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1 - INTRODUCAO

Além de atuarem como barreira entre o sangue ¢ a musculatura lisa vascular
subjacente ¢ de estarem envolvidas na deflagracio dos mecanismos de coagulagdo
sangiiinea (Esmon, 1987), as células endoteliais sdo responsdveis pela sintese e degradagdo
de vdrias substincias sangiiineas biologicamente ativas presentes no plasma (Vane et al.,
1987; Jaffe, 1987). Algumas substincias produzidas pelo endotélio sio importantes
moduladores do tonus vascular, como a prostaciclina (Moncada et al., 1976) e o "fator
relaxante derivado do endotélio” (Furchgott & Zawadski, 1980), identificado mais tarde
como sendo o 6xido nitrico (Palmer ez al., 1987). A prostaciclina, que é formadala partir
do dcido araquiddnico pela via da cicloxigenase, relaxa a musculatura lisa vascular e inibe
a agregacdo plaquetdria por ativa¢do da adenilato ciclase e formagio de AMPc. Por sua
vez, o G6xido nitrico, que € sintetizado a partir da L-arginina por a¢do de uma 6xido
nitrico-sintetase, também causa esses mesmos efeitos da prostaciclina por ativagio da
guanilato ciclase e formag¢ao de GMPc. A producdo de ambas as substincias pelo endotélio
pode ser estimulada por diversos agentes incluindo acetilcolina, histamina, bradicinina,
trombina, dcido araquidonico, vdrias citocinas, hipdxia ou estiramento (para uma revisio
ver Marin & Sdnchez-Ferrer, 1990).

As células endoteliais sintetizam ainda pelo menos dois compostos
vasoconstritores. Um deles € um prostanéide, possivelmente a tromboxano A,, pois sua
sintese é bloqueada por inibidores da cicloxigenase (Masaki et al., 1992). Entretanto,
O’Brien & McMurtry (1984) detectaram uﬁ "fator vasoconstritor dependente do
endotélio” no sobrenadante de cultura de células endoteliais arteriais que contraia de

forma persistente a artéria pulmonar de bovinos. O efeito dependia de cdlcio extracelular,
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mas ndo era afetado por antagonistas de receptores para vasoconstritores conhecidos ou
por inibidores da cicloxigenase ou lipoxigenase. Porém, a atividade do fator foi atenuada
pela tripsina, sugerindo que tivesse uma estrutura peptidica (Hickey ez al., 1985; Gillespie
et al., 1986). |

De fato, Yanagisawa et al. (1988) isolaram, do sobrenadante de cultura de células
endoteliais de aorta de suino, um peptideo com potente atividade constritora em diversos
vasos isolados e hipertensiva em ratos anestesiados, ao qual chamaram de endotelina. A
contragao prolongada induzida pela endotelina em tiras de artéria corondria suina ndo foi
bloqueada por fentolamina, difenidramina, metisergida, indometacina, dcido
nordiidroguaiarético ou por lavagens sucessivas da preparacdo, mas foi revertida pelo
isoproterenol. A seqiienciacdo de aminodcidos da endotelina revelou a presenca de 21
residuos e a presenca de duas pontes dissulfeto entre os residuos de cisteina (Cys'-Cys"
e Cys’-Cys'").

Subseqiientemente, Inoue et al. (1989) demonstraram que o genoma de mamiferos
contém 3 genes codificando 3 isopeptideos distintos da endotelina. Assim, a endotelina
foi renomeada endotelina-1 e os 2 peptideos adicionais foram chamados de endotelina-2
e endotelina-3. Apesar da grande homologia estrutural entre as 3 endotelinas e da
conservacdo estrutural de cada uma em diferentes espécies, uma quarta endotelina
encontrada no intestino de camundongos chamada "peptideo intestinal vasoconstritor”
(VIC) ou endotelina-B (Saida et al., 1989), acabou revelando-se como a variante da
endotelina-2' encontrada em camundongos e ratos (Bloch et al., 1991). A familia das
endotelinas apresenta, ainda, grande homologia estrutural (50-70%) com as sarafotoxinas
S6a, S6b, S6¢c, ¢ S6d, peptideos cardiotéxicos presentes no veneno da se@ente

Atractaspis engaddensis (Kloog et al., 1988; Bdolah et al., 1989).
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- A andlise estrutural da endotelina-1 por ressonincia magnética revela uma
conformagio helicoidal entre os aminodcidos 1 a 15,_ tornando a porgdo N-terminal
hidrofilica, enquanto o segmento 16-21 apresenta-se estendido, éonferindo hidrofobicidade
a porcdo C-terminal (Nakajima et al., 1989). Tanto as pontes dissulfeto quanto a regiao
hidrofébica sdo essenciais a atividade bioldgica do peptideo (para revisOes ver Masaki et
al., 1992 e Huggins et al., 1993).

A sintese e liberagdo de endotelina-1 por células endoteliais é estimulada por
diversos agentes, incluindo trombina (Schini ez al. , 1989), adrenalina (Yanagisawa et al.,
1988a,b), o ionéforo de cdlcio A 23187 (Yanagisawa et al., 1988), 12-tetradecanoilforbol-
13-acetato (Inoue et al., 1989), fator de crescimento tumoral-8 (Kurihara ez al., 1989),
interleucina-1 (Casey et al., 1991; Sugiura et al., 1989), interleucina-2 (Miyamori et al.,
1991), interferon- X*(Kanse et al., 1991), endotoxina (Sugiura ez al., 1989), arginina-
vasopressina (Bakris et al., 1991) e oxi-hemoglobina (Cocks et al., 1991). A liberagdo
de endotelina-1 parece envolver sintese de novo do peptideo a partir da expressdo do gene
codificando a pré-pré-endotelina-1, jd que as células endoteliais ndo contém depOésitos
vesiculares de peptideo pré-formado (para uma revisdo ver Battistini ez al., 1993). Além
disso, embora o endotélio vascular sintetize apenas a endotelina-1, lvzirios tecidos
expressam 0 RNAm para a sintese das trés isoformas de endotelina. Os mecanismos que
regulam a sintese das demais isoformas ainda ndo estd bem esclarecido.

A pré-pré-endotelina-1 é clivada entre os residuos Lys”-Arg™ e Arg’'-Arg” por
endopeptidases especificas para residuos bdsicos, dando origem a big-endotelina-1. A big-
endotelina-1 suina possui 39 aminoicidos, enquanto as isoformas humanas da big-
endotelina-1 e big-endotelina-2 possuem 38 e 37 aminodcidos, respectivamente, ao

contrdrio da big-endotelina-3 que possui 41. A big-endotelina-1 e big-endotelina-2 sdo
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clivadas entre Trp*'-Val** por uma "enzima conversora de endotelina”, enquanto que a big-
endotelina-3 é clivada entre Trp*'-1le” (Yanagisawa et al., 1988; Inoue et al., 1989). A
ac¢io enzimdtica da enzima conversora de endotelina € bloqueada por fosforamidon, tiorfan
e 1,10-fenantrolina (Sawamura et al., 1991; McMahon et dl., 1991; Fukuroda et al.,
1990; Matsumura et al., 1990), mas ndo por aspartato-, serina- ou cisteina—proteaseé
(Rubanyi & Botelho, 1991). A enzima conversora de endotelina sensivel ao fosforamidon
aparenta ser mais seletiva a big-endotelina-1 do que a big-endotelina-3 (Opgenorth et al. ,
1992; Télémaque & D’Orléans-Juste, 1991; Warner et al., 1992).

Apesar do nome dado a familia, as endotelinas sdo sintetizadas por diversos tipos
de células, além do endotélio. Esses peptideos ocorrem na musculatura lisa vascular e nao-
vascular, fibroblastos, leucdcitos, células epiteliais dos tratos respiratério, gastrintestinal,
urogenital e renal, hipéfise e vdrias dreas do sistema nervoso central (para revisdes ver
Masaki et al., 1992; Sakurai et al., 1992). A formacgao de endotelina-1 € particularmente
pronunciada em células tumorais de pulmao, célon, figado e cérvix humanos (Suzuki ez
al., 1989). De Nucci et al. (1988) verificaram que mais de 60% da endotelina-1 circulante
€ removida péla cifculagio pulmonar de rato ou cobaia em uma dnica passagém, tanto in
vitro quanto' in vivo. Desta forma, a endotelina-1 de origem endotelial parece constituir
mais um mediador de atuagdo pardcrina local do que um horménio ou fator circulante.
Possivelmente, as endoteljnas produzidas por outros tipos de células também exercem
fungoes locais (Simonson, 1993).

Sitios ligantes de alta afinidade para endotelina-1 foram demonstrados, através de
técnicas autoradiogrificas ou de "binding”, em diversos tecidos ou 6rgios, incluindo o
coracio, rim, pulmdo, vasos sangiiineos, bago, glandula adrenal, olho, trato gastrintestinal

e cérebro, entre outros (Koseki er al., 1989; Jones et al., 1989; Masaki ez al., 1992;
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Haynes & Webb, 1993). A associagdio das endotelinas a tais sitios parece ser muito
especifica, pois a ligacao de ['”I]endotelina-1 a fragmentos das membranas miocdrdicas
de rato € inibida por endotelina-1 ou sarafotoxina S6b, mas ndo por vdrias outras drogas
(Bay K 8644, nicardipina, diltiazem, prenilamina, NiCl,, w-conotoxina, amilorida,
prazosin, isoprenalina, angiotensina II, [Sar'-Ala‘]-angiotensina II, vasopressina ou
ergotamina) (Gu et al., 1989).

A mera existéncia de trés isoformas de endotelina sugere a existéncia de miltiplos
tipos de receptores para esses peptideos. Diferencas nas respostas funcionais e resultados
obtidos através dos estudos de radioligantes evidenciaram a existéncia de pelo menos trés
receptores especificos para as endotelinas (para revisio ver Huggins et al., 1993). Dois
desses receptores jd foram clonados. O primeiro deles, o receptor ET,, contém 427
aminodcidos e apresenta afinidade muito maior a endotelina-1 e a endotelina—Z? do que a
endotelina-3 (Arai et al., 1990; Hosada et al., 1991; Cyr et al., 1991). O RNAm para o
receptor ET, expressa-se em vdrios tecidos como a aorta, coragio, pulmio, intestino e
cérebro (Sakurai et al. 1992), mas nao em cé€lulas endoteliais (Hosada ez al., 1991). O
segundo receptor clonado € o ET;, que apresenta afinidades semelhantes as trés
endotelinas. O receptor ET, humano apresenta 442 aminodcidos e 55 %ch homologia com
o receptor ET, (Sakurai et al., 1990; Nakamuta ez al., 1991; Ogawa et al., 1991), e 0
RNAm que o codifica expressa-se largamente no sistema nervoso central (cértex cerebral
e cerebelo) e com menor intensidade no pulmao, rim, glindula adrenal, intestino e células
endoteliais (Ogawa et al., 1991; Sakurai et al., 1992). H4 evidéncias funcionais de um
terceiro tipo de receptor, o receptor ET, que apresenta afinidade maior pela endotelina-3
que pela endotelina-1 ¢ pode mediar efeitos desses peptideos em neurdnios, c€lulas da
pituitdria e circulagdo hepdtica (Samson ez al., 1990; Stojilkovic & Catt, 1992; Masaki

et al., 1992). Os receptores ET, e ET; pertencem a superfamilia de receptores da
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rodopsina, apresentando sete dominios hidrofébicos transmembrana, uma longa cadeia
peptidica aminoterminal extracelular e s3o acoplados as proteinas G (Sakamoto et al.,

1993).

Os efeitos mediados por receptores ET, e ET, também podem ser diferenciados
através do emprego de agonistas e antagonistas seletivos para cada um deles. Os primeiros
a fazer uso desse tipo de abordagem foram Maggi ef al. (1989a), que verificaram que o
hexapeptideo C-terminal (16-21) da endotelina-1, um agonista seletivo de receptores ET,,
é um agonista total no bronquio isolado de cobaia, mas ndo contrai a aorta de rato. A
endotelina-1 € ativa em ambas as preparacdes. Qutros agonistas seletivos de receptores
ET, incluem o IRL 1620, a sarafotoxina S6¢c, a [Ala'”'"" ]-endotelina-1 e o BQ-3020
(Yhara et al., 1992a,b; Nakamichi et al., 1992; Aramori et al., 1993; Sakamoto et al.,
1993; para revisio ver Huggins et al., 1993). Infelizmente, ndo hd ainda agonistas
suficientemente seletivos para os receptores ET, (Huggins et al., 1993). Porém, jd foram
descritos diversos antagonistas seletivos do receptor ET,, incluindo o FR 139317, o BQ-
123, 0 BE-18257B e 0 CGS 26343 A (Sogabe et dl. , 1992; Nakamichi ef al., 1992; Ihara
etal., 1991; Bazil et al. , 1992), todos apresentando estrutura peptidica, e 0 composto nao
peptidico 50-235 (Fujimoto et al., 1992). O tnico antagonista seletivo ji descrito para
receptores ET, € o IRL 1038 (Karaki et al., 1993). H4, ainda, alguns antagonistas ndo-
seletivos peptidicos como o PD 142893 (Cody er al., 1992), e pelo menos um n3o-
peptidico, o composto Ro 46-2005 ou "bosentan” (Gray et al., 1993), que é o unico
antagonista ativo por via oral (Clozel et al., 1993).

Yanagisawa et al. (1988) postularam que a endotelina-1 induzia vasoconstri¢ao
por ativacio direta dos canais de cdlcio voltagem- dependentes do tipo "L", pois o efeito

contrdtil era fortemente bloqueado pela nicardipina. Entretanto, varios estudos indicam
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que a ativacdo desses canais nem sempre € necessdria para a manifestagdo dos efeitos das
endotelinas (Auguet et al., 1988; D’Orleans-Juste et al., 1989; Guimaries et al., 1992)
e que, quando ela ocorre, decorre de ativagido indireta (Goto et al., 1989; Silberberg et
al., 1989; para revisdo ver Simonson et al., 1993). Assim, os mecanismos de a¢ao das
endotelinas sio bastante complexos, podendo envolver a ativacdo de miiltiplas enzimas e
canais i0nicos, bem como a liberacdo de virias substincias.

