso iniciais (mi/min), pressio de perfus3o da

artéria hepatica (HAPP, mmHg) e pressdo de perfusdo da veia porta (PVPP,

mmHg), resisténcia arterial e portal (AVR e PVR, mmHg.mi.min™)
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4,7.1-Endotelina-1

As administragbes intra-arteriais de doses ET-1 {n = 08, 40 - 400
pmol) resultaram em aumento na press&o de perfusdo arterial hepatica
dependente da dose nao sendo alteradas as pressdes de perfusdo portal.
Bblus de ET-1 intra-portal , de mesmo modo, resultaram em aumento das
pressdes de perfusdo dependente da dose nao alterando a pressao arterial

hepdtica ( tab. 05)

4.7.2 - IRL-1620

Bélus deste agonista (n = 05, 100 - 1.000 pmol) ndo alteraram a
presséo de perfusdo arterial. Tais administractes refistiram em aumento da
pressdo de perfusdo no leito portal. As administracGes portais propiciaram
aumento da resisténcia ao fluxo dependente da dose ndo acompanhada por

efeitos indiretos significativos na pressio de perfuséo arteriai (fig. 31 e 32).
4.7.3 - Noradrenalina

As injecOes deste agonista aumentaram as resisténcias arteriais
dependente da dose utilizada. Os efeitos arteriais foram acompanhados por
diminui¢des nas resisténcias (“reflexa®) do leito venoso e ou aumento das
resisténcias portal. Em contra partida, os efeitos das administracbes portais,
apenas propiciaram aumento das pressdes venosas sem no entanto alterar

as pressdes arteriais {(tab. 06).
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4.8 - Respostas apds tratamento alcodlico agudo (100 mM) em vigéncia

de inibidor da cicloxigenase
4.8.1 - Endotelina-1

Apbs tratamento alcodlico, as respostas presséricas arteriais e

venosas nao foram modificadas (tab 05).

Endotelina-1 (pmol)

Arterial Direto Arterial Indireto
indometacina indo +Et-OH Indometacina indo +Et-OH
40 0.012 £ 0.012 0.033 £ 0.021 0.000 £ 0.000 0.000 £ 0.000
- 100 0.202 + 0.080 0.267 + 0.097 0.000 + 0.000 0.000 £ 0.000
400 0.623 £ 0.182 0.780 £ 0.157 0.042 £ 0.019 0.031 £ 0.021
Portal Direto Portal Indireto
Indometacina Indo +Et-OH Indometacina Indo +Et-OH
40 0.009 £ 0.004 0.013 £ 0.004 0.000 + 0.000 0.000 % 0.000
100 0.022 + 0.006 0.026 £ 0.003 0.002 + 0.001 0.000 £ 0.000
400 0.045 + 0.009 0.049 + 0.006 0.005 = 0.005 0.010 + 0.008

Tabela 05 - Resposta pressorica direta e indireta de ET-1

4.8.2 - IRL-1620

0 tratamento com etanol nao alterou o perfil de resposta ao IRL-1620
no leito arterial ao contraric sofridoc no leito portal indireto, que
apresentaram-se significativamente reduzidos (p<0.05). Apds tratamento
alcodlico, efeitos venosos diretoc causade pelo [IRL-1620 foram
significativamente reduzidos nao se alterando as pressdes arteriais. (fig. 31 &

32)
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Figura 31 - Efeito do etanol (100 mM) sobre a resposta vascular induzida peia
administragdo de IRL-1620 (100 - 1000 pmol).O grafico a esquerda, representa
a curva das respostas as inje¢Oes intra-arteriais de IRL-1620,e o grafico a
direita, representa a curva das respostas indiretas no leito venoso as mesmas
injegbes. Cada ponto € a média = SEM de 5 experimentos
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Figura 32 - Efeito do etanol (100 mM) sobre a resposta vascular induzida pela

administragao de IRL-1620 (100 - 1000 pmol).O grafico a esquerda, representa
a curva das respostas as injegdes intra-portais de IRL-1620,e o grafico a direita,
representa a curva das respostas indiretas no leito arterial s mesmas injecoes,

Cada ponto € a média = SEM de 5 experimentos
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O tratamento com etanol adicionado indometacina n&o foi capaz de

ailterar significativamente as respostas deste agonista (tab. 06).

Noradrenalina (nmol)

Arterial Direto Arterial indireto
Indometacina indo +Et-OH Indometacina Indo +Et-OH
6 0.096 £ 0.032 0.384 £ 0.075* 0.006 £ 0.006 0.0086 + 0.006
15 0.275 £ 0.047 0.972 £ 0.163* 0.043 £ 0.021 0.021 £0.012
50 1.063 £0.162 2.248 £ 0.434* 0.150 £ 0.039 0.064 £ 0.017*
Portal Direto Portal Indireto
Indometacina Indo +Et-OH Indometacina Indo +Et-OH
5 0.006 £ 0.007 0.020 £ 0.002 -0.002 1 0.001 -0.011 £ 0,003
15 0.027 £ 0.004 0.032 + 0.005 0.000 + 0.005 -0.014 £ 0.006
50 0.045 £ 0.008 0.044 x 0.006 0.001 % 0.007 -0.011 £ 0.010

Tabela 06 - Resposta pressdrica direta e indireta de NA
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4.9-Efeito do tratamento alcoélico agudo com etanol (100 mM) na

vigéncia da inibigéio da Oxido nitrico sintase

A tabela 07, diz respeito os dados iniciais do protocolo em que se

utilizou o tratamento alcodlico a concentracdo de 100 mM por periodo de 30

minutos sendo a perfusidc de Krebs adicionado L-NAME (10?M). Os

resuitados foram expressos em resisténcia ao fluxe no qual utilizou-se a

razéo entre o a pressdo estabelecida no leito vascular e o fluxo total.

Dados / agonistas Endotelina-1 {RL-1620 Noradrenalina
Peso animal 9.38 £1.60 8.50+0.46 7751072
Experimentos 04 04 04
Fluxo Arterial 28.50 + 1.55 2100+235 2475+ 214
Fiuxo Venoso 35.00 + 2.86 39.00 +5.20 40.00 + 4.40
H.A.P.P, 2575+ 4.50 30.75+£3.92 28.25+3.71
P.V.P.P. 1.88+0.19 4351070 2.55 £0.57
AV.R. 0.91+0.15 1.60 £ 0.41 1.156+0.14
P.V.R. 0.06 + 0.01 0.12 +0.03 0.06 £ 0.01

Tabela 07 - Tabela representativa de peso do animal (Kg), nimeros de experimentos para

cada agonista, fluxos arterial e venoso iniciais {mi/min}, pressao de perfusao da

artéria hepatica (HAPP, mmHg) e presso de perfuséo da veia porta (PVPP,

mmHg), resisténcia arterial e portal (AVR e PVR, mmHg.ml.min™)
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4.9.1 - Endotelina-1

As administragbes intra-arteriais de diferentes doses de ET-1(40 - 400
pmol, n = 04) produziram aumento das resistdncias dependente da dose,
medido pelas mudangas nas resisténcias do leito vascular ao fluxo
determinado na bomba de perfuséo. Tal efeito foi de modo semelhante
observado no leito portal (efeito indireto) enquanto as administragdes intra-
portais nao produziram mudancas nas resisténcias do leito vascular ao fluxo

dependente da dose ( tab. 08).

4.9.2 - {IRL-1620

As injecGes intra-arteriais de IRL-1620, provocaram aumento das
resisténcias dependente da dose, porém pouco pronunciados. Os efeitos
indiretos  ("reflexo”}) demonstraram-se eficazes causando acentuadas
alteracdes nas resisténcias portais. No leito venoso, as injecies de IRL-
1620, produziram alteracbes dependente da dose e de mesmo modo

apresentaram-se suas respostas reflexas arteriais ( tab. 09)

4.9.3 - Noradrenalina

Injegdes de noradrenalina propiciaram aumento nas pressdes de
perfus@o dependente da dose. Estes efeitos foram acompanhados por
diminuicdes das pressdes de perfuséo "reflexa" no leito portal. As injegbes
venosas do agonista acompanharam o perfil de resposta de outros
protocolos apresentando respostas dependendo da dose administrada (tab.

