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Este estudo procurou avaliar os efeitos da [endotelina-1] (ET-1) na
motilidade de diferentes por¢des do trato biliar extra-hepatico isolado de
cobaia. Os resultados obtidos revelaram que a ET-1 (0,1 a 100 nM) ndo causou
qualquer resposta contratil do ductos hepatico e cistico ou da por¢ao proximal
do [ducto biliar comum] (DBC), assim como, estas preparagées nao
responderam a colecistocinina-8 (CCK-8; 0,1 a 100 nM), a histamina, ao
carbacol (10 nM a 100 uM) ou ao KCL 80 mM. Embora o carbacol e a CCK-8
causaram contracdes da porgdo distai do DBC, a ET-1 ndo causou qualquer
resposta contratii desta porgcdao. A indometacina (5,6 pM) ndo alterou a
reatividade da porgao distai do DBC a CCK-8, mas potencializou as resposta
ao carbacol e revelou efeitos contrateis da ET-1. A ET-1, a sarafotoxina
S6¢(0,1 a 100 nM) e a histamina (10 nM a 100 yM) ndo induziram qualquer
efeito contratil das por¢coes ampular (EOA) e papilar (EOP) do [esfincter de
Oddi]. Em contraste, o carbacol induziu contragées de ambas as por¢gdes do
EO e a CCK-8 causou apenas pequenas contragbes transitorias.
Diferentemente da CCK-8, a incubagdo das preparagdées com ET-1 ou
sarafotoxina S6¢ causou inibigdo da contragédo induzida pelo carbacol em anéis
de EOA, mas ndo EOP. A indometacina aboliu o efeito inibitério causado pela
ET-1 (100 nM) sobre as contragdes induzidas pelo carbacol no EOA. O [efeito
depressor] da ET-1 no EOA foi parcialmente bloqueado pelo BQ-123
(antagonista ET,), inalterado pelo BQ-788 (antagonista ETg) e totalmente
abolido com a incubagdo das preparagbes de EOA com ambos os
antagonistas. Tais achados permitem concluir que a ET-1, in vilro, ndo causa
qualquer efeito contratii em nenhum dos ductos do trato biliar extra-hepatico,
mas inibe as contragbes induzidas pelo carbacol no EOA. A sintese de
[prostandides] inibe um efeito contratil direto da ET-1 na porgao distal do ducto
biliar comum e também bloqueia o efeito depressor, mediado por [receptores
ETa e ETg,] da ET-1 sobre as contragdes induzidas pelo carbacol no EOA de
cobaia. . -

Palavras-chave: [endotelina-1], [ducto biliar comum)], [esfincter de Oddi], [efeito
depressor], [prostandides], [receptores ET4 e ETg].




“Quem, de trés milénios.

N&o é capaz de se dar conta.
Vive na ignorancia, na sombra.
A mercé dos dias, do tempo. *
(Johann Wolfgang Von Goethe)



Aos meus pais, Nilva M.’ Bertoldi Koepp e Raimundo Koepp
Pelo amor, formac¢édo e constante apoio.

Aos meus irmaos, Viviane, Cristiane e Marcelo :

Pela amizade e incentivo

em todas as fases da minha vida.



Ao meu filho Ubirajara,
capaz de trazer com seu sorriso

alegria aos meus dias mais dificeis.



AGRADECIMENTOS

Ao prof. Dr. Giles Alexander Rae, pela orientagdo, amizade e estimulo ao meu

trabalho.

Aos professores - do departamento de Farmacologia, CCB, UFSC, e em
especial ao Dr. Jodo B. Calixto e Jamil Asséruy pelo constante incentivo a

pesquisa e a Reinaldo Takahashi pelo apoio.

Ao prof. Dr. Pedro D'Orléans-Juste, do Departamento de Farmacologia,
Faculdade de Medicina, universidade de Sherbrooke, Canada, pela

colaboragao.

Aos funcionarios do Departamento de Farmacologia, e em especial a Adenir

Pereira e ao Pedro de Souza, pelo carinho e auxilio.
A Alcibia Helena Mala Cardozo pela amizade e assessoria constantes.

A Anna Paula Piovezan, ao Claudio Laurentino Guimaraes e a Josélia Daher

de Melo pelo excelente relacionamento e agradavel clima de trabalho.

A todos os colegas da pds-graduagéo pela troca de informagées e amizade, de

modo especial & Sandra, Eunice , Marcia e George.

Ao amigo Ubirajara Duarte dos Santos, pelo tempo em que dividimos nossas

vidas.
A Fabio Henrique Speck, pelo Amor concedido.

Ao CNPq e 4 CAPES pelo apoio financeiro, ainda que sem bolsa de mestrado.



LISTA DE ABREVIAGOES

AC - Adenilato Ciclase

ANOVA - Andlise de Varidncia

ATP - Adenina Trifosfato

Cch - Carbacol

CCK - Colecistocinina

CCK-8 — Octapeptideo C-terminal da colecistocinina
CEso — Concentragao Efetiva 50 %
CGRP - Peptideo Relacionado ao Gene da Caicitonina
DG - Diacilgiicerol

DBC - Ducto biliar Comum

DBC-D - Ducto Biliar Comum Distal
DBC-P - Ducto Biliar Comum Proximal
ECE - Enzima Conversora de Endotelina
Emax ~ Efeito Maximo

EO - Esfincter de Oddi

EOA - Esfincter de Oddi Ampular
EOP- Esfincter de Oddi Papilar

EPM - Erro Padrao da Média

ET - Endotelina

ET-1 - Endotelina-1

IP; — Inositol Trifosfato

min - minuto

NANC — Nzo Adrenérgico Nao Colinérgico
NO - Oxido Nitrico

PGE; - Prostaglandina E;

PGF,, - Prostaglandina F, alfa

PGF,, - Prostaglandina F; alfa

PGl; - Prostaciclina

S6¢ — Sarafotoxina Sé¢

VB - Vesicula Biliar

VIP - Peptideo Intestinal Vasoativo.

VII



SUMARIO

LISTADE ABREVIAGOES..............cooiteceeeee e vii

SUMARIO DE FIGURAS ......oooiiiieiieeeeeeceeeeeie s ess st eannessanas X
RESUMO...........oooooeeeorseoeoseseeeeeeeeeesemeeeeeseessesssreeeresesssssesseoissssseneeiene Xi
ABSTRACT ... et e sra e s eecr et en e xiv
1. INTRODU(;A"\O ...................... 1
1.1-AS ENdotelinas .........ccooeeoveeieiieiieieerie e 1
1.2 - Biossintese das Endotelinas .....................ccccciviiiinnnn 4
1.3 - Receptores para Endotelinas ............................ 8

1.4 - Mecanismos Celulares Acoplados a Receptores

Endotelinérgicos .............cccccoiiiiiiiiiiiiii s 9

1.5 - Endotelinas no Trato Gastrointestinal ............................. 12

1.6 - O Trato Biliar ...... e eeereeeeereeeeeeeereereseeeaeenreeeeaaeateennaes 14

1.6.1. Endotelinas no trato biliar.............................. e 19

2. OBUJETIVOS ... ...ttt .22

3. MATERIAL E METODOS ......cocoovovitieeieeieeeteteeisessssss e eeenenens 23

 3.1-Animais.................... et | 23

3.2 - Montagem das Preparagdes ..... ettt 23
3.2.1. Ductos hepaticos, cistico e biliar comum

isolados de cobaia...........ooccouirieiiiiiiiiiiieee 23

3.2.2. Esfincter de Oddi isolado de cobaia............ccccovrvnernnnen. 25

3.3— Procedimentos Experimentais ...................ccccoons 25

3.3.1. Ducto cistico e ducto hepatico.........ccccceeereeeiiiniiicnennnnne. 25

3.3.2. Ducto biliar comum........ccoooiiimiiiiei 27

3.3.3. Esfincterde Oddi.........ccocceviiriiiiiiiecie 27

3.4— Apresentagio dos Resultados e Andlise Estatistica ........ 29

3.5—Drogas, Sais e Solugoes ..............cccceeeeeiiiniii, - 29

VIII



4 RESULTADOS .........cccooiiriiieereeenn ettt rrraraeanre e e e neeesesannaaans
4.1- Agoes induzidas pela endotelina-1 e outros agonistas
nos ductos biilares extra-hepatico isolados de cobaia ......
4.2- Influéncia da indometacina sobre respostas do DBC-D
de cobaia a diferentes agonistas .......................ccccceeee -
4.3—- Comparacao dos efeitos induzidos pela endotelina-1
e outros agonistas no esfincter de Oddi (EO) .....................
4.3.1. Influéncia da indometacina sobre a reatividade do
esfincter de Oddi ao carbacol, ET-1 e CCK-8................
4.3.2. Efeito depressor de ET-1 e da sarafotoxina S6¢ sobre as
contracées induzidas pelo carbacol no EOA e EOP......
4.3.3. Influéncia da indometacina no efeito depressor da ET-1
no esfincter de Oddi de cobaia...........cc.ccevvvervrernnercrnnane
4.3.4. Influéncia de antagonistas de receptores endotelinérgicos
no efeito de pressor da endotelina-1 no EOA de cobaia..

5. DISCUSSAO ......ocoooiiieiciniieeceeiceeeesnnsieis s,
5.1. Efeitos da endotelina-1 e outros agonistas nos
ductos do trato biliar extra-hepatico............... e
5.2. Efeito da endotelina-1 no Esfincter de Oddi..........................
5.3. Influéncia de eicosandides da via da ciclooxigenase
nas z¢des da ET-1 sobre a motilidade
do trato biliar extra-hepético.................; .................................

5.4. Implicagdes fisiologicas ou fisiopatoldgicas.........................

CONCLUSOES ......ooceoeersensssneesscnssssnmsssmens e snses oo

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .............ccooooomvemerreirenseressessnsssenneen

31

31

32

36

36

37

43

43

48
51

56
58

61

65



SUMARIO DE FIGURAS

FIGURA 1 — Estrutura das endotelinas-1, -2 e -3 e da sarafotoxina S6c¢ .... | 3
FIGURA 2 - Esquema da biossintese da endotelina-1 ..........c..ccoeceiee 7
FIGURA 3 - llustragdo esquematica do trato biliar extra-hepatico e esfincter de
Oddi NA CODAIA ......eeeeeeiieeeeiiiee et e 26
FIGURA 4 - Curvas concentracdo-efeito médias aos efeitos contrateis da .
endotelina-1, carbacol e CCK-8 em anéis de ducto biliar comum segmento
proximal e distal de cobaia.............ccoooieininene et 33
FIGURA § - inﬂuéncia da indometacina na reatividade de anéis de ducto biliar
comum distai de cobaia a endotelina-1, carbacol e CCK-8...rriereiiiiiees - 35
FIGURA 6 —~ Curvas concentragdo-efeito médias aos efeitos contrateis do
carbacol, CCK-8 e ET-1 em enéis de esfincter de Oddi porcdo ampular e
papilarde cobaia...............oooiiiiii e 38
FIGURA 7 - Curvas concebtragao-efeito médias aos efeitos contrateis do
carbacol obtidos na auséncia ou presenca de indometacina em anéis da porg¢édo
ampular ou papilar do esfincter de Oddi isolado de cobaia......................... 39
FIGURA 8 - Registro isométrico tipico dos efeitos induzidos pela exposi¢cdo de
anéis de esfincter de Oddi porgao ampular de cobaia a endotelina-1 na dose de
100 NM....ooiiiien, e eeeteeeseeseeessressetesseess Seseseeissesaseeeaseenseesneeeesraeeaeans 41
FIGURA 9 - Efeito inibitério da ET-1 e sarafotoxina S6¢ sobre as contracdes
induzidas pelo carbacol em anéis de esfincter de Oddi porgdo ampular e papilar
de cobaia..........ccccvveeieennnens s 42
FIGURA 10 - Efeito da CCK-8 sobre as contragdes induzidas pelo c_:a'rbaco! em

anéis de esfincter de Oddi porgdo ampular e papilar de cobaia.......... ....... 45



FIGURA 11 - Influéncia da indometacina sobre o efeito inibitério da endotelina-
1 em anéis de esfincter de Oddi por¢ao ampular e papilar de cobaia....... 46
FIGURA 12 - Influéncia do BQ-788, antagonista seletivo de receptores ETg,
e/ou BQ-123, antagonista seletivo de receptores ETa, sobre o efeito depressor

da endotelina-1 e da sarafotoxina S6¢ nas contragdes induzidas pelo carbacol

em anéis de EOA de CODAIA. ........oovveeveeeeeeeeereeeeeeereeresereeeeseanns veerae 47



