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A minha filha e aos que nos seguem.

II



“Nada ha de permanente, exceto a mudanc¢a”.

Heraclito, 450 a.C.
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RESUMO

Introducio. A endotelina-1, o mais potente vasoconstritor endéogeno, atua através de dois
receptores de afinidades distintas, conhecidos como ET, e ETg. Os receptores ET, estdao
localizados predominantemente na musculatura lisa vascular e sdo os principais mediadores
do efeito vasoconstritor da endotelina-1. Diversos estudos demonstraram que a endotelina-1
exerce um papel importante na manutengao do tonus arterial basal. Entretanto, a contribuicao
da endotelina-1 para o tonus coronariano basal em seres humanos, especialmente em
coronarias com lesdes ateroscleroticas, permanece alvo de interesse.

Objetivos. Os objetivos deste estudo foram avaliar a contribui¢ao da endotelina-1 no ténus
coronariano epicardico € na microcirculacdo em corondrias livres de lesdes obstrutivas e em
coronarias com lesdes aterosclerdticas e comparar o método da contagem TIMI com o
Doppler intracoronario na deteccdo de alteracdes do fluxo sangiiineo em resposta a
adenosina.

Métodos. Um total de 16 pacientes, sendo oito destes no grupo com coronarias livres de
lesdes obstrutivas e oito pacientes com lesdes coronarianas obstrutivas, foram incluidos neste
estudo. Todos pacientes receberam a infusdo seletiva intracoronaria de BQ-123, um inibidor
especifico dos receptores ETA da endotelina-1, durante 60 minutos. Adenosina e
nitroglicerina foram administradas em bolus no tronco da coronaria esquerda. O efeito do
BQ-123 no diametro coronario epicardico foi avaliado por angiografia quantitativa realizada
a cada 15 minutos ao longo da infusdo da droga. O efeito na microcirculagdo coronaria foi
avaliado por variacdes no fluxo sangiiineo medido por guia-Doppler e pelo método da

contagem TIMI.
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Resultados. A infusdo de BQ-123 resultou em aumento de 7% do diametro coronario e de
19% no fluxo sangiiineo volumétrico em pacientes com artérias livres de lesdes obstrutivas
(P < 0,001 para comparagdo com basal). O aumento do calibre do vaso ocorreu de forma
progressiva e uniforme ao longo do vaso. Os pacientes com lesdo aterosclerdtica
apresentaram um aumento de 16% (P < 0,001 para compara¢dao com artérias livres de lesdes
obstrutivas) no diametro coronario ¢ 28% no local da estenose. A velocidade do fluxo
sangiiineo em corondrias livres de lesdes obstrutivas ndo se alterou significativamente tanto
na medida por Doppler como pelo método de contagem TIMI. Houve uma correlagdo de 0,67
(P < 0,05) entre 0 método da contagem TIMI e o Doppler para deteccdo de alteragdes na
velocidade do fluxo sangiiineo em resposta a adenosina.

Conclusdes. A infusdo seletiva intracorondria do inibidor especifico dos receptores ETa da
endotelina-1 em seres humanos pode ser feita de maneira segura. A endotelina-1 exerce um
papel importante na manuten¢do do tonus coronariano basal em artérias livres de lesdes
obstrutivas, sendo responsavel pela quase totalidade do tonus constritor aumentado presente
em corondrias com lesdes aterosclerdticas. O método da contagem TIMI apresenta uma boa

correlacdo com o Doppler para medida do fluxo sangiiineo em condi¢des de hiperémia.
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ABSTRACT

Introduction. Endothelin-1 is the most potent endogenous vasoconstricting substance and
acts through two distinct receptors, known as ETa and ETg. ET4 receptors are mainly located
at the smooth muscle vascular wall, and are the principal mediators of endothelin-1
vasoconstricting effect. Several studies have shown that endothelin-1 has a central role in
basal arterial tone. However, the contribution of endothelin-1 for the coronary arterial tone in
normal individuals and patients with coronary atherosclerotic disease remains under
investigation.

Objectives. To evaluate the contribution of endothelin-1 in the coronary epicardial and
microvascular tone in normal and in atherosclerotic arteries, and to compare the TIMI frame
count method with Doppler measurements to detect blood changes in response to adenosine.
Methods. Sixteen patients, 8 with smooth coronaries and 8 with coronary artery disease,
were included in this study. All subjects received selective intracoronary infusion of BQ-123,
a specific endothelin-1 ETA recepetor antagonist, during 60 minutes. Adenosine and
nitroglycerin were given in bolus in the left main coronary. Quantitative coronary
angiography was performed every 15 minutes during drug infusion to evaluate the effect of
BQ-123 on coronary epicardial diameters. The effect on coronary microcirculation was
evaluated based on blood flow changes measured by Doppler-wire and TIMI frame count
method.

