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Este estudo procurou avaliar os efeitos da [endotelina-1] (ET-1) na 
motilidade de diferentes porções do trato biliar extra-hepático isolado de 
cobaia. Os resultados obtidos revelaram que a ET-1 (0,1 a 100 nM) não causou 
qualquer resposta contrátil do duetos hepático e cístico ou da porção proximal 
do [dueto biliar comum] (DBG), assim como, estas preparações não 
responderam a colecistocinina-8 (CCK-8; 0,1 a 100 nM), a histamina, ao 
cariDacol (10 nM a 100 pM) ou ao KCL 80 mM. Embora o carbacol e a CCK-8 
causaram contrações da porção distai do DBC, a ET-1 não causou qualquer 
resposta contrátil desta porção. A indometacina (5,6 pM) não alterou a 
reatividade da porção distai do DBC à CCK-8, mas potencializou as resposta 
ao carbacol e revelou efeitos contráteis da ET-1. A ET-1, a sarafotoxina 
S6c(0,1 a 100 nM) e a histamina (10 nM a 100 pM) não induziram qualquer 
efeito contrátil das porções ampular (EOA) e papilar (EOP) do [esfíncter de 
Oddi]. Em contraste, o carbacol induziu contrações de ambas as porções do 
EO e a CCK-8 causou apenas pequenas contrações transitórias. 
Diferentemente da CCK-8, a incubação das preparações com ET-1 ou 
sarafotoxina S6c causou inibição da contração induzida pelo carbacol em anéis 
de EOA, mas não EOP. A indometacina aboliu o efeito inibitório causado pela 
ET-1 (100 nM) sobre as contrações induzidas pelo carbacol no EOA. O [efeito 
depressor] da ET-1 no EOA foi parcialmente bloqueado pelo BQ-123 
(antagonista ETa), inalterado pelo BQ-788 (antagonista ETb) e totalmente 
abolido com a incubação das preparações de EOA com ambos os 
antagonistas. Tais achados pennitem concluir que a ET-1, in vitro, não causa 
qualquer efeito contrátil em nenhum dos duetos do trato biliar extra-hepático, 
mas inibe as contrações induzidas pelo carbacol no EOA. A síntese de 
[prostanóides] inibe um efeito contrátil direto da ET-1 na porção distai do dueto 
biliar comum e também bloqueia o efeito depressor, mediado por [receptores 
ETa e ETb,] da ET-1 sobre as contrações induzidas pelo carbacol no EOA de 
cobaia.

Palavras-chave: [endotelina-1], [dueto biliar comum], [esfíncter de Oddi], [efeito 
depressor], [prostanóides], [receptores E T a e E T b].______________________________
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RESUMO

Este estudo avaliou os efeitos da endotelina-1 (ET-1) na motilidade de 

diferentes porções do trato biiiar extra-hepático isolado de cobaia. A ET-1 (0,1 

a 100 nM) nâo causou qualquer resposta contrátil do duetos hepático e cístico 

ou da porção proximai do dueto biiiar comum, assim como, estas preparações 

não responderam ao octapeptideo C-terminal da colecistocinina (CCK-8; 0,1 a 

100 nIVl), a histamina, ao carbacol (10 nl\/l a 100 |jM) o u  ao KCL 80 mlVl. 

Embora o carbacol e a CCK-8 icausaram contrações da porção distai do dueto 

biiiar comum, a ET-1 não causou qualquer resposta contrátii desta porção. A 

indometacina (5,6 pM) não alterou a reatividade da porção distai do dueto biiiar 

comum à CCK-8, mas potencializou cerca de 500 vezes as resposta ao 

carbacol e desmascarou efeitos contráteis da ET-1 [CE50 7,8 nM (5,5-11,1); 

Emáx 80 ± 6%]. A ET-1, a sarafotoxina S6e(0,1 a 100 nM) e a histamina (10 nM 

a 100 |jM) não induziram qualquer efeito contrátii das porções ampular (EGA) e 

papilar (EOP) do esfincter de Oddi. Em contraste, 0 carbacol induziu 

contrações tônicas e rítmicas de ambas as porções do esfincter de Oddi e a 

CCK-8 causou apenas pequenas contrações transitórias. Diferentemente da 

CCK-8, a incubação das preparações com ET-1 ou sarafotoxina S6c causou 

inibição da contração induzida pelo carbacol em anéis de EGA, mas não EOP. 

Na dose de 100 nM, as inibições causadas por ET-1 e sarafotoxina S6c foram

62.5 ± 5 % e 45 ± 9 %, respectivamente. A indometacina aboliu o efeito 

inibitório causado pela ET-1 (100 nM) sobre as contrações induzidas pelo 

carbacol no EGA, mas não desmascarou qualquer efeito contrátii do peptídeo 

no EGA ou no EOP. O efeito depressor da ET-1 no EGA foi parcialmente 

bloqueado pelo BQ-123 (1 fiM, um antagonista seletivo de receptores ETa),

_________ _________________ ______________________________RESUMO
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inalterado pelo BQ-788 (1 )̂ M, antagonista seletivo de receptores do tipo ETb) e 

totalmente abolido com a incubação das preparações de EOA com ambos os 

antagonistas. Tais achados pemiitem concluir que a ET-1, in vitro, não causa 

qualquer efeito contrátil em nenhum dos duetos do trato biliar extra-hepático, 

mas inibe as contrações induzidas pelo carbacol no EOA, mas não EOP. A 

síntese de prostanóides inibe um efeito contrátil direto da ET-1 na porção distai 

do dueto biliar comum e também bloqueia o efeito depressor, mediado por 

receptores ETa e ETb, da ET-1 sobre as contrações induzidas pelo carbacol no 

EOA de cobaia.
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SUMMARY

SUMMARY

The effects of endothelin-1 (ET-1) on motility of different portions of 

the extra-hepatic biliary tract isolated from guinea pigs were studied. ET-1 (up 

to 100 nM) failed to contract rings of hepatic or cystic ducts, or of the proximal 

half of the common bile duct, which were all aiso unresponsive to 

cholecystokinin C-terminal octapeptide (CCK-8, up to 100 nM), histamine, 

carbachol (up to 100 |jM) or KCI 80 mM. Although carbachol and CCK-8 

induced robust contractions of the distai half of the common biiiary duct, ET-1 

aIso failed to contract this portion. Indomethacin (5.6 pM) did not change 

responsiveness of the distai common bile duct to CCK-8, but enhanced the 

potency of carbachol 500-fold and unmasked robust ET-1-induced contractions 

[mean EC50 7.8 nM (95% C.L 5.5-11.1), Emax 80 ± 6% relative to KCI 80 mM], 

ET-1, the selective ETb receptor agonist sarafotoxin S6c and histamine all failed 

to contract ampullary (ASO) or papiliary (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. Uniike 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 S6c inhibited 

responses to carbachol (1 pM) by 62.5 ± 5 % and 45 ± 9 %, respectively. 

Indomethacin aboiished ET-1-induced depression of carbachol-induced 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 |jM, a 

selective ETa receptor antagonist), unchanged by BQ-788 (1 |jM, a selective

xrv



ETb 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 PSO) contractions. 

Prostanoid synthesis inhibition unveils clear contractile effects of ET-1 in distai 

common bile duct only, and aiso blocks the ETa and ETb receptor-mediated 

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

1.1. As Endoteiinas.

Em um trabalho sOurpreendente publicado em 1988, YANAGISAWA et 

al. descreveram, de uma só vez, o isolamento, a caracterização estrutural, a 

via básica de biossíntese e as propriedades vasoconstritoras in vitro e in vivo 

de um novo peptídeo presente no sobrenadante da cultura de células 

endoteliais de aorta de porco. Os resultados apresentados apontavam o 

peptídeo, chamado endotelina, como o vasoconstritor mais potente conhecido 

até então. Além disso, seu efeito hipertensivo pronunciado e muito duradouro 

em ratos anestesiados e quimicamente simpatectomizados, levou os autores a 

sugerirem que a endotelina talvez integrasse um novo sistema de controle 

cardiovascular.

A descoberta prontamente estimulou um esforço intensivo da 

comunidade científica, na busca de melhor caracterização das propriedades 

biológicas e implicações fisiológicas e patofisiológicas da endotelina. Segundo 

a base de dados do Mediine (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/), desde a sua 

descoberta já foram publicados mais 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 título. As evidências acumuladas já asseguraram um 

papel importante deste peptídeo (e de suas isoformas - ver Figura 1) em 

múltiplos órgãos, tecidos e sistemas (para revisões ver MASAKI et al., 1992; 

SAKURAI et ai, 1992; RAE, et a i 1995; POUSSET, 1998; WEBB, et a i 1998).

Constatando que haviam, pelo menos, 3 isoformas de endotelina, 

INOUE et al. (1989) renomearam aquela originalmente caracterizada por 

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

________________________________________________________  Introdução
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demais, a endotelina-2 (ET-2) e a endotelina-3 (ET-3). Um quarto isopeptídeo, 

encontrado no intestino de camundongos e denominado “peptídeo intestinal 

vasoconstritor” (VIC) ou ET-p (SAIDA et a i, 1989), acabou revelando-se como 

a variante da ET-2 encontrada em camundongos e ratos (BLOCH et ai, 1991). 

As ETs apresentam grande homologia estrutural entre si, bem como com as 

sarafotoxinas S6a, S6b, S6c e S6d, peptídeos isolados do veneno da serpente 

israelense Atractaspis engaddensis (para revisão ver SOKOLOVSKY, 1992). 

Tanto as ETs como as sarafotoxinas caracterizam-se por possuir 21 resíduos 

de aminoácidos e duas pontes de dissulfeto unindo pares de resíduos de 

cisteína (Ciŝ -Ciŝ ® e Cis -̂Ciŝ )̂ e uma seqüência C-terminal conservada, 

necessária para suas atividades biológicas (para revisão ver SOKOLOVSKY, 

1992; KOCHVA et al., 1993). As estruturas das 3 isofonnas de ETs, bem como 

da sarafotoxina S6c são ilustradas na Figura 1.

________________________________________________________ Introdução



Introdução

ENDOTELINA-2

ENDOTELINA-3

Asp Y lle )( lle Y Trp ) — COOH

.NH,
SARAFOTOXINA S6c
(A. engaddensis)

lle Y Trp ) — COOH

FIGURA 1 -  Estruturas das endotelinas-1, -2, -3 e sarafotoxina S6c.



Introdução

1.2. Biosíntese das Endotelinas -

O gene que codifica a ET-1 pode ser detectado em uma grande 

variedade de tecidos, sendo que a expressão de RNAm para ET-1 ocorre 

principalmente em células musculares lisas e endoteliais dos vasos 

sangüíneos, bem como em diferentes células (epiteliais, macrófagos e 

fibroblastos, entre outras) presentes no coração, pulmão, cérebro, rins, trato 

gastrintestinal, pâncreas e fígado. A expressão de ET-2 também ocorre 

principalmente no endotélio vascular, assim como no músculo liso do intestino 

delgado e grosso, miocárdio, estômago, rins, placenta e útero. Já a expressão 

de ET-3 se dá predominantemente no cérebro, mas é também encontrada no 

pulmão, trato gastrointestinal e rins. A ampla distribuição tecidual das ETs 

sugere que as mesmas possam participar, independentemente umas das 

outras, de complexos mecanismos reguladores de vários órgãos (para revisão 

ver MASAKI et aí., 1999; WEBB et al, 1997).