RESUMO

Este estudo avaliou os efeitos da endotelina-1 (ET-1) na motilidade de
diferentes porcdes do tfato biliar extra-hepatico isolado de cobaia. A ET-1 (0,1
a 100 nM) nao causou qualquer resposta contratil do ductos hepatico e cistico
ou da porgcao proximal do ducto biliar comum, assim como, estas preparég:ées
nao responderam ao octapeptideo C-terminal da colecistocinina (CCK-8; 0,1 a
100 nM), a histamina, ao carbacol (10 nM a 100 uM) ou ad KCL 80 mM.
Embora o carbacol e a CCK-8 icausaram cbntragées da por¢ao distal do ducto
biilar comum, a ET-1 ndo causou qualquer resposta contratil desta porcao. A
indometacina (5,6 uM) nao alterou a reatividade dé por¢cdo distal do ducto biliar
comum & CCK-8, mas potencializou cerca de 500 vezes as resposta ao
carbacol e desmascarou efeitos contrateis da ET-1 [CEsy 7,8 nM (5,5-11,1);
Emax 80 £ 6%]. A ET.-1, a sarafotoxina S6¢(0,1 a 100 nM) e a histamina (10 nM
a 100 uM) nao induziram qualquer efeito contratil das por¢ées ampular (EQA) e
papilar (EOP) do esfincter de Oddi. Em contraste, o carbacol induziu
contragdes tdnicas e ritmicas de ambas as porgdes do esfincter de Oddi e a
- CCK-8 causou apenas pequenas contragées transitorias. Diferentemente da
CCK-8, a incubagao das preparacées com ET-1 ou sarafotoxina S6c causou
inibigdo da contragéo induzida pelo carbacol em anéis de EOA, mas nado EOP.
Na dose de 100 nM, as inibigdes causadas por ET-1 e sarafotoxina S6¢ foram
625 £ 5 % e 45 £ 9 %, réspectivamente. A indometacina aboliu o efeito
inibitério causado pela ET-1 (100 nM) sobre as contragdes induzidas pelo
carbacol no EOA, mas ndo desmascarou qualquer efeito contratil do peptideo
no EOA ou no EOP. O efeito depressor da ET-1 no EOQA foi pércialmente

bloqueado pelo BQ-123 (1 uM, um antagonista seletivo de receptores ETa),
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“inalterado pelo BQ-788 (1 uM, antagonista seletivo de receptores do tipo ETg) e
totalmente abolido com a incubagédo das preparagdes de EOA com ambos os
antagonistas. Tais achados permitem conéluir que a ET-1, in vitro, ndo causa
qualquer efeito contratii em nenhum dos ductos do trato biliar extra-hepatico,
mas inibe as contragées induzidas pelo carbacol no EOA, mas nao EOP. A
sintese de prostancides inibe um efeito contrétil direto da ET-1 na porgao distal
do ducto biliar comum e também bloquela o efeito depressor, hediado por
receptores ETa e ETg, da ET-1 sobre as contra¢gdes induzidas pelo carbacol no

EQA de cobaia.
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SUMMARY

SUMMARY

The effects of endothelin-1 (ET-1) on motility of differeht portions of
the extra-hepatic biliary tract isolated from guinea pigs were studied. ET-1 (up
to 100 nM) failed to contraét rings of hepatic or cystic ducts, or of the proximal -
half of the common bile duct, which were all also unresponsive to
cholecystokinin C-terminal octapeptide (CCK-8, up to 100 nM), histamine,
carbachol (up to 100 uM) or KCI 80 mM. Although carbachol and CCK-8
induced robust contractions of the distal half of the common biliary duct, ET-1
also failed }to contract this portion. Indomethacin (6.6 uM) did not change
responsiveness of the distal common bile duct to CCK-8, but enhanced the
}potency of carbachol 500-fold and unmasked robust ET-1-induced contractions
[mean ECso 7.8 nM (95% C.L. 5'.5-11.1), .EMAX 80 + 6% rélative'to KCI 80 mM].
ET-1, the selective ETg receptor agonist sarafotoxin S6¢ and histamine all failed
to contract ampullary (ASO) or papillary (PSO) portions of the sphincter of Oddi,
- whereas carbachol elicited tonic contractions and increases in frequency of
phasic contractions of either preparation, and CCK-8 induced small transient
_contractions. Unlike CCK-8, ET-1 and sarafotoxin S6c, incubated 2 min
beforehand, caused graded inhibitions of carbachol-induced contractions in
ASO (but not PSO) rings. At 100 nM, ET-1 and sarafotoxin S6¢ inhibited
.responses to carbachol (1 uM) by 62.5 £ 5 % and 45 = 9 %, respectively.
Indomethacin abolished ET-1-induced depression of carbachol-induéed ASO
contraction, but did not unmask contractile effects in ASO or PSO. The
depressor effect of ET-1 in ASO was partially blocked by BQ-123 .(1 oM, a

selective ETa receptor antagonist), unchanged by BQ-788 (1 uM, a selective
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.E_TB receptor antagonist) and abrogated by co-incubation with both antagonists.
Thus, in vitro ET-1 does not contract any ducts of the guinea pig extra-biliary
tract, but inhibits carbachol-induced ASO (but not PSQ) contractions.
Prostanoid synthesis inhibition unveils clear contractile effects of ET-1 .in distal
common bile duct only, and aiso blocks the ETA and ETg receptor-mediated

depressor effect of ET-1 on carbachol-induced ASO contraction.



lntrodu¢§o

1 - INTRODUGAO
" 1.1. As Endotelinas.

Em um trabalho sOurpreendente publicado em 1988, YANAGISAWA et
él. descreveram, de uma sé vez, o isolamento, a caracterizagao estrutural, a
via basica de biossintese e as propriedades vasoconstritoras in vitro e in vivo
de um novo peptideo presente no sobrenadante da cultura de células
endoteliais de aorta de porco. Os resultados apresentados apontavam o
peptideo, chamado endotelina, como o vasoconstritor mais potente conhecido
até entdo. Além disso, seu efeito hipertensivo pronunciado e muito duradouro
em ratos anestesiados e quimicamente simpatectomizados, levou os autores a
sugerirem que a endotelina talvez integrassé um novo sistema de controle
~cardiovascular. |

A descoberta 'pfontaniente estimulou um esfor¢o intensivo da
comunidade cientifica, na busca de mélhor caracterizagdo das propriedades
biolégicas e implicagdes fisiolégicas e patofisioldgicas da endotelina. Segundo
a base de dados do Mediine (http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/), desde a éua
descoberta ja foram publicados m.ais de 11.000 trabalhos em que a endotelina
figura como palavra-chave, sendo que mais de 7.500 dos quais apresentam
esta palavra-chave no titulo. As evidéncias acurﬁuladas ja asseguraram um
papel importante deste peptideo (e de suas isoformas - ver Figura 1) em
multiplos érgaos, tecidos e sistemas (para fevisées ver MASAKI et al., 1992;
SAKURAI et al., 1992; RAE, et al. 1995; POUSSET, 1998; WEBB, et al. 1998).

Constatando que haviam, pelo menos, 3 isoformas de endotelina,
INOUE et al. (1989) renomearam aquela originalmente caracteri‘zada por

YANAGISAWA et al. (1988) de endotelina-1 (ET-1), para dif_erehcié-la das


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/
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demais, a endotelina-2 (ET-2) e a endotelina-3 (ET-3). Um quarto isopeptideo,
encontrado no intestino de camundongos e denominado “peptideo inteétinal
vasoconstritor” (VIC) ou ET- (SAIDA et al., 1989), acabou revelando-se como
a variante da ET-2 encontrada em camundongos e ratos (BLOCH et al., 1991).
As ETs apresentam grandevhomologia estrutural entre si, bem como com as
sarafotoxinas S6a, S6b, S6¢c e S6d, peptideos isolados do veneno da serpente
israelense Atractaspis engaddensis (para revisao ver SOKOLOVSKY}, 1992).
Tanto as ETs como as sarafotoxinas caracterizam-se por possuir 21 residuos
de aminoacidos e duas pontes de dissulfeto unindo pares de residuos de
cisteina (Cis'-Cis'® e Cis®-Cis'") e uma sequéncia C-terminal conservada,
necessdria para suas atividades biolégicas (para revisdo ver SOKOLOVSKY,
1992; KOCHVA et al., 1993). As estruturas das 3 isoformas de ETs, bem como

da sarafotoxina S6¢ s&o ilustradas na Figura 1.
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FIGURA 1 - Estruturas das endotelinas-1, -2, -3 e sarafotoxina Sé6c.
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1.2. Biosintese das Endotelinas -

O gene que codifica a ET-1 pode ser detectado em uma grande
variedade de tecidos, sendd que a expressdo de RNAm para ET-1 ocorre
principalmente em células musculares lisas e endoteliais dos vasos
sangiineos, bem como em diferentes células (epiteliais, macrofagos e
fibroblastos, entre outras) presentes no coragéo, pulmao, cérebro, rins, trato
gastrintestinal, pancreas e figado. A expressdo de ET-2 também ocorre
principalmenté no endotélio véscular, assim como no musculo liso do intestino
- delgado e grosso, miocardio, estbmago, rins, placenta e utero. Ja a éxpresséo
de ET-3 se da predominantemente no cérebro, vmas € também encontrada no
pulmao, trato gastrointestinal e rins. A ampla distribuigdo tecidual das ETs
3ugere que as mesmas possam particfpar, independentementé umas das
outras, de complexos mecanismos reguladores de varios 6rgaos (para revisdo
ver MASAKI et al., 1999; WEBB ef al, 1997).

A sintese de cada ET é codificada por um gene distinto, que comanda a
formacdo de um precursor especifico para cada isoforma madura, chamado de
pré-pro-ET (INOUE et aI.,v 1989). Na extremidade 5’} do gene codificador da pré-
pr6-ET-1, ha sitios de ligagéo para os fatores de transcricdo AP-1 e Jun, que
comandam a transcrigdo do mesmo (INOUE et .aI.‘, 1989) e explicam a rapida
indugdo do RNAm para ET-1 apds o tratamento de células endoteliais com
éster de forbol (para revisao ver MIYAUCHI e MASAKI, 1999). Na regidao 3’ do
gene existe uma seqﬂéncia' que regula seletivamente a desestabilizagéo do
RNAmM da pre?pré-endotelina?1. Estes sitios servem como mecanismos
potenciais para regulagao da produgdo de ET a nivel transcribcional e

translacional. Varios fatores podem regular a sintese de ET-1, agindo no
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promotor do gene de ET-1, pelo menos em células endoteliais cultivadas, tais
como: hormoénios vasoativos, mediadores inflamatérios e fatores fisico-
quimicos como o estresse de cisalhamento e a hipéxia. Outros fatores,
incluindo éxido nitrico, drogas doadoras de Oxido nitrico, peptideos
natriuréticos e prostandides dilatadores, inibem a sintese de ET-1 por
prbmoverem produgao de GMP ciclico ou AMP ciclico (GRAYve WEBB, 1996).
Uma vez formada, a pré-pro-ET-1 (constituida por 212 amino-acidos) é clivada
em dois pontos (entre Lys’'-Arg®* e Arg®'-Arg®) por uma endopeptidase
especifica para 'pares di-basicos, provavelmente a furina convertase
(DENAULT et al., 1995), originando um peptideo intermediario de 38 amino-
acidos chamado big-ET-1 (ver Figura 2). Por sua vez, a big-ET-1 é entdo
transformada no peptideo ativo ET-1 por agdo de uma enzima conversora de
ET (ECE; para réviséo ver BATTISTINI et al., 1993). As evidéncias acumuladas
. até o momento sugerem que o processamento dos precursores da ET-2 e da
ET-3 ocorram por rhecanismos analogos aqueles envolvidos na génese da
ET-1 (para revisdo ver TURNER, et al., 1996).

Até o momento foram clonadas duas ECEs distintas, denominadas de
ECE-1 (XU et al., 1994; SHIMADA et al., 1994) e ECE-2 (EMOTO e
YANAGISAWA, 1995). Ambas sdo metalopeptidases sensiveis ao bloqueio
pelo fosforamidom, mas nao pelo tiorfano ou pelo captopril. A ECE-1 apresenta
atividade 6tima em pH neutro e parece funcionar tanto na via secretéria quanto
na superficie celular (para revisdo ver TURNER et al, 1998). A ECE-1 é
codificada por um Unico gene, mas pode apresentar-se em pelo menos 4
isoformas distintas, dependendo de qual promotor é ativado para tfanscrigéo

do mesmo: a ECE-1a (também conhecida por ECE-1p), ECE-1b (témbém
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conhecida por ECE-1a), ECE-1c e ECE-1d (SHIMADA et .al., 1994, 1995;
VALDENAIRE et al., 1999). Embora as varias isoformas de ECE-1 apresentam
estruturas muito semelhantes, diferengas nas porgdes proéximas a amina
terminal parecem ser importantes em definir a quais compartimentos celulares
cada isoforma se destinara: ao complexo de Golgi ou a porgdo externa da
membrana celular. Por sua vez, a ECE-2, que é caodificada por um gene
distinto da ECE-1, e é cerca de 250 vezes mais sensivel ao bloqueio pelo
fosforamidom do que as isoformas desta ultima, apresenta atividade 6tima em
pH acido (5.5) e esta localizada na rede trans-Golgi. Parece haver pelo menos
2 isoformas de ECE-2 (ECE-2a e ECE-2b; NAKAHARA et al., 1999).
Evidéncias funcionais e bioquimicas sugerem ainda a existéncia de
ECEs distintas da ECE-1 ou ECE-2 (para revisdo ver OPGENORTH et al.,
1995). Neste sentido, membranas pulmonares de rato contém uma ECE
sensivel ao bloqueio por pepstatina (CHIOU et al., 1994), o ducto deferente de
réto apresenta uma enzima sensivel ao bloqueio por tiorfano que converte big-
ET-3 (MATFERA et al.,, 1993), a circulag_éb pulmonar de cobaia parece conter
uma ECE distinta que converte big-ET-1, mas ndo big-ET-2, enquanto a
sistémica converte ambas (GRATTON et al., 1995). Finaimente, uma quimase
produzida por mastdcitos &€ capaz de converter a big-ET-1 em ET-1-(1-31), um
novo membro da familia das endotelinas end.égenas (WYPUJ et al., 1992;

NAKANO et al., 1997)
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FIGURA 2 - Esquema da biossintese da endotelina-1.
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1.3. Receptores para Endotelinas -

Os diversos efeitos produzidos pelas ETs sdo mediados pela ativacdo
de receptores endotelinérgicos especificos, que pertencem a superfamilia de
receptores com sete dominios transmembranares acoplados a proteinas G,
mas apresentam diferengas importantes no que se refere a afinidade pelas
varias isoformas de ETs (para reviséo ver KOCHVA et al.,, 1993; BAX e
SAXENA, 1994). Estudos empregando técnicas de biologia molecular
identificaram, até o presente, apenas dois receptores endotelinérgicos distintos
em mamiferos: o receptor ETa, que apresenta maior afinidade pela ET-1 e ET-
2 do que pelé ET-3 (ARAI et al., 1990), e o receptor ETg, que nio discrimina
entre as trés ETs endégenas (SAKURAI et al., 1990). Embora nao se conhec¢a
agonistas seletivos do receptor ETa, ha diversos antagonistas seletivos
peptidicos e nao-peptidicos desse receptor, tais como BQ-123, FR 139317,
BQ-610 (todos pepﬁdicos) e 0 A-127722 (nao-peptidico), entre muitos. Por
outro lado, ha diversas substdncias capazes de interagir seletivamente com
receptores ETg, seja como agonista (sarafothina S6c, IRL-1620 e BQ-3020,
entre outros) -ou como antagonista (o peptideo BQ-788 e o IRL 2500 drogas
nio-peptidicas como o Ro 47-0203 e o A-192621 sulfonamida (para revisdo
ver MASAKI et al., 1994; WEBB ef al., 1997).