Results. BQ-123 infusion resulted in 7% increase in the coronary diameter and 19% in

volumetric blodd flow in patients without focal coronay disase (P < 0.001 versus baseline).
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Patients with coronary artery disease had 16% increase in vessel diameter and 28% at the
lesion site (P < 0.001 versus normal coronaries). There was no significant change in blood
flow velocity measured by Doppler and TIMI frame count method. The correlation between
Doppler and TIMI frame count to detect changes in blood flow velocity in response to
adenosine was 0.67 (P< 0.05).

Conclusions. Selective intracoronary infusion of endothelin-1 ETx receptor antagonist can
be safely performed in humans. Endothelin-1 has an important role at basal coronary tone in
arteries without obstructive disease and accounts almost entirely for the enhanced
vasoconstrictive tone present in atherosclerotic coronaries. TIMI frame count method has a

good correlation with Doppler blood flow measurements in hyperemic conditions.



I INTRODUCAO

A doenca coronariana ndo pode ser vista simplesmente como um distirbio estrutural
das artérias. Investigagdes prévias demonstraram o papel da reatividade vasomotora
coronariana e da ruptura da placa aterosclerdtica com subsequente trombose aguda na
patogénese das sindromes isquémicas agudas (Davies e Thomas, 1985; Fuster et al.,1992).
Mais recentemente, a inflamacdo da parede vascular tem sido implicada neste processo
(Libby, 1995).

O endotélio vascular, além de mediar a vasodilatacdo, ¢ uma fonte importante de
fatores vasoconstritores. Yanagisawa e colaboradores (Yanagisawa et al., 1988) identificaram
um potente fator constritor derivado do endotélio, que passou a ser denominado de
endotelina, capaz de mediar uma constricdo de inicio lento, mas com duragdo prolongada,
podendo atingir de alguns minutos até horas (Parris ¢ Webb, 1997; Haynes ¢ Webb, 1998).
Este peptideo de 21 aminoacidos ¢ sintetizado a partir de um precursor inativo (Grande
Endotelina) por enzimas conversoras da endotelina em trés isoformas: endotelina-1 (ET-1),
endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3 (ET-3). A ET-1 ¢ a unica endotelina liberada pelo
endotélio vascular e possui potentes propriedades vasoconstritoras, além de promover a
prolifera¢do de células musculares lisas na parede vascular.

Os agonistas que estimulam a libera¢do de ET-1, como a trombina, a angiotensina Il e
a vasopressina, atuam através da transcricdo de novo de RNA mensageiro (Parris e Webb ,
1997; Haynes e Webb, 1998; Gensini et al., 1998; Kelly e Whitworth, 1999). Portanto, a ET-
1 contribui para o tonus vascular primariamente por exercer uma constricdo tdnica

sustentada.



A ET-1 liga-se a dois receptores especificos, denominados ET4 e ETg, que estdo
localizados predominantemente nas células musculares lisas, onde causam vasoconstri¢do da
artéria braquial (Haynes et al., 1995). Os receptores ETg estdo presentes tanto no endotélio,
onde mediam a vasodilatacdo através da liberacdo de Oxido nitrico, como nas células
musculares lisas, onde contribuem para vasoconstricdo (Verhaar et al., 1998). No antebrago
de pacientes normais, o efeito global da ativagdo dos receptores ETg ¢ vasodilatagdo (Verhaar
et al., 1998).

A ativagdo dos receptores ETp endoteliais resulta em vasodilatacdo provavelmente
através da liberacdo de 6xido nitrico. A transdugdo dos receptores ET5 e ETg envolve a
ativacao de fosfolipase C, a geragdo de inositol 1,4,5 trifosfato e diacilglicerol e a
mobiliza¢do de cdlcio. Entretanto, os receptores ETg também estdo ligados a proteinas-G que
podem inibir a producao intracelular de AMPc em algumas células.