10).
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4.10 -Respostas apés tratamento alcodlico agudo com etano! (100 mM)
na vigéncia da inibigdo da Oxido nitrico sintase

4.10.1 - Endotelina-1

Ambas administragbes, arterial e venosa, ndo foram capazes de

alterar as respostas pressoricas de controle {tab. 08)

Endotelina-1 (pmoi)

Arterial Direto Arterial Indireto
L-NAME L-NAME+E#-OH L-NAME L-NAME+Et-OH
40 0.027 + 0.164 0.588 £0.338 -0.021 + 0.021 0.042 £ 0.026
100 0.204 +£0.143 1.831 £ 0.982 0.004 +0.032 0.092 £ 0.32
400 0.739 £ 0.454 20342 +£2.143 0.033 £ 0.019 0.152 + 0.091
Portal Direto Portal Indireto
L-NAME L-NAME+Et-OH L-NAME L-NAME+Et-OH
40 0.023 £ 0.006 0.029 + 0.006 0.001 £ 0.004 0.006 + 0.604
100 0.046 + 0.011 0.047 £ 0.013 0.008 +0.010 0.019 £ 0.007
400 | 0.103 +0.026 0.078 +0.028 0.031 £0.019 0.020 + 0.008

Tabela 08 - Resposta pressérica direta e indireta de ET-1

4.10.2 JRL-1620

Apos tratamento alcodlico, as respostas arteriais ao IRL-1620,
mantiveram-se inalteradas porém apenas uma das doses proporcionou
aumento significante em relagcéo ao seu controle. Suas respostas reflexas
(portal) apresentaram-se inalteradas fato idéntico ocorrido através de

administracbes venosas e suas respostas indiretas (tab. 09).
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IRL.-1620 {pmol)
Arterial Direto Arterial Indireto
L-NAME L-NAME+Et-OH L-NAME L-NAME+E$-OH
100 0.028 £ 0.017 0.087 £ 0.031 0.011 £ 0.011 0.000 £ 0.000
400 0.087 +0.017 0.184 £ 0.03¢" 0.031 £ 0.021 0.020 £ 0.012
1000 | 0.210=0.089 0.240 + 0.063 0.084 + 0.062 0.041 £0.024
Portal Direto Portal Indireto
L-NAME L-NAME+Et-OH L-NAME L-NAME+Et-OH
100 0.014 £ 0.005 0.006 £ 0.006 0.004 £ 0.003 C.001 £ 0.005
400 0.035 + 0.017 0.018 + 0.014 0.023 + 0.011 0.012 £ 0.011
1000 | 0.056 + 0.020 0.037 £ 0.015 0.053 £ 0.024 0.024 £ 0.015

Tabela 09 - Resposta pressérica direta e indireta de IRL-1620

4.10.3 - Noradrenalina

A infuséo de etanol ndo modificou as respostas arteriais como também

ndo alterou as portais quando comparada a sua resposta controle. O mesmo

P

foi observado quanto as suas respostas reflexas (arterial e portal), que se oo
Ry S

. . |-.3 ':...3;’

comportaram de maneira similares em relag@o as preparacbes néo tratadas A
)

-

com etanol (tab. 10)

Observou-se aumento significativo (p<0.05) apds tratamento com

etanol em todas as doses e o efeito portal reflexo permaneceu sem

alteragdo.



Noradrenalina (nmol)
Arterial Direto Arterial Indireto
L-NAME L-NAME+Et-OH L-NAME L-NAME+Et-OH
5 0.235+0.114 0.852 + 0.208* 0.020 £ 0.012 0.037 £ 0.014
15 0.750 + 0.050 1.791 + 0.308" 0.063 % 0.025 0.116 £ 0.028
50 2,182 +0.228 3.866 + 0.481* 0.142 £0.048 0.208 £ 0.020
Portal Direto Portal Indireto
L-NAME L-NAME+Et-OH L-NAME L-NAME+Et-OH
5 0.016 £ 0.006 0.012 £ 0.011 -0.005 £ 0.004 -0.021 + 0.005*
18 0.028 + 0.009 0.020 £ 0.015 -0.007 3 0.005 -0.025 + 0.008*
50 0.031 £ 0.003 0.025 £ 0.017 0.008+0.013 -0.027 +0.015
Tabela 10 - Resposta pressorica direta e indireta de NA

4.11 -Administra¢@o de drogas em presenga de tratamento alcodlico (25

mM) de maneira continua

A tabela 11, diz respeito os dados iniciais do protocolo em que se

utilizou o tratamento alcodlico a concentracéo de 25 mM. Os resuitados

foram expressos em resisténcia ao fiuxo no qual utilizou-se a razéo entre ¢ a

pressao estabelecida no leito vascuiar e o fluxo total.
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Dados / agonistas Endotelina-1 IRL-1620 Noradrenalina
Peso animal 1125 £2.17 8.13+1.28 1220 £2.60
Experimentos 06 04 05
Fluxo Arterial 23.00+1.80 27.001+1.47 22.00 £ 2.47
Fluxo Venoso 33.14+3.14 4075 £ 2.14 28.80 £ 2.06
H.A.P.P. 23291215 27.50£3.77 20.80 £2.33
P.V.P.P. 3.24 +0.38 4.20 +0.27 3.26 £0.43
AV.R, 1.06 £0.15 1.04 +0.18 0.89+0.16
P.V.R. 0.11 £ 0.02 0.10 £ 0.01 0.12+0.02

Tabela 11 - Tabela representativa de peso do animal (Kg), nimeros de experimentos para

cada agonista, fluxos arterial e venoso iniciais (mi/min), presséo de perfusdo da
artéria hepatica (HAPP, mmHMg) e presséo de perfusdo da veia porta (PVPP,

mmHg), resisténcia arteriai e portal (AVR e PVR, mmHg.mLmin™)

4.11.1-Endotelina-1

Injecdes de ET-1 (40 - 400 pmol, n = 06) intra-arteriais propiciaram
acréscimo nas pressbes de perfuso de modo dependente da dose sem
efeitos indiretos , fato este, repetido quando os bdlus foram administrados no

leito portal (tab.12).
4.11.2 - IRL-1620

As administragdes intra-arteriais (100 - 1.000 pmol , n = 04) nao
alteraram as pressdes de perfusdo arterial. Estas injegbes refletiram em
aumento das pressdes de perfusdo portal de modo indireto. Doses deste
agonista ETs no leito portal, produziram, neste leilo, aumento das
resisténcias dependente da dose sem , no entanto, produzirem quaisquer

efeitos reflexos (fig. 33 e 34)
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4.11.3 - Noradrenalina

As injegOes intra-arteriais de noradrenalina desencadearam respostas
vasopressoras positivas dependente da dose utilizada , enquanto suas
respostas refiexas foram de decréscimos nas pressées de perfuséo portal.
As respostas do leito portal, quando injetadas doses deste agonista foram de
mesmo modo dependentes da dose, ndo apresentando alteracbes reflexas

arteriais (tab. 13).