Os receptores ETo e ETg humanos ja clonados exibem 60% de
homologia estrutural. O RNAmM que expressa o receptor ETo pode ser
detectado em diversos tecidos ou érgaos, entre os quais a aorta, coragéo e
rins, e se localiza predominantemente nas células musculares lisas vasculares
sendo responsavel pelo efeito vasoconstritor dos vasos sénguineos

(DAVENPORT et al.,, 1994). No entanto, este RNAm nao foi detectado no
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figado ou em células endoteliais (HOSODA et al., 1991). O receptor ETB'pode
ser detectado em células endoteliais e no musculo liso vascular, e é
predominantemente encohtradvo no cérebro, puimao, rins e aorta (OGAWA et
al., 1991).

Um terceiro tipo de receptor endotelinérgico, que apresenta maior
afinidade pela ET-3 do que pela ET-1 ou ET-2, foi clonado do genoma de
- Xenopus laevis e chamado de ET¢ (KARNE et al., 1993). Por enquanto, as
evidéncias pafa a ocorréncia desse tipo de receptor em mamiferos sdo apenas
funcionais (EMORI et al.,, 1990). Além disso, ha muitos relatos de efeitos das
ETs mediados por ativagdo de receptores endotelinérgicos que nao
apresentam uma ou mais caracteristicas b_ésicas de quaisquer dos 2 tipos ETa

ou ETg (para revisdo ver BAX e SAXENA, 1994).

1.4. Mecanismos Celulares Acoplados a Receptores para Endotelinas -

As endotelinas estdo envolvidas em diversos processos biolégicos, tais
como contracdo de varios tecidos, incluindo musculo liso vascular,
neuromodulagdo, proliferacdo celular e em certas condigdes patofisiolégicas
como deficiéncias renais e cardiacas, os'quais podem ser atribuidas a
existéncia de varios subtipos de receptores ou a ativacdo mediada pela
proteina G de diferentes vias de transducéo, ou ‘a acdo combinada destes dois
mecanismos (SOKOLOVSKY, 1995). Ambo.s os receptores endotelinérgicos,
ETa e ETg, podem acoplar-se, através de proteinas G a mudltiplas vias de
transducdo de sinal, incluindo aquelas que envolvem a ativacdo das
fosfolipases A, C ou D, da adenilato ciclase (AC), da guénilatociclas;e soluvel,

da bomba antiporte Na'/H* (SIMONSON et al, 1989; AMBAR e
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SOKOLOVSKY, 1993) e indiretamente via Iiberagéo de outras substélncias
bioativas.

A vasocdnstricgéo mediada pelos receptores do tipo ETa ou ETg, pok
exemplq, envolve a ativagdo da fosfolipase C, a qual causa hidrélise de
fosfétidilinositéis com a formacao rapida de 1, 4, 5- inositol trifosfato (IP3) e
acdmulagéo de 1,2-diacilglicerol (DG). A elevacao dos niveis citosdlicos de
inositol trifosfato induz a liberagdo de ions caicio (Ca®*) dos depositos
intracelular sarcoplasmatico (RESINK et al.,, 1988), o que gera um aumento
transiente da concentragao citosé-lica de Ca**. No entanto, esse aumento é
seguido de um acréscimo sustentado da concentragao do ion, resultante do
influxo de Ca®* externo (SIMONSON et al., 1990), fnduzido pela ativagdo de
~ canais de cdélcio do tipo-L dependentes de voltagem e/ou canais de cation nao-
seletivos operados por receptor (para revisdo ver MIYAUCHI e MASAKI, 1999;
GOTO et al, 1996; SOKOLOVSKY, 1992; entre outros). Além dissd, o
aumento na concentragdo de calcio intracelular induzido pela ativacdo do
receptor endotelinérgico pode causar ativagdo da fosfolipase A; e D, e
mudancas no metabolismo do acido araquid'énico (MIYAUCHI e MASAK]I,
1999).

Por outro lado, a elevagdo dos niveis de diacilglicerol ativa a proteina
quinase C cbm consequente fosforilagdo protéica (SUNAKO ef al., 1990). Tem
sido sugerido que a formagdo do diacilgiicerol pode ser mediada,
alternativamente, através da ativagéo da fosfolipase D, que induz a 'formagéo
do écido fosfatidico, a partir da fosfatidilcolina, para conversao em diacilglicerol

(AMBAR e SOKOLOVSKY, 1993). A ativagdo da fosfolipase D pelas ETs pode
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ocorrer tanto por via direta ou através da estimulagdo da proteina quinase C
(BILLAH et al., 1991) |

A ET-1 também pode ativar a fosfolipase Az, promovendo a formagéao de
acido araquidonico com conseqiiente geracdo de eicosandides. A infusdo de
ET-1 induz a liberacdo de prostaglandinas e tromboxano Az no pulméo
perfundido de rato e cobaia (DE NUCCI et al., 1988; D’'ORLEANS-JUSTE et
al., 1992). No bago e rim de coelho, a inibi¢do da sintese de eicosandides pela
via da ciclooxigenase potencializa os efeitos vasoconstritores da ET-1 (RAE et
al., 1989). GRASSI-KASSISSE et al. (1994) verificaram que os prostandides
| endégenos também modulam a vasoconstricdo induzida-pela ET-1 no baco
- perfundido de cédo. Possivelmente, a ativacdo da fosfolipase A, é mediada pela
estimulagdo da proteina G em fungdo da ativagdo do receptor para ET
(REYNOLDS et al, 1989). No entanto, sﬁgére—se ainda q.ue a ativacao da
fosfolipase A; seja uma conseqiiéncia do aumento do influxo de ca® induzido
pela fosfolipase C (para revisao ver SOKOLOVSKY, 1992).

As ETs podem ainda estimular a bomba antiporte Na*/H" que promove
alcalinizagao célular, com consequente aumento da concentragao intracelular
de Ca®* e sensibilizagdo das enzimas dependentes de Ca*" ao cation (VIGNE
et al., 1991).

O efeito vasodilatador das ETs pode resultar da ativagdo da fosfolipase
Az e consequente formacdo de prostaglandinas (I, elou E;), mencionado
anteriormente, bem como na formagéo de ¢xido nitrico pelo endotélio vascular
(DE NUCCI et al., 1988), e consequente ativagdo de uma guanilato ciclase
soluvel presente em células musculares lisas (IGNARRO, 1989); As ETs

podem também inibir ou estimular a formagao de AMPc em varios tecidos. Em
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células endoteliais de capflares cerebrais, por exemplo, as ETs inibgm a
formag:éo‘ de AMPc via ativagdo do receptor ETA (LADOUX e FRELIN, 1991),
mas em miécitos cardiacos de ratos adultos, a ET-1 reduz a formagdo de
AMPc em resposta a isoproterenol e fors}kolin (HILAL-DANDAN et al., 1992). O
acumulo de AMPc pode ser devido a estimulacido da AC seja por ativagio da
fosfolipase C (FELDER et al., 1989) ou da fosfolipase Az e sintese de PGE,
que entdo estimula a AC (para revisao ver SOKOLOVSKY, 1995). Além disso,
as ETs estimulam a producdo de GMPc via formagdo de 6xido nitrico através
da ativagao de receptores endotelinérgicos acoplados a proteina G sensiveis a
toxina Pertussis (para revisdo ver SOKOLOVSKY, 1995).

A ET-1 pode também interagir com canais de potassio s'ensiveis ao
ATP, desta forma contribuindo para o aumento de Ca”" intracelular (GRAY e
WEBB, 1996). Como podemos constatar, os mecanismos de agdo das ETs.
sdo bastante complexos, podendo envolver a ativagao de diferentes enzimas e

canais idnicos, bem como a liberagado de varios mediadores quimicos.

1.5. Endotelinas no trato Gastrintestinal -

As ETs, assim como os seus receptores, estdo amplamente distribuidos
por todo o organismo, e sao broduzidos por diversos tecidos, inclusive
naqueles que integram o trato gastrintestinal. Eh ratos, a ET-1 e/ou seu RNAm
estdo presentes em quantidades significativas no estémago, intestino delgado,
célon, baco e figado (TAKAHASHI et al., 1990). Niveis apreciaveis de ET-3
também ocorrem no intestino delgado dessa espécie, mas outros
tecidos/6rgdos do trato apresentam quantidades bem menores do‘ peptideo

(MATSUMOTO et al., 1989; TAKAHASHI ef al., 1990). Na espécie humana,
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quantidades significativas de ET-1 sdo produzidas no célon e pelo epitélio,biliar
(INAGAKI et al., 1991; HOUSSET et al., 1993), mas ainda nado se sabe se essa
e as demais ETs estao presentes em outras partes do trato. No célon humano,
a ET-1 apresenta-se concentrada principalmente nos plexos nervosos
mioentéricos e submucosos (INAGAKI et al., 1991).

Experimentos conduzidos com diversos tecidos isolados do trato
gastrintestinal tém demonstrado efeitos variados das ETs na motricidade (para
revisdo ver RAE et al.,, 1995). Nesse sentido, a ET-1 causa contragées do
esdfago (EGLEN et al., 1989), fundo de estdmago (DE NUCCI et al., 1988;
WARNER et al., 1993; FULGINITTI et al., 1993), célon de rato (LEMBECK et
al., 1989; MOUMMI et al., 1992a) e da vesicula biliar de cobaia (MOUMMI et
al., 1992; BATTISTINI et al., 1994; CARDOZO et al., 1997). Por outro lado, o
peptideo inicialmente relaxa e depois contrai o jejuno de coelho (LEMBECK et
al., 1989) e o ileo de cobaia (GUIMARAES e RAE, 1992), mas apenas relaxa a
taenia coli de cobaia além de inibir a atividade espontanea dessa preparagao
(WIKLUND et al., 1989; USUNE et al., 1991).

Embora ainda néao se saiba quais sao os papeis fisiologicos das ETs no
trato gastrintestinal adulto, esses peptideos - parecem ser importantes no
desenvolvimento embrionario normal do trato. Estudos recentes
demonstraram, em camundongos, que a dele¢do (Knockouf) do gene
codificando a ET-3 ou o receptor endotelinérgico ETg do 6vulo, da origem a
filhotes que morrem de megacdlon em poucas semanas (BAYNASH et al,
1994; HOSODA et al., 1994). A analise histoldgica desses animais revelou que
o colon distai apresentava-se aganglionar. Portanto, tanto a ET-3 quanto os

receptores ETg parecem ser importantes, durante a embriogénese, na
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migracdo de neurénios do neurotubo para o trato gastrintestinal distai.
Infelizmente, ndo ha informagdes semelhantes a respeito da relevancia das
demais ETs ou do receptor ETa no desenvolvimento embrionario do trato
gastrintestinal, pois filhotes desenvolvidos de embriées sem o gene para a ET-
1 ou o receptor ETa s@o inviaveis, por apresentarem graves' deformag¢des do
cranio e da regido cervical (KURIHARA et al., 1994).

Por outro lado, ha evidéncias de que as ETs possam estar impliéadas
- em algumas fisiopatologias, como Ulcera gastrica, colite ulcerativa e doenca de
Crohn. Além disso, como as ETs afetam mecanismos secretérios intestinais, &
possivelzque elas participem na génese de quadros diarréicos, embora ainda
nao existam evidéncias objetivas nesse sentido.

Finalmente, outro componente importante do trato gastrintestinal é o
trato biliar. No entanto, pouco se sabe a respeito dos efeitos das ETs nas
varias estruturas que compreendem o trato biliar, e por estas estruturas
constituirem o objeto de nosso estudo, faz-se necessario mencionarmos com

mais detalhes a anatomia, fisiologia e farmacologia do trato biliar.