A síntese de cada ET é codificada por um gene distinto, que comanda a 

formação de um precursor específico para cada isoforma madura, chamado de 

pré-pró-ET (INOUE et ai, 1989). Na extremidade 5’ do gene codificador da pré- 

pró-ET-1, há sítios de ligação para os fatores de transcrição AP-1 e Jun, que 

comandam a transcrição do mesmo (INOUE et al., 1989) e explicam a rápida 

indução do RNAm para ET-1 após o tratamento de células endoteliais com 

éster de forbol (para revisão ver MIYAUCHI e MASAKI, 1999). Na região 3’ do 

gene existe uma seqüência que regula seletivamente a desestabilização do 

RNAm da pre-pró-endotelina-1. Estes sítios servem como mecanismos 

potenciais para regulação da produção de ET a nível transcripcional e 

translacional. Vários fatores podem regular a síntese de ET-1, agindo no



promotor do gene de ET-1, pelo menos em células endoteliais cultivadas, tais 

como: hormônios vasoativos, mediadores inflamatórios e fatores físico- 

químicos como o estresse de cisalhamento e a hipóxia. Outros fatores, 

incluindo óxido nítrico, drogas doadoras de óxido nítrico, peptídeos 

natriuréticos e prostanóides dilatadores, inibem a síntese de ET-1 por 

promoverem produção de GMP cíclico ou AMP cíclico (GRAY e WEBB, 1996). 

Uma vez formada, a pré-pró-ET-1 (constituída por 212 amino-ácidos) é clivada 

em dois pontos (entre Lys®̂ -Arg“  e Arg®’-Arg®̂ ) por uma endopeptidase 

específica para pares di-básicos, provavelmente a furina convertase 

(DENAULT et ai, 1995), originando um peptídeo intermediário de 38 amino- 

ácidos chamado big-ET-1 (ver Figura 2). Por sua vez, a big-ET-1 é então 

transfomnada no peptídeo ativo ET-1 por ação de uma enzima conversora de 

ET (ECE; para revisão ver BATTISTINI et ai, 1993). As evidências acumuladas 

até o momento sugerem que o processamento dos precursores da ET-2 e da 

ET-3 ocorram por mecanismos análogos àqueles envolvidos na gênese da 

ET-1 (para revisão ver TURNER, et ai, 1996).

Até o momento foram clonadas duas ECEs distintas, denominadas dê 

ECE-1 (XU et ai, 1994; SHIMADA et ai, 1994) e ECE-2 (EMOTO e 

YANAGISAWA, 1995). Ambas são metalopeptidases sensíveis ao bloqueio 

pelo fosforamidom, mas não pelo tiorfano ou pelo captopril. A ECE-1 apresenta 

atividade ótima em pH neutro e parece funcionar tanto na via secretória quanto 

na superfície celular (para revisão ver TURNER et ai, 1998). A ECE-1 é 

codificada por um único gene, mas pode apresentar-se em pelo menos 4 

isoformas distintas, dependendo de qual promotor é ativado para transcrição 

do mesmo; a ECE-1 a (também conhecida por ECE-1 P), ECE-1 b (também
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conhecida por ECE-1a), ECE-1c e ECE-1d (SHIMADA et ai, 1994, 1995; 

VALDENAIRE et ai, 1999). Embora as várias isoformas de ECE-1 apresentam 

estruturas muito semelhantes, diferenças nas porções próximas à amina 

tenninal parecem ser importantes em definir a quais compartimentos celulares 

cada isoforma se destinará: ao complexo de Goigi ou à porção externa da 

membrana celular. Por sua vez, a ECE-2, que é codificada por um gene 

distinto da ECE-1, e é cerca de 250 vezes mais sensível ao bloqueio pelo 

fosforamidom do que as isoformas desta última, apresenta atividade ótima em 

pH ácido (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 ai, 1999).

Evidências funcionais e bioquímicas sugerem ainda a existência de 

ECEs distintas da ECE-1 ou ECE-2 (para revisão ver OPGENORTH et ai, 

1995). Neste sentido, membranas pulmonares de rato contém uma ECE 

sensível ao bloqueio por pepstatina (CHIOU et a i, 1994), o dueto deferente de 

rato apresenta uma enzima sensível ao bloqueio por tiorfano que converte big- 

ET-3 (IVIATTERA et ai, 1993), a circulação pulmonar de cobaia parece conter 

uma ECE distinta que converte big-ET-1, mas não big-ET-2, enquanto a 

sistêmica converte ambas (GRATTON et ai, 1995). Finalmente, uma quimase 

produzida por mastócitos é capaz de converter a big-ET-1 em ET-I-(I-SI), um 

novo membro da família das endotelinas endógenas (WYPIJ et ai, 1992; 

NAKANOefa/., 1997)
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FIGURA 2 -  Esquema da biossíntese da endotelina-1. 
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1.3. Receptores para Endotelínas -

Os diversos efeitos produzidos pelas ETs são mediados pela ativação 

de receptores endotelinérgicos específicos, que pertencem à superfamíiia de 

receptores com sete domínios transmembranares acoplados a proteínas G, 

mas apresentam diferenças importantes no que se refere a afinidade pelas 

várias isoformas de ETs (para revisão ver KOCHVA et ai, 1993; BAX e 

SAXENA, 1994). Estudos empregando técnicas de biologia molecular 

identificaram, até o presente, apenas dois receptores endotelinérgicos distintos 

em mamíferos: o receptor ETa, que apresenta maior afinidade pela ET-1 e ET-

2 do que pela ET-3 (ARAI et al., 1990), e o receptor ETb, que não discrimina 

entre as três ETs endógenas (SAKURAI et al., 1990). Embora não se conheça 

agonistas seletivos do receptor ETa, há diversos antagonistas seletivos 

peptídicos e não-peptídicos desse receptor, tais como BQ-123, FR 139317, 

BQ-610 (todos peptídicos) e o A-127722 (não-peptídico), entre muitos. Por 

outro lado, há diversas substâncias capazes de interagir seletivamente com 

receptores ETb, seja como agonista (sarafotoxina S6c, IRL-1620 e BQ-3020, 

entre outros) ou como antagonista (o peptídeo BQ-788 e o IRL 2500 drogas 

não-peptídicas como o Ro 47-0203 e o A-192621 sulfonamida (para revisão 

ver MASAKI et al., 1994; WEBB et al., 1997).

Os receptores ETa e ETb humanos já clonados exibem 60% de 

homologia estrutural. O RNAm que expressa o receptor ETa pode ser 

detectado em diversos tecidos ou órgãos, entre os quais a aorta, coração e 

rins, e se localiza predominantemente nas células musculares lisas vasculares 

sendo responsável pelo efeito vasoconstritor dos vasos sangüíneos 

(DAVENPORT et al., 1994). No entanto, este RNAm não foi detectado no
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fígado ou em células endoteliais (HOSODA et ai, 1991). O receptor ETb pode 

ser detectado em células endoteliais e no músculo liso vascular, e é 

predominantemente encontrado no cérebro, pulmão, 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 E T c  (KARNE et al., 1993). Por enquanto, as 

evidências para a ocorrência desse tipo de receptor em mamíferos são apenas 

funcionais (EMORI et al., 1990). Além disso, há muitos relatos de efeitos das 

ETs mediados por ativação de receptores endotelinérgicos que não 

apresentam uma ou mais características básicas de quaisquer dos 2 tipos ETa 

ou E T b (para revisão ver BAX e SAXENA, 1994).

1.4. Mecanismos Celulares Acoplados a Receptores para Endotelinas -

As endotelinas estão envolvidas em diversos processos biológicos, tais 

como contração de vários tecidos, incluindo músculo liso vascular, 

neuromodulação, proliferação celular e em certas condições patofisiológicas 

como deficiências renais e cardíacas, os quais podem ser atribuídas a 

existência de vários subtipos de receptores ou a ativação mediada pela 

proteína G de diferentes vias de transdução, ou a ação combinada destes dois 

mecanismos (SOKOLOVSKY, 1995). Ambos os receptores endotelinérgicos, 

ETa e ETb, podem acoplar-se, através de proteínas G a múltiplas vias de 

transdução de sinal, incluindo aquelas que envolvem a ativação das 

fosfolipases Az, C ou D, da adenilato ciclase (AC), da guanilatociclase solúvel, 

da bomba antiporte Na /̂H  ̂ (SIMONSON et al., 1989; AMBAR e
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SOKOLOVSKY, 1993) e indiretamente via liberação de outras substâncias 

bioativas.

A vasoconstricção mediada pelos receptores do tipo ETa o u  ETb, por 

exemplo, envolve a ativação da fosfolipase C, a qual causa hidrólise de 

fosfatidilinositóis com a formação rápida de 1, 4, 5- inositol trifosfato (IP3) e 

acumulação de 1,2-diacilglicerol (DG). A elevação dos níveis citosólicos de 

inositol trifosfato induz a liberação de íons cálcio (Ca^ )̂ dos depósitos 

intracelular sarcoplasmático (RESINK et ai, 1988), o que gera um aumento 

transiente da concentração citosólica de No entanto, esse aumento é 

seguido de um acréscimo sustentado da concentração do íon, resultante do 

influxo de Câ "” externo (SIMONSON et al., 1990), induzido pela ativação de 

canais de cálcio do tipo-L dependentes de voltagem e/ou canais de cátion não- 

seletivos operados por receptor (para revisão ver MIYAUCHI e MASAKI, 1999; 

GOTO et al., 1996; SOKOLOVSKY, 1992; entre outros). Além disso, o 

aumento na concentração de cálcio intracelular induzido pela ativação do 

receptor endotelinérgico pode causar ativação da fosfolipase A2 e D, e 

mudanças no metabolismo do ácido araquidônico (MIYAUCHI e MASAKI, 

1999).

Por outro lado, a elevação dos níveis de diacilgiicerol ativa a proteína 

quinase C com conseqüente fosforilação protéica (SUNAKO et al., 1990). Tem 

sido sugerido que a formação do diacilgiicerol pode ser mediada, 

alternativamente, através da ativação da fosfolipase D, que induz a formação 

do ácido fosfatídico, a partir da fosfatidilcolina, para conversão em diacilgiicerol 

(AMBAR e SOKOLOVSKY, 1993). A ativação da fosfolipase D pelas ETs pode
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ocorrer tanto por via direta ou através da estimulação da proteína quinase C 

(BILLAH etal., 1991)

A ET-1 também pode ativar a fosfolipase A2, promovendo a formação de 

ácido araquidônico com conseqüente geração de eicosanóides. A infusão de 

ET-1 induz a liberação de prostaglandinas e tromboxano Az no pulmão 

perfundido de rato e cobaia (DE NUCCI et ai, 1988; D’ORLÉANS-JUSTE et 

al., 1992). No baço e rim de coelho, a inibição da síntese de eicosanóides pela 

via da ciclooxigenase potencializa os efeitos vasoconstritores da ET-1 (RAE et 

al., 1989). GRASSI-KASSISSE et al. (1994) verificaram que os prostanóides 

endógenos também modulam a vasoconstrição induzida pela ET-1 no baço 

perfundido de cão. Possivelmente, a ativação da fosfolipase Az é mediada pela 

estimulação da proteína G em função da ativação do receptor para ET 

(REYNOLDS et al., 1989). No entanto, sugere-se ainda que a ativação da 

fosfolipase Az seja uma conseqüência do aumento do influxo de Ca^* induzido 

pela fosfolipase C (para revisão ver SOKOLOVSKY, 1992).

As ETs podem ainda estimular a bomba antiporte Na‘"/Ĥ  que promove 

alcalinização celular, com conseqüente aumento da concentração intracelular 

de Ca^* e sensibilização das enzimas dependentes de ao cátion (VIGNE 

eía/., 1991).