4.12 -Resposta vasculares as administracbes de drogas em presenga de

tratamento alcodlico {25 mM) de maneira continua

4. 12.1 - Endotelina -1

A perfusédo de etanol apés 30 minutos, néo foram capazes de alterar

as respostas deste agonista.(tab. 12)

Endotelina-1 (pmol)

Arterial Direto Arterial Indireto
Controle Etanol (25mM) Controle Etanol (25mM)
40 0.010 +0.010 0.183 £ 0.081 0.000 + 0.000 0.000 + 0.000
100 0.210 £ 0.080 0.566 + 0.165 0.006 + 0.006 0.051 £0.034
400 0.916 + 0.301 1.625 + 0.382 0.037 + 0.037 0.068 £ 0.055
Portal Direto Portal Indireto
Controle Etanol (26mM) Controle Etanol (25mM)
40 0.010 £ 0.003 0.015 £ 0.005 0.000 + 0.000 0.003 + 0.002
100 0.023 £ 0.005 0.034 = 0.005 0.003 + 0.001 (.008 + 0.004
400 0.054 £ 0.012 0.095 + 0.027 ©.009 + 0.005 0.019 +0.008

Tabela 12 - Resposta pressérica direta e indireta de ET-1
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4.12.2 - IRL-1620

Nio se observou qualquer modificagdo nas respostas arteriais porém
as pressdes de perfusdo portal reduziram-se significativamente em relagéo
as pressbes de perfusdo portal de controle (p<0.05), sendo estas

administragbes portal ou arterial. (fig.33 e 34)

Efeite Direto Efeito indireto
= 0.3+ = 0,075-
.E ~o— Controle g —o—Controle
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< < *
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Figura 33 - Efeito do etanol (25 mM) sobre a resposta vascular induzida pela

administracio de IRL-1620 (100 - 1000 pmoi).O grafico a esquerda, representa
a curva das respostas as injegtes intra-arteriais de IRL-1620,e o gréfico a
direita, representa a curva das respostas indiretas no leito venoso as mesmas

injegbes. Cada ponto &€ a média = SEM de 4 experimentos
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Figura 34 - Efeito do etanol (25 mM) sobre a resposta vascular induzida pela

administracéo de IRL-1620 (100 - 1000 pmol).O grafico a esquerda, representa
a curva das respostas as injeges intra-portais de IRL-1620,e o grafico a direita,
representa a curva das respostas indiretas no leito arterial as mesmas injegbes.

Cada ponto € a média = SEM de 4 experimentos

4,12.3 - Noradrenalina

De modo semelhante aos anteriores o tratamento alcodlico nao foi

capaz de alterar as pressdes de controle (tab. 13).

Noradrenalina (nmol)

Arterial Direto Arterial Indireto
Controle Etanol (26mM) Controle Etanotl (26mM)
5 0.308 + 0109 0.950 £ 0.319 0.000+ 0.000 0.007 £ 0.007
15 0.868 £ 0.319 1,020 £+ 0.716 0.010+£0.010 0.013 = 0.013
50 1.927 £ 0.625 3.400 +1.122 0.020 £ 0.020 0.111 £ 0.038
Portal Direto Portal indireto
Conftrole Etanol (25mM) Controle Etanol (25mM)
5 (.00 +0.013 0.051 £0.031 -0.002 + 0.002 -0.005 £0.004
15 0.016 £0.015 0.074 £0.044 -0.006 + 0.007 -0.012 £ 0.008
50 0.032+0.016 0.112 £ 0.063 -0.011 £ 0.012 0.019£0.010

Tabela 13 - Resposta pressérica direta e indireta de NA
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5 - DISCUSS&0

A investigagZio dos mecanismos de controle da resisténcia ao fiuxo portal
hepatico é de grande relevancia. Varios mediadores tem sido implicados nesse
fendbmeno como ecosandides, éxido nitrico e endotelina. As endotelinas podem
ser formadas em vérios tipos de células, dentre elas o endotélio, e seus efeitos

podem ser observados tanto in vivo como in vitro.

O endotélio vascular, camada monoceiular que reveste a superficie
luminal de todos os vasos sangilineos, constitui uma barreira estrategicamente
situada entre a circulac@o e a parede vascular. Nio considerado apenas como
uma barreira de difusdo que controla a permeabilidade entre o sangue
circulante, a parede vascular e o tecido intersticial, exerce também grande
variedade de funcdes biologicas, como: a) barreira permedvel e seletiva contra
migracao para o interior da parede vascular de certas espécies moleculares e
componentes celulares, promovendo um ambiente controlado; b) secrecdo de
fatores mitogénicos, bem como de inibidores de crescimento; c) produgéo de
fatores anti-trombogénicos e trombogénicos; d) metabolismo e clearance de
lipoproteinas; e) metabolismo e inativagdo de catecolaminas: f) sintese de
substancias vasodilatadoras e antiplaquetarias e g) sintese de substancias
vasoconstritoras.

Os dados existentes sugerem que as endotelinas participam no
desenvolvimento de diversas patologias hepaticas tais quais hepatite alcodlica,

fibrose hepdtica, hepatite congénita, hipertensdo portal idiopadtica e em
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processos patoldgicos do sistema cardiovascular como insuficiéncia cardiaca
congestiva, pericardite constritiva e lesfo membranosa ou trombdtica da veia
cava inferior. Dentre este universo de processos patoldgicos a hepatite
alcodlica se destaca. O etano! é consumido amplamente, podendo conduzir a
dano hepatico (CLONNINGER et al, 1989). Além disso, o etanol afeta
potencialmente a regulacéic da hemodinamica hepética (OSHITA et al, 1993).

Os resultados deste trabalho demonstram que a pefusdo hepatica com
etanol, tanto em concentracéo de 100mM por periodo de 30 minutos quanto em
perfusao constante de 25 mM em ambos leitos, produz redugéo significante na
pressdo de perfusdo portal em figado canino isolado. Esse efsito foi
relacionado a liberag&o de oxido nitrico, j& que a adi¢do, em perfusdo, do
inibidor de sintese de dxido nitrico (L-NAME) aboliu este efeito.

A utilizagdo de endotelina-1 (agonista misto de receptores de endotelina
ETa e ETgs) em leito arterial hepético proporcionou aumento da pressdo neste
leito. O padrio dessas respostas seguiu as observacdes de FARO et a/ (1995),
sendo dependente da dose administrada e de longa duracdo, tendo a
endotelina-1 efeito mais prolongado quando comparado aos outros agonistas
utilizados (sarafotoxina-6b, sarafotoxina-6¢ [STX-6b, agonista preferencial ETa
STX-6c, preferencial ETs, KLOOG et a/, 1989), endotelina-3 (agonista
preferencial ETs) e IRL-1620 (agonista ETg). Da mesma forma, o leito portal
respondeu as administra¢des arteriais de endotelina-1, confirmando, com isto, a
existéncia de comunicagdio entre os leitos vasculares hepéticos. As

administracdes no leito venoso propiciaram alteragbes presséricas portais da
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mesma forma, dose dependente, sem, no entanto, causar efeito indireto arterial.
O tratamento alcéolico ndo alterou o padrao de resposta dos leitos vasculares
estudados apds adminstragédo de agonistas de receptores de endotelina.

As respostas vasculares as injegSes de endotelina-1 foram de mesma
forma dose dependente quando as preparacdes foram tratadas com inibidores
da cicloxigenase e Oxido nitrico sintase. Em nenhuma das preparacfes se
observou alteracbes ao tratamento com etanol, permanecendo as respostas
vasculares idénticas aqguelas encontradas em seu controle, concluindo que ©
etanol néo foi capaz de modificar as respostas vasculares induzidas pela
endotelina-1.

Por outro lado, a administragéo intra-arterial de IRL-1620, endotelina-3 e
sarafotoxina-6c, ndo alterou significativamente a resisténcia ao fluxo arterial.
Entretanto, observou-se aumento signifcativo na resisténcia vascular portal,
identificando mais uma vez a inter-comunicacéo entre os leitos vasculares
hepaticos. A administragdo intraportal desses agonistas resultoy em aumento
significativo da resisténcia ao fluxo portal, como observado com a administracéo
intra-arterial desses compostos. N3o foram observadas alteragbes na
resisténcia arterial nessas condigbes. FARO et al. (1995), dtilizando figado
isclado e perfundido de c5o, concluiu que existe um predominio de receptores
ETa no leito arterial. Dessa maneira, os achados deste trabalho estdo em
concordancia.