1.6. O Trato Biliar -

O trato biliar, que desempenha um papel essencial na producgédo de bile
e sua descarga para o duodeno, é formado por uma parte intra-hepatica e
outra extra-hepdtica. A parte intra-hepatica do trato biliar consiste de
canaliculos biliares, ductulos biliares (ou canais de Hering), ductos (ou septos)
interlobulares e ductos biliares terminais (SHERLOCK, 1987). Os canaliculos
biliares s&o espagos tubulares que coletam a bile secretada pelos hépatécitos

que os circundam. Dos canaliculos, a bile flui perifericamente e
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consecutivamente para os ductulos interlobulares, aos ductulos (os quais se -
encontram na zona portal do figadd), que, por fim, se esvaziam nos ductos
biiiares terminais que desembocam coletivamente no ducto hepatico, que ja
integra a parte extra-hepatica do trato biliar. Os dtctulos e ductos biiiares s&o
revestidos por células epiteliais especializédas chamadas colangiécitos (para
‘revisdo ver STRAZZABOSCO et al,, 2000). A parte extra-hepatica do trato
biliar € formada pela vesicula biliar e trés ductos biliares distintos. O ducto
~ comum hepatico, que emerge do figado e une-se ao ducto cistico para formar
o ducto biliar comum. O ducto biliar comum, que juntamente com o ducto
pancreatico, 'forma a jungdo colédoco-duodenal também denominado de
esfincter de Oddi. Todos os ductos, que constituem a parte extra-hepatica do
trato biliar, bem como a vesicula biliar, sdo revestidos intraluminalmente por
células epiteliais. A parte sub-epitelial dos ductos consiste predominantemente
de tecido conectivo e poucas células musculares lisas (PFAFFENDOREF ef al.,
1991). Apesar disto, ds ductos sao capazes de contrair e deste modo ocorre
um aumento da pressdo intraluminal (JACOBSSON, 1957; YAMASATO e
- NAKAYAMA, 1988). Ja a vesicula biliar ‘é formada por uma mucosa
constituida por epitélio prismatico simples, Iémiha prépria, musculo liso, tecido
conjuntivo perimuscular e serosa, enquanto o esfincter de Oddi é um pequeno
complexo de musculatura lisa que circunda o ducto biliar comum terminal,
ducto pancreatico, e o canal comum (também chamado de Ampula de Vater,
quando presente). As partes do trato biliar que participam ativamente no
controle do fluxo de bile sdo a vesicula biliar e o esfincter de Oddi (para

revisdo, ver LONOVICS ef al, 1998).
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Todas as células hepaticas secretam continuamente pequena
quantidade de biie, que é composta de agua (85 a 95%), colesterol, sais
biliares, fosfolipideos (entre eles, lecitinas 'Iisolecitinas e fosfatidiletanolamina),
pigmentos (bilifrubina), proteinas, eletréiitos (sédio, potassio, calcio, cloreto,
carbonatos) e uma variedade de produtos de degradacdo quimica (para
revisdo ver BURWEN et al, 1992). Suas principais fungdes fisiologicas
parecem ser a de auxiliar na dissolugdo das gorduras provenientes da dieta e
de constituir uma via importante de eliminagdo de substancias toxicas
exogenas ou provenientes do metabolismo. A formagéo da bile requer a fungédo
coordenada de dois tipos de células epiteliais: hepatécitos, que sao
responsaveis pela secrecdo dos principais constituihtes biliares e os
colangiécitos, que regulam a fluidez e alcalinidade da bile através da secregéo
de CI'e HCOy (STRAZZABOSCo; 1997).

A secrecdao de bile é relativémente independente da pressdo de
perfusdo e a bile é formada por diferentes processos de transporte
dependentes de energia (BLITZER e BOYER, 1982; ERLINGER, 1981),
principalmente pelo gradiente de sddio gerado pela Na'/K'-ATPase presente
na superficie basolateral do hepatécito. Ha uma excelente correlagéo entre o
fluxo de bile e a secrecdo de sais biliares, que estdo presentes na bile como
micelas, e que regulam, por forca osmética, o acimulo de agua (SHERLOCK,
1994).

A bile hepatica é estocada na Vesicula biliar, onde a concentragdo de
sais biliares, bilirrubina e colesterol pode aumentar em até 10 vezes ou mais,
pois estes constituintes ndo permeiam a mucosa vesicular, que nb entanto

pode reabsorver e/ou secretar agua e eletrélitos permeantes. O transporte
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através do epitélio da vesicula biliar € influenciado por pept!'deos
gastrointestinais,_ prostaglandinas, &cidos biliares e o sistema nervoso
auténomo (WOOD e SVANVIK, 1983).

Em circunstancias fisiolégicas, a vesicula biliar (VB) armazena e
concentra a bile proveniente das células hepéticas durante o periodo de jejum,
até que se torne necvesséria no duodeno, sendo que, em humanos, a secregéo
total diaria de bile estd em torno de 600 a 1000 ml. O armazenamento
vesicular de bile é presumivelmente suportado pelas fungées fisiolégicas do
esfincfer de Oddi. A motilidade da VB é controlada por mecanismos neurais e
hormonais envolvendo inervagdo autonémica colinérgica, adrenérgica (CAl e
GABELLA, 1983) e nao-adrenérgica/ndo-colinérgica (NANC) (DAVISON et al.,
1978). A inervagéo simpatica origina-se dos segmentos T7 a T10 e seguem até
6 plexo celiaco e ganglio esplancnico (ADKINS et él., 2000). A colecistocinina
(CCK) é considerada o principal fator endécrino a controlar as contragdes da
VB no periodo pés-prandial, em parte por um efeito direto do peptideo nas
células musculares lisas da VB, bem como, por outro lado, por ativagdo de
mecahismos neurais colinérgicos pré-ganglionares vagais (RYAN, 1987; IVY e
OLDBERG, 1928; WIENER et al, 1981). A motilidade vesicular também é
regulada direta ou indirefaménte por varios outros >horm6nios ou
neuropeptideos, incluindo VIP, NO, somatostatina, substancia P, polipeptideo
pancreatico, CGRP e secretina, liberados de diferentes fontes (RYAN, 1987,
LIN et al, 1975 ; LONOVICS, 1991). Portanto, a VB ndo é simplesmente um
reservatério para armazenamento continuo e passivo de bile durante o periodo

de jejum (RYAN, 1987).
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Ja o esfincter de Oddi, cuja fungdo essencial é regular o fluxo de bile e
'suco pancreatico e prevenir o refluxo do duodeno para o ducto, difere de
espécie para espécie tanto em sua anatomia quanto em suas acgdes
fisiolégicas (TOOULI et al., 1991). Por exemplo, em humanos, gatos e cdes, o
esfincter é intraduodenal, curto e age como um resistor. Nestas espécies, o
fluxo pds-prandial de bile & promovido por relaxamento do ténus basal e
supressdo da contracdo fasica. Por outro lado, em animais como cobaia,
gamba e coelho, o esfincter é longo, parcialmente extraduodenal e age como
uma bomba peristaltica, disponibilizando bile ativamente para o duodeno
(RYAN et al, 1987; TOOULI et al., 1983). Por conseguinte, 0 processo
regulatério do esfincter de Oddi também varia dependendo da espécie. Muitos
peptideos, incluindo gastrina,.secretina, glucagon, bombesina, metionina-
encefalina e somatostatina, sdo capazes de influenciar a atividade do esfincter
de Oddi in vivo, mas n&o in vitro, 0 que sugere que ajam indiretamente sobre o
esfincter de Oddi (LONOVICS et al, 1990; VARRO et al, 1988; LONOVICS e
VELOSY, 1990; DAHLSTRAND et al, 1986). Porém, um grupo seleto de
peptideos, que inclui a SP, o VIP e a CCK s&o ativos tanto in vivo quanto in
vitro. |

A exemplo da VB, a atividade motora do esfincter de Oddi também esta
sob controle neural e hormonal (LEHMAN e SHERMAN, 1996), sendo
ricamente inervado por neurdnios colinérgicos, adrenérgicos e NANC (para
revisdo ver TOOULI et al, 1991; LONOVICS et al, 1998). Enquanto a
inervagao colinérgica parassimpatica parece ter uma influéncia motora
excitatéria, por ativagdo de colinoceptores muscarinicos (HIROSE e ITO,

1991), a noradrenérgica simpatica pode exercer influéncia excitatéria ou
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inibitdria, mediada por adrenoceptores o1 ou az e Bz, respectivamente (WELLS
e MAWE, 1994). .A inervacdo NANC do esfincter de Oddi apresenta,
claramente, pelo menos duas divisdes: 1) uma excitatéria taquicinérgica, que
em alguns neurbnios parece co-existir com um componente colinérgico
(TALMAGE et al, 1997); e 2) uma inibitéria composta por neurdnios que
liberam VIP e/ou NO (PADBURY et al, 1993; WELLS et al., 1995). O controle
neural da motilidade do esfincter de Oddi parece depénder ndo sé da
inervagéo autonémica, como também de circuitos neurais intra-biliares
(THUNE et al, 1991; MULLER et al, 1984) e de neurdnios sensoriais duodenais

(KENNEDY et al., 1998).

1.6.1. Endotelinas no Trato Biliar.

A ET-1 parece ser produzida por células epiteliais de VB, uma vez que
HOUSSET et al. (1993) observaram que células epiteliais cultivadas da VB e
do trato biliar intra- e extra-hepéti;:o humanos expressam RNAm para ET-1 e
secretam esse peptideo. Além disso, alguns autores demonstram niveis
aumentados de ETs em pacientes com sindromes hepatorenais, enfre elas,
cirrose e colangites. (ASBERT et al, 1993; PINZANI et al., 1996). A ET-1
também induz colestase em ratos (ISALES et al., 1993) e aumenta a
frequéncia de contragdo dos canaliculos biliares formados entre hepatécitos
cultivados de rato (KAMIMURA et al., 1993).

A maior parte dos trabalhos publicados acerca das ETs no trato biliar
concentram-se na VB. MOUMM! et al. (1992) verificaram que a ET-1 é quase
tdo potente quanto o octapeptideo C-terminal da colecistocinina (CCK-8) em

contrair tiras de VB isoladas de cobaia. Além disso, CARDQOZO et al. (1997)
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verificaram que a ET-1 é equipotente a CCK-8 em causar contragdo desta
preparacdo e que sua acao depende da sintese de eicosandides e do influxo
- de Ca** (em parte através dos canais de Ca** operados por voltagem do'tipo L)
via ativacao de receptores ETa e ETs. Resultados semelhantes foram obtidos
por BATTISTINI et al. (1994) no qual os autores sugerem a existéncia de uma
populagdo atipica de receptores endotelinérgicos na VB de cobaia. Por outro
lado, a big-ET-1 e a big-ET-2, precursores imediatos dé ET-1 e da ET-2,
respectivamente, competem muito fracamente com a ET-1 marcada por sitios
especificos em membranas celulares obtidas de VB de cobaia (BATTISTINI et
al.; 1995), o que sugere que 0s .efeitos contrateis dos precursores nao sao
~mediados através de uma acéo direta sobre os receptores de ETs, mas
dependem da sua cohverséo nos seus respectivos metabdlitos ativos pela ECE
presente no tecido; Além disso a vesicula biliar de cobaia parece apresentar
uma ECE-1 que converte big-ET-1 e big-ET-2 exégenas, mas nao big-ET-3
(CARDOZO et al.,1997; BATTISTINI et a/., 1995). Estudos recentes indicam
ainda que a ET-1, sintetizada pelov epitélio de VB humana, inibe a secre¢ao
anidnica dependendente de AMPc via receptbres acoplados a proteinas G;
' (FOUASSIER et al., 1998). Tais achados sugerem que a ET-1 exerga um
A-possivel papel fisiolégico na concentracdo e composicdo da bile por
mecanismos autécrinos e/ou paracrinos.

Por outro lado, até o presente ndo ha qualquer estudo acerca das
possiveis agdes das ETs na motilidade dos demais tecidos que compéem o
‘trato biliar extra-hepatico, quais sejam os ductos hepético, cistico e biliar

comum e o esfincter de Oddi. Considerando que o epitélio destes tecidos
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podem sintetizar ET-1, pareceu-nos pertinente investigar se o peptideo é capaz

de influenciar a motiiidade destas porgdes do trato biliar extra-hepatico.
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2 - OBJETIVOS

O presente estudo foi realizado com os seguintes objetivos:

1. Avaliar os efeitos da ET-1 sobre a motilidade de diferéntes porcdes
do trato biliar extra-hepatico isolados de cobaia, incluindo os ductos
hepatico, cistico e biliar comum, bem como o esfincter dé Oddi;

2. Caracterizar a possivel participagcdo de prostanodides nestas a¢ées da
ET-1;

3. Identificar os receptores endotelinérgicos que medeiam 63 efeitos da

ETQ1 no esfincter de Oddi isolado de cobaia.
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3 -~ MATERIAL E METODOS

3.1 - Animais

Os experimentos foram realizados com cobaias (Cavus porcellus) de
-ambos os sexos, pesando entre 300 a 400 g, criados pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina, e mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Farmacologia, no Centro de Ciéncias Bioldgicas da
instituicdo. Os animais foram alojados em gaiolas plasticas (6 a 10 por gaiola,
55 x 95 ¢cm) em ambiente com temperatura controlada (22 + 2°C) e ciclo
claro/escuro de 12 h (luzes ligadas as 6:00 h). Agua e racdo foram fornecidas

ad libitum.

}3.2 - Montagem das breparagées
3.2.1 — Ductos hepatico, cistico e biliar comufn isolados de cobaia

As cobaias foram sacrificadas por pancada na nuca e deslocamento
cervical. Apés a laparotomia, o trato biliar extrafhepético, compreendendo o
ducto hepatico, o ducto cistico e o biliar comum, foi cuidadosamente
dissecado, removido e transferido para placa de Petri contendo solugdo
fisiolégica de Krebs-Henseleit (ver composi¢gédo abaixo). O ducto biliar comum
~ foi seccionado ao meio originando 2 anéis semelhantes de cerca de 25 mm de
comprimento (cada qual pesando em torno de 8 mg) denominados doravante
de ducto biliar comum proximal (DBC-P, édjacente aos ductos hepatico e
cistico) e ducto biliar comum distai (DBC-D, adjacente ao esfincter .de Oddi).
Anéis de ducto hepatico e de ducto cistico (cerca de 40-50_ mm de
comprimento e 9 mg de peso) foram utilizados por inteiro (Figura 3A). Cada

- preparagao foi entdo transferida para cubas de vidro contendo 5 ml de solugéo
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de Krebs-Henseleit (composicdo mM: NaCl 118; KCI 4,7; CaCl; 2,5; MgSO4
1,2; KH2PO4 0,9; NaHCO3; 25 e glicose 11 — pH 7.2-7.4) aquecida a 37°C e
borbulhada com uma mistura de 95% de O, e 5% de CO,, onde foi suspensa
entre duas hastes metalicas (uma das quais conectada a um transdutor
isomeétrico) e submetida a uma tensao ihicial de 0,5 g. As contragGes
isométricas foram  registradas por mibégrafos (F-60 myograph
microdisplacement transducer, Narco Biosystems, USA) acoplados a um
poligrafo de mesa (DMP-4B, Narco Biosystems, USA).