Antagonistas seletivos dos receptores ETo e ETp ja foram isolados e incluem
respectivamente o BQ-123 e o BQ-788. Estes antagonistas t€ém sido uteis para avaliar as
acoes da ET-1 na circulagdo periférica em seres humanos (Gensini et al., 1998; Kelly e
Whitworth, 1999; Haynes et al., 1995; Cardillo et al., 1999). Estudos realizados em seres
humanos para examinar o papel da endotelina no controle vasomotor, tém se limitado a
circulagdo do antebraco, utilizando pletismografia e/ou infusdo sistémica dos antagonistas da
endotelina (Haynes et al., 1995; Verhaar et al., 1998 ). Haynes ¢ Webb (1994) demonstraram
que a producdo endogena de ET-1 participa do controle vasomotor do antebraco ao mostrar
uma resposta vasodilatadora ao antagonista BQ-123. Estes autores posteriormente infundiram
ET-1 na artéria braquial de individuos normais e confirmaram que as respostas constritoras a

endotelina eram abolidas pelo BQ-123 (Haynes et al., 1995). Em outro estudo, foi



demonstrado que a vasodilatacdo induzida pelo BQ-123 ¢ em parte mediada pelo 6xido
nitrico. O efeito da administracdo do antagonista ETg seletivo BQ-788, tanto isolado como
acompanhado por BQ-123, produziu uma resposta constritora leve, suportanto o papel dos
receptores ETg em produzir vasodilatacdo (Verhaar et al., 1998).

Os conhecimentos atuais sobre o papel da ET-1 no ténus vasomotor foram obtidos,
fundamentalmente, a partir de estudos da circulagdo periférica. Wenzel e colaboradores
realizaram um estudo onde a infusdo intravenosa de bosentan, um inibidor combinado dos
receptores ET4 e ETp, resultou em aumento do diametro coronariano (Wenzel et al., 1998).
Embora o efeito da ET-1 em pacientes com aterosclerose corondria ndo tenha sido avaliado
in vivo, estudos patologicos sugerem que ela possa desempenhar um papel importante neste
contexto (Lerman et al., 1991; Winkles et al., 1993; Timm et al., 1995). Lesdes culpadas por
evento isquémico agudo apresentam numerosos macroéfagos (Zeiher et al., 1994) e técnicas
imunoreativas para ET-1 tém demonstrado niveis elevados desse peptideo em lesdes
culpadas de pacientes portadores de angina instavel. A ET-1 foi particularmente localizada
nas células endoteliais e macrofagos no interior da lesdo culpada (Zeiher et al., 1995).
Existem poucas informacdes sobre os efeitos da ET-1 na circulacdo coronariana de seres
humanos. Os estudos disponiveis envolvendo inibidores da endotelina foram realizados na
circulagdo braquial ou avaliaram a circulacdo coronariana através de infusdo intravenosa da
droga.

A avaliacdo da resposta vasomotora da circulacdo coronariana ¢ geralmente realizada
pelo teste da acetilcolina e medida do didmetro arterial em corondrias epicardicas e pela
resposta do fluxo coronariano medida por Doppler na microvasculatura. Mais recentemente,

o método da contagem TIMI tem sido utilizado como uma ferramenta para avaliacdo do



fluxo coronariano. O uso da contagem TIMI foi proposto por Gibson e colaboradores
(Gibson et al., 1996) com o objetivo de padronizar a avaliagdo do fluxo coronariano e
desenvolver um indice simples e reprodutivel do fluxo sangiiineo, apresentando validade
prognoéstica em pacientes pos-infarto do miocérdio (Gibson et al., 1999). Esta técnica
correlaciona-se bem com medidas do fluxo coronariano obtidas por guia-Doppler (Kern et
al., 1996) pos angioplastia e pode ser utilizada para a estimativa da reserva de fluxo
coronariano (Manginas et al., 1999). Entretanto, a contagem TIMI ndo tem sido aplicada em
protocolos experimentais para avaliagdo das variagdes do fluxo arterial endotélio-dependente.

Nesta tese, a infusdo seletiva intracorondria do antagonista especifico dos receptores
ET, foi realizada com o objetivo de avaliar a contribui¢do da ET-1 no tonus coronério
epicardico e na microcirculagdo de artérias livres de lesdes obstrutivas em artérias com lesdes

aterosclerdticas



II. REVISAO DA LITERATURA

Localizado na interface entre o sangue e o tecido, o endotélio regula as fungdes
vasculares através da sintese e liberacdo de varias substancias que atuam localmente. O
endotélio ¢ o maior 6rgdo autocrino, paracrino e endécrino do organismo. Cobrindo uma area
de aproximadamente 700 m*> e pesando 1,5 kg, ele regula o tonus vascular, a agregacio
plaquetaria, adesdo de mondcitos, trombogénese, inflamacdo, metabolismo lipidico e
remodelamento vascular (Vogel, 1999). A presenga de um endotélio normal mantém a
vasodilatagdo apropriada, inibe a atividade plaquetéria, suprime a proliferagdo das células
musculares lisas e contribui para o balango entre trombose e fibrindlise. A disfuncao
endotelial ¢ um processo sistémico e o evento inicial na aterosclerose. Mendelsohn e
Loscalzo criaram o termo endoteliopatia para descrever as entidades clinicas nas quais a
patologia endotelial contribui para expressdo clinica da doenga (Mendelsohn e Loscalzo,
1992).