O efeito vasodilatador das ETs pode resultar da ativação da fosfolipase 

Az e conseqüente formação de prostaglandinas (b e/ou E2), mencionado 

anteriormente, bem como na formação de óxido nítrico pelo endotélio vascular 

(DE NUCCI et al., 1988), e conseqüente ativação de uma guanilato ciclase 

solúvel presente em células musculares lisas (IGNARRO, 1989). As ETs 

podem também Inibir ou estimular a formação de AMPc em vários tecidos. Em
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células endoteliais de capilares cerebrais, por exemplo, as ETs inibem a 

formação de AMPc via ativação do receptor E T a (LADOUX e FRELIN, 1991), 

mas em miócitos cardíacos de ratos adultos, a ET-1 reduz a formação de 

AMPc em resposta à isoproterenol e forskolin (HILAL-DANDAN etal., 1992). O 

acúmulo de AMPc pode ser devido a estimulação da AC seja por ativação da 

fosfolipase C (FELDER et ai, 1989) ou da fosfolipase Aa e síntese de PGE2, 

que então estimula a AC (para revisão ver SOKOLOVSKY, 1995). Além disso, 

as ETs estimulam a produção de GMPc via formação de óxido nítrico através 

da ativação de receptores endotelinérgicos acoplados à proteína G sensíveis a 

toxina Pertussis (para revisão ver SOKOLOVSKY, 1995).

A ET-1 pode também interagir com canais de potássio sensíveis ao 

ATP, desta forma contribuindo para o aumento de Câ "̂  intracelular (GRAY e 

WEBB, 1996). Como podemos constatar, os mecanismos de ação das ETs 

são bastante complexos, podendo envolver a ativação de diferentes enzimas e 

canais iônicos, bem como a liberação de vários mediadores químicos.

1.5. Endotetinas no trato Gastrintestinai -

As ETs, assim como os seus receptores, estão amplamente distribuídos 

por todo o organismo, e são produzidos por diversos tecidos, inclusive 

naqueles que integram 0 trato gastrintestinai. Em ratos, a ET-1 e/ou seu RNAm 

estão presentes em quantidades significativas no estômago, intestino delgado, 

cólon, baço e fígado (TAKAHASHI et ai, 1990). Níveis apreciáveis de ET-3 

também ocorrem no intestino delgado dessa espécie, mas outros 

tecidos/órgãos do trato apresentam quantidades bem menores do peptídeo 

(MATSUMOTO et ai, 1989; TAKAHASHI et al., 1990). Na espécie humana,
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quantidades significativas de ET-1 são produzidas no cólon e pelo epitélio biliar 

(INAGAKI etal., 1991; HOUSSET et al., 1993), mas ainda não se sabe se essa 

e as demais ETs estão presentes em outras partes do trato. No cólon humano, 

a ET-1 apresenta-se concentrada principalmente nos plexos nervosos 

mioentéricos e submucosos (INAGAKI eí a/., 1991).

Experimentos conduzidos com diversos tecidos isolados do trato 

gastrintestinal têm demonstrado efeitos variados das ETs na motricidade (para 

revisão ver RAE et al., 1995). Nesse sentido, a ET-1 causa contrações do 

esôfago (EGLEN et al., 1989), fundo de estômago (DE NUCCI et al., 1988; 

WARNER et al., 1993; FULGINITTI et al., 1993), cólon de rato (LEMBECK et 

al., 1989; MOUMMI et al., 1992a) e da vesícula biliar de cobaia (MOUMMI et 

al., 1992; BATTISTINI et al., 1994; CARDOZO et al., 1997). Por outro lado, o 

peptídeo inicialmente relaxa e depois contrai o jejuno de coelho (LEMBECK et 

al., 1989) e o íleo de cobaia (GUIMARÃES e RAE, 1992), mas apenas relaxa a 

taenia coli de cobaia além de inibir a atividade espontânea dessa preparação 

(WIKLUND etal., 1989; USUNE etal., 1991).

Embora ainda não se saiba quais são os papéis fisiológicos das ETs no 

trato gastrintestinal adulto, esses peptídeos parecem ser importantes no 

desenvolvimento embrionário normal do trato. Estudos recentes 

demonstraram, em camundongos, que a deleção (Knockouf) do gene 

codificando a ET-3 ou o receptor endotelinérgico ETb do óvulo, dá origem a 

filhotes que morrem de megacólon em poucas semanas (BAYNASH et al., 

1994; HOSODA etal., 1994). A análise histológica desses animais revelou que

o cólon distai apresentava-se aganglionar. Portanto, tanto a ET-3 quanto os 

receptores ETb parecem ser importantes, durante a embriogênese, na
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migração de neurônios do neurotubo para o trato gastrintestinal distai. 

Infelizmente, não há informações semelhantes a respeito da relevância das 

demais ETs ou do receptor ETa no desenvolvimento embrionário do trato 

gastrintestinal, pois filhotes desenvolvidos de embriões sem o gene para a ET-

1 ou o receptor ETa são inviáveis, por apresentarem graves deformações do 

crânio e da região cervical (KURIHARA et a!., 1994).

Por outro lado, há evidências de que as ETs possam estar implicadas 

em algumas fisiopatologias, como úlcera gástrica, colite ulcerativa e doença de 

Crohn. Além disso, como as ETs afetam mecanismos secretórios intestinais, é 

possível que elas participem na gênese de quadros diarrêicos, embora ainda 

não existam evidências 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 

várias estruturas que compreendem o trato biliar, e por estas estruturas 

constituírem o objeto de nosso estudo, faz-se necessário 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 produção de bile 

e sua descarga para o duodeno, é formado por uma parte intra-hepática e 

outra extra-hepática. A parte intra-hepática do trato biliar consiste de 

canalículos biliares, dúctulos biliares (ou canais de Hering), duetos (ou septos) 

interlobulares e duetos biliares terminais (SHERLOCK, 1987). Os canalículos 

biliares são espaços tubulares que coletam a bile secretada pelos hepatócitos 

que os circundam. Dos canalículos, a bile flui perifericamente e
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consecutivamente para os dúctulos interlobulares, aos dúctulos (os quais se 

encontram na zona portal do fígado), que, por fim, se esvaziam nos duetos 

biiiares terminais que desembocam coletivamente no dueto hepático, que já 

integra a parte extra-hepática do trato biliar. Os dúctulos e duetos biiiares são 

revestidos por células epiteliais especializadas chamadas colangiócitos (para 

revisão ver STRAZZABOSCO et al., 2000). A parte extra-hepática do trato 

biliar é formada pela vesícula biliar e três duetos biiiares distintos. O dueto 

comum hepático, que emerge do fígado e une-se ao dueto cístico para formar 

0 dueto biliar comum. O dueto biliar comum, que juntamente com o dueto 

pancreático, forma a junção eolédoco-duodenal também denominado de 

esfíncter de Oddi. Todos os duetos, que constituem a parte extra-hepática do 

trato biliar, bem como a vesícula biliar, são revestidos intraluminalmente por 

células epiteliais. A parte sub-epitelial dos duetos consiste predominantemente 

de tecido conectivo e poucas células musculares lisas (PFAFFENDORF et al., 

1991). Apesar disto, os duetos são capazes de contrair e deste modo ocorre 

um aumento da pressão intraluminal (JACOBSSON, 1957; YAMASATO e 

NAKAYAMA, 1988). Já a vesícula biliar é formada por uma mucosa 

constituída por epitélio prismático simples, lâmina própria, músculo liso, tecido 

conjuntivo perimuseular e serosa, enquanto o esfíncter de Oddi é um pequeno 

complexo de musculatura lisa que circunda o dueto biliar comum tenninal, 

dueto pancreático, 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 são a vesícula biliar e o esfíncter de Oddi (para 

revisão, ver LONOVICS et al, 1998).
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Todas as células hepáticas secretam continuamente pequena 

quantidade de biie, que é composta de água (85 a 95%), colesterol, sais 

biliares, fosfolipídeos (entre eles, lecitinas lisolecitinas e fosfatidiletanolamina), 

pigmentos (bilirrubina), proteínas, eletróiitos (sódio, potássio, cálcio, cloreto, 

carbonatos) e uma variedade de produtos de degradação química (para 

revisão ver BURWEN et ai, 1992). Suas principais funções fisiológicas 

parecem ser a de auxiliar na dissolução das gorduras provenientes da dieta e 

de constituir uma via importante de eliminação de substâncias tóxicas 

exógenas ou provenientes do metabolismo. A fonnação da bile requer a função 

coordenada de dois tipos de células epiteliais; hepatócitos, que são 

responsáveis pela secreção dos principais constituintes biliares e os 

colangiócitos, que regulam a fluidez e alcalinidade da bile através da secreção 

de cr e HCOz (STRAZZABOSCO, 1997).

A secreção de bile é relativamente independente da pressão de 

perfusão e a bile é formada por diferentes processos de transporte 

dependentes de energia (BLITZER e BOYER, 1982; ERLINGER, 1981), 

principalmente pelo gradiente de sódio gerado pela Nâ /̂K̂ -̂ATPase presente 

na superfície basolateral do hepatócito. Há uma excelente correlação entre o 

fluxo de bile e a secreção de sais biliares, que estão presentes na bile como 

micelas, e que regulam, por força osmótica, o acúmulo de água (SHERLOCK, 

1994).

A bile hepática é estocada na vesícula biliar, onde a concentração de 

sais biliares, bilirrubina e colesterol pode aumentar em até 10 vezes ou mais, 

pois estes constituintes não penneiam a mucosa vesicular, que no entanto 

pode reabsorver e/ou secretar água e eletróiitos permeantes. 0  transporte
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através do epitélio da vesícula biliar é influenciado por peptídeos 

gastrointestinais, prostaglandinas, ácidos biliares e o sistema nervoso 

autônomo (WOOD e SVANVIK, 1983).

Em circunstâncias fisiológicas, a vesícula biliar (VB) amnazena e 

concentra a bile proveniente das células hepáticas durante o período de jejum, 

até que se torne necessária no duodeno, sendo que, em humanos, a secreção 

total diária de bile está em torno de 600 a 1000 ml. 0  armazenamento 

vesicular de bile é presumivelmente suportado pelas funções fisiológicas do 

esfíncter de Oddi. A motilidade da VB é controlada por mecanismos neurais e 

hormonais envolvendo inervação autonômica colinérgica, adrenérgica (CAI e 

GABELLA, 1983) e não-adrenérgica/não-coiinérgica (NANC) (DAVISON et al., 

1978). A inervação simpática origina-se dos segmentos T7 a TIO e seguem até 

o plexo celíaco e gânglio esplâncnico (ADKINS et al., 2000). A colecistocinina 

(CCK) é considerada o principal fator endócrino a controlar as contrações da 

VB no período pós-prandial, em parte por um efeito direto do peptídeo nas 

células musculares lisas da VB, bem como, por outro lado, por ativação de 

mecanismos neurais colinérgicos pré-ganglionares vagais (RYAN, 1987; IVY e 

OLDBERG, 1928; WIENER et al, 1981). A motilidade vesicular também é 

regulada direta ou indiretamente por vários outros hormônios ou 

neuropeptídeos, incluindo VIP, NO, somatostatina, substância P, polipeptídeo 

pancreático, CGRP e secretina, liberados de diferentes fontes (RYAN, 1987; 

LIN et al, 1975 ; LONOVICS, 1991). Portanto, a VB não é simplesmente um 

reservatório para armazenamento contínuo e passivo de bile durante o período 

de jejum (RYAN, 1987).
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Já o esfíncter de Oddi, cuja função essencial é regular o fluxo de bile e 

suco pancreático e prevenir o refluxo do duodeno para o dueto, difere de 

espécie para espécie tanto em sua anatomia quanto em suas ações 

fisiológicas (TOOULI et ai, 1991). Por exemplo, em humanos, gatos e cães, o 

esfíncter é intraduodenal, curto e age como um resistor. Nestas espécies, o 

fluxo pós-prandial de bile é promovido por relaxamento do tônus basal e 

supressão da contração fásica. Por outro lado, em animais como cobaia, 

gambá e coelho, o esfíncter é longo, parcialmente extraduodenal e age como 

uma bomba peristáltica, disponibilizando bile ativamente para o duodeno 

(RYAN et al., 1987; TOOULI et ai, 1983). Por conseguinte, o processo 

regulatório do esfíncter de Oddi também varia dependendo da espécie. Muitos 

peptídeos, incluindo gastrina, secretina, glucagon, bombesina, metionina- 

encefalina e somatostatina, são capazes de influenciar a atividade do esfíncter 

de Oddi in vivo, mas não in vitro, o que sugere que ajam Indiretamente sobre o 

esfíncter de Oddi (LONOVICS et al, 1990; VARRÓ et al, 1988; LONOVICS e 

VELÕSY, 1990; DAHLSTRAND et al, 1986). Porém, um grupo seleto de 

peptídeos, que inclui a SP, o VIP e a CCK são ativos tanto in vivo quanto in 

vitro.