A ativacio de receptores para endotelinas na musculatura lisa vascular estimula
a fosfolipase C a formar inositol trifosfato e diacilglicerol a partir do fosfatidilinositol
bifosfato. A elevacdo dos niveis citosélicos de inositol trifosfato estimula a liberagao de
cdlcio dos depdsitos intracelulares sarcoplasmiticos (Resink et al., 1988; Kasuya et al.,
1989; Rapoport et al., 1990). Por outro lado, a elevagio dos niveis de diacilglicerol ativa
a proteina quinase C (Resink ez al., 1988; Muldoon et al., 1989; Griendling et al., 1989;
Guimaries et al., 1992). A contragdo resultante da formacdo desses dois segundos
mensageiros pode depender da ativagao subsequente de camais de cdlcio voitagem
dependentes do tipo "L" em alguns vasos (Yanagisawa et al., 1988), mas ndo em outros
(D’Orleans-Juste et al., 1989). As endotelinas também estimulam a fosfolipase C em
outros tipos de células, incluindo os neurdnios (Reiser & Donié, 1990), células endoteliais
(Vigne et al., 1990), cé€lulas mesangiais glomerulares (Simonson ez al., 1989), miocdrdio
(Vigne et al., 1989) e miisculos lisos ndo-vasculares (Garcia-Pascual et al., 1993; Henry
et al., 1992). Estudos recentes demonstraram que a endotelina-1 também pode ativar a
fosfolipase D, promovendo a formagao de dcido fosfatidico, a partir da fosfatidilcolina,
e sua posterior convers3ao em diacilglicerol (MacNulty ez al., 1991; Ambar & Sokolovsky,

1993).

Os ions sédio e potdssio também tém sido demonstrados como participantes no
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mecanismo de acdo das endotelinas. O ativador de canais de potdssio ATP-dependentes
cromacalina e a valinomicina, um ion6foro de potdssio, inibem de forma dose-dependente
a atividade vasoconstritora da endotelina-1 (Kim et al., 1989). A endotelina-1, em bﬁixas,
doses (0.1 a 10 nM), potencializa a atividade de canais de potdssio ativados por ions
cdlcio, mas em doses superiores a 10 nM .inipe esses canais de forma irreversivel (Hu et
al., 1991). A estimulagdo dos canais de potdssio dependentes de ATP por cromacalina
em ané€is de veia porta isolada’de rato atenua a atividade vasoconstritora da endotelina-1,
sendo a inibi¢do revertida por glibenclamida (Guimaries et al., 1992). Battistini et al.
(1991), utilizando os andlogos da amilorida 5-(N-etil-N-isopropil) amilorida e 5-(N,N-
hexametileno) amilorida, demonstraram que a atividade constritora da endotelina-1 em
anéis de traquéia e bronquio de suino era reduzida por estes inibidores da bomba de
Na*/H*. Na artéria caudal isolada de rato a endotelina-1 diminui a concentragdo de
AMPc (Yang et al., 1991). Por outro lado, a endotelina-3, em baixas doses, eleva as
concentracoes citosdlicas de GMPc em artéria mesentérica de rato pré-contraida com
metoxamina (Fukuda ez al., 1991). Assim, as endotclinas podem causar seus efeitos
através de miltiplos mecanismos, incluindo ativacio de fosfolipases C e D, influxo de
cdlcio através de camais do tipo "L" e outros, estimulacio da bomba Na'/K* e/ou
modulacdo da atividade da adenilato ciclase ou guanilato ciclase. Ainda, diversos efeitos
das endotelinas sio mediados pela liberagio de outros mediadores, incluindo os
eicosandides e o 6xido nitrico (para revisdo ver Hyslop & De Nucci, 1992). Pulmdes
isolados de rato e/ou cobaia secretam prostaciclina e tromboxano A, quando perfundidos
com endotelina-1 (De Nucci et al., 1988; D’Orleans-Juste et al., 1992). O efeito
broncoconstritor da endotelina-1, in vivo, em cobaias parece ser mediado inteiramente por

tromboxano A,, pois é abolido por inibidores de cicloxigenase (Payne & Whittle, 1988;
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Braquet et al., 1989) e por antagonistas de receptores para tromboxano A, (Schumacher
et al., 1990; Lueddeckens et al., 1993). Por outro lado, a inibigdo da sintese de
eicosandides pela via da cicloxigenase potencia os efeitos vasoconstritores da endotelina-1
no baco e rim de coelho, indicando que a produgdo dessas substincias pode modular as
agoes do peptideo de forma importante (Rae ef al., 1989). Resultados semelhantes foram
obtidos em outros tecidos ou 6rgios (De Nucci ef al., 1988; Miura et al.; 1989; Filep et
al.; 1991; Suzuki et al., 1992). A formagdo de eicosandides em resposta as endotelinas
pode ser mediada por ativagio direta da fosfolipase A,, ou como conseqiiéncia do aumento
de cdlcio citosélico promovido pela estimulagio da fosfolipase C (Reynolds et al., 1989;
Sokolovsky, 1992).

A endotelina-1 e a endotelina-3 também podem estimular a formacdo de 6xido
nitrico pelo endotélio vascular (De Nucci et al., 1988). Nesse sentido, a remogdo do
endotélio ou o bloqueio das a¢des do 6xido nitrico aumentam cdnsideravelmente os efeitos
vasoconstritores desses peptideos no mesentério arterial perfundido de rato, além de
bloquear os seus efeitos vasodilatadores iniciais (Warner et al., 1989; Fukuda et al.,
1990). Inibidores da sintese de Oxido nitrico também potencializam os efeitos
hipertensivos da endotelina-1 in vivo (Gardiner et al., 1990). Convém, ainda, mencionar
que as endotelinas podem estimular a secre¢do de aldosterona por células adrenocorticais
(Morishida et al., 1989) e do peptideo natriurético atrial (Hu et al., 1988a; Schiebinger
& Gomez-Sanchez, 1990), aumentam niveis plasmdticos de corticosterona (Hirai et al.,
1991), renina (Goetz et al., 1988), mas inibem a liberagdo de prolactina (Samson et al.,
1990). A contribuicao dessas a¢des na manifestacao dos efeitos das endotelinas permanece
a ser elucidada.

Entre os multiplos efeitos das endotelinas, talvez o melhor caracterizado seja o
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efeito vasoconstritor. A endotelina-1 € pelo menos 10 vezes mais potente que a
angiotensina II, vasopressina ou o neuropeptideo Y em contrair a artéria corondria de
suino (Yanagisawa et al., 1988). As endotelinas causam ainda contragbes pronunciadas
da quase totalidade dos vasos sangiiineos testados (para revisao ver Masaki ef al., 1992),
embora o efeito seja precedido, em certos casos, por um efeito vasodilatador (Warner et
- i
al., 1989; Withrington et al., 1989). Preparac¢ies vasculares venosas parecem ser até mais -
sensiveis a constri¢io por endotelinas do que as arteriz'lis (De Nucci et al., 1988,
D’Orleans-Juste et al., 1989). Confirmando seus efeitos em vasos isolados, as endotelinas
induzem uma queda transiente da pressao arterial em ratos anestesiados, que € seguida por
efeito hipertensor lextremamente prolongad(; (Yanagisawa e; al., 1988; De Nucci et al.,
1988; Inoue et al., 1989). Embora a hipertensido induzida pelas endotelinas decorra,
principalmente, de um aumento pronunciado da resisténcia periférica, parte desse efeito
pode ser conseqiiéncia de a¢des inotrépicas e cronotrépicas cardiacas (Hu ez al., 1988b;
- Kitayoshi et al., 1989). Os receptores responsdveis pelo efeito vasoconstritor das
endotelinas parecem ser do tipo ET, na maioria dos vasos, mas estudos recentes indicam
que em alguns casos os receptores podem também ser do.tipo ET, (Davenport & Maguire,
1993). A infusdo de endotelina-1 causa profunda diminui¢ao do fluxo sangiiineo renal
(Goetz et al., 1988; Miller ez al., 1989; King et al., 1989; Zimmerman et al., 1990).
Embora diversos estudos tenham evidenciado uma reducdo marcante da filtragao
glomerular pela endotelina-1, os efeitos do peptideo sobre a excregdo renal de sédio sao
pouco claros. Alguns autores observaram um nitido efeito natriurético em rim isolado

(Ferrario et al., 1989; Perico et al., 1990), enquanto outros relataram um decréscimo da

excrecao renal de s6dio pelo peptideo in vivo (Goetz et al., 1988; Miller et al., 1989).
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Os efeitos complexos das endotelinas nas diversas fungoes renais parecem decorrer da
combinacdo de agdes intra- € extra-renais (para revisiao ver Simonson, 1993).

As endotelinas também atuam sobre a musculatura lisa ndo vascular em diversos
orgios dos tratos respiratdrio, geniturindrio e gastrintestinal. Assim, as endotelinas
causam contraciao pronunci;lda do bronquio e traquéia isolados de cobaia, mediada em
parte por ativacio de canais de cdlcio voltagem dependentes do tipo "L" (Maggi er al.,
1988b). O efeito broncoconstritor da endotelina-1 nessa espécie parece depender de modo
importante na liberacdo de tromboxano A, (Payne & Whittle, 1988), mas em outras
espécies, incluindo a humana, essa participacdo ndo € tio importante (para revisio ver
Hay et al., 1993). Os receptores responsdveis por esse efeito parecem ser principalmente
do tipo ET; na cobaia (Hay et al., 1993), mas no rato ambos os receptores ET, e ET,
estao implicados (Henry, 1993).

A endotelina-1, endotelina-3 e sarafotoxina S6¢ contraem tiras de bexiga e anéis
de pelve renal humanas (Maggi et al., 1989c; Maggi et al., 1990). As ordens de poténcias
relativas dos agonistasAsugerem que esses efeitos sejam mediados por receptores ET, e
ET;, respectivamente; mas outros estudos s3o necessdrios para reforcar essa hipoétese.
Ainda, a endotelina-1 também causa contra¢do pronunciada da bexiga e uretra isolada de
coelho, por um mecanismo fortemente dependente de cédlcio extracelular (Garcia-Pascual
et al., 1990). A exemplo do que foi observado em outros tratos, as endotelinas exercem
diversos efeitos nos orgaos genitais. Sakaguchi et al. (1992) identificaram sitios ligantes
para as endotelinas, em ordem de afinidade endotelina-1 = endotelina-2 > > endotelina-3
> > big-endotelina-1, nas células intersticiais e peritubulares midides do testiculo de rato.

A exposicdo de células middes a endotelina-1 determina contra¢gio mediada por ativa¢io
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de fosfolipase C (Filipini et al., 1993). Também no canal deferente, as endotelinas causam
discreta contragdo direta e potenciagdo marcante das respostas neurogénicas simpdticas .
(Télémaque & D’Orleans-Juste, 1991; Rae & Calixto, 1990), sendo esses efeitos mediados
possivelmente por receptores atipicos (Eglezos et al., 1993; Warner et al., 1993a). No
corpo cavernoso isolado de coelho ¢ humano, a endotelina-1 induz potente contragao,
al., 1990). No trato genital feminino, a endotelina-1 e demais peptideos da familia
aumentam o tOnus e a freqii€ncia das contra¢des espontineas do ttero de rata (Bousso-
Mittler ez al., 1989; Calixto & Rae, 1991), possivelmente por ativagdo de receptores ET,
(Rae et al., 1993). Resultados semelhantes foram obtidos no dtero humano nao-gravido
(Word et al., 1990).

Grandes quantidades de endotelina-1 sdo encontradas ao longo do trato
gastrintestinal de rato, incluindo o estdmago, intestino delgado, célon e, em menor grau,
no figado (Matsumoto et al., 1989; Takahashi et al., 1990). O intestino delgado também
contém quantidades abundantes de endotelina-3, mas em outros 6rgaos do trato os teores
do peptideo sao menores (Matsumoto ez al., 1989). O ileo de camundongo sintetiza tanto
VIC (peptideo contracturante intestinal vasoativo) quanto endotelina-1 (Saida er al.,
1989), enquanto o de cobaia sintetiza pelo menos endotelina-1 (MacCumber et al., 1989).
A endotelina-1 e a endotelina-3 também ocorrem no bago e no pancreas (Bloch er al.,
1989). Por outro lado, tanto o estomago quanto o c6lon humano contém endotelina-3 e/ou
endotelina-1 (Inagaki et al., 1991a,b; Saeki et al., 1993), mas a presen¢a de endotelinas
em outros 6rgaos do trato gastrintestinal humano nao foi esclarecida. As endotelinas estdao
presentes nas células principais, parietais € neuroendécrinas do epitélio gistrico de rato

e humano (Saeki et al., 1993). No intestino delgado e célon de rato a maior parte da
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endotelina-1 € encontrada na camada mucosa (Takahashi ez al.,1990), mas no célon
humano, a exemplo do que se observa no estdmago (Saeki et al., 1993), o peptideo ocorre
tanto na mucosa quanto em plexos neuronais (Inagaki er al., 1991a,b).