Os fatores de risco coronarianos tradicionais provocam disfun¢do endotelial mesmo
em pacientes com artérias normais, conforme demonstrado por angiografia quantitativa e
ultrasom intracoronario (Mano et al., 1996, Vita et al., 1990, Seiler et al., 1993). E evidente
que a disfuncdo vascular contribui para a fisiopatologia da aterosclerose. Enquanto a
gravidade anatomica da doencga aterosclerotica parece ndo correlacionar-se com o potencial
de produzir isquemia miocardica aguda e cronica, as anormalidades vasculares funcionais
que podem levar a trombose e vasoespasmo desempenham um papel mais importante na
patogénese das sindromes isquémicas agudas. Na maioria dos pacientes existe uma estenose

relativamente leve na artéria culpada pelo infarto (menor do que 60-70%), sugerindo que a



trombose aguda e ndo a progressdo da doenca ¢ responsavel por estas entidades (Jackett et
al., 1988; Brown et al., 1993). Na angina estavel, a gravidade da estenose também apresenta
fraca correlacdo com a expressdo da doenca. Um ntimero crescente de estudos sugere que a
disfungdo vascular, particularmente a anormalidade do tonus vascular, contribui para a
isquemia miocardica nas sindromes coronarias estaveis.

Furchgott e Zawadzki (1980) foram os primeiros a demonstrar que a exposi¢do da
aorta isolada de coelhos a acetilcolina induz a liberacdo de uma substancia vasodilatadora, o
fator de relaxamento derivado do endotélio, que posteriormente veio a ser identificado como
o oxido nitrico (Ignarro, 1999). O 6xido nitrico ¢ um radical livre sintetizado apartir da L-
arginina nas células endoteliais pela NO sintetase (Palmer et al., 1988). Assim como os
nitrovasodilatadores exogenos, o 0xido nitrico relaxa as células musculares lisas vasculares e
inibe a atividade plaquetaria pela ativagdo da guanilil ciclase aumentando a concentragao
intracelular de 3’5’-guanosine monofosfato (cGMP) (Ignarro, 1984). O 6xido nitrico ¢é
também estimulado por diversos outros agentes, incluindo agregados plaquetarios,
serotonina, trombina, substdncia P, agonistas adrenérgicos e bradicinina. A liberacdo de
oxido nitrico pode ainda ser induzida pelo estresse vascular resultante do aumento do fluxo
sanguineo (Rubanyi et al., 1986; Olesen et al., 1988; Pohl e Lamontagne, 1991; Cooke ,
1991).

O isolamento do oxido nitrico estimulou a busca substincias vasoconstritoras
produzidas pelo endotélio. Em 1985, j4 havia sido demonstrado que, além da angiotensina, o
endotélio vascular era capaz de produzir ao menos duas outras substancias com efeito
vasoconstritor, sendo uma delas com efeito prolongado, durando até 60 minutos (Rubanyi e

Vanhoute, 1985; Hickey et al., 1985 ). Esta substancia de efeito durador foi isolada em 1988



por Yanagisawa et al. a partir de cultura de células endoteliais. Este peptideo passou a ser
denominado de endotelina e foi reconhecido como o mais potente vasoconstritor produzido
pelo organismo (Yanagisawa et al., 1988).

Trés isoformas de endotelina passaram a ser reconhecidas. A endotelina-1 causa
constricdo prolongada das artérias de médio e grande calibre e em corondrias porcinas
isoladas possui uma poténcia 10 vezes maior do que os demais agentes constritores
(Yanagisawa et al., 1988). Embora tenham menor poténcia, as endotelinas 2 e 3 também
provocam vasoconstricdo (Inoue et al., 1989), mas todas isoformas causam vasodilatacido
endotélio-dependente antes de desenvolverem vasoconstricdo através da liberacdo de 6xido
nitrico mediada pelos receptors ETg presentes no endotélio. (Cocks et al., 1989). Os vasos de
resisténcia (microvasculatura) sdo bastante sensiveis a acdo da endotelina-1 mas as veias sdo
particularmente afetadas pelo efeito da endotelina (Miller et al., 1989 ). Em humanos, a
infusdo de endotelina-1 na artéria braquial provoca vasoconstricio dose-dependente dos
vasos de resisténcia do antebraco de inicio lento e duracdo prolongada, permancendo mais de
duas horas apds o término da infusdo (Clarke et al., 1989).