A exemplo da VB, a atividade motora do esfíncter de Oddi também está 

sob controle neural e hormonal (LEHMAN e SHERMAN, 1996), sendo 

ricamente inervado por neurônios colinérgicos, adrenérgicos e NANC (para 

revisão ver TOOULI et al., 1991; LONOVICS et al., 1998). Enquanto a 

inervação colinérgica parassimpática parece ter uma influência motora 

excitatória, por ativação de colinoceptores muscarínicos (HIROSE e ITO, 

1991), a noradrenérgica simpática pode exercer influência excitatória ou
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inibitória, mediada por adrenoceptores ai ou aa e Pa. respectivamente (WELLS 

e MAWE, 1994). A inervaçáo NANC do esfíncter de Oddi apresenta, 

claramente, pelo menos duas divisões: 1) uma excitatória taquicinérgica, que 

em alguns neurônios parece co-existir com um componente colinérgico 

(TALMAGE et ai, 1997); e 2) uma inibitória composta por neurônios que 

liberam VIP e/ou NO (PADBURY et al, 1993; WELLS et ai, 1995). O controle 

neural da motilidade do esfíncter de Oddi parece depender não só da 

inervação autonômica, como também de circuitos neurais intra-biliares 

(THUNE et al, 1991; MULLER et a i 1984) e de neurônios sensoriais duodenais 

(KENNEDYefa/., 1998).

1.6.1. Endoteiinas no Trato Biliar.

A ET-1 parece ser produzida por células epiteliais de VB, uma vez que 

HOUSSET et a i (1993) observaram que células epiteliais cultivadas da VB e 

do trato biliar intra- e extra-hepático humanos expressam RNAm para ET-1 e 

secretam esse peptídeo. Além disso, alguns autores demonstram níveis 

aumentados de ETs em pacientes com síndromes hepatorenais, entre elas, 

cirrose e colangites. (ASBERT et ai, 1993; PINZANI et ai, 1996). A ET-1 

também induz colestase em ratos (ISALES et ai, 1993) e aumenta a 

frequência de contração dos canalículos biliares fomiados entre hepatócitos 

cultivados de rato (KAMIMURA et ai, 1993).

A maior parte dos trabalhos publicados acerca das ETs no trato biliar 

concentram-se na VB. MOUMMI et a i (1992) verificaram que a ET-1 é quase 

tão potente quanto o octapeptídeo C-terminal da colecistocinina (CCK-8) em 

contrair tiras de VB isoladas de cobaia. Além disso, CARDOZO et a i (1997)
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verificaram que a ET-1 é equipotente à CCK-8 em causar contração desta 

preparação e que sua ação depende da síntese de eícosanóides e do influxo 

de (em parte através dos canais de Câ "̂  operados por voltagem do tipo L) 

via ativação de receptores ETa e ETb- Resultados semelhantes foram obtidos 

por BATTISTINI et al. (1994) no qual os autores sugerem a existência de uma 

população atípica de receptores endotelinérgicos na VB de cobaia. Por outro 

lado, a big-ET-1 e a big-ET-2, precursores imediatos da ET-1 e da ET-2, 

respectivamente, competem muito fracamente com a ET-1 marcada por sítios 

específicos em membranas celulares obtidas de VB de cobaia (BATTISTINI et 

aL, 1995), o que sugere que os efeitos contráteis dos precursores não são 

mediados através de uma ação direta sobre os receptores de ETs, mas 

dependem da sua conversão nos seus respectivos metabólitos ativos pela ECE 

presente no tecido. Além disso a vesícula biliar de cobaia parece apresentar 

uma ECE-1 que converte big-ET-1 e big-ET-2 exógenas, mas não big-ET-3 

(CARDOZO et a/., 1997; BATTISTINI et al., 1995). Estudos recentes indicam 

ainda que a ET-1, sintetizada pelo epitélio de VB humana, inibe a secreção 

aniônica dependendente de AMPc via receptores acoplados a proteínas Gj 

(FOUASSIER et al., 1998). Tais achados sugerem que a ET-1 exerça um 

possível papel fisiológico na concentração e composição da bile por 

mecanismos autócrinos e/ou parácrinos.

Por outro lado, até o presente não há qualquer estudo acerca das 

possíveis ações das ETs na motilidade dos demais tecidos que compõem o 

trato biliar extra-hepático, quais sejam os duetos hepático, cístico e biliar 

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

de influenciar a motiiidade destas porções do trato biliar extra-hepático.

_______ ________________________________________________ introdução
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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 diferentes porções 

do trato biliar extra-hepático isolados de cobaia, incluindo os duetos 

hepático, cistico e biliar comum, bem como o esfincter de Oddi;

2. Caracterizar a possível participação de prostanóides nestas ações da 

ET-1;

3. Identificar os receptores endotelinérgicos que medeiam os efeitos da 

ET-1 no esfincter de Oddi isolado de cobaia.

22



Material e Métodos

3 -  MATERIAL E MÉTODOS

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 Fannacologia, no Centro de Ciências Biológicas da 

instituição. Os animais foram alojados em gaiolas plásticas (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 às 6:00 h). Água e ração foram fornecidas 

ad libitum.

3.2 -  Montagem das preparações

3.2.1 -  Duetos hepático, cístico e biliar comum isolados de cobaia

As cobaias foram sacrificadas por pancada na nuca e deslocamento 

cervical. Após a laparotomia, o trato biliar extra-hepático, compreendendo o 

dueto hepático, o dueto cístico e o biliar comum, foi cuidadosamente 

dissecado, removido e transferido para placa de Petri contendo solução 

fisiológica de Krebs-Henseleit (ver composição abaixo). O dueto 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 dueto biliar comum proximal (DBC-P, adjacente aos duetos hepático e 

cístico) 6 dueto biliar comum distai (DBC-D, adjacente ao esfíncter de Oddi). 

Anéis de dueto hepático e de dueto cístico (cerca de 40-50 mm de 

comprimento e 9 mg de peso) foram utilizados por inteiro (Figura 3A). Cada 

preparação foi então transferida para cubas de vidro contendo 5 ml de solução

23



Material e Métodos

de Krebs-Henseleit (composição mM: NaCI 118; KCI 4,7; CaCl2 2,5; MgS0 4  

1,2; KH2PO4 0,9; NaHCOa 25 e glicose 11 -  pH 7.2-7 4) aquecida a 37“C e 

borbulhada com uma mistura de 95% de O2 e 5% de CO2, onde foi suspensa 

entre duas hastes metálicas (uma das quais conectada a um transdutor 

isométrico) e submetida a uma tensão inicial de 0,5 g. As contrações 

isométricas foram registradas por miógrafos (F-60 myograph 

microdisplacement transducer, Narco Biosystems, USA) acoplados a um 

polígrafo de mesa (DMP-4B, Narco Biosystems, USA).

Após um período de estabilização de no mínimo 1 h, durante o qual a 

solução nutriente foi renovada a cada 15 min, todas as preparações foram 

expostas a uma solução de Krebs-Henseleit contendo 80 mM de KCI (por 

substituição equimolar de NaCI por KCI; doravante chamada de KCI 80 mM) 

como estímulo padrão. Uma vez estabilizada a resposta contrátil ao KCI 80 

mM, o que geralmente ocorria dentro de aproximadamente 3 min, cada 

preparação foi lavada diversas vezes com solução normal de Krebs-Henseleit 

e re-equilibrada por mais 30 min antes de qualquer intervenção experimental. 

Todas as respostas contráteis subsequentes da preparação foram calculadas 

considerando a resposta obtida ao KCI 80 mM como 100%.
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3.2.2 -  Esfíncter de Oddi isolado de cobaia.

Cobaias foram sacrificadas com um golpe na cabeça e deslocamento 

cervical. Após a laparotomia, a junção colédoco-duodenal foi retirada e 

colocada numa placa de Petri contendo solução de Krebs-Henseleit morna 

para remoção do tecido duodenal que circunda o esfíncter de Oddi e divisão 

em 2 anéis semelhantes de cerca de 20 mm de comprimento e 15 mg de peso, 

denominados de porção ampular (EOA, porção próxima ao DBG) e porção 

papilar (EOP, porção próxima ao duodeno) (Figura 3B). Em seguida, cada 

preparação foi transferida para cubas de vidro contendo 5 ml de solução de 

Krebs-Henseleit, nas mesmas condições para registro de contrações 

isométricas descritas anteriormente, sendo distendida a uma tensão basal de

0,3 g. Também conforme foi descrito anteriormente, cada preparação foi 

exposta ao KCI 80 mM 1 h após a montagem, para estabelecer-se a resposta 

padrão de 100%, sendo depois re-equilibrada por 30 min em solução de Krebs- 

-Henseleit normal antes de qualquer nova intervenção experimental.

3.3 -  Procedimentos experimentais

3.3.1 -  Dueto cístico e Dueto hepático

As preparações foram expostas a concentrações crescentes e 

cumulativas de ET-1 (0,1 a 100 nM), histamina, octapeptídeo C-terminal da 

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

300 ^M).
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A - TRATO BILIAR EXTRA-HEPÁTICO

B - ESFÍNCTER DE ODDI
PORÇÃO AMPULAR 

(EOA)
PORÇÃO PAPILAR 

(EOP)

FIGURA 3 -  Ilustração esquemática do trato biliar extra-hepático (A) e esfíncter 

de Oddi (B) na cobaia (modificado de Hirose et ai, 1991 e Patacchini et ai, 

1997).
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3.3.2- Dueto biliar comum (DBC)

Decorrido o tempo de estabilização necessário para o retorno da tensão 

ao nível basal, as preparações de DBC-P e DBC-D foram expostas a 

concentrações crescentes e cumulativas de ET-1 (0,1 a 100 nM), histamina ou 

carbacoj (10 nM a 300 i^M). Além disso, foram também obtidas curvas 

concentração-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. Após cada 

adição de CCK-8 a solução foi imediatamente renovada 3 vezes.

Também foram realizados experimentos para avaliar a influência dos 

produtos da via da ciclooxigenase (prostanóides) nas respostas induzidas pela 

ET-1, carbacol ou CCK-8 no dueto biliar comum. Nesses experimentos, o 

bloqueador não-seletivo das ciclooxigenases indometacina (5,6 ^M) foi 

adicionado à cuba 30 min antes da obtenção de uma curva à ET-1, carbacol ou 

CCK-8.

3.3.3 -  Esfíncter de Oddi

Para analisar a reatividade do EOA e EOF aos diferentes agonistas, os 

experimentos foram realizados em duas séries. Na primeira série, as 

preparações foram expostas a concentrações crescentes e cumulativas de ET-

1, sarafotoxina S6c (0,1 a 100 nM), CCK-8 (0,1 a 100 nM), histamina ou 

carbacol (10 nM a 100 ^M) na presença ou ausência de indometacina (5,6 

nM). Em algumas preparações, foi testada a influência da indometacina sobre 

a curva concentração-efeito ao carbacol obtida pelo método das doses 

isoladas. Em todos estes experimentos, apenas uma curva concentração-efeito 

foi obtida em cada preparação.
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Em outra série de experimentos, testamos a influência da ET-1, da 

sarafotoxina S6c e da CCK-8 sobre contrações submáximas induzidas por uma 

única concentração de carbacol (1 î M e 3 îM, para EOA e EOP, 

respectivamente). Nestes experimentos, as preparações foram expostas ao 

carbacol por 2-3 min a intervalos de 30 min, o que resultou em contrações 

reproduzíveis de magnitude semelhante à resposta induzida por 80 mM de 

KCI. Vinte e oito min após a primeira exposição ao carbacol (controle), uma 

concentração isolada de ET-1, sarafotoxina S6c (10, 30 ou 100 nM) ou CCK-8 

(100 nM) foi adicionada à cuba por um período de 2 min e uma segunda 

resposta ao carbacol foi obtida na presença do agonista. Também foi avaliada 

a influência da indometacina na modulação das respostas do EOA e EOP ao 

carbacol pela ET-1 (100 nM). Nestes experimentos a indometacina foi 

adicionada à cuba 30 min antes da segunda exposição ao carbacol.