Apo6s um periodo de estabilizagdo de no minimo 1 h, durante o qual a
solugdo nutriente foi renovada a cada 15 min, todas as preparagées foram
.~ expostas a uma solugdo de Krebs-Henseleit contendo 80 mM de KCI (por
substituicdo equimolar de NaCl por KCI; doravante chamada de KCI 80 mM)
como estimulo padrdo. Uma vez estabilizada a resposta contratil ao KClI 80
mM, o que geralmente ocorria dentro de aproximadamente 3 min, cada
preparagao foi lavada diversas vezes com solugdo normal de Krebs-Henseleit
e re-equilibrada por mais 30 min antes de qualquer intervengcéo experimental.
Todas as respostas contrateis subsequentes da preparagéo foram calculadas

considerando'a resposta obtida ao KCl 80 mM como 100%.
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3.2.2 — Esfincter de Oddi isolado de cobaia.

Cobaias forém sacrificadas com um golpe na cabe¢a e deslocamento
cervical. Apés a laparotomia, a jungdo colédoco-duodenal foi retirada e
colocada numa placa de Petri contendo solugdo de Krebs-Henseleit momna
para remog¢ao do tecido duodenél que circunda o esfincter de Oddi e divisdo
em 2 anéis semelhantes de cerca de 20 mm de comprimento e 15 mg de peso,
denominados de porgdo ampular (EOA, porcdo préoxima ao DBC) e porgio
papilar (EOP, por¢do proxima ao duodeno) (Figura 3B). Em seguida, cada
preparagéo foi transferida para cubas de vidro contendo 5 ml de solugdo de
Krebs-Henseleit, nas mesmas condicdes para registro de contragées
isometricas descritas anteriormente, sendo distendida a uma tenséo basal de
0,3 g. Também conforme foi descrito anteriormente, cada preparagao foi
exposta ao KCI 80 mM 1 h apds a monfagem, para estabelecer-se a resposta
padrao de 100%, sendo depois fe-equilibrada por 30 min em solucao de Krebs-

-Henseleit normal antes de qualquer nova intervencgao experimental.

3.3 — Procedimentos experimentais
3.3.1 - Ducto cistico e Ducto hepatico

As preparagbes foram expostas a concentragdes crescentes e
cumulativas de ET-1 (0,1 a 100 nM), histamina, octapeptideo C-terminal da

colecistocinina sulfatada (26-33) (CCK-8) (0,1 a 100 nM) ou carbacol (10 nM a

300 uM).

25



Material e Métodos

A - TRATO BILIAR EXTRA-HEPATICO

DUCTO CISTICO

v

 VESICULA BILIAR =+ )

<— DUCTO HEPATICO

DUCTO BILIAR COMUM
| ~a

ESFINCTER DE ODDI

T~

DUODENO

B - ESFINCTER DE ODD! - B
PORGCAO AMPULAR

(EOA)

PORGAC PAPILAR /
] .
5> C=

FIGURA 3 - llustragdo esquematica do trato biliar extra-hepatico (A) e esfincter
de Oddi (B) na cobaia (modificado de Hirose et al., 1991 e Patacchini et al.,

1997).
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3.3.2 — Ducto biliar comum (DBC)

Decorrido o tempo de estabilizagdo necessario para o retorno da tensao
ao nivel basal, as preparagées de DBC-P e DBC-D foram expostas a
concentragdes creécentes e cumulativas de ET-1 (0,1 a 100 nM), histamina ou
carbacol (10 nM 7.:1 300 pM). Além disso, foram também obtidas curvas
concentragao-efeito para CCK-8 (0,1 a 100 nM) pelo método‘ das doses
isoladas, adicionadas cada qual por 1 min a intervalos de 10 min. Ap6s cada
adicdo de CCK-8 a solugéo foi imediatamente renovada 3 vezes.

Também foram realizados experimentos para avaliar a influéncia dos
produtos da via da ciclooxigenase (prostanéides) nas respostas induzidas pela
ET-1, carbacol ou CCK-8 no ducto biliar comum. Nesses experimentos, o
bloqueador nao-seletivo das ciclooxigenases indometacina (5,6 pM) | fbi
adicionado a cuba 30 min antes da obten¢édo de uma curva a ET-1, carbacol ou

CCK-8.

3.3.3 — Esfincter de Oddi

Para analisar a reatividade do EOA e EOP aos diferentes agonistas, os
experimentos foram realizados em duas séries. Na primeira série, as
preparagdes foram expostas a ¢oncentrag6es crescentes e cumuiativas de ET-
1, sarafotoxina S6¢c (0,1 a 100 nM), CCK-8 (0,1 a 100 nM), histamina ou
carbacol (10 nM a 100 uM) na presenca ou auséncia de indometacina (5,6
pM). Em algumas preparagées, foi testada a influéncia da indometacina sobre
a curva concentragdo-efeito ao carbacol obtida pelo método das doses
isoladas. Em todos estes experimentos, apenas uma curva concentragao-efeito

foi obtida em cada preparagéo.
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Em outra série de experimentos, testamos a influéncia da ET—1, da
sarafotoxina S6¢ e da CCK—é sobre contragdes submaximas induzidas por uma
Gnica concentragdo de carbacol (1 uM e 3 uM, para EOA e EOP,
respectivamente). Nestes experimentos, as preparagdes foram expostas ao
carbacol por 2-3 min a intervalos de 30 min, o que resultou em contragdes
reproduziveis de magnitude semelhante a resposta induzida por 80 mM de |
KCI. Vinte e oito mih apés a primeira exposicdo ao carbacol (controlé), uma
concentracgdo isolada de ET-1, sarafotoxina S6c¢ (10, 30 ou 100 nM) ou CCK-8
(100 nM) foi adicionada a cuba por um periodo de 2 min e uma segunda
resposta ao carbacol foi obtida na presenga do agonista. Também foi avaliada
a influéncia da indometacina na modulagdo das respostas do EOA e EOP ao
carbacol pela ET-1 (100 nM). Nestes | expefimentos a indometacina foi
adicionada a cuba 30 min antes da segundé exposi¢cao ao carbacol.

Com o objetivo de identificar os receptores envolvidos nos efeitos
- modulatérios induzidos pela ET-1 ou pela sarafotoxina S6c nas respostas
contrateis do EOA ao carbacol, uma ultima série de experimentos avaliou as
influéncias de antagonistas desses receptores. Nesses experimentos, testou-
se a influéncia da incubagdo com 6 BQ-123 (1 uM, um antagonista seletivo de
receptores ETa) e/ou o BQ-788 (1uM, um antagonista seletiVo de receptores
ETg). Os antagonistas foram adicionados a cuba 8 min antes da adigdo da ET-
1 ou da sarafotoxina 866 (i.e. 10 min antes da obtencdo da segunda resposta

ao carbacol).
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3.4 - Apresentagio dos resultados e analise estatistica

As contragbes induzidas pelos agonistas em todas as preparagdes sdo
apresentadas como porcentagens da resposta ao KCI 80 mM. Por outro lado,
os efeitos dépressores da ET-1 e da sarafotéxina S6¢ sobre as confragées
induzidas pelo carbacol em anéis de EOA ou EOP sdo apresentados como
porcentagens de inibicdo da resposta ao carbacol. Os resultados de todos os
experimentos sdo apresentados como média * erro padrao da média (E.P.M.)
do numero de experimentos indicados. Os éfeitos maximos dos diversos
agonistas estdo simbolizados por Emax. Os valores das concentragdes efeﬁvas
50% (CEsyp; i.e. a concentragdo de agonista necessaria para causar a metade
do Ewuax do préprio agonista, em experimentos individuais) sdo apresentados
como as médias geométricas acompanhadas de seus limites de confianga para
95% (FLEMING et al., 1972).

A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada através de
analise de variancia (ANOVA) seguida do teste “t” bicaudal de Student para
amostras ndo-pareadas (SNEDECOR e COCHRAN, 1967). Diferengas ponto a
ponto enire 0s va‘Iores obtidos em grupos distintos foram consideradas

estatisticamente significantes quando os niveis de probabilidade foram iguais

ou menores do que 5% (P < 0,05).

3.5 — Drogas, sais e solugoes

A ET-1 e a sarafotoxina S6¢c foram adquiridas da American peptide
Company (Sunnyvale, EUA). O fragmento 26-33 amida .sulf'atado
[Tyr(SO3H)?J-colecistocinina (CCK-8), o cloridrato de carbacol e o difosfato de

histamina foram obtidos da Sigma Chemical Company (St. Louis, EUA). O BQ-
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123 [ciclo(D-Trp-D-Asp-Pro-D-Val-Leu)] foi sintetizado e cedido pelo
Departamento de Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade de
Sherbrooke, Canada. O BQ-788 (N-cis-2,6-dimetil-piperidinocarbonil-L-gama-
metileucil-D-1metdxicarboniltriptofanil-D-norieucina) foi adquirido da RBI
(Natick, EUA).

Todas as solucdes foram preparadas com agua bidestilada e deionizada
e com sais de pureza analitica (Merck A. G., Rio de Janeiro — Brasil ou
.Darmstadt — Alemanha). A maioria das solugdes estoque foram preparadas
com tampéo fosfato com excecgao do cloridrato de carbacol que foi preparado
em agua bidestilada. As drogas foram armazenadas na forma de solucdes
estoque (10 uM a 1 mM), mantidas em tubos siliconizados a -18°C, e diluidas

até a concentracao desejada imediatamente antes de serem utilizadas.
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4 — RESULTADOS

4.1 - Agoes induzidas pela endotelina-1 e outros. agonistas nos
ductos biliares extra-hepaticos isolados de cobaia.

Os anéis de ducto cistico e de ducto hepatico isolados de cobaia nao
responderam a nenhum dos agonistas teétados, quais sejam a ET-1, a CCK-8
‘(0,1' a 100 nM), a histamina, o carbacol (10 nM - 100 uM) ou ao KCI 80 mM
(resultados nao apresentados, n=6).

Por outro lado, como a reatividade das porges distai e proximal do DBC
diferiram entre si em resposta ao KCl 80 mM, estudou-se separadamente cada
uma dessas porgdes. Aproximadamente 80 % das porcdes distais do DBC
(DBC-D) apresentaram contragbes ritmicas espontaneas que se iniciavam
apés os primeiros 30 min de equilibrio e permaneciam até o término dos
experimentos. Além disso, estas por¢gdes, quando expostas a 80 mM de KCI,
responderam com contragédo sustentada média de 4.23 + 0.4 g de tensao por
10 mg de tecido Umido (n = 35), que estabilizou dentro de aproximadamente 10
min. Ja a porgdo proximal do DBC (DBC-P), néoj exibiu resposta contratil ao
KClI 80 mM, embora tenha apresentado contragdes ritmicas espontaneas
(resultados ndo apresentados, n = 12). De modo semelhante, essas
prepara¢des ndo exibiram respostas contrateis a ET-1, carbacol, CCK-8 ou
histamina (resultados niao apresentados, n = 3 para cada agonista).

A adig:éo. de concentragdes cumulativas e crescentes de carbacol
(10 nM a 100 uM) causou uma contragao ténica gradativa da preparagdo DBC-

D que foi dependente da concentragdo. Diferentemente, a CCK-8 (0,1 — 100
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nM) somente induziu contragées tdnicas da preparagdo DBC-D qu’ando
utilizou-se o método das doses isoladas. Além disso, nas concentracées
utilizadas, a CCK-8 foi significantemente mais potente, porém causou um efeito
maximo menor, do que 0 carbacol. Ja a ET-1 (0,1 — 100 nM) ndo causou
qualquef resposta contrati do DBC-D. A Figura 4 ilustra e a Tabela_ 1
apresenta os resultados médios dos experimentos realizados corh DBC-P e

DBC-D.

4.2 - Influéncia da indometacina sobre respostas do DBC-D de

cobaia a diferentes agonistas.

Como demonstram os resultados apresentados na Figura 5A, embora a |
endotelina-1 ndo tenha induzido resposta contratil em qualquer dos segmentos
do DBC de cobaia, a incubacdo da preparacdo DBC-D com o inibidor ndo-
seletivo das ciclooxigenases indometacina (5,6 uM) revelou efeitos contrateis
da endotelina-1. A indometacina também potencializou significativamente e de
modo pronunciado as reépostas ao carbacol (Figura 5B), aumentando a
poténcia deste agonista em cerca de 500 vezes. Eﬁtretanto, a reatividade do
DBC-D a CCK-8 nao foi alterada pelo inibidor de ciclooxigenase (Figura 5C).
As CEsgs (médias geométricas e limites de confianga para 95%) e Euaxs para
cada um desses agonistas na presenca de indometacina estao apresentados

'na Tabela 1.
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Resuitados

TABELA 1- Efeitos contrateis de diferentes agonistas em segmentos de ducto

biliar comum distal (DBC-D) isolado de cobaia na auséncia ou presenca de

indometacina (5,6 uM). As CEsos sdo apresentadas como médias geométricas

acompanhadas dos limites de confianga para 95%. Os Emaxs dos agonistas

estdo expressos como a média + E.P.M., como porcentagens relativas da

'resposta de cada preparacdo ao KCl 80 mM. O valor “N” indica o nimero de

experimentos. * P < 0,05 quando comparado ao valor correspondente na

auséncia de indometacina (teste t de Student, ndo pareado).

AGONISTA  CONDIGAO CEso nM Emax (%) N
Endotelina-1  Controle , lnat>ivo até 100 nM - 6
+ Indometacina 7.8 (5,5-11,1) 80+6* 4

Carbacol Controle - 3870 (1720-8510) 156 + 17 6
*Indometacina g6 39100y  148+16 6

- CCK-8 Controle 4,52 (2,51-8,15) 104 + 4 6
*Indometacina 374\ 25.56) 122 +7 6

Histamina Controle Inativo até 100 uM - 5
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4.3 - Comparagdo dos efeitos induzidos pela ehdotelina-1 e outros
agonistas no esfincter de Oddi (EO).