As endotelinas causam contra¢ao pronunciada em preparagdes de estomago de rato
(De Nucci et al., 1988; Eglen et al., 1989, Spokes et al., 1989; Takahashi et al., 1990;
Fulginiti et al., 1993; Warner et al., 1993a). Esse efeito parece decorrer da ativagao de
um subtipo de receptor ET,, dada a cqilipoténcia entre a endotelina-1 e a sarafotoxina S6c¢
e a resisténcia das contragdes ao blbqucio por BQ-123 ou PD 142893 (Warner et al.,
1993a), e depende fortemente do influxo de ions cdlcio através dos canais do tipo "L",
mas nio da sintese de eicosanéides (Fulginiti ez al. , 1993). Por outro lado, a endotelina-1,
mas nio a endotelina-3, relaxa tiras de musculatura longitudinal ou circular de estomago
de rato pré-contraidas com prostaglandina E,, possivelmente por interacao com receptores
ET, e estimulacdo de canais de potdssio ativados por cdlcio (Fulginiti ef al., 1993). Tais
achados estio de acordo com a demonstragao de sitios de ligacdo caracteristicos de
receptores ET, e ET, no tecido (Takayanagi et al., 1991).

As endotelinas também s3o potentes agentes ulcerogénicos em ratos (Whittle &
Espluges, 1988; MacNaughton ez al., 1989; Wallace ez al., 1989a,b). Entretanto, esse
efeito parece ser mais uma consequéncia do efeito vasoconstritor dessas substincias,
levando a uma menor oxigenacao e remocgao de dcido da mucosa, do que pela contracao
da musculatura lisa nao-vascular (Wallace et al., 1989a,b; Lazaratos et al., 1993a). Hd,
ainda, sinergismo entre os efeitos ulcerogénicos da endotelina-1, do etanol e da
indometacina (MacNaughton er al., 1989; Wallace et al., 1989a,b; Peskar et al., 1992;

Masuda et al., 1993), possivelmente porque esses agentes aumentam a producdo de
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endotelina-1 pela mucosa gdstrica (Kitajima et al., 1993; Masuda ez al., 1992, 1993).

Os efeitos da endotelina-1 no jejuno de coelho sdao semelhantes ao que se verifica
em alguns vasos isolados, compreendendo um relaxamento transiente seguido de contragao
pronunciada (Lembeck et al., 1989). Algumas preparacoes exibem, ainda, uma supressao
da atividade espontinea que coincide com o relaxamento. Ndo se sabe qual o tipo de
receptor envolvido nesses efeitos no coelho, mas o jejuno humano expressa receptores ET,
(Sakamoto et al., 1991). A endotelina-1 também induz contragdo tonica do célon de rato,
possivelmente por estimular a produgdo de eicosandides da via da cicloxigenase e por
mobilizacido de estoques intracelulares de cdlcio (Moummi et al., 1992a). Diferentemente,
a contragdo induzida pelo peptideo na musculatura reto-sigmoidea de coelho depende
também do influxo de cdlcio (Bitar et al., 1992). Em gatos, a endotelina-1 ¢ o VIC
aumentam a liberagdo de VIP pelo célon (Blank ez al., 1991). E interessante ressaltar que,
pelo menos no c6lon humano, a endotelina-1 € encontrada principalmente em neuronios
entéricos que também contém VIP (Inagaki et al., 1991a). Por outro lado, a taenia coli
de cobaia é pouco susceptivel aos efeitos contrdteis da endotelina-1 (Sakata et al., 1989),
mas, quando pré-contraida com carbacol, responde com um relaxamento que parece
envolver canais de potdssio sensiveis a apamina (Usune et al., 1991). Na taenia coli de
coelho, a endotelina-1 causa contragdo e inibe as respostas a estimulacdo elétrica
transmural (Wiklund ez al., 1991).

A possibilidade das endotelinas afetarem a motilidade colonica por agdes em
neurdnios mioentéricos € na musculatura lisa € reforgada pela presenga de receptores para
esses peptideos nessas cé€lulas, no célon de rato (Koseki et al., 1989; Takahashi et al.,
1990) ¢ humano (Inagaki ez al., 1991a,b). Entretanto, convéni mencionar que a

endotelina-1 também estimula a secre¢do colonica de dnion cloreto no rato (Moummi et
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al., 1992a; Kiyohara et al., 1993) e no coelho (Brown & Smith, 1989; Roden er al.,

1992). No coelho esse efeito estd associado a secrecdo de potdssio (Roden et al., 1992),
mas no rato se verifica uma inibi¢do concomitante da reabsorg¢do de sdédio e cloreto
(Kiyohara ez al., 1993). Em ambas as espécies, essas agdes da endotelina-1 sido bloqueadas
por diuréticos de alca ou indometacina. Pelo menos no rato, as alteragGes secretorias
produzidas pela endotelina-1 envolvem a ativagdo de receptores ET, (Kiyohara et al.,
1993).

A exemplo da colecistocinina, a endotelina-1 também ¢ um potente agonista
contritil na vesicula biliar de cobaia (Moummi ez al., 1992b), e aumenta a freqi€ncia das
contragdes de canais biliares hepdticos de rato (Kamimura ez al., 1993). Nessas iltimas
estruturas, a endotelina-1 parece associar-se a trés macromoléculas (talvez receptores)
distintas (Gandhi ez al., 1992). A endotelina-1 também causa contragao da musculatura
capsular de bago de. coelho (Rae et al., 1989) e cio (Withrington et al., 1992). Na idltima
espécie, a endotelina-1 € mais potente que a endotelina-3, sugerindo que os receptores
presentes sejam do tipo ET, . Por outro lado, hi relatos da presenca de sitios de ligagao
para endotelina-1 no bago de cao (Loffler & Lohrer, 1991), porco (Hemsén, 1991) e rato
(Jeng et al., 1990).

Hiley et al. (1989) evidenciaram um efeito bifdsico da endotelina-1 no ileo isolado
de cobaia submetido a estimulagdo elétrica de campo. O primeiro componente de agdo €
caracterizado por uma reducio transitéria das respostas neurogénicas, que € substituido
prontamente pelo segundo componente, qual seja, uma contracio sustentada. Como a
nifedipina bloqueou apenas o segundo componente de ac¢do da endotelina-1, foi sugerido

que os dois efeitos envolviam mecanismos celulares distintos.
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A possibilidade de que a inibi¢do das contragdes neurogénicas do ileo reflete uma
atuacido neuronal da endotelina-1 € reforgada por achados em outros tecidos. Na artéria
femoral de cobaia, a endotelina-1 induz vasoconstrigdo direta e potencializa o efeito
vasoconstritor da noradrenalina, mas inibe a liberacio de [*’H]noradrenalina induzida por
estimulacio elétrica (Wiklund ez al., 1988). Tabuchi et al. (1989) demonstraram que o
peptideo, em baixas concentracdes, também inibe a vasoconstricio por estimula¢io
elétrica do mesentério arterial perfundido de rato. Ao contririo, a endotelina-1
potencializa as respostas neurogénicas do mesentério venoso perfundido de rato, mas nio
estd claro se esse efeito envolve aumento da liberagao de neurotransmissores simpdticos
(Warner et al., 1990). No dtrio de rato, a endotelina-1 reduz os efeitos inotrépicos e
c_ronotrépicos da estimulac¢do de fibras simpdticas, sem, contudo, modificar a liberagdo
de noradrenalina (Reid et al., 1989). Ao contrdrio, células cromafins da glindula adrenal
de bovino secretam noradrenalina e adrenalina quando estimuladas por endotelina-1 ou
sarafotoxina S6b (Boarder & Marriott, 1991). Na artéria caudal de rato a endotelina-1
aumenta a liberag@o de noradrenalina triciada e potencializa a vasoconstri¢do induzida por
estimulacdo elétrica (Bucher er al., 1991). No canal deferente de rato, cobaia e
camundongo, as endotelinas causam marcada e sustentada potencializagao das contragdes
neurogénicas acompanhada de aumento modesto do tonus basal, mediado pelo menos em
parte por a¢des pOs-juncionais (Rae & Calixto, 1990; Wiklund ez al. , 1990; Shoji & Goto,

1990).



2 - OBJETIVOS

Em vista do exposto na Introdugdo, o presente estudo foi realizado com o
propdésito de:

1. Comparar os efeitos da endotelina-1, endotelina-2, endotelina-3 e da
sarafotoxina S6c¢ no ileo isolado de cobaia submetido a estimulag@o elétrica de campo.

2. Caracterizar os receptores envolvidos na produgao dos efeitos das endotelinas
nessa preparagao.

3. Procurar identificar alguns dos mecanismos celulares subjacentes as agdes das

endotelinas no ileo de cobaia.



3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Animais

Os experimentos foram conduzidos com cobaias de ambos os sexos, pesando entre
350 a 450 g, criadas no Biotério Setorial da Coordenadoria Especial de Farmacologia,
CCB, UFSC. Os animais foram alojados em gaiolas pldsticas (6 a 10 por gaiola) em
ambiente com temperatura controlada (22 + 1 °C) e ciclo claro/escuro (luz ligada das 6
as 18 h). Agua e racido foram fornecidas ad libitum. Ainda, a cada 3 dias, os animais

receberam vegetais frescos como dieta complementar.

3.2 - Montagem das preparagoes

Ap6s o sacrificio do animal, por forte pancada na nuca e deslocamento cervical,
a cavidade abdominal foi aberta para retirada de um segmento de fleo situado entre 10 e
30 cm da jungdo ileocecal. Com auxilio de uma pipeta de 10 ml, lavou-se a luz do
segmento com 10 a 20 ml de solugio fisiolégica de Krebs-Henseleit aquecida e oxigenada,
e retirou-se os excessos de tecido adiposo e mesentérico. O segmento de ileo foi entdo
dividido em fragmentos de aproximadamente 2 cm de comprimento, que foram mantidos
em um copo de "Becker” contendo 50 a 100 ml da mesma solucdo aquecida e oxigenada
até 4 horas apos o sacrificio do animal.

Paulatinamente, os fragmentos foram transferidos para cubas de vidro contendo
5 ml de solugdo de Krebs-Henseleit (composi¢io em mM: NaCl 118; KC1 4,8; CaCl, 2,5;
MgSO, 1,2; KH,PO, 0,9; NaHCO, 25; glicose 11 - pH 7.4) a 37 °C, borbulhada com uma
mistura de 95% de O, e 5% de CO,. Cada preparacio foi posicionada entre dois eletrodos
de platina (consistindo de um gancho situado 3 cm abaixo de um anel de 3 mm de

didmetro; fio de 0,6 mm de diimetro), conectada com linha de sutura a um transdutor
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didmetro; fio de 0,6 mm de diimetro), conectada com linha de sutura a um transdutor
isométrico e distendida a uma tensdo basal de 0,5 g. As contragdes isométricas foram
registradas por midgrafos (F-60 Myograph Microdisplacement Transducer, Narco
Biosystems, USA) acoplados a um poligrafo de mesa (DMP-4B, Narco Biosystems, USA).
O tempo de equilibrio de cada preparagdo foi de no minimo 30 min, durante o qual a

solugao fisiolégica foi renovada a intervalos de 10 min.

3.3 - Estimulagao elétrica de campo

Apos os 30 min de equilibrio, a maioria das preparagdes foi submetida a
estimulagio elétrica de campo com pulsos retangulares de 1 ms de duragio e voltagem
supramdxima (60 a 70 V), aplicados a uma freqiéncia de 0,1 Hz. Os pulsos elétricos

foram gerados por um estimulador elétrico confeccionado pela UFSC.

3.4 - Curvas concentracio-efeito as endotelinas e ao Bay K 8644

Experimentos preliminares evidenciaram dessensibilizacio marcante aos efeitos
da administragdo de concentracGes cumulativas de endotelina-1 (1 a 30 nM) no ileo
submetido a estimulagdo elétrica (N = 4; resultados n3o apresentados). Para minimizar
a ocorréncia de dessensibilizagao, todas as curvas concentracido-efeito para os diferentes
efeitos das endotelinas e do Bay K 8644 foram obtidos por exposi¢ao de cada um dos
diversos fragmentos, retirados de um mesmo animal, a uma tnica concentragao de
agonista. As adi¢oes foram efetuadas apenas apés a estabilizagao das contragoes cliciadas
por estimulagdo elétrica. Foram obtidas curvas concentracdo-efeito para endotelina-1,

endotelina-2, endotelina-3 (1 a 30 nM), sarafotoxina S6¢ (0,1 a 30 nM) e Bay K 8644 (3
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a 1000 nM).

3.5 - Caracterizagdo dos receptores envolvidos nos efeitos das endotelinas

Para identificar os tipos de receptores ativados pela endotelina-1 para
inducio dos seus efeitos, foram realizados dois tipos de experimentos. Na primeira série,
foram construidas curvas dose-resposta nao-cumulativas a endotelina-1 (1 a 30 nM) ou a
sarafotoxina S6c (0.1 a 30 nM) ﬁa auséncia ou na presenca do antagonista seletivo de
receptores ET,, BQ-123 (30 ou 100 nM). O antagonista foi adicionado a2 cuba 10 min
antes do agonista. Na segunda série de experimentos, fragmentos de ileo foram expostos
a endotelina-1 (3 nM) ou sarafotoxina S6¢ (10 nM) por 5 min. Trinta minutos apos a
remog¢io do agonista, as preparagoes foram expostas a um dos dois agonistas, para

evidenciar a ocorréncia de dessensibilizagao.