A disfuncdo endotelial ¢ um dos estimulos que podem desencadear a aterosclerose, de
acordo com a teoria da resposta 4 lesdo (Ross, 1993). Uma defini¢do precisa de disfungao
endotelial ¢ dificil, pois alteracdes funcionais do endotélio nem sempre sdo acompanhadas de
alteragdes morfologicas. O endotélio funciona como um modulador do ténus vascular,
produzindo substincias vasodilatadoras como o 6xido nitrico e substancias vasoconstritoras
como a endotelina. A manutengdo do tonus coronario depende de um equilibrio entre estes
fatores e, nos estados patoldgicos como a aterosclerose, o efeito final ¢ um aumento do tonus

vasomotor ¢ uma diminui¢do do fluxo sangiiineo. O papel do endotélio no controle



vasomotor € sua participacdo na patogénese da doenga arterial coronariana foram
recentemente revisados por Caramori e Zago (2000). Discutiremos em profundidade o papel
da endotelina no tonus coronariano em seres humanos.
Avaliacdo da Func¢ao Endotelial

Ludmer et al. (1986) foram pioneiros ao demonstrar que a acetilcolina (na
concentragio de até 10 M) poderia ser infundida seletivamente na circulagio coronéria para
avaliar o tonus dos vasos epicardicos e isso tem servido como padrdo-ouro para avaliacdo da
funcdo endotelial nesta ultima década. A vasoconstricdo induzida pela acetilcolina ¢ uma das
mais precoces manifestagdes da disfuncdo endotelial (Zeiher et al., 1991). Em pacientes com
evidéncia angiografica de aterosclerose, a infusdo de acetilcolina produz vasoconstricao
corondria “paradoxal”, um efeito que provavelmente reflete a perda da liberagdo endotelial de
oxido nitrico ¢ efeitos diretos da acetilcolina na musculatura lisa vascular. Interessantemente,
a administracdo cronica de nitroglicerina, um vasodilatador endotélio-independente, pode
causar disfuncdo endotelial e perda da vasodilatagdo endotélio-dependente (Caramori et al.,
1998). Vita et al. (1990) demonstraram constricdo de corondrias angiograficamente normais
em pacientes com fatores de risco para aterosclerose, incluindo dislipidemia, sugerindo que a
disfuncdo endotelial precede o desenvolvimento de aterosclerose angiograficamente aparente.
Respostas  constritoras a acetilcolina também foram demonstradas em artérias
angiograficamente normais de pacientes com evidéncia de aterosclerose em outras coronarias
(Werns, 1989).

A aterosclerose esta também associada com disturbio da funcao endotelial em vasos
de resisténcia (microcirculagdo) e esta anormalidade pode potencialmente afetar a perfusdo

miocardica de forma adversa (Heistad, 1984). A funcao endotelial da microcirculagao



coronaria pode ser avaliada pela medida do fluxo sangiiineo por Doppler intracoronério
(Doucette et al., 1992). O fluxo arterial aumenta em resposta a infusdo de agonistas
endoteliais, como a acetilcolina e a magnitude deste efeito pode ser usada para quantificar a
funcao endotelial. Quando comparado com as respostas nos vasos de condugdo, a medida do
fluxo coronariano ¢ tecnicamente mais dificil e sujeita a maior variabilidade. Zeiher et al.
(1991) demonstraram que em pacientes com dor toracica e corondrias normais ocorre uma
disfuncdo endotelial na microcirculagdo que se manifesta por aumento inadequado do fluxo
sangiiineo ao estimulo pela acetilcolina.

A medida do fluxo coronariano ¢ obtida através do célculo da velocidade da corrente
sangiliinea multiplicada pela area de sessdo transversal do vaso estudado. As variagdes do
fluxo arterial a doses crescentes de acetilcolina intracoronaria servem para quantificar a
funcdo endotelial da microcirculagdo. Em vasos normais, isto ¢, quando a funcdo endotelial
estd preservada, a infusdo de acetilcolina produz um aumento de até¢ 50% do fluxo
coronariano e de até 20% no didmetro coronario. O fluxo coronariano pode ser medido de
forma direta pela guia-Doppler intracoronaria, que fornece a velocidade do fluxo sangiiineo,
enquanto o didmetro necessario para o calculo da sessdo transversal (resposta epicardica) ¢
geralmente obtido por angiografia corondria quantitativa de pelo menos trés segmentos
distintos do vaso.