O tratamento da preparagdoc com indometacinag (inibidor da

cicloxigenase) e L-NAME (inibidor da 6xido nitrico sintase) nao afetou as
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respostas obtidas pela administragcéo de IRL-1620. Apés o tratamento alcodlico,
as respostas portais a este agonista apresentaram-se diminuidas
significativamente. Tal fato se repetiu ao se infundir concomitantemente
indometacina, atestando gue o etano! € capaz de alterar significativamente as
respostas mediadas por receptores ETs e que os ecosandides ndo estariam
envolvidos neste processo. Entretanto, a perfuséo da preparac&o com L-NAME
restaurou sua capacidade de produzir vasoconstrigdo em resposta aos
agonistas destes receptores (ETg). Isso sugere que o Oxido nitrico estaria
envolvido na modulagdo da resposta vascular portal aos agonistas de
receptores ETg apds o tratamento alcodlico agudo.

Em contraste, observactes feitas em figado isolado de ratos indicam que
a infusdo de etanol aumenta a pressdo portal de forma concentracao-
dependente. Este quadro de hipertenséo portal é decorrente de vascconstricdo
hepética e pode ser revertido pelo nitroprussiato de sédio (HIJIOKA ef a/ 1991).
Este autor afirma que, em concentragfes superiores a 25 mM, o etanol
determina aumento significativo da pressdo portal. Em presenga de um
anticorpo anti-ET-1, 0 aumento da presséo portal € significativamente menor,
indicando que o efeito vasoconstritor do etanol no figado de ratos € mediado

predominantemente pela liberacdo de ET-1 (OSHITA ef a/.,1993, 1994).

As respostas vasculares hepaticas através da ativagcdo de receptores de
endotelina em figados perfundidos com etanol foram distintas tanto no leito
arterial, apresentando vasoconstricac dose-dependente, seguindo as

observagbes concernentes a forma e dura¢ao das respostas feitas por FARO ef

51.;;
e,
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al (1995), quanto portal, € especificamente foi relacionado ao subtipo (ETg) de
receptor envolvido. Tais achados se adaptam aos de MORELAND et a/ (1994),
que demonstrou a existéncia de uma distribuigdo maior de receptores ETs em

leitos de baixa pressdo e ET,em leitos de alta presséo.

N&o se observaram alteragdes nas respostas do leito arterial e portal
quando da utilizacgo de endotelina-1, um agonista com propriedades ETAJ/ETs
mistas, em preparagdes tratadas com etanol. Porém, as respostas do leito
portal propiciadas pelo agonista IRL-1620 (ETg agonista) apresentaram-se
reduzidas apds perfuséo com etanol sendo esta continua (25mM) ou néo
continua (100mM), ndo sendo alterada suas respostas do leito arterial. Esses
resultados sugerem que receptores ETs, mas néo receptores ETa, sdo afetados
através da perfuséo com etancl alterando assim a variacao da resisténcia
vascular portal. As diferentes respostas observadas pela administracédo dos
diferentes agonistas de endotelina deve-se a habilidade da endotelina-1 em
aumentar resisténcia vascular portal por uma ativagéo preferencial sobre
receptores ETa sobre a ativag@o receptores de ETg no leito vascular portal do
figado canino. E notavel a redugéo nas resposta induzidas pelos agonistas IRL-
1620 (agonista seletivo ETs), endotelina-3 e sarafotoxina-c (agonistas
preferencialmente ETs) em preparagdes perfundidas por etanol, seja a

administracéo intra-arterial ou intra-portal.
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Figura 35 - Diversas a¢des do etanol na perfuséo de figado canino isolado

A utilizagdo de um agonista independente de receptores endotelina
(noradrenalina) se fez necessaria. De forma idéntica encontrada por FARO et
al, (1995) as alteragdes nos leitos arterial e portal apresentaram-se dependente
da dose utilizada e permaneceram inaiteradas sugerindo que as mudancas nas
resisténcias vasculares proporcionada por agonistas vasoconstritores
independentes de receptores de endotelina néo séo afetados pela perfusdo com
etano! nem mesmo quando se administrou através de perfusdo constante

indometacina ¢ L-NAME.
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6 - CONCLUSGES

A) A perfuséo do figado canino isolado com etanol reduz a
resisténcia ac fluxo portal, seja na concentragéo de 100 mM por um
periodo de 30 minutes ou quando a perfusdo de etanol é constante na
concentrac@o de 25 mM;

B) A reducéo da resisténcia ao fluxo portal no figado canino
isolado perfundido com etanol ocorre peia liberagcao de oxido nitrico
no leito portal;

C) As respostas vasculares portais induzidas pela ativacéo dos
receptores de endotelina ETg s@0 reduzidas apoés perfusdo hepatica
com etanol.

D) As respostas vasculares portais induzidas pela ativagédo dos
receptores de endotelina ETs s&0 restauradas nas preparacbes

perfundidas com etanol na auséncia do dxido nitrico.
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Ethanol Reduces the Endothelin-B Receptor-Mediated Increase
in Portal Inflow Resistance in the Isolated, Perfused
Canine Liver
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Summary: Fthanol can affect the regulation of liver hemody-
nasnics through the release of vasoactive mediators such as
nitric oxide and endothelins (ETs). The purpose of this study
was to investigate the effects of ethanol on the changes in
arterial and portal perfusion pressure induced by ET receptor
activation. Ethanol significantty reduced portal, but not arterial
perfusion pressure. ET-1 and norepinephrine (used as an ET
receptor-independent vasoconstrictor) induced changes in he-
patic arterial or portal inflow resistance that were not affected

by ethanol treatment. However, an IRL 1620-induced increase
in portal, but not arterial, inflow resistance was significantly
reduced in ethanol-perfused preparations, an effect cbserved
after either intra-anerial or intraportal administration of the
agonist. These results suggest that ethanol can diminish the
responsiveness of the portal vascular bed of the canine liver to
ETg receptor activation. Key Words: Ethanol—Liver blood
flow—Endothelin receptors.

Ethanol is widely consumed by humans and can lead
to severe liver injury (1). Moreover, ethanol can poien-
tially affect the regulation of liver hemodynamics (2).
Endothelin-1 (ET-1} increases canine hepatic arterial
vascular tone through activation of ET, receptors (3),
whereas in the portal vascular bed ET-1 acts via both
ET, and ETy receptors (Ferraz et al.. unpublished ob-
servation) (4). Release of vasoactive mediators, includ-
ing ET-1 and nitric oxide (NQ), after liver perfusion with
ethanol has been reported in rats (2,3). Therefore, the
aims of this study were twofold: 1o investigate the effects
of ethanol on the arterial and portal perfusion pressure of
the canine liver, and to assess the effects of ethancl on
the responsiveness of the hepatic vascnlamre to selective
ET ,/ETy receptor activation.

MATERIALS AND METHODS

Hepatectomy was performed on mongrel dogs (n = 5. both
sexes) as previously described (5). The hepatic artery and the
portal vein were cannulated and connected to the perfusion
system. The liver was perfused with warmed (37°C}), oxygen-
ated (95% O, + 3% CO,) Kzrebs solution by a peristaltic pump,
adjusted to provide basal heptic arerial (HAPP) and portal
(HPPP) perfusion pressures of 2040 mm Hg and 24 mm Hg,
respectively. HAPP and HPPP were recorded continucusly
throughout the experiments wvsing pressure transducers (Ugo
Basile, ltaly) connected to the perfusion system and a two-

channel pen recorder (Ugo Basile). Arterial and portal inflow
vascular resistance (HAVR and HPVR, respectively} were cal-
culated as HAPP or HPPP (mm Hg) divided by the arterial or
portal inflow (ml/min), and expressed as mm Hg/min/ml. The
preparation was allowed to equilibrare for approximaiely 30
min. Changes in HAVR and HPVR after a single intra-arterial
or intraportal bolus injection of ET-1 (40 and 100 pmal) or the
selective ETy receptor agonist IRL 1620 (100-1.000 pmol)
were evaluated before and after 30-min perfusion of the prepa-
ration with 100 mM ethanol. Nonepinephrine (NE, 5-50 nmol)
was used as a control ET receptor-independent agonist.