3.6. Mecanismos de acido da endotelina-1 no ileo

Na tentativa de elucidar alguns dos mecanismos celulares subjacentes aos efeitos
das endotelinas no ileo de cobaia, foram realizados diversos experimentos para analisar
a influéncia de vdrias drogas sobre as respostas induzidas pela endotelina-1 (3 nM), entre
as quais: a tetrodotoxina (300 nM), um bloqueador de canais de sédio voltagem
dependentes; a atropina (300 nM), um antagonista muscarinico nao-seletivo; a
indémetacina (5,6 uM), um bloqueador da cicloxigenase; a nicardipina (100 nM), um
bloqueador dos canais de cdlcio voltagem-dependentes do tipo L, cromacalina (10 zM)
eglibenclamida (3 pM), um agonista e antagonista dos canais de potdssio ATP-

dependentes, respectivamente. Na maioria desses experimentos, a endotelina-1 foi
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adicionada a cuba 5 a 10 min apé6s a incubacido com a droga teste ¢ a estabilizacao das
respostas a estimulacdo elétrica na sua presenca. A indometacina, no entanto, foi
adicionada a solucdo pelo menos 30 min antes da_ exposicio a endotelina-1. As
concentracdes das diversas drogas utilizadas foram escolhidas tomando por base estudos
anteriores (Yanagisawa et al., 1988; De Nucci et al., 1988; Rae et al., 1989; Schworer
& Kilbinger, 1989). Em alguns experimentos a endotelina-3 (3 nM) foi empregada ao
invés da endotelina-1, enquanto que, em outros, a nicardipina, a cromacalina e a
glibenclamida foram adicionados apos a endotelina-1. As respostas obtidas a endotelina-1
(ou endotelina-3) na presenga de uma droga teste foram sempre comparadas com aquelas
evocadas pelo peptideo em preparacoes controle, retiradas do mesmo animal.

Para detectar o possivel envolvimento de proteinas G; ou G, nos mecanismos de
transducdo das respostas a endotelina-1, um grupo de animais foi pré-tratado com toxina
de Bordetella pertussis (50 pg/kg, i.p.) 6 dias antes do sacrificio. A reatividade das
preparacoes obtidas desses animais a endotelina-1 (1 a 30 nM) foi comparada com a de
fragmentos de ileo de cobaias pré-tratadas com salina (1 ml/kg, i.p.). A eficdcia do pré-
tratamento com a toxina de Bordetella pertussis, em inativar proteinas G, e/ou G,, no
ileo, foi avaliada através da comparacdo dos efeitos da morfina (10 nM a 3 uM) sobre as
respostas de preparagoes a estimulacao elétrica (Lujdn et al., 1984). Nesses experimentos,
concentracdes crescentes do opidide foram adicionadas isoladamente a cuba por 2-3 min,
a intervalos de 20 min.

Outra série de experimentos foi realizada para investigar a influéncia da
endotelina-1 sobre a reatividade do ileo de cobaia a acetilcolina (30 nM), histamina (100

nM), bradicinina (10 nM) ou substincia P (1 nM). Nesses experimentos, as preparagoes
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nao submetidas a estimulacdo elétrica foram expostas duas vezes a um dos agonistas por
1 a 3 min, com intervalo de repouso de 20 min entre cada dose. A endotelina-1 (0,3 a 30
nM) foi adicionada a cuba 5 min antes da inducdo da segunda resposta ao agonista, que
foi obtida nma presenca do peptideo. Algumas preparacdes foram pré-contraidas, na
auséncia de estimulagdo elétrica, com acetilcolina (0,3 pM) ou histamina (1 uM) e, 10

min apés a adi¢do do agonista e na presenca desse, expostas a endotelina-3 (3 ou 30 nM).

3.7 - Drogas, sais e solucoes

Todas as solugdes foram preparadas com dgua bidestilada e deionizada e com sais
de pureza analitica (Merck A.G., Rio de Janeiro -Brasil ou Darmstadt - Alemanha).

As seguintes drogas foram utilizadas: endotelina-1, endotelina-2 e endotelina-3
(todas humanas, Peptide Institute Inc., Osaka - Japdo ou Louisville - EUA ou Sigma
Chemical Co., Saint Louis - EUA), Bay K 8644 (doada pela Bayer A.G., Wuppertal -
Alemanha), cloridrato de morfina e sulfato de atropina (Merck A.G., Darmstadt -
Alemanha), L.,D-cromacalina (Beecham Pharmaceuticals, Betchworth - Inglaterra), BQ-
123 (Bachem California, Torrance - EUA), iodeto de acetilcolina, bradicinina, cloridrato
de carbacol, glibenclamida, difosfato de histamina, indometacina, nicardipina,
sarafotoxina S6c¢, substincia P, tetrodotoxina e toxina de Bordetella pertussis (todas da
Sigma Chemical Co., Saint Louis - EUA).

Todos os peptideos foram dissolvidos em solug¢ao tamponada com fosfato. A
indometacina, nicardipina e o0 Bay K 8644 foram dissolvidos em etanol P.A. absoluto, €
a cromacalina em etanol a 70%. A glibenclamida foi dissolvida em solu¢do de hidréxido
de sédio a 0,07 N, contendo 1,7% de glicose. As demais drogas foram dissolvidas em

solucio de NaCl 0,9%. A maior parte das drogas foi armazenada em solugdes estoque (10
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pM a 1 mM), mantidas em tubos siliconizados a -15 °C, que foram diluidas até a
concentracdo desejada imediatamente antes de serem utilizadas. Com excecio das drogas
peptidicas, o tempo mdximo de uso das solucdes estoques foi de 15 dias. Para minimizar
a fotodegradacio das diidropiridinas, nicardipina e Bay K 8644, as solugdes estoque dessas
drogas foram mantidas em frascos embrulhados em folha de aluminio. Ainda, nos
experimentos em que se fez uso dessas drogas, as cubas de vidro foram protegidas da luz
com folhas de aluminio e a iluminagdo do laboratdério foi mantida em niveis minimos.

3.8 - Apresentacio dos resultados e andlise estatistica

As inibicoes das respostas neurogénicas, bem como as contragdes induzidas pelas
endotelinas e outras drogas foram calculadas como porcentagens das respostas basais de
cada preparacdo a estimulacdo elétrica. Estes parametros sao apresentados como média +
erro padrio da média. As concentragoes efetivas 50% (CE,,; i.e. as concentragdes
necessdrias para causar a metade da contracdo madxima) e as concentragdes inibitérias 50%
(Cl,,; i.e. as concentragdes necessdrias para inibir em 50% as respostas neurogénicas)
foram calculadas através da interpolacdo grdfica dos efeitos causados pelas diversas
concentracoes do agonista em diferentes preparagoes de um mesmo animal. Esses valores
sdo apresentados como as médias geométricas acompanhadas de seus limites de confianca
para 95% (Fleming et al., 1972).

A anilise estatistica dos resultados foi realizada através de Andlise de Variincia
(ANOVA) seguida do teste "t" bicaudal de Student para amostras pareadas ou ndo-
pareadas, quando mais apropriado (Snedecor & Cochran, 1967). Diferencas entre grupos
com niveis de probabilidade menores do que 5% (P < 0.05) foram consideradas

estatisticamente significantes.



4. RESULTADOS

4.1 - Efeitos da estimulagdo elétrica

A estimulagdo elétrica de campo determinou o surgimento de contragdes rdpidas
e voltagem-dependentes do ileo de cobaia, bem como queda progressiva do tonus da
preparagio durante os primeiros 5 a 10 min. Quando estimulada com pulsos de voltagem
supramdxima (70 V) a 0,1 Hz, as contracdes da preparacido estabilizaram em 1,97 + 0,06
g (N = 150), enquanto o tonus basal foi reduzido em 0,18 + 0,02 g (N = 150). A
exposigao das preparagoes a tetrodotoxina (1 M) ou a atropina (0,3 M) resultou em
inibi¢io quase que completa (97 + 3% e 94 + 1,5%, respectivamente, N = 6) das
respostas 2 estimulagido elétrica, indicando que as mesmas foram eliciadas por ativacdo de

motoneurdnios colinérgicos.

4.2 - Efeitos da endotelina-1, endotelina-2, endotelina-3 e sarafotoxina S6c

A endotelina-1 induziu resposta bifdsica e concentra¢do-dependente do ileo de
cobaia, caracterizada por uma inibicio transiente das respostas neurogénicas, seguida por
aumento sustentado do tOnus da preparagio. A manifestacdio do efeito inibitdrio
geralmente tinha inicio 5 a 10 s apés a adigdo do peptideo, atingia um pico aos 60 s e
diminuia progressivamente nos min subseqilentes. O efeito contrdtil normalmente
comecava 20 a 60 s depois da administracio da endotelina-1, atingia um pico dentro de

3 min, apGs o qual a resposta recidia lentamente. Um registro experimental tipico do

efeito bifdsico da endotelina-1 € ilustrado na figura 1A.
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FIGURA 1 - Registros isométricos tipicos dos efeitos bifdsicos da endotelina-1
(A), endotelina-2 (B) e endotelina-3 (C) no ileo isolado de cobaia submetido
a estimulacdo elétrica de campo a 0,1 Hz. "L" e "EED" indicam lavagem da
preparacdo e interrup¢do da estimulagdo elétrica, respectivamente. Resultados

semelhantes foram obtidos em pelo menos 4 outros experimentos.



26

Embora os efeitos da endotelina-2 e da endotelina-3 tenham sido qualitativamente
semelhantes ao da endotelina-1 (figura 1B e 1C), houve diferencas quantitativas quanto
a habilidade das endotelinas em induzir cada componente do efeito bifdsico. A endotelina-
1 e a endotelina-3 foram mais potentes que a endotelina-2 (P < 0.05) em inibir as
respostas neurogénicas. As CI;s os intervalos de confianga da endotelina-1, endotelina-2
e endotelina-3 para a indugdo do componente inibitério foram, respectivamente: 1,5 oM
0,6-3,7,N=5),10,50M 3,3-33,5; N=6)e 1,2n0M (0,5 - 2,5; N = 6). Além
disso, a inibigdo mdxima causada pela endotelina-3 (95,4 + 1,3) foi significantemente
maior (P < 0.05) que pela endotelina-1 (70,5 + 6,8) ou endotelina-2 (57,9 + 4,8). Esses

resultados s3o resumidos na tabela 1 e ilustrados na figura 2.

Em contraste, a endotelina-1 e¢ a endotelina-2 foram mais potentes que a
endotelina-3 (P < 0.05) na produc¢iao do componente contritil, fornecendo CE,;s de 2,3
oM (1,2-42; N=5),25aM (1,4 -44;, N =6)e 8,2 nM (4,5-14,8; N = 6),
respectivamente. Ainda, foi observado que a endotelina-1 induziu contragdo maxima maior
(70,3 + 15,6) que a endotelina-2 (41,6 + 3,5) ou a endotelina-3 (19,9 + 11,2). Esses

resultados s3o resumidos na tabela 1 e ilustrados na figura 3.

A figura 4 (A e B) apresenta os resultados médios de experimentos comparando
os efeitos da endotelina-1 e do agonista seletivo de receptores ET,, sarafotoxina S6c, no
fleo de cobaia. Nao foram detectadas diferencas entre as poténcias ou as eficdcias de

ambos os agonistas em inibir as respostas neurogénicas (P > 0.05; figura 4A). Por outro
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lado, a endotelina-1 mostrou-se muito mais potente que a sarafotoxina S6¢c em induzir
contragio no ileo, sendo que mesmo na maior concentracio testada (30 nM), a

sarafotoxina S6c causou um efeito menor que o determinado por 1 nM de endotelina-1 (P

< 0.05; figura 4B).
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Tabela 1 - Efeitos da endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2), endotelina-3 (ET-3),

sarafotoxina Sé6c (S6¢) e Bay K 8644 no ileo de cobaia submetido a estimulagido elétrica de

campo. Cada valor representa a média de 5 a 8 experimentos.

INIBICAO DAS RESPOSTAS CONTRACAO
AGONISTA NEUROGENICAS
Cl,, (nM)? | CE;, (nM)* E,*

ET-1 1,5 (0,6-3,7) 70,5 + 6,8 2,3 (1,2-4,2) 70,3 + 15,6
ET-2 10,5 (3,3-33,5)" 57,9 + 4,8 2,5 (1,4-4,4) 41,6 + 3,5
ET-3 1,2 (0,5-2,5) 95,4 + 1,3" 8,2 (4,5-14,8)" 19,9 + 11,2"
S6¢ 0,6 (0,3-1,3) 85,1 + 4,4 > 10" 29,2 + 3,7
BAY K 8644 62,1 (40,8-94,6)° 29,2 + 7,8™ 199 (122-324)° 14,7 + 3,4°

4 Média geométrica da concentragiio que inibe as respostas neurogénicas em 50%,

acompanhada dos limites de confianc¢a para 95%.
P Média + E.P.M. da inibi¢iio porcentual maxima das contracdes neurogénicas.
¢ Média geométrica da concentraciio que induz 50 % da resposta contratil, acompanhada dos

limites de confianca para 95 %.

4 Média + E.P.M. da resposta contrdtil mdxima, expressa como porcentagem da resposta
neurogénica basal.

¢ Média + E.P.M. do aumento maximo das respostas neurogénicas induzidas pelo Bay K 8644.

" P < 0.05 em relaciio 4 endotelina-1 (teste "t" de Student para amostras niio pareadas).
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FIGURA 2 - Curvas concentracao-efeito médias para os efeitos depressores da endotelina-1
(ET-1), endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3 (ET-3) nas respostas neurogénicas do ileo isolado
de cobaia submetido a estimulacdo elétrica a 0,1 Hz. Cada ponto representa a média +

E.P.M. de 5 a 6 observacoes.
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FIGURA 3 - Curvas concentracao-efeito médias para os efeitos contriteis da endotelina-1
(ET-1), endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3 (ET-3) no ileo isolado de cobaia submetido a

estimulacio elétrica a 0,1 Hz. Cada ponto representa a média + E.P.M. de 5 a 6

observacdes.
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4.3 - Influéncia do BQ-123 nos efeitos da endotelina-1 e da sarafotoxina S6c¢

O antagonista seletivo de receptores ET, , BQ-123 (30 e 100 nM), ndo modificou
os efeitos inibitdrios da endotelina-1 (1, 3 e 10 nM) ou da sarafotoxina S6c (1, 3 e 10 nM),
como ilustra a figura 5. Embora as inibigbes das respostas neurogénicas causadas pelos
agonistas na presenca do BQ-123 tendessem a ser maiores do que as evidenciadas na
auséncia do antagonista, as diferengas ndo atingiram o limite de significincia (P > 0.05).
No entanto, 0 BQ-123 inibiu de forma pronunciada as contragoes induzidas pela endotelina-
1 e, em menor grau, pela sarafotoxina S6¢c. Conforme mostram os resultados da figura 6A,
as contragOes causadas pelas 3 concentra¢des de endotelina-1 foram igualmente reduzidas
pelas duas concentragoes de BQ-123 (P < 0.05). Ao contrdrio, apenas a contra¢ido causada
pela maior concentracio de sarafotoxina S6¢ (30 nM) foi inibida pelo BQ-123 (P < 0.05;
figura 6B).