O fluxo coronariano pode também ser medido de forma simplificada através do uso
da contagem TIMI. Basicamente, o fluxo coronariano pode ser avaliado de forma semi-
quantitativa pelo sistema TIMI, ao passo que a contagem quadro a quadro do tempo
necessario para perfundir a extensdo total da artéria avaliada por angiografia fornece uma

medida indireta da velocidade sangiiinea, quando se conhece a distancia em centimetros entre



dois pontos de referéncia ao longo da corondria (Gibson et al., 1996). Esta técnica permite
uma avaliacdo da microcirculagdo prescindindo da instrumenta¢do corondria pela guia-
Doppler e tem demonstrado boa correlagdo clinica e matematica com o Doppler (Kern et al.,
1996).

Embora clinicamente relevante, a avaliagdo da circulacdo coronaria muitas vezes nao
¢ acessivel para pacientes que ndo necessitem ser submetidos a cateterismo cardiaco. Por esta
razdo, informagdes importantes relacionadas a expressdo clinica da disfun¢do endotelial
foram obtidas através do exame das artérias periféricas. Celemajer et al. (1992) foram os
primeiros a descrever uma técnica ndo-invasiva de avaliagdo da fun¢do endotelial baseada na
vasodilatagdo mediada pelo fluxo (Sorensen et al., 1995). Anderson et al. (1995)
demonstraram que os resultados obtidos por Doppler periférico apresentam boa correlagdo
com aqueles obtidos pelo teste da acetilcolina em coronarias. A oclusdo das artérias do
antebraco ou da artéria braquial com um manguito de pressdo durante 5 minutos resulta em
hiperemia reativa apds o manguito ser liberado, provocando um aumento de 5 a 7 vezes do
fluxo sangiiineo local. Se o endotélio estiver funcionalmente integro, o aumento do fluxo
sangiliineo induz estresse de cisalhamento, que resulta em dilatacdo da artéria braquial que
poderd ser detectada por eco-Doppler de alta resolucdo. Esta técnica apresenta uma
variabilidade aceitavel (aproximadamente 2%) e as medidas sdo bastante reproduziveis
(Sorensen et al., 1995). Diversos investigadores tém confirmado que esta resposta depende
da sintese de oxido nitrico. Usando este método, foi demonstrado que a dilatagdo mediada
pelo fluxo esté alterada em pacientes com hipercolesterolemia, diabete melito e aterosclesose

coronariana (Celermajer et al, 1992). Desta forma, este teste relativamente simples e
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ndo-invasivo da funcdo endotelial pode servir como rastreamento de pacientes com evidéncia
de disfuncdo endotelial coronaria.
Endotelina e Antagonistas da Endotelina

Na busca por fatores endogenos com propriedades vasoativas, Yanagisawa e
colaboradores identificaram, em 1988, um peptideo de 21 aminodcidos que posteriormente
ficou conhecido como endotelina (Yanagisawa et al., 1988). A endotelina apresenta trés
isoformas altamente relacionadas: endotelina-1 (ET-1); endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3
(ET-3) (Inoue et al., 1989). Os peptideos sdo produzidos sob forma de grandes moléculas
denominadas preproendotelinas que sdo clivados por uma endopeptidase até um precursor
biologicamente inativo, conhecido como “grande endotelina”, o qual ¢ covertido ao peptideo
final pela enzima coversora da endotelina.

O Grupo das Endotelinas

As endotelinas compde uma familia de trés peptideos (Inoue et al., 1989) compostos
por 21 aminoécidos contendo pontes de disulfito e produzindo uma estrutura semi-conica. A
endotelina-2 exibe o maior grau de semelhanca estrutural em relacdo a endotelina-1,
diferindo em apenas dois aminoacidos.

Em sua descrig¢do original, Yanagisawa et al. (1988) perceberam semelhancas entre a
estrutrura da endotelina e diversas outras neurotoxinas peptidicas. A seguir, foi demonstrado
que a endotelina apresentava uma estrutura muito proxima da sarafotoxina S6b, uma toxina
extraida do veneno da cobra Actractaspis engaddensis (Klog et al., 1988), a qual causa

morte por isquemia miocardica e infarto via vasoconstri¢cao corondria (Taksaki et al. 1988).
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Controle da Producdao

Yanagisawa at al. (1988) demonstraram que o RNAm da endotelina-1 pode ser
induzido nas células endoteliais pela exposicdo a adrenalina, trombina e calcio. A produgao
de endotelina-1 pode ser também estimulada por outros hormonios vasonstritores, incluindo
angiotensina II e vasopressina. A producdo de endotelina estimulada pela adrenalina parece
ser mediada por adrenoreceptores o-1, sendo inibida por antagonistas seletivos destes
receptores, como o prazosin (Prasad et al., 1991). Os glicocorticoides aumentam a produgdo
de endotelina-1 em cultura de células musculares lisas, mas nao afetam a produ¢ao endotelial
de endotelina.