Av adicdo cumulativa de concentragGes crescentes de carbacol (10 nM a
| 100 pM) induziu contragdes ténicas de ambas as porgées do EO (EOA e EOP),
sobrepostas a contragbes fasicas ritmicas da preparagdo. Ambos os efeitos
mostraram-se dependentes da concentragdo, e o componente ténico da
contragdo apresentou, em ambas as preparagéés, um decaimento progressivo
a partir de 3-5 min de exposi¢do ao agonista. Em contraste, enquanto a CCK-8
causou pequenas contragdes transitdérias que decaiam rapidamente‘, a
endotelina-1 ndo induziu quaisquer contragdes destas preparagdes (Figura 6A
e 6B). Além disso, a exemplo da ET-1, a sarafotoxina S6c (0,1-100 nM) e a
histamina (10 nM a 100 uM) também n&o induziram qualquer efeito contratil em
‘nenhuma das porgées do EO (resultados nao apreSentados, n=4a8éb

experimentos).

431 - lnﬂuéncia da indometacina sobre a reatividade do esfincter de

- Oddi a ET-1, carbacol e CCK-8.
A incubagdo das preparagées EOA ou EOP com o inibidor da

ciclooxigenase indometacina, na dose de 5,6 uM, ndo alterou
significativamente as curvas concentragao-efeito obtidas pela adigdo de doses
isoladas e crescentes de carbacol a intervalos de 10 min, embora aumentasse
tanto a ritmicidade basal dessas preparagces como o aumento de ritmicidade
estimulado pelo agonista colinérgico. No entanto, quando as curvas ao
carbacol foram construidas pelo método das doses CUmulétivas, a

indometacina potencializou os efeitos contrateis induzidos por concentragdes
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. de eficacia submaxima do agonista (entre 0,1 e 1 uM) no EOA, mas nao EOP.
Os resultados médios desses experimentos s&o ilustrados na Figura 7 e estao

dispostos na Tabela 2.

Por outro lado, a indometacina ndo modificou as respostas induzidas
pela adicao de doses isoladas ou cumulativas de ET-1 ou CCK-8 em quaisquer
das porg¢des do esfincter de Oddi (resultados ndo apresentados, n=6).

4.3.2 - Efeito depressor da endotelina-1 e da sarafotoxina S6c sobre as
contracdes induzidas pelo carbacol no EOA e EOP de cobaia.

Como a ET-1 nao induziu resposta contratil do EOA ou do EOP, seja na
auséncia ou na presenga de indometacina, avaliou-se a existéncia de um
possivel efeito inibitério do peptideo sobre as respostas destas preparagdes ao
~ carbacol. Para tal, cada preparagao foi exposta a uma dose Unica de carbacol
(1 uM e 3 uM, para EOA e EOP respectivamente), primeiro na auséncia e, 30
min depois, na presenca de ET-1 ou sarafotoxina S6¢, cada qual adicionada a
cuba 2 min antes do agonista colinérgico (ver registro tipiéo .na Figura 8).
Através deste protocolo pode-se observar que tanto a ET-1 (10-100 nM)
quantd a sarafotoxina S6c¢ (30-100 nM) causaram inibicées da contragao
induzida pelo carbacol no EOA (Figura 9A), e que esse efeito foi dependente
da concentragdo do agonista peptidérgico. Na concentragdo de 100 nM, as
inibicdes de respostas ao carbacol causadas por ET-1 e sarafotoxina S6¢
foram de 62,5 + 5 % e 45 + 9 %, respectivamente. No entanto, em contraste ab
observado no EOA, a ET-1 e a sarafotoxina S6c né&o interferiram
significantemente com a magnitude das contra¢gdes induzidas pelo carbacol no

EOP (Figura 9B).

37



‘sojuawiedxa / B g ap ‘W'd’'J T elpaw e ejuasaidal Jojea epe) ‘sejsiuobe sop sajuadsald SaQIeNUIdU0T &
op eaeinwnd oedipe ejad Sepi}qo Welo} SeAIND Sy eleqod ap (g jeuted) Jepded o (y jaured) Jeindwe oediod 1ppo op 1910Ulsa
3p slgue Wa |-BUI|SJ0PUS & §-BUIUID0)SIOBI00 ‘[00BGIED OP SISJRIUOD SOHSJS SOB SEIPSW 0}19j0-083e)UsIU0d SBAIND — 9 YHNOIS

(W 6071 -) Oy SV LINIONOD (N Bo1 -) OYHVY LNIONOD
v & 9 L 8 6 01 , ¥ 6 9 L 8 6 0
1 1 T T | ' 1 T T 1 ) T ¥ 1
40 X -0 M
; >
X
m m
405 v s 8o
39 39
? 3 ® Z
-3 —
door 28 oot MM
(@] w. = w~
5 G
L-eujjsjopug —— (05} & }-eujjajopuz 1~ 105t &
g-BUIUID0)§]93]0) —e— m 8-EUjU}20}8]1998|0) —@— m
|oseqie) —o— | j0%eqie) —o—
Jooz Jooz

= v



Resultados

200 A 200 B
=0O=— Controle
~O— Controle
E -8 +[ndo 5,6 uM ~@— +indo 5,6 uM
@ 150 150
(S
Q=
29 100+ 100}
e <
Zz 0
g2
ﬂ 50 50F
[+ 4
<
[a]
R ot oL
L 1 1 1 A1 1 1 1 L
8 7 6 5 4
CARBACOL (- Log M) CARBACOL. (- Log M)
C D
2008 —0—controle 200r- =O— controle
E —&— +indo 5,6 uM ~o—+indo 5,6 uM
o
-]
E 150} 150
19 g )
gﬁ 100} 100
5 |
o9
oS
o sor 50
o
<
o
®  o- oL
L uy 1 1 ) L ! ' ' L L 1 l L ! )
8 7 6 5 4 7 6 5 4
CARBACOL (- Log M) CARBACOL (-Log M)

FIGURA 7 — Curvas concentracdo-efeito médias aos efeitos contrateis do
carbacol obtidos na auséncia ou presenc¢a de indometacina 5,6 uM (indo) em
anéis da porgao ampular (painéis A e C) ou papilar (painéis B e D) do esfincter
de Oddi isolado de cobaia. As curvas apresentadas nos painéis A e B foram
obtidas pelo método das doses cumulativas, enquanto as curvas obtidas nos
painéis C e D foram construidas pela adicdo de doses isoladas. Cada valor
representa a média + E.P.M. de 6 a 7 experimentos. *P < 0,05 quando
comparado ao respectivo valor controle (ANOVA seguido de teste-t de

Student).
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TABELA 2 — Reatividade de anéis de esfincter de Oddi isolado de cobgia ao
vc‘arbacol na auséncia ou presenga de indometécina. As.curvas_ ao agonista
- foram obtidas pelos métodos cumulativo ou das doses isoiadas em
preparagées da porgdo ampular (EOA) ou papilar (EOP). As CEses sédo
apresentadas como médias geométricas acompanhadas dos. limites de
-confian¢a para 95%. Os Euaxs dos agonistas estdo expressos como a média +
E.P.M. de 4 a 6 experimentos, como porcentagens relativas a reatividade de

cada preparacgao ao KCI 80 mM.

Preparagao Grupo Curva Cumulativa Curva Doses Isoladas

CEsp uM Ewmax (%) CEso uM Ewmax (%)

EOA Controle 1,62 132+55 = 0,36 154 + 7,6
(1,24-2,11) (0,03-3,6)
+ Indometacina 0,44 149 + 14 0,26 181+ 19,6
(0,14-1,40) (0,43-1,54)
EOP Controle 1,55 118+ 5 0,35 157 + 17
(1,17-2,05) - (0,02-7,56)
+Indometacina 1,66 128 +10 1,29 185 £ 17.6
(1,15-2,39) (0,52-3,25) -
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FIGURA 9 — Efeitos inibitérios da endotelina-1 (ET-1) e sarafotoxina S6c (S6¢)
sobre as contragbes induzidas pelo carbacol em anéis de esfincter de Oddi
por¢cGes ampular (painel A) e papilar (painel B) de cobaia. A figura ilustra as
contragdes induzidas pelo carbacol na auséncia (barras fechadas) ou presenga

de ET-1 ou S6¢ (barras abertas). Cada valor representa a média + E.P.M. de 4

a 6 experimentos. * P < 0,05 (ANOVA seguido de teste-t de Student).
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Pér outro lado, a CCK-8 na dose de 100 nM, foi inativa em ambas as
preparagées, ou seja, nao inibiu as contragées induzidas pelo carbacol. Ao
contrario, observou-se contragées ténicas transitérias que decaiam segundos
apés a administragdo do peptideo (Figura 10). As contra¢des induzidas pelo

carbacol ndo foram potencializadas significativamente pela CCK-8.

4.3.3 - Influéncia da indometacina no efeito depressor da endotelina-1 no
esfincter de Oddi de cobaia. |

A incubacdo de anéis de EOA com o inibidor nao-seletivo das
ciclooxigenases indometacina (5,6 uM) resultou no bloqueio do efeito inibitério
causado pela ET-1 (100 nM) sobre as contragées induzidas pelo carbacol
(Figura 11A). Por outro lado, a indometacina néo alterou as respostas do EOP
a endotelina-1 (Figura 11B). Assim sendo, diferentemente do observado no
DBC-D, a indometacina ndo desmascarou qualquer efeito contratil da ET-1 no

EOA ou no EOP.

4.3.4 - Influéncia de antagonistas de receptores endotelinérgicos no
efeito depressor da endotelina-1 no EOA de cobaia.

A incubagao prévia de anéis de EOA com o vantagonista seletivo de
receptores ETa BQ-123 (1 yM), 8 min antes da adigdo da ET-1 (i.e. 10 min
antes da obtengao da segunda resposta ao carbacol), bloqueou parcialmente 0
efeito depressor do peptideo (100 nM) sobre a contraééo induzida pelo
carbacol (Figura 12). Em contraste, o bloquéio seletivo de receptores ETg com
BQ-788 (1 uM), que aboliu por completo o efeito depressor da sarafotbxina S6c

sobre a contragdo induzida pelo carbacol, ndo afetou significativamente o
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efeito depressor causado pela ET-1. Por fim, o efeito depressor induzido pela
endotelina-1 foi totalmente abolido quando as preparagées de EOA foram
incubadas simultaneamente com ambos os antagonistas. Nenhum dos
antagonistas modificaram a magnitude das respostas do EOA ao carbacol (N =

4, resultados nao mostrados).
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Resultados
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FIGURA 11 — Influéncia da indometacina 5,6 uM sobre o efeito inibitorio
da endotelina-1 (100 nM) na contragao induzida por carbacol em anéis de
por¢éo ampular (painel A - EOA) e papilar (painel B - EOP) de esfincter
de Oddi isolado de cobaia. As barras abertas e achuradas representam
contragbes ao carbacol obtidas na auséncia ou presenca de
indometacina, respectivamente. Cada valor representa a média 'i E.P.M.

de 6 experimentos. * P < 0,05 (ANOVA seguido por teste t de Student).
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Discussiao

5 - DISCUSSAO

O presente trabalho parece constituir, pelo que pudemos depreender, o
primeiro estudo a avaliar os efeitos da ET-1 na motilidade de diversos tecidos
integrantes do trato bil.iar extra-hepatico de cobaia, quais sejam o ducto
hepatico, ducto cistico, ducto biliar comum e esfincter de Oddi. Como
evidenciamos diferentes atividades da ET-1 nas varias preparagdes, optamos

por dividir a discussdo em diferentes tépicos, na tentativa de facilitar sua

compreensao.

5.1 — Efeitos da endotelina-1 e outros agonistas nos ductos do trato biliar
extra-hepatico -

A adi¢ao de concentragées crescentes e cumulativas de ET-1 ndo
produziu resposta contratil em quaisquer dos ductos biliéres da ccbaia, quais
‘sejam o ducto hepatico, o ducto cistico e o DBC. Ja os demais agonistas
testados carbacol e CCK-8 induziram, ao contrario da ET-1, contragbes rapidas
e dependentes da dose somente no DBC-D (mas nao do DBC-P), que foram:
prontamente revertidas quando da renovagao da solugao fisioldgica. Por outro.
lado, o ducto hepatico, o ducto cistico e a porgédo proximal do ducto biliar
comum (DBC-P) ndo exibiram respostas contrateis ao KCI, carbacol, CCK-8 ou
ET-1, assim como n&o apresentaram cohtragées fasicas espontaneas.
Curiosamente, SUZUKI et al. (1988), utilizando tiras longitudinais de ducto
hepatico de cobaia, demonstraram que 42% das preparagdes testadas
apresentavam contragdes espontdneas, as quais ndo foram afetadas pela

presenga de tetrodotoxina, guanetidina ou atropina. Embora nao tenhamos
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evidenciado tais contragdes espontdneas no ducto hepatico, observamos que
cerca de 70 % dos anéis obtidos do DBC-D (proxima ao duodeno), mas nao do
‘DBC-P, exibiram contragdes ritmicas espontaneas. Tais achados sugerem que
o DBC de cobaia é claramente dividido em duas por¢gées com propriedades
funcionais diferentes. Resultados semelhantes também foram obtidos em tiras
circulares de DBC de coelho por MINKER et al. (1993). Embora os autores
tenham dividido a DBC em trés por¢ées denominadas de por¢ao esfinctérica,
mediai e hepatica, eles observaram que as diferentes porgdes exibiam
diferentes reatividades para varios agonistas e antagonistas, sendo
identificados receptores - e B-adrenérgicos, colinérgicos muscarinicos,
receptores para bradicinina, histaminérgicos Hy e para prostaglandina F..
Somente a porcao esfinctérica do DBC de coelho exibiu contragGes
espontaneas ritmicas bem evidentes, sendo que‘ as demais porcées
apresentaram apenas pequenas contragées espontaneas e irregulares.