4.4 - Dessensibilizacdo a endotelina-1 e a sarafotoxina S6c¢

Os resultados dos experimentos realizados para avaliar a ocorréncia de
dessensibilizacao homdéloga aos efeitos da endotelina-1 e da sarafotoxina S6¢, bem como
a possivel existéncia de dessensibilizagao cruzada entre ambos os agonistas, sao ilustrados
nas figuras 7 e 8. Evidenciou-se dessensibilizacio marcante aos efeitos inibitérios da
endotelina-1 (3 nM) ou da sarafotoxina S6¢ (10 nM) sobre as contragdes neurogénicas em
preparacgoes pré-incubadas com endotelina-1 (3 nM) por 10 min, 30 min antes (P < 0.05;
fig. 7). De modo semelhante, em experimentos andlogos, a exposi¢do prévia da preparagio
a sarafotoxina S6¢ também induziu o desenvolvimento de dessensibilizagao a este peptideo
e a endotelina-1 (P < 0.05). Diferentemente, a exposi¢ido prévia a endotelina-1 reduziu
seletivamente a contragao induzida por uma segunda exposi¢do ao agonista (P < 0.05),
sem alterar a resposta a sarafotoxina S6c (P > 0.05; figura 8). Por outro lado, quando
a preparacio foi exposta inicialmente a sarafotoxina S6c¢, ndo foi detectada dessensibilizagio

significativa aos efeitos contriteis do préprio peptideo ou da endotelina-1 (P > 0.05).
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FIGURA 7 - Inibicdo das respostas neurogénicas do ileo isolado de cobaia submetido a
estimulacio elétrica a 0,1 Hz induzida por duas exposices sucessivas da preparacdo a
endotelina-1 (JT-1; 3 nM) e/ou sarafotoxina S6c (S6c; 10 nM), por 10 min a um intervalo
de 30 min. Cada barra representa a média + E.P.M. de 5 a 7 observacdes. Asteriscos

denotam P < 0.05 em relacio ao efeito produzido pela primeira exposicio ao préprio

agonista.
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FIGURA 8 - Contragio do ileo isolado de cobaia submetido 2 estimulacéo elétrica a 0,1 Hz
induzida por duas exposi¢coes sucessivas da preparac¢io a endotelina-1 (ET-1; 3 nM) e/ou
sarafotoxina S6c (S6¢c; 10 nM), por 10 min a um intervalo de 30 min. Cada barra
representa a média + E.P.M. de 5 a 7 observacgoes. O asterisco denota P < 0.05 em relacio

ao efeito produzido pela primeira exposicio ao agonista.
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4.5 - Mecanismos de a¢do da endotelina-1 no ileo

O agonista de canais de cdlcio voltagem-dependentes do tipo L, o Bay K
8644, apresentou um perfil de atividade distinto do das 'endotclinas. Embora tanto o Bay
K 8644 quanto a endotelina-1 tenham causado contragio, ao contrdrio desta dltima, o Bay
K 8644 potencializou de forma concentragio-dependente e discreta as respostas neurogénicas
do ileo de cobaia (figura 9).

A tabela 2 resume os resultados de vdrios experimentos que procuraram avaliar
as influéncias de diversas drogas sobre o efeito bifisico da endotelina-1 (3 nM) no ileo
de cobaia submetido 2 estimulagdo elétrica de campo. Preparagdes expostas i tetrodotoxina
(0,3 xM) apresentaram redugdo pronunciada das respostas neurogénicas (96 + 1,7 %; P
< 0.05). No entanto, a adi¢ao de endotelina-1, em presenca do bloqueador de canais de
sédio voltagem-dependentes, aboliu as respostas neurogénicas tetrodotoxina-resistentes e
induziu uma contragao semelhante a2 de preparacodes controle. Resultados semelhantes foram
obtidos em preparagdes expostas a endotelina-1 na presenca do antagonista de receptores
colinérgicos rauscarinicos atropina (0,3 uM). Por outro lado, a pré-incubacio da preparacao
com indometacina (5,6 pM) causou inibicdo discreta das respostas neurogénicas basais (16,9
+ 4,5 %; P < 0.05) e reduziu a contracdo induzida pela endotelina-1 (P < 0.05), mas
nio afetou 2 agdo inibitéria do peptideo.

A pré-incubagdo com nicardipina (0,1 M) inibiu parcialmente as respostas
neurogénicas basais (P < 0.05) sem, contudo, afetar o efeito inibitério da endotelina-1
sobre as respostas resistentes ao antagonista de canais de cdlcio do tipo L (P > 0.05).

Convém destacar, porém, que a diidropiridina quase aboliu 0 desenvolvimento da contragao

induzida pela endotelina-1 (P < 0.05; tabela 2).



38

*SOJUIWIIdA X3
9 & ¢ ap eipow e ejudsaxdax ojuod epe) "zH [°Q & odured ap BILIJY[O OBIR[NUWIISI € OPIPWINS BIBGOD 3P OPEJOSI 031 Op ({)

snug) 0 3 (V) searugSoanau seysodsas se 31qos HH9g 3 Aeq op 3 ([-1H) [-BUI[3J0PU? EP S0313)9 sop ogderedwo)) - ¢ VIANOIA

(Wu) OYSVHINIONOD (W) OYSVYHINIONOD
00€ > 3 €0 004 Ol I 10
1 ¥ 1 i i ! ] v I ! 1 T ] ' 1
.i\-\. ] o B O
yv98 ) Aeg ] »® I-13 -4 02
4oz & —a
- — LR
i 3 o oy o .m
s O o 9
107 o 2 09 < ®
e 4 >
- R S @
5.2 408 ~ €
-4 09 @ 0 o N
I-13 . .m O vyy98 M 4 001 ..mh mv
{08 %
= oz °
. 3
g 1,0, | v 4 ovl




39

Tabela 2 - Influéncia da pré-incubacio com tetrodotoxina (TTX), atropina (ATR),
indometacina (INDQO), nicardipina (NIC), cromacalina (CKL) ou glibenclamida (GBC) sobre
os efeitos da endotelina-1 (3 nM) no ileo de cobaia submetido a estimulagiio elétrica de campo.
O efeito inibitorio da endotelina-1 é apresentado como porcentagem de reduciio das contragoes
evocadas imediatamente antes da sua adicdo. A contrac¢do induzida pela endotelina-1 ¢é
apresentada como porcentagem da contra¢io neurogénica basal, antes da pré-incubagio.

Cada valor representa a média + E.P.M..

) % DEPRESSAO EFEITOS DA ENDOTELINA-1
CONDICAO N# DAS RESPOSTAS
NEUROGENICAS .
PELA CONDICAO INIBICAO DAS -
RESPOSTAS CONTRACAO
NEUROGENICAS
(%)
CONTROLE 52" Nenhuma 50,9 + 2,7 40,6 + 2,5
+ TTX 0,3 uM 6 96,0 + 1,7 100,0 + 0,0” 34,1 + 3,0
+ ATR 0,3 uM 5 94,0 + 1,5 100,0 + 0,0 51,3 + 10,8
+INDO 5,6 uM 8 16,9 + 4,5 49,5 + 6,6 25,6 + 3,6"
+ NIC 0,1 uM 7 56,2 + 3,9° 35,6 + 8,9 3,4 + 1,07
+ CKL 10 uM 9 68,2 + 5,6 53,6 + 13,9 13,4 + 5,3
+ GBC 3 uM 4 3,9 + 0,8 38,6 + 6,7 35,6 + 7,5

* Niimero de observagdes.

P Resultados de 6 grupos controles paralelos foram agrupadoes, pois nio diferiram entre si
quanto suas reatividades a endotelina-1 (ANOVA).
* P < 0.05 em relaciio s contracdes neurogénicas basais verificadas antes da condiciio (teste

"t" de Student para amostras pareadas).

P < 0.05em relaciio a resposta do grupo controle correspondente (teste "t" de Student para

amostras nao pareadas).



. Os registros experimentais tipicos ilustrados na figura 10 demonstram que a
nicardipina nio apenas previniu o desenvolvimento da contragdo, como foi capazde relaxar,
prontamente, a preparagao pré-contraida com a endotelina-1.

A exposicdo das preparagdes a cromacalina (10 pM) reduziu as respostas
neurogénicas basais e a contra¢do induzida pela endotelina-1 (P < 0.05; tabela 2 e figura
11). Porém, esse ativador de canais de potissio ATP-dependentes nio modificou o efeito
da endotelina-1 sobre as respostas neurogénicas remanescentes (P > 0.05).

Por outro lado, a glibenclamida (3 xM), que em outras preparagdes antagonizou
marcadamente os efeitos da cromacalina (10 uM) de 64,2 + 4,0 % para 10,0 + 2,1 % (P
< 0.05; N = 5), ndo influenciou a reatividade da preparacdo a endotelina-1 (P > 0.05;
tabela 2). Além disso, como ilustra a figura 11, a cromacalina (10 xM) causou pronto
relaxamento de fragmentos de ileo pré-contraidos com endotelina-1 (3 nM), sendo que esse
efeito foi rapidamente revertido pela administracio subsequente de glibenclamida (3 puM).

Tanto a acetilcolina (30 nM), quanto a histamina (100 nM), a bradicinina (10 nM)
ou a substincia P (1 nM) causaram contragdes reproduziveis em preparagdes nao-
estimuladas, quando administradas repetidamente a intervalos de 20 min. A adigdo de
endotelina-1 (0,3 a 30 nM) a preparag¢ao, 5 min antes da segunda exposi¢io a qualquer um
dos agonistas, ndo provocou qualquer alteracio das respostas contrdteis (P > 0.05; tabela
3). Convém ressaltar que, ao contririo do que foi observado em fragmentos submetidos
a estimulagdo elétrica, a endotelina-1 causou relaxamento discreto nas preparagdes nao

estimuladas eletricamente sob tonus normal de 0,5 g (de 2,6 + 0,9%, 6,8 + 1,7% ¢ 6,4

+ 1,1% nas concentragOes de 0,3, 3 ¢ 30 nM, respectivamente; N = 4 a 6).
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isométricos  tipicos mostrando os efeitos da

nicardipina sobre a resposta bifdsica do ileo isolado de cobaia 2 endotelina-1.

A adi¢cdo de nicardipina

reduziu o touns na auséncia (A) ou na presenca de estimulagdo

as preparagdes pré-contraidas com endotelina-1

elétrica de

campo a 0,1 Hz (B). O registro "C" mostra que a adigdo de nicardipina antes

da adicdo de endotelina-1

inibiu as respostas neurogénicas basais e o

desenvolvimento da contracio por endotelina-1, sem, no entanto,

inibicdo das respostas neurogénicas induzidas pelo peptideo.

similares foram observados

em pelo menos 6 outros experimentos.

afetar a

Registros
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FIGURA 11 - Registros isométricos mostrando a influéncia da cromacalina
(CKL) e da glibenclamida (GBC) sobre a resposta bifdsica induzida pela
endotelina-1 (ET-1) no ileo isolado de cobaia submetido a estimulagdo elétrica
de campo a 0,1 Hz. No registto "A" observa-se que a CKL somente afetou a
respota contrdtil induzida pela ET-1, sendo essa acdo revertida pela adicao de
GBC. No registro "B", a exposicio da preparacdo sob ao CKL reduziu o
tonus basal e a contragio induzida pelo peptideo, sendo ambos os efeitos

revertidos pela GBC. Registros similares foram obtidos em pelo menos outros

4 experimentos.
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Tabela 3 - Influéncia da endotelina-1 (ET-1) nas contragdes induzidas pela

acetilcolina (ACh), histamina (HIS), bradicinina (BK) ou substincia P (SP) no ileo isolado

de cobaia, na auséncia de estimulag¢do elétrica de campo. As contragdes sdo apresentadas

como porcentagens das respostas a estimulagao elétrica prévia a 0,1 Hz. As respostas aos

agonistas na presenca da endotelina-1 (+ ET-1) representam aumentos de tensdo acima

daquela determinada pelo peptideo. A endotelina-1 foi adicionada 5 min antes do agonista.

Cada valor representa a média + E.P.M. de 4 a 6 observacoes.

B CONTRACAO

AGONISTA ~ CONDICAO ., (0,3nM) ET-2(3aM) ET-3 (30 nM)

ACh(30 nM) Controle 66,2 + 122 61,6 + 4,4 61,2 + 4,8
+ ET-1 75,2 + 10,7 67,3 + 6,2 75,7 + 8,0

His(100 nM) Controle 70,3 + 8,7 65,4 + 8,5 74,4 + 5,9
+ ET-1 68,7 + 13,8 75,8 + 9,9 83,1 + 15,7

BK (10 nM) Controle 81,7+ 29 72,6 + 11,0 76,8 + 10,9
+ ET-1 88,2 + 6,3 76,3 + 9,0 77,0 + 8,6

SP (1 nM) Controle 45.8 + 9,9 49,2 + 11,0 41,9 + 7,7
+ ET-1 43,4 + 7.8 44 8 + 8,1 43,4 + 7,0

Nenhum valor obtido em presenca de endotelina-1 diferiu significativamente do respectivo

grupo controle (P > 0.05, teste "t" de Student para amostras pareadas).
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Preparagies expostas a concentracdes mais altas de acetilcolina (300 nM) ou
histamina (1 uM) desenvolveram, na auséncia de estimulacio elétrica, contracoes fasicas
de 3,03 + 0,17 ge 3,05 + 0,22 g, que foram seguidas de contracdes sustentadas de 2,39
+ 0,23 g e 2,03 + 0,15 g, respectivamente (N = 8 a 10). As contragdes sustentadas
induzidas pelos agonistas foram de magnitudes semelhantes as produzidas por estimulag¢do
elétrica (1,96 + 0,06 g, N = 150). A adigio de endotelina-3 (3 ou 30 nM), apés 10 min,
causou um relaxamento transiente da preparacio pré-contraida com acetilcolina (10,2 +
41% e 26,8 + 4,5%, respectivamente; P < 0.05; N = 5) ou com HIS (18,2 + 10,1%
e 39,0 + 8,7%, respectivamente; P < 0.05; N = 4).