A produgdo de endotelina-1 é inibida pelo éxido nitrico. E possivel que a diminuigéo
da sintese do oOxido nitrico possa ser responsavel pelo efeito estimulatorio dos
glicocorticdides na producdao de endotelina-1, uma vez que estes agentes inibem a oxido
nitrico sintetase nas células musculares lisas (Boulanger e Lusher, 1990).

Locais de Producdao

Espécies imunoreativas de endotelina-1 ou a expressio de RNAm para
preproendotelina podem ser encontrados em varios tecidos, incluindo vasos sangiiineos
(Boulanger e Lusher, 1990), coragdo, pulmdes, pancreas, baco, rins, neurohipofise
(Yoshizawa et al., 1990) e neuronios cerebrais (Shinmi et al., 1989). A endotelina-1 ¢ a
principal isoforma expressada pelas células endoteliais e também a mais importante no
controle local do tonus vascular. As células musculares lisas também produzem endotelina in
vitro, embora a producdo seja 100 vezes menor do que pelo endotélio (Kanse et al. , 1991).

Entretanto, a despeito da pequena producdo, a grande massa de células musculares lisas
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presente nos vasos arteriais poderia contribuir significativamente para producdo local de
endotelina-1.

Embora a endotelina-2 ndo seja detectada no plasma, técnicas imuno-histoquimicas,
utilizando anticorpos altamente seletivos para proendotelina-2, podem identificar a presenca
desta isoforma no endotélio vascular (Howard et al., 1992). Isto sugere que a producdo local
de endotelina-2 participa no controle do tonus vascular. A endotelina-3 pode ser detectada no
sistema nervoso central, adenohipofise, pulmoes, pancreas e bago, mas nao ¢ identificada nas
células endoteliais e coracao (Bloch et al., 1989; Shinmi et al., 1989; Howard et al., 1992).
Biosintese e Liberacdo

A preproendotelina-1 humana possui 212 aminodcidos e ¢ clivada por endoproteases
especificas, dando origem a proendotelina-1, um precursor peptidico de 38 aminoécidos
(Yanagisawa et al., 1988). A conversdo de proendotelina-1 em endotelina-1 ocorre
predominantemente no plasma e ndo no interior das células endotelias, uma vez que a
proendotelina-1 ¢ encontrada em maiores quantidades de que seu produto final no plasma
(Suzuki et al., 1989). Entretanto, a forma madura de endotelina-1 j4 foi detectada no interior
do citoplasma de células endotelias humanas, sugerindo que alguma conversdao ocorre no
interior da célula (Howard et al., 1992).

A sintese de endotelina-1 a partir da proendotelina-1 ocorre através da agdo da enzima
conversora da endotelina (ECE) (Yanagisawa et al., 1988). Ao menos trés subtipos de
enzimas conversoras da endotelina j4 foram identificadas, sendo duas delas de agdo
intracelular e uma ligada & membrana. A forma fisiologicamente mais importante parece ser
a ligada a membrana celular endotelial (Okada et al., 1990), ativa em pH neutro e inibida

pelo forforamidon (Ikegawa et al., 1990). Esta metaloproteinase neutra ndo circula no sangue
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e difere da enzima conversora da angiotensina. Tem sido sugerido que as enzimas
conversoras da endotelina apresentam especificidade pelas diferentes isoformas e a ECE
endotelial coverte até 10 vezes mais proendotelina-1 do que proendotelina-3. Além disso,
parece haver variacdo regional na acdo da ECE porque em doses com semelhantes efeitos
pressores sistémicos, a proendotelina-1 e a endotelina-1 apresentam diferentes efeitos em
leitos vasculares distintos (Yano et al., 1991).

Assim como o oOxido nitrico e a prostaciclina, a endotelina-1 ndo parece ser
armazenada no interior das células. A sintese de novo foi inicialmente sugerida por
Yanagisawa et al. (1988), baseando-se na evidéncia de que a producdo de endotelina-1 em
cultura de células endoteliais ndo ¢ detectada pelo menos 30 minutos apds a estimulagdo por
trombina. Entretanto, concentra¢des de endotelina-1 imunoreativa podem aumentar mais
rapidamente em resposta a determinados estimulos do que seria esperado se toda sintese
fosse de novo.

Concentracdo Plasmadtica e Eliminacdo

As concentracdes de endotelina no plasma venoso variam entre 0,25 a 20 pg/ml,
sendo bastante dependentes da técnica de dosagem utilizada (Vane et al., 1990; Loeffler e
Maire, 1992). As formas imunoreativas de endotelina-1 encontradas no plasma
compreendem: proendotelina-1 (65%); endoteina-1 (25%) e endotelina-3 (10%) (Suzuki et
al., 1989). A endotelina-2 ndo ¢ detectada no plasma. As concentracdes de endotelina-1
circulantes sdo aproximadamente 10 vezes menores do que aquelas que causam
vasoconstricao in vitro (Yanagisawa et al., 1988) ou in vivo (Haynes et al., 1991).