Um estudo recente demonstrou que, no trato biliar extra-hepé’tico
humano, a densidade da musculatura lisa apresenta-se muito baixa ou até
inexistente no ducto hepatico (HONG et al. ,2000). Porém, porgées mais distais
do ducto, na realidade ja integrando o DBC-P, ja apresentam uma maior
densidade de musculo liso, disposto de modo difuso. Por fim, o terco mais
distal, correspondendo ao DBC-D, apresenta a maior densidade de células
musculares lisas, dispostas em parte de’ modo difuso e em outra de modo
continuo e organizado.

Por outro lado, CONNAT e CARRIER (1995) observaram que, em ratos
mas ndo em cobaias, o lado hepatico do DBC (DBC-P), que é rfcamente

vascularizado e apresenta densa inervagdo por fibras contendo CGRP
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(peptideo relacionado ao gene da calcitonina), contrai espontaneamente ou em
resposta‘ a acetilcolina ou substancia P. Ja o lado duodenal (DBC-D), que é
menos vascularizado e apresenta fibras com CGRP apenas no seu epitélio,
ndo contrai espontaneamente e é insensivel a acetilcolina ou substancia P.
Assim esses autores sugerem que a auséncia de vesicula biliar e ducto
pancreatico no rato sejva compensado funcionalmente pelos lados hepatico e
duodenal do DBC respectivamente.

No presente estudo, quando compafamos a poténcia dos diversos
agonistas utilizados no DBC-D, observamos que a CCK-8 foi significativamente
mais potente, porém menos eﬂéaz, d}o que o carbacol. Ha um relato de que,
.em tiras musculares longitudinais de DBC de cobaia, a CCK-8 evoca uma
contragao bifasica e liberacdo de [H*]-acetilcolina (TAKAHASHi et al., 1988).
Curiosamente, indometacina pareceu ndo modificar as contragdes induzidas
pela CCK-8 em anéis de DBC-D de cobaia, embora potencializasse marcada e
significativamente as respostas da mesma preparagao ao carbacol. As razées
que pudessem justificar essa discrepancia entre os resultados de TAKAHASHI
et aI.. (1988) e os do presente estudo nos sdo ainda desconhecidas. Nossos
resultados sﬁgerem fortemente que o efeito contratil induzido por carbacol,
mas ndo pela CCK-8, no DBC-D de cobaia sdo mediados por ou serem
modulados pela produgcdo de eicosandides sintetizados pela via da
ciclooxigenase. |

Por outro lado, sabe-se que a producdo de ET-1 pelo epitélio biliar
humano é potencializada (aumentada) péla CCK-8 (HOUSSET et al., 1993).
Além disso, células epiteliais cultivadas da VB e do trato biliar intra; e extra-

hepaticos humanos expressam RNAm para ET-1 e secretam esse peptideo
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(HOUSSET ét al., 1993). Portanto ndo descartamos a possibilidade de a ET-1
exercer alguma influéncia fisiologicamente importante no trato biliar terminal.
As ETs podem estimular a liberagdo de eicosandides da via da
ciclooxigenase (prostandides) em varios tecidos (para revisdo ver HYSLOP e
DE NUCCI, 1992). Tal atividade contribui para reduzir os efeitos
vasoconstritores da ET-1 em alguns tecidos perfundidos, como bag¢o e rim
isolados de coelho (RAE et al., 1989), ou o leito coronariano de cobaia (FOLTA
et al., 1989). Em outros tecidos, como traquéia (FILEP et al., 1991) e VB de
cobaia (CARDOZO et al., 1997), as contragdes produzidas pela ET-1 séo
mediadas em parte pela liberagdo de prostandides. No presente estudo,
observamos que a incubagao de anéis de DBC-D-de cobaia com indometacina
desmascarou efeitos contrateis da ET-1, ou seja, a preparagdao apresentou
contragdes significantes ao peptideo apenas na presenca do inibidor de
ciclooxigenase indometacina. Portanto, ao contrario da VB, onde eicosanoides
medeiam parte do efeito contratil da endotelina, no DBC-D essas substancias
parecem modular de modo inibitério as a¢des contrateis do peptideo. Contudo,
nem todos os agonistas dependem de prostanbides para contrair esta
preparacgao, pois a indometacina nao afetou as respostas induzidas pela CCK-

8.

5.2 - Efeito da endotelina-1 no Esfincter de Oddi.

A adicdo de doses crescentes de ET-1, seja de modo isolado ou
cumulativo, ndo causou contragdo em quaisquer por¢des do esfincter de Oddi
de cobaia, quais sejam, o EOA (préximo ao DBC), ou o EOP (préximo ao

duodeno). No entanto, o carbacol causou contragdes em ambas as porgées
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do esfincter de Oddi, as quais foram relativamente sustentadas e dependentes
da concentragdo, e a CCK-8 induziu apenas pequenas contragbes transitéri'as,}
que decaiam rapidamente.

Estudos r.ealizadosv em tiras longitudinais e em anéis circulares de
esfincter de Oddi humano, demonstraram que a CCK-8 causa relaxamento e o
carbacol causa contragdo dos anéis circulares de EQ; ja as tiras longitudinais
foram menos reativas aos agonistas (TOKUNAGA et a/., 1993). No entanto, o
mecanismo de acéo dé CCK no EO nao esta claramente compreendido,
devido as variagdes anatomo-fisioldgicas que ocorrem entre as espécies.
Sabe-se, até o momento, que o efeito contratil induzido pela CCK-8 no EO de
cobaia consiste de uma agéo direta sobre a musculatura lisa, bem como de um
efeito indireto mediado pela liberagdo de acetilcolina dos neurdnios
parassimpaticos pés-gangllonares (HARADA et al., 1986). Por outro lado, ha
estudos demonstrando relaxamenfo do EO pela CCK-8, que se da por via
~ indireta, através da liberagdo de VIP (peptideo intestinal vasoativo) das fibras
nervosas NANC (WILEY et al., 1988), assim como NO (6xido nitrico)
(PAULETZKI et al., 1993; SLIVKA et al, 1994, TANOBE et al.,1995;
SZILVASSY et al., 1996).

Embora a ET-1- névo tenha apresentado efeito contratil, quando |
incubamos a preparagdo com concentragbes crescentes de ET-1, as
contragbes induzidas pelo carbacol no EOA foram marcadamente inibidas, o
que sugere que o peptideo module de modo inibitério as contragées ténicas e
ritmicas induzidas pelo carbacol. O mesmo nao foi observado para a CCK-8,
pois a incubagao das preparagdes com CCK-8 (100 nM) nao aiterou as

respostas contrateis induzidas pelo carbacol. Além disso, nossos resultados,
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sugerem fortemente que uma fragado significativa do efeito depressor da ET-1
sobre as contragdes ritmicas do carbacol no EOA parece depender da sin'tese
de prostandides, pois a incubagéo do tecido com indometacina, um inibidor da
ciclooxigenase, bloqueou por completo o efeito inibitério da ET-1 (100 nM). Os
experimentos realizados, contudo, nao permitem estabelecer se os
prostandides medeiam diretamente ou se apenas modulam (i.e. facilitam) as
respostas inibitérias do EOA a ET-1. Por outro lado, a ET-1, bem como a CCK-
8, ndo modificaram as respostas contrateis induzidas pelo carbacol no EOP, |
tanto na auséncia quanto na presenc¢a de indometacina. Sendo assim, nossos
resultados sugerem que o efeito depressor da ET-1 sobre as contragGes
ténicas e ritmicas induzidés pelo carbacol depende da por¢do analisada. Neste
sentido, a exemplo do DBC, o EO de cobaia também apresenta duas porgées
com propriedades funcionais diferentes, no que se refere as respostas
induzidas por ET-1. Porém, diferentemente do DBC-D, onde a ET-1 parece
causar um efeito depressor mediado por prostandides que limita seu efeito
contratil direto, no EO nao pudemos evidenciar qualquer efeito contratil deste
peptideo, nem na presenga de ibndometacina. |

VONGALIS et al, (1989), atravées de estudos eletrofisiolégicos,
registraram respostas confréteis mediadas por estimula¢gdo nervosa em anéis
de EO de cobaia divididos em trés regides anatomicamente distintas (esfincter
colédoco, ampula e papila). Estes autores concluiram que a‘resposta contratil e
os potenciais excitatérios evocados por estimulagdo elétrica transmural, sé@o
mais evidentes 6u pronunciados no esfincter colédoco (por¢do ampular em
nosso estudo), enquanto oé potenciais inibitérios sao maiores em preparagées

provenientes da ampula (por¢cdo papilar em nosso estudo). Sendo assim,
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provavelmente estas regides possuem diferentes fuhgc”:es na motilidade do EO.
Também, HIROSE e ITQ, (1991), os quais dividiram o EO de cobaia em trés
areas, mostraram diferengas regionéis nas respostas neurogénicas excitatérias
e inibitériés. Na area lll (correspondente a por¢ao papilar utilizada em nosso
estudo) predominam as respostas inibitérias mediadas por estimulagdao de
nervos NANC. Por outro lado, nas areas | e |l (correspondente a porcao
ampular utilizada em Nosso estudo, que} é sensive_l aos efeitos inibitérios da
ET-1), predominam respostas excitatérias mediadas pela estimulagdo de
nervos colinérgicos.

Em resumo, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que a
ET-1 nado causa contragdo de anéis de EO isolados de cobaia. Ao contrario, o
agonista parece inibir, via sintese de prostandides, as contragdes tdnicas e

ritmicas induzidas pelo carbacol em anéis de EOA, mas nao de EOP.

5.2.1 - Caracterizagdo de receptores endotelinérgicos.

Parte do presehte estudo procurou caracterizar os receptores
endotelinérgicos que medeiam o efeito depressor da ET-1 sobre as contragées
ritmicas induzidas pelo carbacol no EOA. Para isso, fez-se uso de duas
abordagens distintas: a) a comparagédo das atividades de dois agonistaé de
receptores endotelinérgicos; e b) uma analise da influéncia de antagonistas de
receptores endotelinérgicos.

Com reIag:éo a primeira abordagem, convém relembrar que, até o
presente, foram clonados apenas dois receptores endotelinérgicos dos
genomas de mamiferos: o receptor ETa, que apresenta maior aﬁnid-ade pela

ET-1 e ET-2 do que pela ET-3 (ARAI et al., 1990); e o receptor ETg , que ndo
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discrimina entre esses trés isopeptideos e é ativado seletivamente por alguns
agonistas, como sarafotoxina S6c, o IRL 1620 e o BQ-3020 (SAKURAI et al.,
1990; WILLIAMS et al., 1991; TAKAI et al., 1992; IHARA et al., 1992).

A ET-1 e o agonista seletivo de receptores ETg sarafotoxina S6¢ foram
ativos em inibir as contragées induzidas pelo carbacol no EOA isolado de
cobaia. No entanto, a ET-1 mostrou-se mais eficaz (i.e. causou maiores
percentagens de inibicdo) que a sarafotoxina S6c em inibir o efeito contratil
induzido pelo carbacol no EOA isolado de cobaia. Esses resultados sugerem
que pelo menos parte dos receptores ativados pela ET-1 na porgéd ampular do
EO de cobaia sejam do tipo ETg.

A segunda abordagem visando a caracteri'zagéo‘ dos receptores
'endotelinérgicos em anéis de EOA avaliou os perfis de acdo da ET-1 e da
sarafotoxina S6c¢c na bresenga de dois antagonistas: o BQ-123, um antagonista
seletivo de receptores do tipo ETa (IHARA et al., 1992) e o BQ-788, um
antagonista seletivo de receptores do tipo ETg (TANAKA et al., 1994). Os
nossos achados revelaram que a incubag¢ao da preparagdo com BQ-123 (1
uM) aboliu parciaimente o efeito depressor da ET-1. Dessa maneira, podemos
sugerir que uma parcela significativa dos receptores endotelinérgicos
envolvidos na mediagdo do efeito depressor da ET-1 sobre as cohtragées
ritmicas induzidas pelo carbacol € do tipo ETa. O BQ-788 (1 uM), por sua vez,
nao modificou o efeito depressor induzido pela ET-1, mas claramente aboliu a
inibigéo causada pela sarafotoxinavS6c. Resultados semelhantes foram obtidos
por CARDOZO et al. (1997) na VB isolada de cobaia, onde o BQ-788, na

concentracdo de 300 nM e 1 uM, antagonizou as respostas contrateis
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produzidas pela ET-3 e sarafotoxina S6¢c de modo concentracdo-dependente,
embora ndo tenha alterado a curva concentracio-efeito 4 ET-1.

O fato dos efeitos depressores da ET-1 nédo terem sido bloqueados
totalmente por nenhum dos antagonistas utilizados, levou-nos a testar a
influéncia da associagdo dos dois antagonistas (BQ-123 e BQ-788). A
incubagdo prévia de ambos os antagonistas inibiu por completo a resposta
depressora da ET-1 sobre as contragdes tdnicas e ritmicas do carbacol.
Nossos resultados se assemelham aos relatados por FUKURODA et al. (1994),
que demonstraram que as contra¢des induzidas por ET-1 na artéria pulmonar
de coelho nado sao inibidas isoladamente pelo_ BQ-123 ou pelo BQ-788 (cada
qual a 10 uM). No entanto, a assdciagéo dos dois antagonistas resultou em
virtual supressao da resposta vasoconstritora & ET-1. Os resultados por nés
“obtidos, portanto, nos levam a concluir que o EOA de cobaia apresenta tantov
receptores ETa quanto ETg que medeiam depressdao da reatividade da
preparagao ao carbacol, sendo que apenas o bloqueio simuitdneo de ambos
os receptores resulta em antagonismo dos efeitos da ET-1. No entanto, varios
- aspectos quanto a natureza desses receptores e suas interagdes com

agonistas e antagonistas permanecem a ser explorados mais profundamente.

5.3 — Influéncia de eicosanodides da via da ciclooxigenase nas agdes da
ET-1 sobre a motilidade do trato biliar extra-hepatico.