Drugs

ET-1, IRL 1620, and NE were obtained from Sigma (St.
Louis. MO, U.8.A)). All drugs were dissolved in Krebs solution
(composition in mM: NaCl 118, NaHCQ, 25, KCl1 4.7,
KH,PO, 1.2, MgS8Q, 1.17, CaCl, 2.5, and glucose 5.6). Ftha-
nol was obtained from Grepo Quimica (S&o Paulo, Brazil).

Statistics

The results are presented as the mean + SEM. Comparisen of
means was made using Student’s paired r test or one-way
ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls post hoc
test where appropriate. Differences were considered significant
when p < 0.05.

RESULTS

Under basal (control) conditions, the mean hepatic ar-
terial vascular resistance {HAVR) was 1.87 + 0.24 mm

Address correspondence and reprint requests to Dr. G. de Nucci at Avenida Jesuine Marcondes Machado, 415, 13092-320 Campinas. SP. Brazil.
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TABLE 1. Hepatic arerial vascular responses to intra-arterial administration of endothelin-1 (ET-1), IRL 1620, and

norepinephrine (NE)
ET-1 (pmol) IRL 1620 (pmol) NE (nmel)
40 100 100 400 1.000 5 15 50
Control 03=04 1.1+086 e 0.01 £0.01 0.03+0.02 0.4+03 1.2+0.5 25+08
Ethanol 0.2x01 1511 0=*0 0.02 = 0.01 0.07 = 0.04 1.0+ 0.6 19x1.2 35+15

Results are expressed as changes in arterial vascular inflow resistance {mm Hg/ml/min) before and afier perfusion of both circuirs of the preparation
with 100 mM ethanol.

TABLE 2. Hepariic arterial vascular responses 1o intraportal adminisiration of endothelin-1 (ET-1), IRL 1620 and

norepinephrine (NE)
ET-1 (pmol} IRL 1620 (pmol) NE (nmol)
40 100 100 400 1,000 5 15 50
Conirot 0.02 =0.02 0.04 =0.04 0.06 = 0.06 0.06 £0.06 .09 = 0.06 00 00 0.02=0.018
Ethanol 0=x0 0.03 £0.03 Gz0 0x0 0xD 0+003 0+0.01 0.07£0.05

Results are expressed as changes in arterial vascular inflow resistance (mm Hg/ml/min) before and after perfusion of both circuits of the preparation
with 100 mM ethanol.

TABLE 3. Hepatic portal vascular responses to intraportal administration of endothelin-1 (ET-1) and norepinephrine (NE)}

ET-1 (pmol) NE (nmol}
40 100 5 15 50
Control 002001 .05 +0.01 0001 0.01 +0.02 0.03 +£0.04
Ethanot 0.02 =0.01 0.04 +0.01 0+0.02 0.02 = 0.02 0.01 =0.03

Results are expressed as changes in portal vascular inflow resistance (mm Hg/ml/min) before and after perfusion of both circuits of the preparation
with 100 miM ethancl.

Hg/ml/min and the mean hepatic portal vascular resis-
tance (HPVR) was 0.22 = 0.03 mm Hg/ml/min. Perfu-
sion of the preparation with 100 mM ethanel signifi-
cantly reduced portal (0.15 + 0.02 mm Hg/ml/min; p <
0.01) but not hepatic arterial (1.89 + 0.17 mm Hg/ml/
min) vascular resistance.

Hepatic arterial vascular responses to intra-arterial ad-
ministration of ET-1, IRL 1620, or NE were not affecied
by iiver perfusion with ethanol (Table 1). Similarly, etha-
nol infusion did not affect the hepatic arterial vascular
responses induced by inwaportal injection of ET-1 and
* NE (Table 2). However, ethanol infusion abolished he-
patic arterial vascular responses induced by intraportal
administration of IRL 1620 (Table 2). Portal vascular
responses to intraportal injection of ET-1 or NE were not
modified by ethanol weatment (Table 3), and similar re-
sults were observed after intra-arterial administration of
the agonists (data not shown). However, IRL 1620-
induced changes in portal inflow resistance were signifi-

0.156+

[ =]
-
o
1

HPVR (rrml-lg.ml'1.min)
o
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i
I

0.00- * **

%

I I
0 500 1000
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FIG. 1. Hepatic portal vascular responses to ETg receptor acti-
kation before (sofid symbols) and after (open symbois) 10¢ mM
sthanol parfusion in the canine liver, as measured by changes in
vortal infiow resistance (HPVR). Both intra-arterial (squares) and
ntraportai: {circles) administration of IRL 1620 produced & dose-

gependent increase in HPVR. However, treatment with ethanol
significantly reduced the portal vascular responses to IRL 1620.

psierisks denote significant differences compared to the respec-
ive contrdls (g < 0.05; *"p < 0.01).

cantly reduced in ethanol-perfused livers, an effect ob-
served after either intra-arterial or intraportal administra-
tion of the selective ETy agonist (Fig. 1).

DISCUSSION

Qur results demonstrate that hepatic vascular re-
sponses to ET receptor activation after ethanol perfu-

S Cardimvase Pharmacol™. Val 31 (Suppl. 1) 1998
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"sion were distinct in the arterial and portal circaits and
were specifically related to the receptor subtype in-
volved. There were no changes in the arterial or portal
responses to ET-1, an ET receptor agonist with mixed
-ET ,/ETy properties, in preparations treated with ethanol.
However, IRL 1620-induced portal, but not arterial, re-
sponses were significantly reduced after treatment with
ethanol. These results suggest that the ETg- but not ET , -
"mediated increase in portal vascular resistance 1s affected
by ethanol. The differential responses observed with both
-ET receptor agonists are related to the ability of ET-1 w
angment portal inflow resistance through a preferential
activation of ET, over ETy receptors in the portal vas-
cular bed of the canine liver (Ferraz et al., unpublished
“observation). It is noteworthy that the reductions in IRL
1620-induced responses in ethanol-perfused preparations
were obtained after either intra-arterial or intraportal ad-
ministration of the selective ETg receptor agonist, further
confirming the effecis of ethanol on ETg-mediated
events. NE-induced changes in hepatic arterial and portal
vascular resistance were unaltered, suggesting that ET-
independent vasoconstriction is not affected by ethanol.
In conclusion, our results indicate that ethanol can
potentially reduce ETg-mediated vascular responses in
the canine liver and therefore alter the regulation of liver

J Cardiovase Pharmacol™, Vol 3f (Suppl. 1). 1998

hemodynamics. Whether the reduction induced by etha-

" nol perfusion in the portal perfusion pressure of the ca-

nine liver reflects endogenous activation of the ETj re-
ceptor remains to be investigated,
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Abstract

Endothelins are endothelial-desived vasoactive medmators with potent effects in many
vascular terntories through activation of endothelin ET, and ET} receptors. In this
study, we characterized the endothelin receptor population in the hepatic portal
circulation using selective agonists and antagonists. In the 1solated perfused canine liver,
mtraportal injection of both endothelin-1 (40-400 pmol) and IRL 1620 (100-1000 pmol)
elevated portal vascular resistance 1z a dose-dependent fashion; they were equipotent m
their effects, despite portal responses to endothelin-1 being prolonged compared to IRL
1620. Endotheln-1 and IRL 1620 caused significant elevations in portal vascular
resistance also when injected into the hepatic artery. Endothelin-1- or IRL 1620-mduced
mcrease in portal vascular resistance was significantly antagonized by treatment with FR
139317 (0.3 pM) and BQ-788 (0.3 pM), respectvely. In addition, endothelin-1-, but not
IRL 1620-mediated vascular effects were augmented in preparations treated with N°-
mitro-L-2epinine methyl ester (L-NAME, 10 puM) and indomethacin (5.6 pM). We
conclude that the canine hepatic portal bed has a mixed population of endothelin ET,
and ETj receptors which, when activated, both ekcit portal vasoconstricton. In
addition, only the portal endothelin ET), receptor-mediated response was potentiated by
nitric oxide synthase and cyclooxygenase inhibition. These observations may reflect a
different population of cell types accessible from the hepatic portal inflow compared to

the artenal inflow.