Com o objetivo de identificar os receptores envolvidos nos efeitos 

modulatórios induzidos pela ET-1 ou pela sarafotoxina S6c nas respostas 

contráteis do EOA ao carbacol, uma última série de experimentos avaliou as 

influências de antagonistas desses receptores. Nesses experimentos, testou- 

se a influência da incubação com o BQ-123 (1 îM, um antagonista seletivo de 

receptores ETa) e/ou o BQ-788 (1|iM, um antagonista seletivo de receptores 

ETb). Os antagonistas foram adicionados à cuba 8 min antes da adição da ET-

1 ou da sarafotoxina S6c (i.e. 10 min antes da obtenção da segunda resposta 

ao carbacol).
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3.4 -  Apresentação dos resultados e análise estatística

As contrações induzidas pelos agonistas em todas as preparações são 

apresentadas como porcentagens da resposta ao KCI 80 mM. Por outro lado, 

os efeitos depressores da ET-1 e da sarafotoxina S6c sobre as contrações 

induzidas pelo carbacol em anéis de EOA ou EOP são apresentados como 

porcentagens de inibição da resposta ao carbacol. Os resultados de todos os 

experimentos são apresentados como média ± erro padrão da média (E.P.M.) 

do número de experimentos indicados. Os efeitos máximos dos diversos 

agonistas estão simbolizados por E max- Os valores das concentrações efetivas 

50% (CEso; i.e. a concentração de agonista necessária para causar a metade 

do Emax do próprio agonista, em experimentos individuais) são apresentados 

como as médias geométricas acompanhadas de seus limites de confiança para 

95% (FLEMING et ai, 1972).

A análise estatística dos resultados obtidos foi realizada através de 

análise de variáncia (ANOVA) seguida do teste “t” bicaudal de Student para 

amostras não-pareadas (SNEDECOR e COCHRAN, 1967). Diferenças ponto a 

ponto entre os valores obtidos em grupos distintos foram consideradas 

estatisticamente significantes quando os níveis de probabilidade foram iguais 

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

3.5 -  Drogas, sais e soluções

A ET-1 e a sarafotoxina S6c foram adquiridas da American peptide 

Company (Sunnyvale, EUA). O fragmento 26-33 amida sulfatado 

[Tyr(S0 3 H)^ ]̂-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 Fannacologia, Faculdade de Medicina, Universidade de 

Sherbrooke, Canadá. O BQ-788 (N-cis-2,6-dimetil-piperidinocarbonil-L-gama- 

metileucil-D-1metóxicarboniltriptofaniI-D-norieucina) foi adquirido da RBI 

(Natick, EUA).

Todas as soluções foram preparadas com água bidestilada e deionizada 

e com sais de pureza analítica (Merck A. G., Rio de Janeiro -  Brasil ou 

Damnstadt -  Alemanha). A maioria das soluções estoque foram preparadas 

com tampão fosfato com exceção do cloridrato de carbacol que foi preparado 

em água bidestilada. As drogas foram armazenadas na forma de soluções 

estoque (10 |j,M a 1 mM), mantidas em tubos siliconizados à -18°C, e diluídas 

até a concentração desejada imediatamente antes de serem utilizadas.
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4 -RESULTADOS

4.1 -  Ações induzidas pela endotelina-1 e outros agonistas nos 

duetos biliares extra-hepáticos isolados de cobaia.

Os anéis de dueto eístieo e de dueto hepátieo isolados de eobaia não 

responderam a neniium dos agonistas testados, quais sejam a ET-1, a CCK-8 

(0,1 a 100 nM), a histamina, o carbaeol (10 nM -  100 |iM) ou ao KCI 80 mM 

(resultados não apresentados, n=6).

Por outro lado, como a reatividade das porções distai e proximal do DBG 

diferiram entre si em resposta ao KCI 80 mM, estudou-se separadamente eada 

uma dessas porções. Aproximadamente 80 % das poreões distais do DBG 

(DBG-D) apresentaram contrações rítmicas espontâneas que se iniciavam 

após os primeiros 30 min de equilíbrio e permaneciam até o término dos 

experimentos. Além disso, estas porções, quando expostas a 80 mM de KGI, 

responderam com contração sustentada média de 4.23 ± 0.4 g de tensão por 

10 mg de tecido úmido (n = 35), que estabilizou dentro de aproximadamente 10 

min. Já a porção proximal do DBG (DBG-P), não exibiu resposta eontrátil ao 

KGI 80 mM, embora tenha apresentado contrações rítmicas espontâneas 

(resultados não apresentados, n = 12). De modo semelhante, essas 

preparações não exibiram respostas contráteis à ET-1, carbacol, GGK-8 ou 

histamina (resultados não apresentados, n = 3 para cada agonista).

A adição de concentrações cumulativas e crescentes de carbacol 

(10 nM a 100 î M) causou uma contração tônica gradativa da preparação DBG- 

D que foi dependente da concentração. Diferentemente, a GGK-8 (0,1 -  100
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nM) somente induziu contrações tônicas da preparação DBC-D quando 

utilizou-se 0 método das doses isoladas. Além disso, nas concentrações 

utilizadas, a CCK-8 foi significantemente mais potente, porém causou um efeito 

máximo menor, do que o carbacol. Já a ET-1 (0,1 -  100 nM) não causou 

qualquer resposta contrátil do DBC-D. A Figura 4 ilustra e a Tabela 1 

apresenta os resultados médios dos experimentos realizados com DBC-P e 

DBC-D.

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

cobaia a diferentes agonistas.

Como demonstram os resultados apresentados na Figura 5A, embora a 

endotelina-1 não tenha induzido resposta contrátil em qualquer dos segmentos 

do DBC de cobaia, a incubação da preparação DBC-D com o inibidor não- 

seletivo das ciclooxigenases indometacina (5,6 jxM) revelou efeitos contráteis 

da endotelina-1. A indometacina também potencializou significativamente e de 

modo pronunciado as respostas ao carbacol (Figura 5B), aumentando a 

potência deste agonista em cerca de 500 vezes. Entretanto, a reatividade do 

DBC-D à CCK-8 não foi alterada pelo inibidor de ciclooxigenase (Figura 50). 

As CEsos (médias geométricas e limites de confiança para 95%) e EmaxS para 

cada um desses agonistas na presença de indometacina estão apresentados 

na Tabela 1.
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TABELA 1- Efeitos contráteis de diferentes agonistas em segmentos de dueto 

biliar comum distai (DBC-D) isolado de cobaia na ausência ou presença de 

indometacina (5,6 |jM). As CEsoS são apresentadas como médias geométricas 

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

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

resposta de cada preparação ao KCI 80 mM. O valor “N” indica o número de 

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

ausência de indometacina (teste t de Student, não pareado).

AGONISTA CONDIÇÃO CEso nM Emax (%) N

Endotelina-1 Controle Inativo até 100 nM - 6

+ Indometacina 7,8 (5,5-11.1) 80 + 6 * 4

Carbacol Controle 3870(1720-8510) 156 + 17 6

+ Indometacina 6,6 (3,9-10,9)* 148 + 16 6

CCK-8 Controle 4,52 (2,51-8,15) 104 + 4 6

+ Indometacina 3,71 nM (2,5-5,6) 122 + 7 6

Histamina Controle Inativo até 100 uM 5
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4.3 -  Comparação dos efeitos induzidos pela endotelina-1 e outros 

agonistas no esfíncter de Oddi (EO).

A adição cumulativa de concentrações crescentes de carbacol (10 nM a 

100 î M) induziu contrações tônicas de ambas as porções do EO (EOA e EOP), 

sobrepostas a contrações fásicas rítmicas da preparação. Ambos os efeitos 

mostraram-se dependentes da concentração, e o componente tônico da 

contração apresentou, em ambas as preparações, um decaimento progressivo 

a partir de 3-5 min de exposição ao agonista. Em contraste, enquanto a CCK-8 

causou pequenas contrações transitórias que decaiam rapidamente, a 

endotelina-1 não induziu quaisquer contrações destas preparações (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 îM) também não induziram qualquer efeito contrátil em 

nenhuma das porções do EO (resultados não apresentados, n = 4 a 6 

experimentos).

4.3.1 -  Influência da indometacina sobre a reatividade do esfíncter de 

Oddi à ET-1, carbacol e CCK-8.

A incubação das preparações EOA ou EOP com o inibidor da

ciclooxigenase indometacina, na dose de 5,6 pM, não alterou 

significativamente as curvas concentração-efeito obtidas pela adição de doses 

isoladas e crescentes de carbacol a intervalos de 10 min, embora aumentasse 

tanto a ritmicidade basal dessas preparações como o aumento de ritmicidade 

estimulado pelo agonista colinérgico. No entanto, quando as curvas ao 

carbacol foram construídas pelo método das doses cumulativas, a 

indometacina potencializou os efeitos contráteis induzidos por concentrações
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de eficácia submáxima do agonista (entre 0,1 e 1 ^M) no EOA, mas não EOP. 

Os resultados médios desses experimentos são ilustrados na Figura 7 e estão 

dispostos na Tabela 2.

Por outro lado, a indometacina não modificou as respostas induzidas 

pela adição de doses isoladas ou cumulativas de ET-1 ou CCK-8 em quaisquer 

das porções do esfíncter de Oddi (resultados não apresentados, n=6).

4.3.2 -  Efeito depressor da endotelina-1 e da sarafotoxina S6c sobre as 

contrações induzidas pelo carbacol no EOA e EOP de cobaia.

Como a ET-1 não induziu resposta contrátil do EOA ou do EOP, seja na 

ausência ou na presença de indometacina, avaliou-se a existência de um 

possível efeito inibitório do peptldeo sobre as respostas destas preparações ao 

carbacol. Para tal, cada preparação foi exposta a uma dose única de carbacol 

(1 fiM e 3 jj,M, para EOA e EOP respectivamente), primeiro na ausência e, 30 

min depois, na presença de ET-1 ou sarafotoxina S6c, cada qual adicionada à 

cuba 2 min antes do agonista colinérgico (ver registro típico na Figura 8). 

Através deste protocolo pode-se observar que tanto a ET-1 (10-100 nM) 

quanto a sarafotoxina S6c (30-100 nM) causaram inibições da contração 

induzida pelo carbacol no EOA (Figura 9A), e que esse efeito foi dependente 

da concentração do agonista peptidérgico. Na concentração de 100 nM, as 

inibições de respostas ao carbacol causadas por ET-1 e sarafotoxina S6c 

foram de 62,5 ± 5 % e 45 ± 9 %, respectivamente. No entanto, em contraste ao 

observado no EOA, a ET-1 e a sarafotoxina S6c não interferiram 

significantemente com a magnitude das contrações induzidas pelo carbacol no 

EOP (Figura 9B).
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CARBACOL(- Log M) CARBACOL(-LogM)

CARBACOL(- Log M) CARBACOL (- Log M)

FIGURA 7 -  Curvas concentração-efeito médias aos efeitos contráteis do 

carbacoi obtidos na ausência ou presença de indometacina 5,6 ^M (indo) em 

anéis da porção ampular (painéis A e C) ou papilar (painéis B e D) do esfíncter 

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 construídas pela adição 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 esfíncter de Oddi isolado de cobaia ao 

carbacol na ausência ou presença de indometacina. As curvas ao agonista 

foram obtidas pelos métodos cumulativo ou das doses isoladas em 

preparações da porção ampular (EOA) ou papilar (EOP). As CEsoS são 

apresentadas como médias geométricas acompanhadas dos limites de 

confiança para 95%. Os EmaxS dos agonistas estão expressos como a média + 

E.P.M. de 4 a 6 experimentos, como porcentagens relativas à reatividade de 

cada preparação ao KCI 80 mM.