O tratamento com a toxina da Bordetella pertussis (50 pg/kg, 1.p.), 6 dias antes
do sacrificio, ndo modificou a magnitude das respostas neurogénicas do ileo de cobaia.
Os segmentos dos animais tratados com a toxina desenvolveram contragdes de 2,03 + 0,09
g (N = 15), enquanto os obtidos de cobaias tratadas com salina responderam a estimulagao
elétrica com contragdes de 1,91 + 0,17 g (N = 15). Como ilustra a figura 12 (A ¢ B),
o tratamento com a toxina nio modificou de forma significativa quaisquer dos componentes
do efeito bifdsico da endotelina-1 (1 a 30 nM; P > 0.05). No entanto, as preparacoes
obtidas de animais tratados com toxina de Bordetella pertussis foram significativamente
menos sensiveis a inibicdo das respostas neurogémicas pela morfina (P < 0.03),

confirmando assim a eficdcia do tratamento em inativar proteinas G; e/ou G, (figura 13).
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5 - DISCUSSAO

O presente estudo confirma que a endotelina-1 induz efeito bifdsico no ileo isolado
de cobaia submetido a estimulagio elétrica de campo, caracterizado por depressiao transiente
das respostas neurdgenicas seguida por contracio sustentada da preparacdo (Hiley et al.,
1989; Maggi et al., 1989d; Wiklund et al., 1989a,b; Miller ez al., 1990; Miasiro & Paiva,
1990; Warner et al., 1993b). Ambos os componentes do efeito da endotelina-1 foram
concentragido-dependentes, desde que cada concentracido do peptideo fosse administrada
a segmentos distintos de ileo de um mesmo animal. Tentativas para a obtengido de curvas
concentragao-efeito cumulativas ou nao-cumulativas (por adi¢oes de concentragdes isoladas
crescentes a intervalos de 20-30 min) foram infrutiferas, devido ao desenvolvimento de
dessensibilizagdo rdpida ¢ pronunciada. Talvez esse fato explique porque Borges et al.
(1989) nio observaram qualquer efeito contrdtil da endotelina-1 no ileo, e Maggi et al.
(1989d) relataram uma inibigao tao discreta das respostas neurogénicas pelo peptideo.

Embora a endotelina-2 e a endotelina-3 tenham apresentado perfis de acao
qualitativamente semelhantes ao da endotelina-1 no ileo, foram detectadas diferengas
quantitativas marcantes entre os efeitos dos trés peptideos. A ordem de poténcias relativas
das endotelinas para a inibi¢ao transiente das respostas neurogénicas (Cl,, em concentragoes
molares) foi endotelina-3 = endotelina-1 > endotelina-2, sendo que a resposta inibitoria
mdxima a endotelina-3 foi significativamente maior que aquelas a endotelina-1 e a
endotelina-2. Esses achados sZo muito semelhantes aos obtidos em pelos menos dois estudos
na mesma preparagio, o primeiro comparando as atividades das trés endotelinas (Maggi

et al., 1989d) e o segundo apenas as da endotelina-1 e endotelina-3 (Warner ez al., 1993b).
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FIGURA 13 - Curvas concentracio-efeito médias para os efeitos inibitérios da morfina
sobre as respostas neurogénicas do ileo estimulado eletricamente isolado de cobaia,
controle (simbolos abertos), ou tratados (simbolos fechados) 6 dias antes, com 50 pg/kg
(i.p.) de toxina de Bordetella pertussis. Cada ponto representa a média + E.P.M. de 3

experimentos. Asteriscos denotam P < 0,05 em relagdo ao respectivo valor controle.
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Por outro lado, o presente estudo evidenciou que a endotelina-1 e a endotelina-2 foram
equipotentes entre si € mais potentes que a endotelina-3 para induzirem contra¢ao, como
indicam as CE,, calculadas para cada peptideo. Além disso, a contragdo mdxima causada
pela endotelina-1 foi significativamente maior que a verificada em resposta a endotelina-2
ou a endotelina-3. Tais resultados alinham-se aqueles relatados por Spokes et al. (1989),
Wiklund ez al. (1991), Lin & Lee (1992), Miasiro & Paiva (1993) e Warner et al. (1993b).

A demonstragdo de ordens de poténcias relativas diferentes para cada componente
de agao das endotelinas pode ser tomada como evidéncia preliminar de que os receptores
envolvidos nessas duas respostas do ileo sao distintos. No entanto, como comenta Kenakin
(1993), uma caracteriza¢ao mais adequada sobre a heterogeneidade de receptores requer
a utilizagdo de agonistas mais seletivos e, principalmente, de antagonistas competitivos.
Nesse sentido, constatamos no presente estudo que a sarafotoxina S6¢, um agonista seletivo
de receptores ET, (Huggins et al., 1993), foi tio potente quanto a endotelina-1 (e a
endotelina-3) em inibir as contragdes neurogénicas do ileo. No entanto, o agonista seletivo
do receptor ET, foi cerca de 30 a 100 vezes menos potente que a endotelina-1 em contrair
a preparagdo. Além disso, o antagonista seletivo de receptores ET, BQ-123 (Ihara et al.,
1992) nao modificou os efeitos depressores da endotelina-1 ou da sarafotoxina S6c¢ sobre
as respostas a estimulacio elétrica. Porém, inibiu marcadamente as contragdes sustentadas
causadas pela endotelina-1 e, de forma menos pronunciada, pela maior concentracio (30
nM) de sarafotoxina S6c¢. Assim, os resultados obtidos com a sarafotoxina S6c e 0 BQ-123
reforcam a hipétese de que o efeito bifdsico da endotelina-1 no ileo decorre da ativagao
de receptores distintos.

Conforme foi mencionado na introducao, hd pelo menos trés receptores para as
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endotelinas bem caracterizados (Huggins et al., 1993; Regoli et al., 1993). O primeiro
tipo € o receptor ET,, que apresenta maior afinidade a endotelina-1 e a endotelina-2 do
que a endotelina-3, e € sensivel a bloqueio por baixas concentragoes de BQ-123. 0 segundo
€ o receptor ET,, que apresenta afinidades semelhantes as trés endotelinas, € bloqueado
pelo IRL-1038 mas € resistente ao bloqueio pelo BQ-123, e pode ser ativado seletivamente
por sarafotoxina S6¢ , IRL 1620 e BQ-3020. O terceiro tipo € o receptor ET., que apresenta
afinidade muito maior para a endotelina-3 do que para as demais endotelinas.

As poténcias semelhantes da endotelina-1 e da endotelina-3 para inibi¢do das
contracoes neurogénicas do ileo, sugerem que esse efeito seja mediado por receptores ET,,.
Esta hipétese € reforgada pela atividade pronunciada da sarafotoxina S6¢ para causar o
mesmo efeito, bem como pela auséncia de antagonismo dos efeitos depressores dab
endotelina-1 ¢ da sarafotoxina S6c pelo BQ-123. Além disso, a exposi¢iao prévia das
preparacoes a endotelina-1 ou a sarafotoxina S6¢ determinou tolerancia homoéloga e cruzada
aos efeitos inibitérios de ambos os peptideos. Isso também sugere que os efeitos desses
dois peptideo:; sio mediados por ativacao de uma populagao homogénea de receptores ET,,.

Entretanto, algumas evidéncias nio se alinham a essa conclusio. A endotelina-2
foi cerca de 7 vezes meno: potente que a endotelina-1 na induc¢do do efeito contritil, mas
talvez essa discrepincia possa ser explicada pela impossibilidade de determinar a poténcia
desse peptidzco em condigoes adequadas de equilibrio (Kenakin, 1993). Warner ez al.
(1993b) observaram que a inibicdo das respostas neurogénicas do ileo de cobaia pela
sarafotoxina S6¢c foi antagonizada, ainda que discretamente, pelo BQ-123. Porém,
considerando que os autores utilizaram uma concentra¢do extremamente elevada do

antagonista (10 uM), parece provivel que o resultado reflita mais a seletividade limitada
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do antagonista do que a ativacao de receptores ET, pelo agonista.

Maggi et al. (1989a) demonstraram que o fragmento endotelina-1 (16-21),
considerado um agonista seletivo de receptores ET, (Maggi et al., 1989d), ndo afetou as
respostas do ileo de cobaia a estimulagao elétrica. Curiosamente, Tschirhart ez al. (1991)
observaram que o fragmento contraia a traquéia de cobaia, mas ndo competia com a
endotelina-1 pela ocupagao de sitios de ligagao especificos em membranas deste tecido.
Os autores sugeriram que o efeito da endotelina-1 (16-21) na traquéia ndo envolveu a
ativagdo de receptores tipicos para endotelinas. Por outro lado, a auséncia de efeito
inibitorio da endotelina-1 (16-21) sobre as respostas do ileo a estimulagao elétrica poderia
sugerir que esse tecido contenha um subtipo de receptor ET, insensivel ao fragmento. Neste
particular, o antagonista nao-seletivo de receptores ET, e ET, PD 142893, que bloqueia
a vasodilatagdo do mesentério arterial perfundido de rato mediada por receptores ET,
(Warner et al., 1993a), nao afeta a depressdo das respostas neurogénicas do ileo de cobaia
pela endotelina-1 (Warner et al., 1993b). Assim, hd evidéncias consideri&eis de que
existam subtipos de receptores ET,,.

A natureza dos receptores envolvidos nos efeitos contriteis das endotelinas no ileo
de cobaia parece mais elusiva. Embora a endotelina-3 tenha-se apresentadb
significativamente menos potente que a endotelina-1 e a endotelina-2 em contrair a
preparacao, a diferenca entre as CE,, foi de apenas 3,5 vezes. Achados semelhantes foram
relatados por Spokes ez al. (1989), Wiklund er al. (1991), Wollberg et al. (1991), Lin &
Lee (1992), Miasiro & Paiva (1992) e Warner ez al. (1993b), que também observaram uma
poténcia da endotelina-3 de 4 a 30 vezes menor que a da endotelina- 1 em contrair segmentos

de ileo de cobaia. Ainda, Yoshinaga et al. (1992) verificaram que a poténcia da endotelina-
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3 em contrair a musculatura longitudinal do ileo de cobaia ndo diferia daquelas apresentadas
pela endotelina-1, endotelina-2 e VIC. Considerando que a afinidade da endotelina-3 por
receptores ET, € cerca de 100 vezes menor que a da endotelina-1 (Arai et al., 1990; Rae
& Calixto, 1993; Sakamoto et al., 1993), a diferenca discreta entre as poténcias de ambos
os peptideos, evidenciada no presente estudo, sugere que os seus efeitos contriteis nao
sejam mediados por uma populacdo homogénea de receptores ET, tipicos. No entanto, a
exemplo dos achados de Warner et al. (1993b), verificou-se no presente estudo que o
antagonista seletivo de receptores ET, BQ-123 inibiu as contracdes induzidas pela
endotelina-1 ¢ por uma concentra¢ao mais elevada (30 nM) de sarafotoxina S6c¢c. Esses
resultados sugerem, portanto, que pelo menos parte do efeito contritil da endotelina-1 no
ileo decorre da ativagdo de receptores ET,.

Por outro lado, o BQ-123 n3o afetou as contragGes induzidas por baixas
concentracoes de sarafotoxina S6¢, como também nio bloqueou as acoes da endotelina-1
de forma nitidamente concentragao-dependente. Além disso, ao contrdrio do que se
verificou com relacio a inibicdo das respostas neurogénmicas, nio foi observada
dessensibilizacido cruzada entre os efeitos contrateis da endotelina-1 e da sarafotoxina S6c¢.
De forma semelhante, Miasiro & Paiva (1992) observaram que o ileo de cobaia exposto
a endotelina-3 nio desenvolvia dessensibilizagao cruzada ao efeito contrdtil daendotelina-1,
embora as preparagoes exibissem redu¢ao da contracdo induzida pela prépria endotelina-3.
Em vista do exposto, parece plausivel propor que parte dos receptores responsdveis pelos
efeitos contrdteis das endotelinas na preparagdo sejam do tipo ET,. Essa proposi¢ao €
reforcada pela constatagao de que o fragmento endotelina-1 (16-21) também contrai o ileo

de cobaia (Maggi et al., 1989d; Miasiro et al., 1993), embora pelo menos parte dessa
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contracdo seja sensivel ao bloqueio pelo BQ-123 (Miasiro ez al., 1993).