Através de dados obtidos na. literatura e em nossos experimentos, torna-
se clara a influéncia dos produtos da via da cicloxigenase sobre as a¢des da
ET-1 nos tecidos que compdem o trato biliar extra-hepatico. Na VB, por

exemplo, a incubagéo de tiras de vesicula biliar de cobaia com indometacina,
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um' inibidor d.a cicloxigenase, reduz significativamente a reatividade da
preparacdo a ET-1 (CARDOZO et al., 1997), ainda que o resuitado nédo tenha
sido corroborado por outro estudo (MOUMMI et al., 1992). Assim, uma fracao
significativa do efeito .contrétil da ET-1 na VB isolada de cobaia parece
depender da sintese de prostandides. .A identidade do(s) prostanc_’:ide(s)
liberados pela VB de cobaia em resposta a ET-1 permaneée a ser esclarecida.
Porém, sabe—se‘que a PGE,; contrai a VB de cobéia (NAKATA et al., 1981,
OCCHIPINTI, 1978; CABRINI et al., 1995). No entanto, parece pertinente
mencionar, que o tromboxanomimético U46619 é muito mais potente em
contrair a vesicula biliar de cobaia que as prostaglandinas F,. ou E; (CABRINI
et al., 1995).

Embora existam poucos estudos relacionados ao DBC, em nossos
experimentos, observamos que os eicosandides derivadoé da via da
ciclooxigenase parecem mascarar as respostas contrateis induzidas pela ET-1,
pois, com a incubag¢ao da preparagdo com indometacina, a} ET-1 passou a
aprésentar um efeito contratil nesta preparacao. OS prostan()ides também
exercem uma influéncia importante no EOA (mas nado no EOP), pois a
incubacdo da preparagdao com indometacina aboliu o efeito inibitério da ET-1
sobre as .contragées induzidas pelo carbaco.l. Além disso, as respostas de
anéis de EOP ao carbacol na presenga ou auséncia de indometacina, nao
foram alteradas quando da utilizagdo do método de curvas cumuiativas ou do
método das doses isoladas. No entanto, ao contrario do observado no EOP, a
indometacina potencializou as respostas do EOA a

adicdes cumulativas de concentragdes de eficacia sub-méxima de

carbacol (0,1 a 1 pM). Isto sugere fortemente uma modulagdo mediada por
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eicosandides da via da ciclooxigenase nas respostas do EOA, mas nao do
EOP de cobaia. Sabe-se que a PGE; diminui as contragdes fasicas induzidas
pela ACh no EO de cobaia, ja a PGF2. ndo altera estas contragdes (GOCER et
al., 1995). Além disso, a PGE; relaxa o EO de cobaia (OCCHIPINTI, 1978).
Considerando o fato de que a PGE; contrai a vesicula biliar e relaxa o EO, e
que a ET-1 contrai a VB e inibe a contratilidade do EOA via sintese de
- eicosandides gerados por agao da ciclooxigenase, seria interessante testar, no
futuro, se a ET-1 e demais ETs efetivamente induzem liberacdo de

prostaglandina E; ou de outro eicosandide nesses tecidos.

5.4 — Implicagdes fisiologicas ou fisiopatolégicas.

Evidéncias funcionais demonstrando a participagao das ETs no controle
do fluxo biliar sugerem que estes peptideos possam desempenhar fungdes
fisiolégicas relevantes no trato biliar, e talvez até que possam estar envolvidos
em patologias associadas a esse trato. ISALES ef al. (1993) constataram que
é infusdo de ET-1 induz colestase no figado perfundido de rato por
vasoconstricido hepatica, com consequente aumento na  pressdo portal e
decréscimo do fluxo biliar. A ET-1 também parece participar na manutenc¢ao do
fluxo biliar, aumentando a freqiiéncia de contragéo dos canaliculos biliares de
rato (KAMIMURA et al., 1993), e na regulagdo da motilidade do ducto colédoco
(KRAUS ef al., 1995). Além disso, células epiteliais cultivadas da vesicula biliar
humana expressam RNAm para ET-1 e secretam quantidades apreciéveis do
peptideo (HOUSSET ef al., 1993) que, por sua vez, parece ser um agente

contratil extremamente potente na VB isolada de cobaia (BATTISTINI et al.,

1994; CARDOZO et al., 1997).
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No presente trabalho, evidenciamos que a ET-1 exerce efgitos
~ contrarios nos diferentes componentes do trato biliar extra-hepatico. Por um
lado, a ET-1 contrai o DBC, sendo esta contracgdo inibida por prostanédides, e
por outro lado, o peptideo exerce um efeito depressor sobre o EO, mediado
por receptores tanto ETa quanto 'ETB via sintese de prostandides. Apesar
dessas evidéncias, ndo esta claro se a ET-1 efetivamente participa na
regulagdo da atividade dos diferentes componentes do trato biliar. A
disponibilidade recente de antagonistas de receptores endotelinérgicos néo-
peptidicos, mais resistentes & degradagdo enzimatica e ativos por via oral,
~ talvez possa auxiliar na elucidagao, dentro em breve e através de estudos in
vivo, dos possiveis papéis fisiolégicos da ET-1 nesse sistema.

No entanto, os produtos da Via ciclooxigenase podem estar relacionados
a alguns tipos de patologias do trato biliar. Estudos realizados em pacientes
com discinesias do trato biliar detectaram aumento nos niveis basais de PGE;
e um discfeto aumento dos niveis de PGF;, durante o reflexo veéical. Esses
achados sugerem que as prostaglandinas possam ser fatores predisponentes
~ de discinesias biliares (VOROB’EV e SALOVA, 1995). Além disso, a colecistite
aguda, induzida experimentalmente por ligagdo do ducto biliar, esta associada
a um aumento da sintese de PGl na VB de coelho (MYERS ef al., 1993). Em
circunstancias fisiopatolégicas como a inflamagéao da VB humana, ocorre um
aumento significante da sintese de PGE; e PGF,, (MYERS et al., 1992).

Conforme exposto acima, parté das agGes da ET-1 na VB e no EOA sao
dependentes de prostandides, ao contrario do DBC-D onde estes prostanéides
inibbem as respostas ao peptideo. Portanto, estudos complementares seriam

importantes para analisar uma possivel relagéo entre a alteragéo na sintese de
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eicosandides e os niveis e/ou agéo da ET-1 na musculatura lisa da VB, dq EO
e do DBC-D em modelos experimentais de discinesia biliar. Por outro lado, ha
também evidéncias de que a indometacina, por inibir as ciclooxigénases, pode
caLIsar discinesia do EO por aumento das contragées ritmicas espontdneas em
conseqgiliéncia da inibicdo da sintese de PGE; e a discinesia do EO pode
resultar em colestase (YASAR et al.,, 1999). Como os prostandides sao
- importantes mediadores/moduladores das ag¢ées induzidas por ET-1 na VB,
DBC-D e EOA de cobaia, pode-se sugerir alguma implicacdo da ET-1 nestas
patologias.

Apesar das Iimitagées impostas a estudos conduzidos in vifro com
técidos contendo musculatura Iisa, os perfis distintos de agdo da ET-1 em
diferentes tecidos do trato biliar extra-hepatico podem ser integrados de
maneira a vislumbrar um papel fisiolégico deste peptideo. Considerando que a
ET-1 é sintetizada belo epitélio biliar (HOUSSET et al, 1993), sua agao
contratil eicosanéide—dependente sobre a musculatura lisa subjacente da VB,
aliada ao seu efeito depressor (também eicosandide-dependente) no DBC-D e
no EOA, poderia contribuir para o extravasamento de bile para o duodeno. A
confirmacgdo desta hipétese ainda aguarda estudos mais aprofundados in vivo.
Porém, a possibilidade da indometacina induzir colestase por aumento do tono
do EO (YASAR et al, 1999), reforca a possivel importancia fisiolégica do
relaxamento da EOA em resposta a ativagdo de receptores ETa e ETg pela ET-

1, demonstrado no presente estudo.
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CONCLUSOES

O presente estudo procurou avaliar os efeitos da ET-1 sobre a
motilidade de diferentes por¢des do trato biliar extra-hepatico, incluindo os
ductos hepatico, cistico e biliar comum (DBC) e o esfincter de Oddi (EO)
isolados de cobaia, bem como caracterizar a‘ possivel participacdo de
prostandides nas agGes da ET-1 nestas preparagdes e identificar os receptoré.s
endotelinérgicos que medeiam os efeitos da ET;1 no esfincter de Oddi isolado
de cobaia. As preparagdes foram montadas para registro de contragdes
isométricas em cubas de vidro contendo 5 mi de solugdo de Krebs-Henseleit a
37°C, borbulhada com 5% de CO2 em Oa.

Os experimentos realizados com a ET-1 revelaram que:

1 - A ET-1 (0,1 a 100 nM) ndo causou qualquer resposta contratil do
ducto hepatico e do ducto cistico, assim como a CCK-8 (0,1 a 100 nM), a
histamina, o carbacol (10 nM a 100 uM) ou o KCI 80 mM.

2 — Da mesma forma, a ET-1(0,1 a 100 nM) e os demais agonistas
citados acima ndo causaram qualquer resposta COntréfiI do DBC-P. Contudo,
no DBC-D, o carbacol (10 nM a 100 uM) e a CCK-8 (0,1 a 100 nM) causaram
uma contracao ténica gradativa da preparagdo. Além disso, a CCK-8 foi 850
vezes mais potente do que o carbacol (ao nivel da CEsp) apesar de induzir
Emax menor [Carbacol: CEso 3,87 pM (1,72-8,51), Emax 156 + 17%; CCK-8:
CEsp 4,52 nM (2,15-8,15), Emax 104 £ 4%]. J& a ET-1 ndo causou qualquer

resposta contratil do DBC-D.
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3 — A incubagéo da preparagdo DBC-D com o inibidor da ciclooxigenase
indometacina (5,6 uM) desmascarou efeitos contrateis da ET-1 [CEs0 7,8 nM
(5,5-11,1), Emax 80 + 6%]. A indometacina também potencializ;)u em cerca de
500 vezes as respostas ao carbacol [CEsq 6,6 nM (3,9-10,9), Emax 148 i. 1‘6%],
porém ndo alterou a reatividade do DBC-D a CCK-8 [CEs 3,71 nM (2,5-5,6),
Emax 122 + 7%].

4 — A ET-1, a sarafotoxina S6¢ (0,1-100 nM) e a histamina (10 nM a 100
uM) nao induziram qualquer efeito contratil em nenhuma das porgdes do EO.
Em contraste, enquanto o CCK-8 causou pequenas contragdes transitorias que
decaiam rapidamente, o carbacol induziu contragdes ténicas e ritmicas de
ambas as porgées do EO [CEsp 1,62 nM (1,24-2,11), Emax 132 £ 5,5% para
EOA; CEs 1,55 nM (1,17-2,05), Emax 118 + 5%para EOP].

5 - A incubacdo de anéis de EOA e EOP com o inibidor da
ciclooxigenase indometacina (5,6 uM) ndo modificou as respostas induzidas
pela adigcdo de doses isoladas ou cumulativas de ET-1 ou CCK-8. Por outro
lado, a indometacina potencializou os efeitos contrateis induzidos pelo carbacol
(0,1 a 1uM) no EOA, mas nao EOP, quando as curvas ao carbacol foram
construidas pelo método das doses cumulativas.

6 — Embora a ET-1 ndo tenha induzido resposta contratii no EOA e
EOP, seja na auséncia ou na preseng¢a de indometacina, a incubacio das
preparagdes com ET-1 (10 — 100 nM) ou sarafotoxina S6¢ (30 — 100 nM)
causou inibicdo da contragao induzida pelo carbacol no EOA e esse efeito foi
dependente da concentragdo do agonista peptidérgico. Na dose de 100 nM, as

inibigbes causadas por ET-1 e sarafotoxina S6c foramde 62,5 +5 % e 45+ 9
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%, respectivamente.. No entanto, a ET-1 e a sarafotoxina S6¢ nao interferiram
significantemente com a magnitude da.s contragdes induzidas pelo carbacol no
EOP. Além disso, a CCK-8 (100 nM) nédo inibiu as contragbes induzidas pelo
carbacol em ambas as porgdes do EO.

7 - A incubacdo de anéis de EOA com indometacina, resultou no
blogueio do efeito inibitério causado pela ET-1 (100 nM) sabre aé contragéeé
induzidas pelo carbacol. Por outro lado a indometacina nao alterou as
respostas do EOP a ET-1. Assim sendo, diferentemente do observado .no
DBC-D, a indometacina ndo desmascarou qualquer efeito contratil da ET-1 no
EOA ou no EOP.

8 — A incubagdo de anéis de EOA com o antagonista seletivo de
receptores ETa BQ-123 (1 uM), bloqueou parcialmente o efeito depressor do
peptideo (100 nM) sobre a contragdo induzida pelo carbacol (1 pM).

9 — O BQ-788 (1 uM), antagonista seletivo de receptores do tipo ETe,
ndo afetou significativamente o efeito depressor causado pela ET-1, mas
aboliu por completo o efeito depressor da sarafotoxina S6¢c sobre a contragéo
induzida pelo carbacol. O efejto depressor induzido pela ET-1 foi totalhente
abolido quando as preparagdes de EOA foram incubadas com ambos os
antagonistas, BQ-123 e BQ-788.

10 — Tais achados permitem concluir que a ET-1 ndo causa qualquer
efeito contratii em nenhuma das porg¢des do trato biliar extra-hepético, quais
sejam os ductos cistico, hepatico e biliar comum e o esfincter de Oddi isolados
de cobaia. No entanto, no DBC-D, a ET-1 parece causar um efeito depressor
mediado por prostandides que limita seu efeito contratil direto. Além disso, a

ET-1 inibe, as contragdes ritmicas induzidas pelo carbacdl em anéis de EOQA
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(mas ndo EOP), e este efeito modulatério inibitério da ET-1 depende da

ativacao de receptores tanto ETa quanto ETg e da sintese de prostandéides.
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