Preparação Grupo Curva Cumulativa Curva Doses Isoladas

CE50 M-M Emax (%) CE50 nM Emax (%)

EOA Controle 1,62

(1.24-2,11)

132 ±5,5 0,36

(0.03-3,6)

154 ±7,6

+ Indometacina 0,44

(0,14-1,40)

149 ± 14 0,26

(0,43-1,54)

181 ±19,6

EOP Controle 1,55

(1,17-2,05)

118±5 0,35

(0,02-7,56)

157 ±17

+ Indometacina 1,66

(1,15-2,39)

128 ±10 1,29

(0,52-3,25)

185 ±17,6

40



C
1
cv

o 
LU o

c
S
oPO

c
E
o
CO

• •5 1 .
O  ^

c
E
o
CO

c
E
o
CO

Õ E

ço
c
CD

O
2
c
8

CO0
u
ra

OI
(fl 8CO CO3. CO
o CD
Q. 0

i fü
CO
2

1—
jD
O

O
£

CO

"õ CD-4-̂
1

h-o c LUcc CDCO CO
cõo £a.

"O
1.
o

COo
1— C/3 co w cn 0CL CO 2 Etn 9? o. i—m 0 0T3 2̂ T3 Q.
N3
■O

*üz
CU
CL3

2
0

X
0
o_c CO 0

CO
0 COo o CO

'cDoo
5 onj

E
CD
C

E
CO
oc b» 0 c

o CO 0ü CO 2 ECOCD o Q.
0 o

c £ 0___ CD CO CL

c
o

CDjQ
OCJ

2
oL.
0

E
0
COo o

c . 0
■O

ç :o
CO

COo
o
■D O

LU
CD

T3CD
CDO
CD

E
2

"O O L— o
CO .£2 M—CO CO

0o ___ o
10}
CO

O c
-+-*c
CD

m E J=
0O o

T3 u. CO E
Oü
■q .

CO
3Q.
E
CD

0
■D
CO
o

0CO
CO
o
T3

O CD CD_o'u. -*—*
>CD

OiCD 0
ç

-t—* 
3  CO 
0

E O aio Q. CD
ço "õ ~õ
o T3 ü ü1— •a CD CD-*—*CO O t— i—
03 0 03 CD
CU ü O
o: "O O O
1

oo
u- CD 0
% CO

CD
CL
CO

< c > CD
'co T3Mb

D
CO
0 CO

0 ‘n
O 0 o3 T3
u. ■O CO C

41



Resultados

150
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FIGURA 9 -  Efeitos inibitórios da endotelina-1 (ET-1) e sarafotoxina S6c (S6c) 

sobre as contrações induzidas pelo carbaco! em anéis de esfíncter de Oddi 

porções ampuiar (painel A) e papilar (painel B) de cobaia. A figura ilustra as 

contrações induzidas pelo carbacol na ausência (barras fechadas) ou presença 

de ET-1 ou S6c (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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Pôr outro lado, a CCK-8 na dose de 100 nM, foi inativa em ambas as 

preparações, ou seja, não inibiu as contrações induzidas pelo carbacol. Ao 

contrário, observou-se contrações tônicas transitórias que decaiam segundos 

após a administração do peptídeo (Figura 10). As contrações induzidas pelo 

carbacol não foram potencializadas significativamente pela CCK-8.

4.3.3 -  Influência da indometacina no efeito depressor da endotelina-1 no

esfíncter de Oddi de cobaia.

A incubação de anéis de EOA com o inibidor não-seletivo das 

ciclooxigenases indometacina (5,6 |aM) resultou no bloqueio do efeito inibitório 

causado pela ET-1 (100 nM) sobre as contrações induzidas pelo carbacol 

(Figura 11 A). Por outro lado, a indometacina não alterou as respostas do EOP 

à endotelina-1 (Figura 11B). Assim sendo, diferentemente do observado no 

DBC-D, a indometacina não desmascarou qualquer efeito contrátil da ET-1 no 

EOA ou no EOP.

4.3.4 -  Influência de antagonistas de receptores endotelinérgicos no 

efeito depressor da endotelina-1 no EOA de cobaia.

A incubação prévia de anéis de EOA com o antagonista seletivo de 

receptores ETa BQ-123 (1 |jM), 8 min antes da adição da ET-1 (i.e. 10 min 

antes da obtenção da segunda resposta ao carbacol), bloqueou parcialmente o 

efeito depressor do peptídeo (100 nM) sobre a contração induzida pelo 

carbacol (Figura 12). Em contraste, o bloqueio seletivo de receptores E T b com 

BQ-788 (1 fiM), que aboliu por completo o efeito depressor da sarafotoxina S6c 

sobre a contração induzida pelo carbacol, não 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 preparações de EOA foram 

incubadas simultaneamente com ambos os antagonistas. Nenhum dos 

antagonistas modificaram a magnitude das respostas do EOA ao carbacol (N = 

4, resultados não mostrados).
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(100 nM)

B

(100 nM)
INDO 5.6 nM

INDO 5.6 jaM

FIGURA 11 -  Influência da indometacina 5,6 jiM sobre o efeito inibitório 

da endotelina-1 (100 nM) na contração induzida por carbacol em anéis de 

porção ampular (painel A - EGA) e papilar (painel B - EOP) de esfíncter 

de Oddi isolado de cobaia. As barras abertas e achuradas representam 

contrações ao carbacol obtidas na ausência ou presença de 

indometacina, respectivamente. Cada valor representa a média + E.P.M. 

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

0  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 biliar extra-hepático de cobaia, quais sejam o dueto 

hepátlco, dueto cístico, dueto biliar comum e esfíncter de Oddi. Como 

evidenciamos diferentes atividades da ET-1 nas várias preparações, optamos 

por dividir a discussão em diferentes tópicos, na tentativa de facilitar sua 

compreensão.

5.1 -  Efeitos da endotelina-1 e outros agonistas nos duetos do trato biliar 

extra-hepático

A adição de concentrações crescentes e cumulativas de ET-1 não 

produziu resposta contrátil em quaisquer dos duetos biliares da cobaia, quais 

sejam o dueto hepático, o dueto cístico e o DBG. Já os demais agonistas 

testados carbacol e CCK-8 induziram, ao contrário da ET-1, contrações rápidas 

e dependentes da dose somente no DBC-D (mas não do DBC-P), que foram 

prontamente revertidas quando da renovação da solução fisiológica. Por outro 

lado, o dueto hepático, o dueto cístico e a porção proximal do dueto biliar 

comum (DBC-P) não exibiram respostas contráteis ao KCI, carbacol, CCK-8 ou 

ET-1, assim como não apresentaram contrações fásicas espontâneas. 

Curiosamente, SUZUKI et al. (1988), utilizando tiras longitudinais de dueto 

hepático de cobaia, demonstraram que 42% das preparações testadas 

apresentavam contrações espontâneas, as quais não foram afetadas pela 

presença de tetrodotoxina, guanetidina ou atropina. Embora não tenhamos
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evidenciado tais contrações espontâneas no dueto hepático, observamos que 

cerca de 70 % dos anéis obtidos do DBC-D (próxinna ao duodeno), mas não do 

DBC-P, exibiram contrações rítmicas espontâneas. Tais achados sugerem que 

o DBG de cobaia é claramente dividido em duas porções com propriedades 

funcionais diferentes. Resultados semelhantes também foram obtidos em tiras 

circulares de DBG de coelho por MÍNKER et al. (1993). Embora os autores 

tenham dividido a DBG em três porções denominadas de porção esfínctérica, 

mediai e hepática, eles observaram que as diferentes porções exibiam 

diferentes reatividades para vários agonistas e antagonistas, sendo 

identificados receptores a- e p-adrenérgicos, colinérgicos muscarínicos, 

receptores para bradicinina, histaminérgicos Hi e para prostaglandina Faoc. 

Somente a porção esfínctérica do DBG de coelho exibiu contrações 

espontâneas rítmicas bem evidentes, sendo que as demais porções 

apresentaram apenas pequenas contrações espontâneas e irregulares.

Um estudo recente demonstrou que, no trato biliar extra-hepático 

humano, a densidade da musculatura lisa apresenta-se muito baixa ou até 

inexistente no dueto hepático (HONG et al. ,2000). Porém, porções mais distais 

do dueto, na realidade já integrando o DBG-P, já apresentam uma maior 

densidade de músculo liso, disposto de modo difuso. Por fim, o terço mais 

distai, correspondendo ao DBG-D, apresenta a maior densidade de células 

musculares lisas, dispostas em parte de modo difuso e em outra de modo 

contínuo e organizado.

Por outro lado, GONNAT e GARRIER (1995) observaram que, em ratos 

mas não em cobaias, o lado hepático do DBG (DBG-P), que é ricamente 

vascularizado e apresenta densa inervação por fibras contendo GGRP

_________________________________________________ ______ Discussão
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(peptídeo relacionado ao gene da calcitonina), contrai espontaneamente ou em 

resposta à acetilcolina ou substância P. Já o lado duodenal (DBC-D), que é 

menos vascularizado e apresenta fibras com CGRP apenas no seu epitélio, 

não contrai espontaneamente e é insensível à acetilcolina ou substância P. 

Assim esses autores sugerem que a ausência de vesícula biliar e dueto 

pancreático no rato seja compensado funcionalmente pelos lados hepático e 

duodenal do DBG respectivamente.

No presente estudo, quando comparamos a potência dos diversos 

agonistas utilizados no DBC-D, observamos que a CCK-8 foi significativamente 

mais potente, porém menos eficaz, do que o carbacol. Há um relato de que, 

em tiras musculares longitudinais de DBC de cobaia, a CCK-8 evoca uma 

contração bifásica e liberação de [H^]-acetilcolina (TAKAHASHI et ai, 1988). 

Curiosamente, indometacina pareceu não modificar as contrações induzidas 

pela CCK-8 em anéis de DBC-D de cobaia, embora potencializasse marcada e 

significativamente as respostas da mesma preparação ao carbacol. As razões 

que pudessem justificar essa discrepância entre os resultados de TAKAHASHI 

et a i (1988) e os do presente estudo nos são ainda desconhecidas. Nossos 

resultados sugerem fortemente que o efeito contrátil induzido por carbacol, 

mas não pela CCK-8, no DBC-D de cobaia são mediados por ou serem 

modulados pela produção de eicosanóides sintetizados pela via da 

ciclooxigenase.

Por outro lado, sabe-se que a produção de ET-1 pelo epitélio biliar 

humano é potencializada (aumentada) pela CCK-8 (HOUSSET et ai, 1993). 

Além disso, células epiteliais cultivadas da VB e do trato biliar intra- e extra- 

hepáticos humanos expressam RNAm para ET-1 e secretam esse peptídeo

________________________________________________________ Discussão
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(HOUSSET et al., 1993). Portanto não descartamos a possibilidade de a ET-1 

exercer alguma influência fisiologicamente importante no trato biliar terminal.