Apesar das evidéncias funcionais acumuladas até¢ o momento constituirem forte
argumento para a co-existéncia de receptores ET, e ET, no ileo de cobaia, poucos estudos
tém analisado esse aspecto através do uso de radioligantes. Embora ji tenba sido
demonstrado que a endotelina-1 associa-se a sitios de ligacdo de alta afinidade em
membranas de ileo de rato (Bolger ez al., 1990) e cobaia (Bolger et al., 1992), outro estudo
demonstrou, através do emprego de métodos autoradiogrificos, a presenca de sitios de
ligacdo para a endotelina-1 nas musculaturas circular e longitudinal do ileo de rato
(Takahashi ef al., 1990). No entanto, nenhum desses estudos fez uso de outras endotelinas
ou sarafotoxinas nos experimentos de competicio, o que teria permitido identificar os
possiveis tipos de receptores marcados pela ['*I]-endotelina-1 no ileo. Por outro lado,
Wollberg et al. (1991) observaram que a ligagdo de ['*I)-sarafotoxina S6b a sitios
especificos de ligacdo em membranas de ileo de cobaia foi inibida igualmente pela
endotelina-1, endotelina-3, VIC e sarafotoxina S6b. A discrepincia entre estes achados
e os resultadcs dos estudos funcionais poderia indicar uma prevaléncia de receptores ET,
sobre receptores ET, no ileo de cobaia. Porém, tal possibilidade merece ser melhor
investigada através do emp:ego de agonistas ¢ antagonistas seletivos para cada um dos tipos
de receptor.

Parte do presente estudo procurou caracterizar alguns dos possiveis mecanismos
celulares pelos quais as endotelinas reduzem a magnitude das contragdes neurogénicas do
ileo de cobaia. Nesse sentido, verificou-se que o efeito depressor da endotelina-1 ndo foi
influenciado por indometacina. Assim, a manifestacdo desse efeito da endotelina-1 parece

ser independente da producdo de eicosandides da via da cicloxigenase. Em estudo
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semelhante, Wiklund et al. (1991) também relataram que a redugdo das respostas

neurogénicas pela endotelina-1 nio foi modificada por indometacina ou BW 755C (um
inibidor de lipoxigenase). Cumpre salientar que as endotelinas induzem a liberacdo de
eicosandides em diversos orgios e tecidos, que por sua vez podem mediar e/ou modular
as agoes desses peptideos (para uma revisao ver Hyslop & De Nucci, 1992). Recentemente,
Fukunaga et al. (1993) demonstraram, no ileo de cobaia, que a indometacina diminui a
liberagdo de acetilcolina induzida por substincia P e nicotina, sugerindo que as
prostaglandinas endégenas modulam a atividade de motoneurdnios colinérgicos do plexo
mioentérico.

Por outro lado, o efeito depressor da endotelina-1 também nio foi influenciado
pela glibenclamida, um bloqueador de camais de potdssio ATP-dependentes, ou pela
cromacalina, um ativador direto desses canais que inibe per se as contra¢oes neurogénicas
dessa preparagdo (Schwoerer & Kilbinger, 1989). Esses achados refutam a participagido
desses canais na mediagdo da depressao das respostas neurogénicas do ileo pela endotelina-
1. No entanto, hd evidéncias de que a endotelina-1 relaxa o ileo nao-estimulado (Miasiro
& Paiva, 1990) e a taenia coli (Usune et al., 1991) isolados de cobaia por estimulacgio de
canais de potissio ativados por cdlcio e sensiveis a apamina. Ainda, a dilatagio da artéria
pulmonar de rato pelo peptideo € inibida pela glibenclamida e pelo tetraetilamonio,
indicando que o peptideo possa ativar canais de potdssio ATP-dependentes nesse tecido
(Hasunuma et al., 1990).

Ao contrdrio da endotelina-1 e demais endotelinas, 0 Bay K 8644, uma
diidropiridina que ativa diretamente canais de cdlcio do tipo "L" dependentes de voltagem,

causou um aumento discreto das respostas do 1ileo a estimulagdo elétrica.
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Também foi constatado que a nicardipina, um bloqueador desses canais, nido interfere com
a inibi¢do das contragdes neurogénicas pela endotelina-1, confirmando achados anteriores
obtidos com a nifedipina (Miller et al., 1990). Tais evidéncias descartam a mediacdo ou
a modulagﬁo do efeito depressor das endotelinas através da ativacao de canais de cdlcio
do tipo "L". Parece oportuno destacar que a depressiao das respostas neurogénicas basais
do ileo pela nicardipina envolve, possivelmente, o bloqueio de canais de cdlcio do tipo "L"
pré- e pés-juncionais (Martin er al., 1990).

Infelizmente, por limita¢Oes técnicas do laboratdrio, ndo foi possivel analisar a
influéncia das endotelinas sobre a libera¢io de neurotransmissores. No entanto, Wikiund
et al. (1989b, 1991) verificaram que a endotelina-1, em concentracdes elevadas, inibiu
a liberacdo de acetilcolina induzida por estimulagio elétrica de campo do ileo de cobaia.
Ao contririo, Taniyama et al. (1993) observaram que o VIC aumentou a liberagido
espontinea de actilcolina na mesma preparacao. Apesar da discrepincia aparente entre esses
achados, ambos sugerem que as endotelinas possam atuar diretamente sobre os
motoneurdnios colinérgicos. Além disso, € provdvel que a despolarizagdo parcial das
terminacoes nervosas colinérgicas pela endotelina-1 resulte em aumento da liberagio
espontinea do neurotransmissor ¢, simultaneamente, em redugio da libera¢do induzida pela
invasao das terminagoes pelo potencial de agdo. Nesse sentido, pelo menos parte do efeito
depressor das endotelinas sobre as contracdes neurogénicas do ileo pode ser devida a uma
agao pré-juncional sobre os motoneurdnios colinérgicos ou outros neurdnios mioent€ricos.
Por outro lado, considerando que a endotelina-3 também causou relaxamento transiente
de preparagdes pré-contraidas por acetilcolina ou histamina, conclui-se que uma parte

significativa da depressdo das respostas neurogénicas pelas endotelinas € decorrente de uma
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agido pdés-juncional.

Segmentos de ileo de cobaia apresentam, na auséncia de estimulagio elétrica, um
relaxamento transiente em resposta a endotelina-1 (Lin & Lee, 1990; 1992; Miasiro &
Paiva, 1990, 1992; Miasiro et al., 1993; Wollberg et al., 1991). Esse efeito ndo &
observado na preparacido plexo mioentérico-musculatura longitudinal do ileo de cobaia
(Sakata et al., 1989; Bolger et al., 1992), no ileo de camundongo (Ishida ez al., 1989)
ou no ileo de rato (Takahashi ez al., 1990). Normalmente também nio se manifesta no ileo
de cobaia submetido a estimulagdo elétrica (presente estudo; Hiley ez al., 1989: Wiklund
et al., 1989a; Miller ez al., 1990; Warner ez al., 1993b).

Talvez a auséncia de relaxamento nestas dltimas preparagdes, em resposta a
endotelina-1, decorra da queda do tonus causado pela prépria estimulagio elétrica, de modo
a impedir qualquer relaxamento adicional da tensdo basal. Nesse sentido, a depressdo das
contragoes neurogénicas pela endotelina-1 poderia envolver os mesmos mecanismos
responsdveis pelo relaxamento observado na auséncia de estimulagdo. No entanto, existem
algumas diferengas que sugerem que ambos os efeitos constituam fenomenos distintos. Ao
contririo da depressdo das respostas neurogénicas causadas pela endotelina-1, o relaxamento
induzido pelo peptideo ndo é concentracao-dependente (Lin & Lee, 1990, 1992; Miasiro
& Paiva, 1990, 1992; Miasiro et al., 1993) e € atenuado pelo bloqueio de canais de cdlcio
do tipo "L." como o verapamil (Miasiro & Paiva, 1990). O relaxamento também é bloqueado
pela apamina e pela atropina, € potencializado pela amilorida, mas nio € alterado pela
indometacina, naloxona, tolazolina, propranolol, metisergida, glibenclamida, difenidramina,
guanetidina, tetrodotoxina, N¥-nitroarginina, azul de metileno, ouabaina, forbol éster ou

peptideo natriurético (Lin & Lee, 1990, 1992; Miasiro & Paiva, 1990, 1992).



56

A pré-incubagio do fleo de cobaia com indometacina reduziu significativamente
a contragdo induzida pela endotelina-1. Esse achado sugere, fortemente, que a contracdo
seja mediada em parte e/ou modulada pela liberagdo de‘eicosan(’)ides derivados da via da
cicloxigenase. Hd evidéncias que apontam as prostaglandinas como reguladoras da atividade
contrdtil da musculatura lisa do trato gastrintestinal, principalmente do intestino delgado,
além de estimularem a neurotransmissdo colinérgica (Eglen & Whiting, 1988; Staumont
et al., 1990). Destaca-se, ainda, que a prostaglandina F,, ¢ a prostaciclina aumentam o
tonus do jejuno dc cio (Radomirov ef al., 1983) e do ileo de cobaia (Gaion & Trento,
1983). A capacidade da endotelina-1 em estimular a sintese e liberacdo de prostaglandinas
foi demonstrada em diversas preparagoes e in vivo (De Nucci et al. , 1988; Payne & Whittle,
1988; Raec et al., 1989; para uma revisdo ver Hyslop & De Nucci, 1992). Entretanto, como
Miasiro & Pziva (1990) & Lin & Lee (1990) ndo detectaram modificacdo da contracdo
induzida pel: endotelina-1 no ileo de cobaia exposto a indometacina, a participacido de
eicosandides nesse componente de agdo das endotelinas permanece a ser melhor
caracterizad: .

A excmplo da endotelina-1, o ativador de canais de cdlcio do tipo "L" Bay K 8644
causou contracdo, ainda (1e discreta, do ileo de cobaia. Além disso, a nicardipina, um
bloqueador cesses canais, praticamente aboliu tanto o desenvolvimento quanto a manutengdo
da contracdo induzida pela endotelina-1. Tais achados, que sdo semelhantes aqueles
relatados por outros autores na mesma preparacao (Hiley ez al., 1989; Ishida et al., 1989;
Lin & Lee, 1990; Miasiro & Paiva, 1990; Miller ez al., 1990; Sakata ei al., 1990; Bolger
et al., 1992; Yoshinaga et al., 1992), indicam que esse efeito da endotelina-1 depende,

fortemente, da ativacdo de canais "L" e influxo de cdicio a partir do meio extracelular.
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Yanagisawa et al. (1988) sugeriram que a endotelina-1 consistiria em um ativador direto
endégeno dos canais de cdlcio "L". Porém, estudos subseqiientes demonstraram que a
ativac¢ao desses canais pelo peptideo € indireta (Goto et al., 1989; Silberberg ez al., 1989;
Van Renterghem et al., 1988; Gu ez al., 1989a,b), ¢ nem sempre é necessdria para a
producio de contragio da musculatura lisa (D’Orleans-Juste ez al., 1989).

A musculatura lisa vascular contém canais de potdssio dependentes de ATP que
sdo ativados pela cromacalina para determinar hiperpolarizagio e vasodilatagio sensiveis
ao bloqueio pela glibenclamida (Standen et al., 1989). Esses canais também ocorrem no
ileo de cobaia, pois a cromacalina inibiu as respostas neurogénicas basais e a contra¢io
induzida pela endotelina-1, sendo que ambos os efeitos foram revertidos pela glibenclamida.
Considerando que o relaxamento do ileo causado pela cromacalina decorre de
hiperpolariza¢do do misculo liso, j4 que ela ndo modifica a liberacdo neural de acetilcolina
(Schworer & Kilbinger, 1989), ¢ provdvel que a endotelina-1 induza contragao por
despolarizacdo e, consequentemente, ativagao de camais de cdicio "L" voltagem-
dependentes. Tal mecanismo de a¢do da endotelina-1 foi proposto para explicar resultados
semelhantes obtidos na veia porta de rato (Guimaries et al., 1992). Por outro lado, hd
evidéncias que a endotelina-1 possa inibir a atividade de canais de potdssio ATP-
dependentes nas artérias corondria de suino e pulmonar de rato (Miyoshi ez al., 1992).

Embora ndo tenham sido realizados experimentos, no presente estudo, para
caracterizar o acoplamento dos receptores de endotelina a fosfolipase C, alguns trabalhos
sugerem que tal mecanismo € importante para a resposta contrdtil do ileo is endotelinas.
Assim, tanto o inibidor de proteina quinase C H-7 quanto o forbol éster, que ativa e depois

desacopla esta enzima, inibem a contragdo do ileo de cobaia induzida pela endotelina-1
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(Lin & Lee, 1990, 1992; Miasiro & Paiva, 1992). Esses resultados sugerem que a

endotelina-1 estimula a fosfolipase C a formar diacilglicerol e inositol trifosfato a partir
do fosfatidilinositol bifosfato. No entanto, estudos receqtes em outros tecidos indicam que
a endotelina-1 pode induzir a formac¢do de diacilglicerol por uma via alternativa, através
da ativagio da fosfolipase D e conversdo da fosfatidilcolina em dcido fosfatidico (MacNulty
etal., 1990; Ambar & Sokolovsky, 1993). Dessa forma, sio necessdrios estudos adicionais
para determinar se a contragdo do fleo de cobaia pelas endotelinas depende da ativagio das
fosfolipases C e/ou D.

A endotelina-1 ndo alterou as contragoes do ileo de cobaia induzidas pela
acetilcolina, histamina, bradicinina ou substincia P. Dessa forma, parece pouco provdvel
que parte do efeito contritil da endotelina-1 seja mediado por uma potencializacao das acoes
de neurotransmissores liberados pelos neurdonios mioentéricos. Embora essa conclusio seja
reforgada pelo estudo de Bolger et al. (1992), Wiklund ez al. (1989a, 1991) demonstraram
que a endotelina-1, em altas concentra¢des, aumenta significativamente as contracoes do
fleo induzidas pela acetilcolina. As razdes para a contradicdo entre esses achados
permanecem a ser esclarecidas.