Key words: endothelin-1, nitnic oxide, portal blood flow, portal hypertension, endothelin

receptor antagonists
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1. Introduction

Endothelin-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 (Inscue et al, 1989; Ara et al, 1990). Intravenous
administration of endothelin-1 produces marked, long-lasting, vasoconstrictor
responses in most vascular termtores, effects mediated by activation of both
endothelin ETa and ETs receptors (Inouve et al., 1989; Okumura et al, 1994). In
addition, a bref initial vasodilator phase may be observed preceding the
vasoconstracton (Withangton et al., 1989); a response due to endothelin ETs
receptor stmulation (Warmner et al,, 1993). Therefore, the vascular responses to
endothelin-1 are determined by the relative distribution of endothelin receptor
subtypes present at any particular vascular site. Cleady, it is important to
characterize endothelin receptors in any vascular territory to elucidate the
predominant local mechanisms controlling inflow and to assess any potential

therapeutic intervention.

Previously, we (Withrngton et al., 1989) have demonstrated the potent
endothelin-1-induced vascular responses of the two canine hepatic inflow circuits,
portal and arterial, and subsequently (Faro et al., 1995), using selective endothelin
ETas and ETs receptor agonists and antagonists, have demonstrated the
predominant endothelin ETa receptor population in the hepatc arteral

vasculature.

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

mflow resistance. The objective of the present study was to evaluate the
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endothelin receptor population of the canine hepatic portal vascular bed using
selective pharmacological probes, such as endothelin ETa and ETs receptor
agonists and antagonists. The results reveal a different endothelin 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 observations on the perfused portal bed of the
ssolated rat (Zhang et al, 1997) and rabbit liver (Wang et al,, 1997) since, in the
present experiments in the canine liver, the arteral inflow was intact, and agonists
could be delivered mto the hepatic arterial system, with concomitant observation

of changes in the hepatic portal vascular bed.

In addition, by using inhibitors of nitric oxide synthase and
cyclooxygenase, we have evaluated the contrdbution of nitrc oxide and
prostaglandin release to the portal vascular responses following activation of
portal endothelin receptors to indicate the contribution of these vasoactive

mediators to the control of hepatic portal inflow resistance by endothelin.
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2. Material and Methods
2.1  Liver perfusion

Experments were performed on Mongrel 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 iv.), a
midhine laparotomy was performed and the hepatc artery and portal vein were
isolated and the liver cleared of conmecting tissues. Ardificial respiration was
supplied and 2 midline thoracotomy performed. Intravenous heparin (5,000
[U/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%
COz) Krebs solution, as previously described (Faro et al, 1995). 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
pedstaltic pump, adjusted to provide a portal pressure of 2-4 mmIg. Once set,
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 artedal and portal perfusion
pressures were measured with stramn gauge transducers (PRC 21/3, Ugo Basile)
connected to the arteral and portal perfusion circuits, respectively, and were
recorded continuously throughout the experiments using 2 multi-channel recorder

(Ugo Basile). Hepatic portal inflow vascular resistanice was calculated as the portal
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perfusion pressure (mmHg) divided by portal vein inflow (ml/min). Changes in
portal inflow resistance following administration of test agonists were evaluated as

absolute changes in resistance from the control to the maximum response to the
Agonists.
2.2  Experimmental protocols

2.2.1  Agonists. Noradrenahne was wused as an endothelin receptor-
independent vasoconstrictor, whilst both endothelin-1, endothelin-3 {endothelin
ETA/ETs receptor agounists) and IRL 1620 (selective endothelin ETp receptor
agonist) were used to determine the endothelin receptor population in the portal
vascular bed, and the consequences of their activation. Noradrenaline (5-50
nmol), endothelin-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 arterial and portal perfusion pressure were
recorded continuously and the portal inflow resistance was calculated. At least
five experiments were performed for each agonist, and dose-response curves were
constructed. A higher concentration of each agonist was used following the
retumn of the perfusion pressure to levels found on baseline. Since the duration of
endothelin-1-induced mcrease in portal perfusion pressure was prolonged, only
two agomists were tested in each expenment (noradrenaline followed by
endothelin-1 or IRL 1620). To assess changes in portal vascular resistance to
clevated arterial levels of endothelin agonists, endothelin-1, endothelin-3, IRL

1620 and noradrenaline were administered mto the hepatic artery alone, and
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changes in both hepatic arterial vascular resistance and portal vascular resistance

evaluated.

The repsoducibility of the portal vascular responses to endothelin receptor
agonists over time was tested performing repeated intra-portal administration of
endothelin-1 and IRL 1620. Three sets of dose-response curves were constructed,
each one consisting of administration of endothelin-1 (40-400 pmol) followed by
administration of IRL 1620 {100-1000 pmol). The agonists were administered in
increasing concentrations as described above. The duration of each experiment
(approximately 8 h) was estimated to be similar to the expenments using
endothelin receptor antagonists described below.  Five experiments were
performed, with a total of three sets of dose-response curves to both agonists in
each preparation. The effects of repeated intra-arterial administration of IRL 1620
(100-1000 pmol) on portal inflow resistance was also investigated in order to
assess if elevated arterial levels of endothelin ETy agonists were indeed capable of

increasing portal inflow resistance.

2.2.2  Endothelin antagonists. Control portal vascular responses to the agonists
noradrenaline, endothelin-1 and IRL 1620 were assessed before infusion of either
of the selective endothelin receptor antagonists, FR 139317 and BQ-788
(Opgenorth, 1995). The vascular responses to these agonists were reevaluated 15
min after the beginning of an intra-portal infusion of either of the endothelin ETx
or ETp receptor antagomists (FR 1399317 and BQ-788, respectively).
Subsequently, the alternafive receptor antagonist was added to the portal

perfusion circuit to produce concomitant endothelin ETa and ETs receptor
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antagonism, and the vascular responses to the agonists tested 15 min after the
beginning of the infusion. At least four experiments were pecformed for each
agonist tested. In a separate set of experiments the sequence of antagonist

administration was reversed.

The responsiveness of the preparation at the end of each experiment was
tested by intra-portal administration of noradrenaline (50 nmol) followed by
administration of endothelin-1 (40 pmol) or IRL 1620 (400 pmol) in the absence

of both antagonists.

2.2.3. Prostaglandin and nitric oxide synthesis inkibitors. The role of
prostaglandins and nitric oxide (NO) on the vascular responses produced by
administration of the three agonists, noradrenaline, endothelin-1 and IRL 1620,
was investigated by continuously perfusing the canine liver (both hepatic artery
and portal vein perfusion lines) with indomethacin and/or NG-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 solation in addition to indomethacin, and
the dose-response cusves to the agonists constructed again. At least five
experiments were performed for each treatment group. In 2 separate set of

experiments, the order of infusion of enzyme inhibitors was reversed.
2.3 Drugs
Noradrenaline, 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



Ferrazetal - %

139317 and BQ-788 were synthesized in house. Sodium pentobarbital (Sagatal)
was obtained from May & Baker (Dagenham, U.K.). Heparin was obtained from
Roche (30 Paulo, SP, Brazil).