As ETs podem estimular a liberação de eicosanóides da via da 

ciclooxigenase (prostanóides) em vários tecidos (para revisão ver HYSLOP e 

DE NUCCI, 1992). Tal atividade contribui para reduzir os efeitos 

vasoconstritores da ET-1 em alguns tecidos perfundidos, como baço 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 contrações produzidas pela ET-1 são 

mediadas em parte pela liberação de prostanóides. No presente estudo, 

observamos que a incubação de anéis de DBC-D de cobaia com indometacina 

desmascarou efeitos contráteis da ET-1, ou seja, a preparação apresentou 

contrações significantes ao peptídeo apenas na presença do inibidor de 

ciclooxigenase indometacina. Portanto, ao contrário da VB, onde eicosanóides 

medeiam parte do efeito contrátil da endotelina, no DBC-D essas substâncias 

parecem modular de modo inibitório as ações contráteis do peptídeo. Contudo, 

nem todos os agonistas dependem de prostanóides para contrair esta 

preparação, pois a indometacina não afetou as respostas induzidas pela CCK- 

8 .

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

A adição de doses crescentes de ET-1, seja de modo isolado ou 

cumulativo, não causou contração em quaisquer porções do esfíncter de Oddi 

de cobaia, quais sejam, o EOA (próximo ao DBC), ou o EOP (próximo ao 

duodeno). No entanto, o carbacol causou contrações em ambas as porções
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do esfíncter de Oddi, as quais foram relativamente sustentadas e dependentes 

da concentração, e a CCK-8 Induziu apenas pequenas contrações transitórias, 

que decaiam rapidamente.

Estudos realizados em tiras longitudinais e em anéis circulares de 

esfíncter de Oddi humano, demonstraram que a CCK-8 causa relaxamento e o 

carbacol causa contração dos anéis circulares de EO; já as tiras longitudinais 

foram menos reativas aos agonistas (TOKUNAGA et ai, 1993). No entanto, o 

mecanismo de ação da CCK no EO não esta claramente compreendido, 

devido às variações anátomo-fisiológicas que ocorrem entre as espécies. 

Sabe-se, até o momento, que o efeito contrátil Induzido pela CCK-8 no EO de 

cobaia consiste de uma ação direta sobre a musculatura lisa, bem como de um 

efeito indireto mediado pela liberação de acetilcolina dos neurônios 

parassimpáticos pós-gangllonares (HARADA et ai, 1986). Por outro lado, há 

estudos demonstrando relaxamento do EO pela CCK-8, que se dá por via 

indireta, através da liberação de VIP (peptídeo intestinal vasoativo) das fibras 

nervosas NANC (WILEY et ai, 1988), assim como NO (óxido nítrico) 

(PAULETZKl et ai, 1993; SLIVKA et ai, 1994; TANOBE et a/.,1995; 

SZILVÁSSYefa/., 1996).

Embora a ET-1 não tenha apresentado efeito contrátil, quando 

incubamos a preparação com concentrações crescentes de ET-1, as 

contrações induzidas pelo carbacol no EOA foram marcadamente inibidas, o 

que sugere que o peptídeo module de modo inibitório as contrações tônicas e 

rítmicas induzidas pelo carbacol. O mesmo não foi observado para a CCK-8, 

pois a incubação das preparações com CCK-8 (100 nM) não alterou as 

respostas contráteis induzidas pelo carbacol. Além disso, nossos resultados,
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sugerem fortemente que uma fração significativa do efeito depressor da ET-1 

sobre as contrações rítmicas do carbacol no EOA parece depender da síntese 

de prostanóides, pois a incubação do tecido com indometacina, um inibidor da 

ciclooxigenase, bloqueou por completo o efeito inibitório da ET-1 (100 nM). Os 

experimentos realizados, contudo, não permitem estabelecer se os 

prostanóides medeiam diretamente ou se apenas modulam (i.e. facilitam) as 

respostas inibitórias do EOA à ET-1. Por outro lado, a ET-1, bem como a CCK- 

8, não modificaram as respostas contráteis induzidas pelo carbacol no EOP, 

tanto na ausência quanto na presença de indometacina. Sendo assim, nossos 

resultados sugerem que o efeito depressor da ET-1 sobre as contrações 

tônicas e rítmicas induzidas pelo carbacol depende da porção analisada. Neste 

sentido, a exemplo do DBG, o EO de cobaia também apresenta duas porções 

com propriedades funcionais diferentes, no que se refere às respostas 

induzidas por ET-1. Porém, diferentemente do DBC-D, onde a ET-1 parece 

causar um efeito depressor mediado por prostanóides que limita seu efeito 

contrátil direto, no EO não pudemos evidenciar qualquer efeito contrátil deste 

peptídeo, nem na presença de indometacina.

VONGALIS et al, (1989J, através de estudos eletrofisiológicos, 

registraram respostas contráteis mediadas por estimulação nervosa em anéis 

de EO de cobaia divididos em três regiões anatomicamente distintas (esfincter 

colédoco, ampula e papila). Estes autores concluíram que a resposta contrátil e 

os potenciais excitatórios evocados por estimulação elétrica transmural, são 

mais evidentes ou pronunciados no esfincter colédoco (porção ampular em 

nosso estudo), enquanto os potenciais inibitórios são maiores em preparações 

provenientes da ampula (porção papilar em nosso estudo). Sendo assim,
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provavelmente estas regiões possuem diferentes funções na motilidade do EO. 

Também, HIROSE e ITO, (1991), os quais dividiram o EO de cobaia em três 

áreas, mostraram diferenças regionais nas respostas neurogênicas excitatórias 

e inibitórias. Na área III (correspondente à porção papilar utilizada em nosso 

estudo) predominam as respostas inibitórias mediadas por estimulação de 

nervos NANC. Por outro lado, nas áreas I e II (correspondente à porção 

ampular utilizada em nosso estudo, que é sensível aos efeitos inibitórios da 

ET-1), predominam respostas excitatórias mediadas pela estimulação de 

nervos colinérgicos.

Em resumo, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que a 

ET-1 não causa contração de anéis de EO isolados de cobaia. Ao contrário, o 

agonista parece inibir, via síntese de prostanóides, as contrações tônicas e 

rítmicas induzidas pelo carbacol em anéis de EOA, mas não de EOP.

5.2.1 - Caracterização de receptores endotelinérgicos.

Parte do presente estudo procurou caracterizar os receptores 

endotelinérgicos que medeiam o efeito depressor da ET-1 sobre as contrações 

rítmicas induzidas pelo carbacol no EOA. Para isso, fez-se uso de duas 

abordagens distintas: a) a comparação das atividades de dois agonistas de 

receptores endotelinérgicos; e b) uma análise da influência de antagonistas de 

receptores endotelinérgicos.

Com relação á primeira abordagem, convém relembrar que, até o 

presente, foram clonados apenas dois receptores endotelinérgicos dos 

genomas de mamíferos; o receptor ETa, que apresenta maior afinidade pela 

ET-1 e ET-2 do que pela ET-3 (ARAI et aí., 1990); e o receptor ETb , que não

______________________________________________________ Discussão
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discrimina entre esses três isopeptídeos e é ativado seletivamente por alguns 

agonistas, como sarafotoxina S6c, o IRL 1620 e o BQ-3020 (SAKURAI et al., 

1990: WILLIAMS et al., m v ,  TAKAI et al., 1992; IHARAeía/., 1992).

A ET-1 e o agonista seletivo de receptores E T b sarafotoxina S6c foram 

ativos em inibir as contrações induzidas pelo carbacol no EOA isolado de 

cobaia. No entanto, a ET-1 mostrou-se mais eficaz (i.e. causou maiores 

percentagens de inibição) que a sarafotoxina S6c em inibir o efeito contrátil 

induzido pelo carbacol no EOA isolado de cobaia. Esses resultados sugerem 

que pelo menos parte dos receptores ativados pela ET-1 na porção ampular do 

EO de cobaia sejam do tipo E T b .

A segunda abordagem visando a caracterização dos receptores
I

endotelinérgicos em anéis de EOA avaliou os perfis de ação da ET-1 e da 

sarafotoxina S6c na presença de dois antagonistas: o BQ-123, um antagonista 

seletivo de receptores do tipo E T a  (IHARA et al., 1992) e o BQ-788, um 

antagonista seletivo de receptores do tipo E T s  (TANAKA eí al., 1994). Os 

nossos achados revelaram que a incubação da preparação com BQ-123 (1 

laM) aboliu parcialmente o efeito depressor da ET-1. Dessa maneira, podemos 

sugerir que uma parcela significativa dos receptores endotelinérgicos 

envolvidos na mediação do efeito depressor da ET-1 sobre as contrações 

rítmicas induzidas pelo carbacol é do tipo E T a . O BQ-788 (1 ]j.M), por sua vez, 

não modificou o efeito depressor induzido pela ET-1, mas claramente aboliu a 

inibição causada pela sarafotoxina S6c. Resultados semelhantes foram obtidos 

por CARDOZO et al. (1997) na VB isolada de cobaia, onde o BQ-788, na 

concentração de 300 nM e 1 îM, antagonizou as respostas contráteis
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produzidas pela ET-3 e sarafotoxina S6c de modo concentração-dependente, 

embora não tenha alterado a curva concentraçâo-efeito à ET-1.

O fato dos efeitos depressores da ET-1 não terem sido bloqueados 

totalmente por nenhum dos antagonistas utilizados, levou-nos a testar a 

influência da associação dos dois antagonistas (BQ-123 e BQ-788). A 

incubação prévia de ambos os antagonistas inibiu por completo a resposta 

depressora da ET-1 sobre as contrações tônicas e rítmicas do carbacol. 

Nossos resultados se assemelham aos relatados por FUKURODA etal. (1994), 

que demonstraram que as contrações induzidas por ET-1 na artéria pulmonar 

de coelho não são inibidas isoladamente pelo BQ-123 ou pelo BQ-788 (cada 

qual a 10 î M). No entanto, a associação dos dois antagonistas resultou em 

virtual supressão da resposta vasoconstritora à ET-1. Os resultados por nós 

obtidos, portanto, nos levam a concluir que o EGA de cobaia apresenta tanto 

receptores ETa quanto ETb que medeiam depressão da reatividade da 

preparação ao carbacol, sendo que apenas o bloqueio simultâneo de ambos 

os receptores resulta em antagonismo dos efeitos da ET-1. No entanto, vários 

aspectos quanto à natureza desses receptores e suas interações com 

agonistas e antagonistas permanecem a ser explorados mais profundamente.

5.3 -  Influência de eicosanóides da via da ciclooxígenase nas ações da 

ET-1 sobre a motilidade do trato biliar extra-hepático.

Através de dados obtidos na literatura e em nossos experimentos, torna- 

se clara a influência dos produtos da via da cicloxigenase sobre as ações da 

ET-1 nos tecidos que compõem o trato biliar extra-hepático. Na VB, por 

exemplo, a incubação de tiras de vesícula biliar de cobaia com indometacina,
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um inibidor da cicloxigenase, reduz significativamente a reatividade da 

preparação à ET-1 (CARDOZO et ai, 1997), ainda que o resultado não tenha 

sido corroborado por outro estudo (IVIOUMMI et a/., 1992). Assim, uma fração 

significativa do efeito contráti! da ET-1 na VB isolada de cobaia parece 

depender da síntese de prostanóides. A identidade do(s) prostanóide(s) 

liberados pela VB de cobaia em resposta à ET-1 pennanece a ser esclarecida. 

Porém, sabe-se que a PGEa contrai a VB de cobaia (NAKATA et ai, 1981; 

OCCHIPINTI, 1978; CABRINI et al., 1995). No entanto, parece pertinente 

mencionar, que o tromboxanomimético U46619 é muito mais potente em 

contrair a vesícula biliar de cobaia que as prostaglandinas p2cc ou E2 (CABRINI 

et ai, 1995).