O bloqueio da atividade neuronal com a tetrodotoxina ou com antagonistas de
receptores colinérgicos muscarinicos, utilizando a atropina, nao alterou a contracdo do ileo
causada pela endotelina-1. Ambos os resultados indicam que a contragdo causada pelo
peptideo ndo foi mediada pela liberagao neuronal de acetilcolina ou outro neurotransmissor
excitatério. Alguns trabalhos confirmam a auséncia de influéncia da tetrodotoxina e da
atropina na contragdo induzida pela endotelina- 1 nessa preparagdo (Lin & Lee, 1990; Bolger

et al., 1992). No entanto, outros autores t€m descrito que a atropina reduziu a contra¢do
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induzida pela endotelina-1 (Miasiro & Paiva, 1990) ou pelo VIC (Taniyama et al., 1993).

Embora a tetrodotoxina n3o tenha afetado a contragio induzida pela endotelina-1 (Miasiro
& Paiva, 1990), ela reduziu aquelas induzidas por endotelina-3 (Miasiro & Paiva, 1992)
e por VIC (Taniyama et al., 1993). Considerando que a contrac¢do do ileo causado pelas
endotelinas possivelmente envolve ativagdo dos receptores ET, e ET, (ver acima), é
possivel que a contragdo causada por ativacido dos dltimos receptores seja mediada por
estimulacio de motoneurdnios colinérgicos.

Tanto os receptores ET, quanto os ET, pertencem a superfamilia de receptores do
tipo da rodopsina (Arai et al., 1990; Sakurai et al., 1990). Sdo, portanto, proteinas que
apresentam 7 dominios transmembrana acoplados aos seus sistemas efetuadores através das
proteinas G (Huggins et al., 1993). As proteinas G constituem um grupo heterogéneo de
compostos, alguns dos quais s3o sensiveis a inativacio pela toxina de Bordetella pertussis,
particularmente as dos tipos G, e G, (Kaziro et al., 1991; Strosberg, 1991). O presente
estudo demonstra que o tratamento de cobaias com a toxina pertussis atenua a depressio
das respostas neurogénicas do ileo causado pela morfina sem, contudo, modificar o perfil
de agao causado pela endotelina-1 nesta preparagdo. Esses resultados sugerem que os
receptores responsdveis pelas agoes da endotelina-1 (e talvez de outras endotelinas) no ileo
ndo sdo acoplados a proteinas G; ou G, sensiveis a toxina de Bordetella pertussis.

Embora o presente estudo ndo tenha evidenciado a participac¢io de proteinas G; ou
G, na mediagdo dos efeitos da endotelina-1 no ileo, Bitar ez al. (1992) observaram que
anticorpos para 3 subtipos de proteina G; inibem a contragdo da musculatura lisa reto-
sigmoidea de coelho. Assim, parece haver diferengas pronunciadas quanto aos subtipos

de proteinas G mediando os efeitos contrdteis da endotelina-1 na musculatura lisa de porgoes
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distintas do trato gastrintestinal. Também hd evidéncias de que, em outros tecidos, as
proteinas G envolvidas na mediacdo dos efeitos das endotelinas podem ser sensiveis ou ndo
a toxina de Bordetella pertussis. Essa toxina nio alterav a formacao de inositol tn'fosfato
bem como o aumento da concentragio citosélica de cdlcio induzidos pela endotelina-1 em
células musculares lisas vasculares (Mitsuhashi ez al., 1989; Muldoon et al., 1989), ou
a ativacdo de fosfolipase C causada pelo peptideo em midcitos cardiacos (Vigne et al.,
1990; Hilal-Dandan et al., 1992). Por outro lado, a toxina bloqueia parcialmente os efeitos
mitogénicos da endotelina-1 em fibroblastos (Bobik ez al., 1990) e a ativagio da fosfolipase
C em astrécitos (Lin er al., 1990a), enquanto o efeito inotrépico do peptideo € sua
capacidade em inibir a adenilato ciclase em miécitos ventriculares sdo bloqueados por
completo (Kelly et al., 1990; Hilal-Dandan et al., 1992). Também Nambi et al. (1990)
verificaram que a atividade da topoisomerase 1 ativada pela endotelina-1 € abolida pela
toxina. Curicsamente, hd um relato de que a toxina de Bordetella pertussis aumenta a
liberacdo de aspartato induzida por endotelina-1 em células granulares de cerebelo (Lin
et dl ., 1990b). Tais discrepincias apontam para uma grande diversidade nas proteinas G
capazes de acoplar os receptores das endotelinas a diferentes efeitos. E bastante provdvel,
como sugeriu Huggins e al. (1993), que os tipos de proteinas responsdveis pelo
acoplamentc dependam de miiltiplos fatores, incluindo o tecido, o efeito e a espécie em
questdo. Ainda, como um mesmo receptor pode estar acoplado a vdrios mecanismos de
efetuagao numa mesma célula, diferentes proteinas G podem ser responsdveis pela mediagio
de efeitos distintos € paralelos de um agonista (Hoyer & Boddeke, 1993).

Conforme foi mencionado na introducdo, as endotelinas sdo encontradas ao longo

do trato gastrintestinal. Com relacdo ao intestino delgado, em particular, a presenca de
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endotelina-1 e/ou a expressio de RNA-mensageiro ao peptideo ji foi demonstrada no
duodeno de porco (Kitamura ez al., 1990; Hemsén, 1991), ileo de camundongo (Saida ez
al., 1989) e cobaia (MacCumber et al., 1989), e ao longo de todo o intestino delgado de
rato, que também contém endotelina-3 (Matsumoto ez al., 1989; Takahashi ez al., 1990).
Merece destaque, ainda, a ocorréncia de VIC, uma variante da endotelina-2, no ileo de
camundongo (Saida et al., 1989). A maior parte da endotelina-1 presente no intestino
delgado de rato parece estar localizada na mucosa (Takahashi et al., 1990). No entanto,
dada a presenca de endotelina-1 e endotelina-3 em plexos nervosos préximos a2 musculatura
lisa do estomago de rato (Saeki et al., 1993) e em plexos mioentéricos e submucosos do
cé6lon humano (Inagaki et al., 1991), € possivel que tais peptideos também ocorram em
neurdnios do intestino delgado.

Quais seriam as possiveis fungoes fisioldgicas e/ou fisiopatolégicas desses peptideos
no intestino? A endotelina-1 promove secrecdo de fons cloreto pela mucosa do ileo de
coelho (Brown & Smith, 1991) e do célon de rato (Moummi et al., 1992a; Kiyohara et
al., 1993) e coelho (Brown & Smith, 1991; Roden ez al., 1992), e inibe a reabsorcio de
cloreto de s6dio no célon de rato (Kiyohara ez al., 1993). Tais evidéncias sugerem que
as endotelinas possam regular processos de secre¢do iOnica no intestino. Permanecem a
ser caracterizadas as células responsdveis e os mecanismos envolvidos na produgio e a¢do
das endotelinas na mucosa intestinal. Por outro lado, as endotelinas liberadas pela mucosa
intestinal ou pelos neurdnios mioentéricos poderiam atuar, de forma pardcrina, sobre outros
neurdnios ou sobre a musculatura lisa, provocando, direta ou indiretamente, alteragoes de
motilidade intestinal. Considerando que pacientes com doenga de Crohn ou colite ulcerativa

apresentam maior quantidade de endotelina-1 imunoreativa no intestino (Murch ez al.,
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1992), as endotelinas podem ser relevantes na manifestacao da diarréia e hipermotilidade

intestinal associadas as duas condigdes.



6 - RESUMO E CONCLUSOES

O presente trabalho procurou caracterizar os efeitos das endotelinas no ileo de
cobaia submetido a estimulacgdo elétrica de campo. Os reéultados obtidos indicam que as
endotelinas causam um efeito bifdsico concentracio-dependente na preparagio, que consiste
na depressdo transitoria das respostas neurogénicas ¢ no surgimento de uma contragao
sustentada.

O efeito depressor possivelmente decorre da ativacdo de receptores ET,, pois a
sarafotoxina S6c, a endotelina-1 ¢ a endotelina-3 sdo equipotentes entre si e mais potentes
que a endotelina-2 na producdo desse efeito, que ndo é antagonizado pelo antagonista
seletivo de receptores ET, BQ-123. Ainda, ocorreu dessensibilizacdo cruzada entre os
efeitos da sarafotoxina S6c e da endotelina-1. O efeito independe da sintese de eicosandides
ou da ativagio de canais de cdlcio do tipo "L" ou de canais de potdissio ATP-dependentes,
pois nio foi bloqueado pela indometacina, nicardipina ou glibenclamida, e parece ser
mediado em parte por uma a¢ao pos-juncional.

O efeito contritil das endotelinas possivelmente envolve a estimulacdo de receptores
ET, e ET,, pois a endotelina-3 € apenas 3 vezes menos potente que a endotelina-1 ou a
endotelina-2, e 0 BQ-123 inibe mais seletivamente a contracdo produzida pela endotelina-1
do que pela sarafotoxina S6¢c. Além disso, ndo houve dessensibilizagao cruzada entre os
efeitos contrdteis da endotelina-1 e da sarafotoxina S6¢. A contracdo € inibida parcialmente
pela indometacina, enquanto que a nicardipina e a cromacalina (um ativador de canais de
potdssio ATP-dependentes) praticamente abolem a resposta. Embora outros estudos sugiram
que a contragdo do fleo induzida pelas endotelinas possa envolver ativacao de motoneurdnios

colinérgicos, a tetrodotoxina e a atropina ndo modificaram essa a¢do da endotelina-1. Esse
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componente parece, portanto, ser mediado por uma agio pés-juncional que independe da
scnsibilizagdo da musculatura lisa a outros agonistas contrdteis.

Os componentes do efeito bifdsico das endotelinas no ileo de cobaia parecem
envolver a ativagao de receptores distintos que ndo sao acoplados através de proteinas G
sensiveis a toxina de Bordetella pertussis, jd que os efeltos da endotelima-1 ndo foram
influenciados pelo tratamento da cobaia com a toxina.

Parte dos resultados do presente estudo jd foram publicados (Guimaries ¢ Rae,

Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 261: 1253-1259, 1992).



SUMMARY AND CONCLUSIONS

1. The present study was undertaken to assess the effects of endothelins on the
guinea pig field-stimulated ileum. An attempt was also made to characterize the receptors
and cellular mechanisms involved in these effects.

2. Endothelin-1, endothelin-2, endothelin-3 and sarafotoxin S6¢ (0.3 to 30 nM)
all caused dual effects, comprised of a transient inhibition of neurogenic twitch responses,
allied to a tonic contraction. The rank order of potencies (IC,,s in nM) for the twitch-
depressor effect was: sarafotoxin S6¢ (0.6) = endothelin-3 (1.2) = endothelin-1 (1.5) >
endothelin-2 (10.5). The maximal depressor effects of the first two agonists were greater
than those produced by the later. The rank order of potencies (EC,,s in nM) for the
contractile effects was: endothelin-1 (2.3) = endothelin-2 (2.5) > endothelin-3 (8.2) >
sarafotoxin S6¢c (> 10). Endofhelin—l caused a greater maximal contraction than the other
agonists.

3. The selective ET, receptor antagonist BQ-123 (30 and 100 nM) failed to modify
the twitch-depression induced by endothelin-1 (1, 3 and 10 nM) or sarafotoxin S6¢ (1, 3
and 10 nM), but inhibited contractions induced by all concentrations of endothelin-1.
However, BQ-123 only attenuated the contractile responses to a high concentration of
sarafotoxin S6c¢c (30 nM).

4. Pribr exposure to endothelin-1 (3 nM) or sarafotoxin S6¢ (10 nM), 30 min before
a second exposure to an agonist, induced cross-desensitization to the twitch-depressor
effects of either ﬁeptide. In contrast, prior exposure to endothelin-1 induced desensitization
to its own contractile effect, but not to that of sarafotoxin S6c¢. Alsb, sarafotoxin S6c¢ (10

nM) did not induce tachyphylaxis to its own contractile effect or that of endothelin-1.
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5. The depression of neurogenic contractions by endothelin-1 (3 nM) was not
influenced by indomethacin (5.6 pM), cromakalim (10 M), glibenclamide (3 xM) or
nicardipine (100 nM). In contrast, the contractile effect was aﬁenuated by indomethacin,
cromakalim and nicardipine, but not by atropine (300 nM), tetrodotoxin (300 nM) or
glibenclamide.

6. Endothelin-1 (up to 30 nM) did not affect contractions triggered by acetylcholine
(30 nM), histamine (100 nM), bradykinin (10 nM) or substance P (1 nM). However,
endothelin-3 (up to 30 nM) relaxed transiently ileal segments precontracted with
acetylcholine (300 nM) or histamine (1 pM).

7. Pretreatment of guinea pigs with pertussis toxin (50 ug/kg, i.p., 6 days before
sacrifice) significantly reduced the twitch depression caused by morphine (1 nM to 3 uM),
but did not modify the dual effects of endothelin-1 (1 to 30 nM).

8. It is concluded that endothelins inhibit neurogenic responses of the guinea pig
ileum by activating ET, receptors. This effect is not a consequence of opening of ATP-
dependent potassium channels, L-type calcil_xm channels or eicosanoid synthesis, appears
to be mediated in part by a direct action on smooth muscle cells and does not depend on
coupling by a pertussis toxin-sensitive G protein.

9. On the other hand, the contractile effect is possibly mediated by both ET, and
ET, receptors, coupled via pertussis toxin-insensitive G protein to activation of L-type
calcium chanﬁels and, to a lesser degree, eicosanoid synthesis. This effect of the
endothelins is not the result of a modulatory action on responses to other contractile
agonists. Moreover, in contrast té results obtained by others, the current study found no

evidence for partial mediation of the contraction by an action of endothelins on cholinergic
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motoneurons.

10. The current study strengthens the view that endothelins may play important
physiological roles as regulators of intestinal motility.

Part of the results presented in the current study have been published (Guimardes

and Rae, Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 261: 1253-1259, 1992).
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