Noradrenalin, endothelin-1, endotheln-3, IL-NAME and indomethacin
were dissolved in Krebs solution prior to injection. The composttion of the
Krebs solution was (mM): NaCl 118, NaHCO; 25, KCi 4.7, KH2PO4 1.2, MgSO4
1.17, CaCl; 2.5 and glucose 5.6. FR 139317 (stock solution of 150 pM) was
dissolved 11 1 N NaOH and the pH corrected to 7.4. Drugs were administered by
cither continuous infusion into both hepatic artery and/or portal vein lines (L-
NAME and/or indomethacin, and endothelin receptor antagonists), or bolus
injection directly into the portal inflow line {endothelin receptor agonists and
noradrenaline). Bolus 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 mlL

2.4  Statistical analysis

Results are expressed as mean + S EM. Compadson of means were made
using one-way analysis of vanance (ANOVA}) followed by the Student-Newman-

Keuls post test. Differences were considered significant when p<0.05.
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3. Results

3.1.7  Portal vascular responses to intraportal endothelin-1, IRL 1620 and noradrenaline.

Under control conditions, the mean hepatic arterial perfusion pressure was
29.0 £ 2.6 mmkHg, and the mean portal perfusion pressure was 3.6 = 0.4 mmHg,
Hepatic arterial inflow reststance was 1.24 + 0.06 mmHg.ml-!.min, while portal
mflow resistance was 0.12 £ 0.01 mmHg.mlt.min. This ratio of hepatic arterial to

hepatic portal inflow resistance of 10 1s similar to that reported previously in the

dog (Richardson and Withrington, 1978).

Intraportal administration of noradrenaline (5-30 nmol), endothelin-1 (40 -
400 pmol) and IRL 1620 (100-1000 pmol) resulted in dose-dependent increases in
portal perfusion pressure (Fig. 1). The time course of the portal responses of the
three agonists was different, the responses to endothelin-1 being long-lasting
relative to the responses to noradrenaline and IRL 1620 (Fig. 1). Typically, the
duration of responses to the higher dose (400 pmol) of endothelin-1 was 60 min,
while TR 1620-induced responses (1000 pmol) lasted approximately 30 min. At
constant portal inflow, these changes in portal pressure reflect an increase in
portal inflow resistance, Over the molar dose range nvestigated, the two agonists,
endothelin-1 2nd IRL 1620, were equipotent in elevating hepatic portal vascular
resistance (Fig. 2).
3.1.2  Portal responses to intra-arterial administration of endothelin-1, endothelin-3 and IRL
1620. All three agonists mcreased hepatic arterial inflow resistance and, in

addition, caused simultaneous mcreases . portal vascular resistance (Fig. 3).

Differential changes in the hepatic inflow vascular resistance were particularly
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marked for the intra-arterial admimnistration of the selective endothelin ETs
receptor agonist, IRL 1620, and the predominant endothelin ETp receptor
agomist, endothelin-3, since substantal increases in portal vascular resistance
occurred accompanied by very small changes in the arterial circuit, reflecting the

different endothelin receptor profie of the two hepatic inflow channels.

3.1.3  Portal responses to repeated administration of endothelin receptor agonists. Repeated
intraportal administration of both endothelin-1 and IRL 1620 produced a
reproducible increase in portal inflow resistance over time (Table 1). The mean
duration of each experiment was approximately 8 hours and endothelin-1- and
IRL 1620-induced augmentation of portal inflow resistance was preserved,
indicating that the preparation was indeed capable of responding to specific
endothelin receptor activation at the end of the experiment. Moreover, the portal
vascular responses to endothelin ETg receptor activation was not affected by
repeated intra-arterial administration of IRL 1620, further suggesting that the

responsiveness of the preparation to the agonists was maintained (Table 1).

3.2 Effects of selective endothelin receptor antagonists.  Portal vasoconstrictor
responses to intraportal injection of endothelin-1, IRL. 1620 and noradrenaline

were determined before and durng the intraportal infusion of the selective
endothelin ETa receptor antagonist, FR 139317 (0.3 uM), and/or the selective
endothelin ETg receptor antagonist, BQ-788 (0.3 pM). At the doses used, neither
FR 139317 nor BQ-788 affected the basal portal vascular resistance when added

to the perfusion medium. The portal vascular responses to all intraportal doses of

endothelin-1 were significantly reduced during the infusion of FR 139317 (Fig.
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4a). Addition of BQ-788 to the perfusion solution medium further diminished the

portal responses to endothelin-1, although this reduction in portal response was

not significantly different from the responses obtained dudng FR 139317 infusion
alone (Fig. 4a). Administration of BQ-788 pror to FR 139317 slightly reduced
the responses to endothelin-1 (Fig. 4b). However, subsequent addiion of FR
139317 resulted in sigmificant reduction in portal mnflow resistance changes
following injection of endothelin-1 (Fig. 4b). These observations indicate that
endothelin ETa receptors predominantly mediate the portal vascular responses to
endothelin-1 1 the 1solated perfused canine liver.

The portal vascular responses to intraportal IRL 1620 were almost
completely abolished by treatment wath BQ-788 (0.3 uM, Fig. 52). Concomitant
addition of FR 139317 (0.3 uM) to the perfusion medium further reduced the

portal vasoconstrictor tesponse to the highest dose of IRL. 1620 (P<0.05, Fig. 5a).

Treatment with FR 139317 alone did not significantly affect the vascular

responses to IRL 1620 (Fig. 5b). However, subsequent addition of BQ-788

together with FR 139317 sigmficantly (P<0.01) reduced the mncrease in portal

nflow resistance following injection of the selective endothelin ETp receptor

agonist (Fig. 5b).

Perfusion of the preparation with FR 139317, BQ-788 or combination of

both did not modify the portal vascular responses to noradrenaline (50 nmol);

data not shown. Noradrenaline-, ET-1- and IRL 1620-induced increase in portal

inflow resistance at the end of the expenments was mamntamed (data not shown).
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3.3 Effuts of cychoxygenase and NO synihase inhibition. Continuous intraportal and
intra-arterial perfusion with L-NAME did not significantly affect basal portal
inflow resistance (0.15 + 0.02 mmHg.ml'.min). Although the perfusion of both
hepatic inflow circuits with indomethacin increased basal portal inflow resistance

(0.5 £ 0.3 mmHg.ml-.min), it did not reach statistical significance.

Under control conditions, intraportal administration of endothelin-1, IRL
1620 and noradrenaline resulted in dose-dependent increases in portal inflow

resistance (Fig. 6a, b and c).

3.3.1 Indomethacin. Indomethacin treatment (5.6 uM) alone significantly (P<0.03)
augmented portal inflow resistance changes in response to the higher doses of
intraportal endothelin-1 and noradrenaline (Fig. 6a and 6¢). In contrast, the portal
vascular response to any dose of IRL 1620 was not affected significantly by

indomethacin treatment (Figure 6b).

332 I-NAME. Intraportal and intra-arterial perfusion with the NO synthase
inhibitor L-NAME alone significantly (P<0.05) potentiated the increase in hepatic
portal vascular resistance due to both intraportal endothelin-1 and noradrenaline
injection (Fig. 6a and 6¢), but not the response following the administration of

IRL 1620 (Fig. 6b).

3.3.3 1-NAME and indomethacin. Combined NO synthase and cyclooxygenase
inhibition with L-NAME and indomethacin significantly increased the portal
responses to both intraportal endothelin-1 (Fig. 6a) and noradrenaline (Fig. 6c).
The addition of indomethacin to L-NAME significantly increased the portal

response to endothelin-1 above that response obtained to L-NAME alone (Fig.
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6a). In contrast, the portal response to IRL 1620 was not significantly changed by
infusion of neither indomethacin or L-NAME alone nor the combination of both

L-NAME and indomethacin (Fig. 6b).
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q, Discussion

The response of any vascular bed to endothelin agonists depends upon the
distribution of endothelin ETa and ETg receptors and the intrinsic efficacy of the
agonists. In the present experiments 1n the isolated perfused canine liver, the use
of selective, and mixed, endothelin agonists has revealed the presence of both
endothelin ET4 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
endothelin ETs (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 hiver, endothelin ETa receptor antagonism exerted no significant
effects on whole organ haemodynamic changes to endothelin-1 and, furthermore,
endothelin ETp receptor antagonism significantly mhibited the increase in portal
pressure accompanying endothelin-1 mfusion. In contrast, Zhang et al. (1997)
and Wang et al. (1997), using a rat and rabbit liver model, respectively, found that
neither endotheln ETa nor ETs receptor antagonism completely inhibited the
portal response of endothelin-1; however the two antagonists together did. The
discrepancy between these sets of observations may ke in the use of antagonists of

different selectivity and stability.