Embora existam poucos estudos relacionados ao DBG, em nossos 

experimentos, observamos que os eicosanóides derivados da via da 

ciclooxigenase parecem mascarar as respostas contráteis induzidas pela ET-1, 

pois, com a incubação da preparação com indometacina, a ET-1 passou a 

apresentar um efeito contrátil nesta preparação. Os prostanóides também 

exercem uma influência importante no EOA (mas não no EOP), pois a 

incubação da preparação com indometacina aboliu o efeito inibitório da ET-1 

sobre as contrações induzidas pelo carbacol. Além disso, as respostas de 

anéis de EOP ao carbacol na presença ou ausência de indometacina, não 

foram alteradas quando da utilização do método de curvas cumulativas ou do 

método das doses isoladas. No entanto, ao contrário do observado no EOP, a 

indometacina potencializou as respostas do EOA a

adições cumulativas de concentrações de eficácia sub-máxima de 

carbacol (0,1 a 1 pM). Isto sugere fortemente uma modulação mediada por
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eicosanóides da via da ciclooxigenase nas respostas do EOA, mas não do 

EOP de cobaia. Sabe-se que a PGE2 diminui as contrações fásicas induzidas 

pela ACh no EO de cobaia, já a POFa* não altera estas contrações (GOCER et 

ai, 1995). Além disso, a PGE2 relaxa o EO de cobaia (OCCHIPINTI, 1978). 

Considerando o fato de que a PGE2 contrai a vesícula biliar e relaxa o EO, e 

que a ET-1 contrai a VB e inibe a contratilidade do EOA via síntese de 

eicosanóides gerados por ação da ciclooxigenase, seria interessante testar, no 

futuro, se a ET-1 e demais ETs efetivamente induzem liberação de 

prostaglandina E2 ou de outro eicosanóide nesses tecidos.

5.4 -  Implicações fisiológicas ou fisiopatológicas.

Evidências funcionais demonstrando a participação das ETs no controle 

do fluxo biliar sugerem que estes peptídeos possam desempenhar funções 

fisiológicas relevantes no trato biliar, e talvez até que possam estar envolvidos 

em patologias associadas a esse trato. ISALES et al. (1993) constataram que 

a infusão de ET-1 induz colestase no fígado perfundido de rato por 

vasoconstrição hepática, com conseqüente aumento na pressão portal e 

decréscimo do fluxo biliar. A ET-1 também parece participar na manutenção do 

fluxo biliar, aumentando a freqüência de contração dos canalículos biliares de 

rato (KAMIMURA etal., 1993), e na regulação da motilidade do dueto colédoco 

(KRAUS et al., 1995). Além disso, células epiteliais cultivadas da vesícula biliar 

humana expressam RNAm para ET-1 e secretam quantidades apreciáveis do 

peptídeo (HOUSSET et al., 1993) que, por sua vez, parece ser um agente 

contrátil 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 efeitos 

contrários nos diferentes componentes do trato biliar extra-hepático. Por um 

lado, a ET-1 contrai o DBC, sendo esta contração inibida por prostanóides, e 

por outro lado, o peptídeo exerce um efeito depressor sobre o EO, mediado 

por receptores tanto ETa quanto ETb via síntese de prostanóides. Apesar 

dessas evidências, não está claro se a ET-1 efetivamente participa na 

regulação da atividade dos diferentes componentes do trato biliar. A 

disponibilidade recente de antagonistas de receptores endotelinérgicos não- 

peptídicos, mais resistentes à degradação enzimática e ativos por via oral, 

talvez possa auxiliar na elucidação, dentro em breve e através de estudos in 

vivo, dos possíveis papéis fisiológicos 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 níveis basais de PGEi 

e um discreto aumento dos níveis de PGF2a durante o reflexo vesical. 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 ligação do dueto biliar, está associada 

a um aumento da síntese de PGI2 na VB de coelho (MYERS et ai, 1993). Em 

circunstâncias fisiopatológicas como a inflamação da VB humana, ocorre um 

aumento significante da síntese de PGE2 e PGFia (MYERS et ai, 1992).

Conforme exposto acima, parte das ações da ET-1 na VB e no EGA são 

dependentes de prostanóides, ao contrário do DBC-D onde estes prostanóides 

inibem as respostas ao peptídeo. Portanto, estudos complementares seriam 

importantes para analisar uma possível relação entre a alteração na síntese de
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eicosanóides e os níveis e/ou ação da ET-1 na musculatura lisa da VB, do EO 

e do DBC-D em modelos experimentais de discinesia biliar. Por outro lado, há 

também evidências de que a indometacina, por inibir as ciclooxigenases, pode 

causar discinesia do EO por aumento das contrações rítmicas espontâneas em 

conseqüência da inibição da síntese de PGE2 e a discinesia do EO pode 

resultar em colestase (YASAR et al., 1999). Como os prostanóides são 

importantes mediadores/moduladores das ações induzidas por ET-1 na VB, 

DBC-D e EOA de cobaia, pode-se sugerir alguma implicação da ET-1 nestas 

patologias.

Apesar das limitações impostas a estudos conduzidos in vitro com 

tecidos contendo musculatura lisa, os perfis distintos de ação da ET-1 em 

diferentes tecidos do trato biliar extra-hepático podem ser integrados de 

maneira a vislumbrar um papel fisiológico deste peptídeo. Considerando que a 

ET-1 é sintetizada pelo epitélio biliar (HOUSSET et al., 1993), sua ação 

contrátil eicosanóide-dependente sobre a musculatura lisa subjacente da VB, 

aliada ao seu efeito depressor (também eicosanóide-dependente) no DBC-D e 

no EOA, poderia contribuir para o extravasamento de bile para o duodeno. A 

confirmação desta hipótese ainda aguarda estudos mais aprofundados in vivo. 

Porém, a possibilidade da indometacina induzir colestase por aumento do tono 

do EO (YASAR et al., 1999), reforça a possível importância fisiológica do 

relaxamento da EOA em resposta à ativação de receptores ETa e ETb pela ET- 

1, demonstrado no presente estudo.

60



Conclusões

CONCLUSÕES

0  presente estudo procurou avaliar os efeitos da ET-1 sobre a 

motilidade de diferentes porções do trato biliar extra-hepático, incluindo os 

duetos hepático, cístico e biliar comum (DBG) e o esfíncter de Oddi (EO) 

isolados de cobaia, bem como caracterizar a possível participação de 

prostanóides nas ações da ET-1 nestas preparações e identificar os receptores 

endotelinérgicos que medeiam os efeitos da ET-1 no esfíncter de Oddi isolado 

de cobaia. As preparações foram montadas para registro de contrações 

isométricas em cubas de vidro contendo 5 ml de solução de Krebs-Henseleit a 

37°C, borbulhada com 5% de CO2 em O2.

Os experimentos realizados com a ET-1 revelaram que;

1 -  A ET-1 (0,1 a 100 nM) não causou qualquer resposta contrátil do 

dueto hepático e do dueto cístico, assim como a CCK-8 (0,1 a 100 nM), a 

histamina, o carbacol (10 nM a 100 laM) ou o KCI 80 mM.

2 -  Da mesma forma, a ET-1 (0,1 a 100 nM) e os demais agonistas 

citados acima não causaram qualquer resposta contrátil do DBC-P. Contudo, 

no DBC-D, o carbacol (10 nM a 100 î M) e a CCK-8 (0,1 a 100 nM) causaram 

uma contração tônica gradativa da preparação. Além disso, a CCK-8 foi 850 

vezes mais potente do que o carbacol (ao nível da C E 50) apesar de induzir 

Emax menor [Carbacol: CE50 3,87 |jM (1,72-8,51), Emax 156 ± 17%; CCK-8; 

CE50 4,52 nM (2,15-8,15), Emax 104 ± 4%]. Já a ET-1 não causou qualquer 

resposta contrátil do DBC-D.
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3 -  A incubação da preparação DBC-D com o inibidor da ciclooxigenase 

indometacina (5,6 i^M) desmascarou efeitos contráteis da E T -1  [CE50 7 ,8  nM 

( 5 ,5 - 1 1 , 1 ) ,  E max 80 ±  6 % ] .  A indometacina também potencializou em cerca de 

50 0 vezes as respostas ao carbacol [CE50 6,6 nM (3 ,9 -10 ,9 ), E max 14 8  ±  1 6 % ] ,  

porém não alterou a reatividade do DBC-D à CCK-8  [CE50 3 ,7 1  nM (2 ,5 -5 ,6 ), 

E max 1 2 2  ± 7 % ] .

4 -  A ET-1, a sarafotoxina S6c (0,1-100 nM) e a histamina (10 nM a 100 

nM) não induziram qualquer efeito contrátil em nenhuma das porções do EO. 

Em contraste, enquanto o CCK-8 causou pequenas contrações transitórias que 

decaiam rapidamente, o carbacol induziu contrações tônicas e rítmicas de 

ambas as porções do EO [CE50 1,62 nM (1,24-2,11), Emax 132 ± 5,5% para 

EGA; C E 50 1,55 nM (1,17-2,05), Emax 118 ± 5%para EOP],

5 - A incubação de anéis de EOA e EOP com o inibidor da 

ciclooxigenase indometacina (5,6 jiM) não modificou as respostas induzidas 

pela adição de doses isoladas ou cumulativas de ET-1 ou CCK-8. Por outro 

lado, a indometacina potencializou os efeitos contráteis induzidos pelo carbacol 

(0,1 a 1|^M) no EOA, mas não EOP, quando as curvas ao carbacol foram 

construídas pelo método das doses cumulativas.

6 -  Embora a ET-1 não tenha induzido resposta contrátil no EOA e 

EOP, seja na ausência ou na presença de indometacina, a incubação das 

preparações com ET-1 (10 -  100 nM) ou sarafotoxina S6c (30 -  100 nM) 

causou inibição da contração induzida pelo carbacol no EOA e esse efeito foi 

dependente da concentração do agonista peptidérgico. Na dose de 100 nM, as 

inibições causadas por ET-1 e sarafotoxina S6c foram de 62,5 ± 5 % e 45 ± 9
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%, respectivamente.. No entanto, a ET-1 e a sarafotoxina S6c não interferiranrj 

significantemente com a magnitude das contrações induzidas pelo carbacol no 

EOP. Além disso, a CCK-8 (100 nM) não inibiu as contrações induzidas pelo 

carbacol em ambas as porções do EO.

7 - A incubação de anéis de EOA com indometacina, resultou no 

bloqueio do efeito inlbitório causado pela ET-1 (100 nM) sobre as contrações 

induzidas pelo carbacol. Por outro lado a indometacina não alterou as 

respostas do EOF à ET-1. Assim sendo, diferentemente do observado no 

DBC-D, a indometacina não desmascarou qualquer efeito contrátil da ET-1 no 

EOA ou no EOP.

8 -  A incubação de anéis de EOA com o antagonista seletivo de 

receptores ETa BQ-123 (1 |xM), bloqueou parcialmente o efeito depressor do 

peptídeo (100 nM) sobre a contração induzida pelo carbacol (1 jaM).

9 - 0  BQ-788 (1 i^M), antagonista seletivo de receptores do tipo ETb, 

não afetou significativamente o efeito depressor causado pela ET-1, mas 

aboliu por completo o efeito depressor da sarafotoxina S6c sobre a contração 

induzida pelo carbacol. O efeito depressor induzido pela ET-1 foi totalmente 

abolido quando as preparações de EOA foram incubadas com ambos os 

antagonistas, BQ-123 e BQ-788.

10 -  Tais achados permitem concluir que a ET-1 não causa qualquer 

efeito contrátil em nenhuma das porções do trato biliar extra-hepático, quais 

sejam os duetos cístico, hepático e biliar comum e o esfíncter de Oddi isolados 

de cobaia. No entanto, no DBC-D, a ET-1 parece causar um efeito depressor 

mediado por prostanóides que limita seu efeito contrátil direto. Além disso, a 

ET-1 inibe, as contrações rítmicas induzidas pelo carbacol em anéis de EOA
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(mas não EOP), e este efeito modulatório inibitório da ET-1 depende da 

ativação de receptores tanto ETa quanto ETb e da síntese de prostanóides.
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