Our observations in the camine hepatic portal circuit are in contrast to
previous studies (Faro et al, 1995) i the canine arterial system where a

distrbution of endothelin ETa receptors only could be demonstrated, since the



Ferrazetal - 16

selective endothelin ETp receptor agonist, IRL 1620, “failed to affect the hepatic
arterial vascular resistance even at the highest dose used (1.2 amol)”, indicating a
total absence of endothelin ETp receptors. In addition we have demonstrated that
the endothelin ETa and ETs receptors situated within the portal inflow circuat,
and potentially zble to alter portal mflow haemodynamics, can be activated by
agonists not only in the portal inflow but also by access from the artedal inflow.
Wang et al. (1997) suggested that endothelin-1-induced increase in portal vascular
resistance is dependent upon contraction of the portal vein directly, without major
effects on intrahepatic regulation of portal flow. In the present experiments, a
selective endothelin ETs agonist (IRL 1620; Takai et al., 1992) and endothelin-3,
when administered mtra-artenally, caused marked increases in the hepatic portal
vascular resistance without significant changes in arteral inflow. Such arterial-
portal interactions have been described previously in the dog (Richardson and
Withongton, 1978) and confirmed in other species. Therefore, total liver blood
flow and its differential distribution between hepatic artedal and portal
compartments may be determined by the activity of both endothelin ETa and
ETp receptors as the results of local and systemic release of the appropdate

endothelin agonists.

The functional implicatons of these arteral-portal interactions is
substantial since it proposes that elevated systemic arterial levels of endothelin
ETs receptor agonists such as endothelin-1 and endothelin-3 may increase hepatic
portal vascular resistance without necessarily entering the liver in the portal inflow.
Elevated systemic levels of partial endothelin ETg receptor agonists (endothelin-

1/endothelin-3) have been reported inn various diseases states associated with liver
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disfunction and/or portal hypertension. Moller et al. (1995) described that hepatic
venous and femoral artenal levels of endothelin-1 and endothelin-3 were
significantly higher in cirrhosis and that compared with normal there was elevated
hepato-splanchnic release of endothelin-1 and endothelin-3. Cleady, some
components of the disordered hepatic haemodynamics seen in clinical situations
could dse from elevated systemic levels of endothelin ETs receptor agomists

provoking reduced hepatic portal perfusion.

In the present study the portal vasoconstrictor responses to endothelin
ET4 receptor activation were modified by concomitant NO and etcosanoid release
{de Nucci et al., 1988) since inhibitors of the enzymes nitric oxide synthase (1-
NAME) and cyclooxygenase (indomethacin) significantly potentiated the increase
in portal resistance caused by administration of endothelin-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 syathesis and release within the liver. This potentiation
following cyclooxygenase and nitric oxide synthase inhibition was not apparent for
the portal vascular response to endothelin ETp receptor activation by the agonist
IRL-1620. This may reflect the spatial location of the endothelin ETs receptor
sites within the liver and their vicinity to endothelial sources of NO and
prostacyclin. Recent studies have examined the distabution of endothelin ETa
and ETg receptors among the cell population of the liver (Housset ez 2/, 1993) and
revealed that the greatest density of endothelin ETw receptors resides on the

persmusoidal hpocytes (Ito or stellate cells), which upon activation, have
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structural features similar to smooth muscle cells. Moreover, isolated lipocytes
from both normal rat liver (Rockey, 1995) and a model of hepatic fibrosis (Rockey
and Weisiger, 1996) contract in response to addition of endothelin-1 and the
selective endothelin ETp receptor agonist, sarafotoxin 6¢c. These cells may
therefore potentially influence portal haemodynamics by mechanical restriction,
consequently increasing the resistance of the low pressure system of portal inflow

channeis.

In conclusion, our studies using the canine liver perfusion indicate that
endothelin ETa receptors modulate the hepatic arterial resistance whilst both

eadothelin ETa and ETs receptors can influence portal inflow resistance.
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6. Table

Table 1;  Changes in portal inflow resistance (mean # s.e.m., results expressed as

mmHg.ml-t.min) following repeated administration of endothelin
receptor agomists. Each set consists of complete dose-response curves

to both endothelin-1 and IRL 1620, constructed consecutively.

Agonist (pmol)

Intraporial ET-1

40 0.014 * 0.009 0.006 £ 0.002 0.016 £ 0.009
100 0.022 £+ 0.007 0.016 £ 0.004 0.012 + 0.004
400 0.040 + 0.013 0.038 + 0.011 0.036 +£0.011
Intra-arterial IRL. 1620

100 0.006 + 0.006 0.010 + 0.003 0.012 + 0.008
400 0.030 + 0.015 0.036 + 0.012 0.035 +0.019
1000 0.066 + 0.031 0.056 + 0.022 0.054 £ 0.032
Intraportal IRL. 1620

100 0.016 £ 0.006 0.012 + 0.002 0.017 £ 0.012
400 0.034 + 0.011 0.038 £ 0.008 0.040 £+ 0.019

1000 0.060 * 0.013 0.063 + 0.013 0.040 £ 0.016
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7. Figure Legends

Frgnre 1:

Fropre 2:

Franure 3:

Fioure 4:

Canine liver perfusion tracing illustrating the portal vascular responses
to intraportal administration of (a) noradrenaline (NA), (b) IRL 1620
and {c) endotile]in-l (ET-1).

Effects of intraportal administration of endothekin-1 (solid circles) and
IRL 1620 (open circles) on portal vascular resistance, expressed as
absolute changes {(mmHgmllmin). Both peptides significantly
(P<0.05) increased portal vascular resistance i a dose-dependent
manner.

Simnultaneous changes in hepatic (a) artemal and (b) portal mflow
resistance to the intra-arterial administration of endothelin agonists,
endothelin-1 (sohd circles), endothelin-3 (open squares) and IRL 1620
(open ctrcles). The difference int receptor population of the two liver
inflow circuits is demonstrated.

(@) Increase in hepatic inflow resistance to intraportal endothelin-1
(ET-1) before (open circles), during endothelin ETs receptor
antagonism alone (open squares, FR 139317) and both endothelin ETa
and ETp receptor antagonism (solid squares, FR 139317 plus BQ-788).
(b) Increase in hepatic inflow resistance to intraportal endotheln-1
before (open circles), during endothelin ETp receptor antagonism alone
(open squares, BQ-788) and both endothelin ETy and ETa receptor
antagonism (solid squares, BQ-788 plus FR 139317). Asterisks denote

significant difference from control (*P<0.05).
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Fioure 6:
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(a) Increase in hepatic inflow resistance to intraportal IRL 1620 before
{open circles), during endothelin ETp receptor antagonism alonte {open
squares, BQ-788) and both endothelin ETs and ETa receptor
antagonism (sohd squares, BQ-788 plus FR 139317). (b) Increase in
hepatic inflow resistance to intraportal IRL 1620 before (open circles),
during endothelin ET, receptor antagonism alone (open squares, FR
139317) and both endothelin ETa and ETs receptor antagomism (solid
squares, FR 139317 plus BQ-788). Astedsks denote significant
difference from control (*P<0.05).

Increases in hepatic portal vascular resistance in response to intraportal
injection of (a) endothelin-1, (b) IRL 1620, and (c) noradrenaline under
control conditions (open circles), during infusion of indomethacin
(solid circles), 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/or
prostaglandin synthesis by continuous perfusion with indomethacin
(5.6uM), L-NAME (10uM), or both L-NAME plus indomethacin
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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