A endotelina-1 ¢ rapidamente eliminada apds a administracdo em bolus, possuindo

uma meia-vida inferior a 1 minuto em modelos animais. A concentracdo plasmatica de
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endotelina-1lvaria inversamente com a func¢do renal, o que sugere um aumento da produgdo
ou redu¢do da eliminacdo associadas com insuficiéncia renal (Warrens et al., 1990). O
aumento da concentragdo plasmatica que ocorre em ratos pos-nefrectomia bilateral sugere
que o efeito predominante seja na eliminagdo (Kohno et al., 1989). A degradagdo enzimatica
de endotelina pela endopeptidase neutra 24.11 também ocorre, mas seu significado biologico
¢ desconhecido (Vijayaraghavan et al., 1990). Em humanos, a endotelina-1, quando
administrada intravenosamente, possui uma meia-vida inferior a 3,6 minutos, com
eliminacdo renal e hepatica (Weitzberg et al., 1991), entretanto seus efeitos cardiovasculares
sdo consideravelmente mais prolongados (Vierhapper et al., 1990; Haynes et al., 1991).
Receptores

Existem locais de ligagdo especificos e de alta afinidade para as endotelinas nos vasos
sangiiineos, coragdo, adrenais, rins e cérebro, com uma distribui¢do que sugere um papel na
regulacdo cardiovascular (Koseki et al., 1989). Diferentes respostas funcionais as isoformas
de endotelina sugerem a existéncia de pelo menos trés tipos de receptores (Inoue et al.,
1989). Um tipo parece ligar-se preferencialmente a endotelina-1, o segundo ndo apresenta
seletividade entre as endotelinas 1 a 3, enquanto o ultimo liga-se com maior afinidade a
endotelina-3. Dois destes receptores foram isolados pela expressdo de DNA in vitro (Inoue et
al., 1989).

O receptor ETA foi inicialmente isolado a partir de células de pulmdo bovino,
possuindo alta afinidade pela endotelina-1 (poténcia de liga¢do: endotelina-1 > endotelina-2
>> endotelina-3). Posteriormente, o receptor ETo humano foi clonado e localizado no
cromossoma 4 (Hosoda et al., 1991; Cyr et al., 1991), possuindo 427 aminoécidos. Estes

receptores estdo presentes em diversos tecidos humanos, com maior expressdo na aorta,
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coracdo, pulmdes e rins. Entretanto, a auséncia de RNAm para receptores ETa nas células
endoteliais sugere que a expressao vascular do receptor € limitada as células musculares lisas
(Hosoda et al., 1991).

Um segundo receptor (ETg ) foi inicialmente clonado a partir de DNA de ratos,
possuindo igual afinidade pelos trés tipos de endotelina (Sakurai et al., 1990).
Posteriormente, este receptor foi clonado em células humanas, possuindo 442 aminoéacidos
(Ogawa et al., 1991) e apresentando apenas 55% de identidade genética com o receptor ETx.
Os receptores ETg sdo encontrados em diversos tecidos, incluindo cortex cerebral, cerebelo,
pulmdes, rins, aorta e células endoteliais.

Os primeiros antagonistas dos receptores da endotelina desenvolvidos para teste em
humanos foram obtidos através da fermentacdo do Streptomyces misakiensis, mas
apresentavam baixa afinidade de ligacdo aos receptores. Posteriormente, uma série de
compostos peptidicos seletivos e nao seletivos para receptores ET, ou ETg foram
desenvolvidos (Tabela 1). Estes compostos sdo hidrolizados por peptidases na circulagdo
sistémica e no trato gastrointestinal e ndo penetram a barreira hemato-encefalica.

A infusdo de BQ 123 (antagonista dos receptores ET, ) na artéria braquial de
pacientes normais provoca vasodilatacdo progressiva (Haynes et al. 1994). Aumento do fluxo
arterial e diminuicdo da resisténcia vascular foram obtidos apo6s a infusdo sistémica de
bloqueadores dos receptores ETA / ETg (Haynes et al., 1996). O bloqueio isolado dos
receptores ET4 pode ser diferente do bloqueio dos receptores ETg ou ETA / ETg, ja que a
ativacdo dos receptores ETp produz globalmente um efeito hipotensor e vasodilatador,
enquanto a estimulacdo dos receptores ETA provoca basicamente vasoconstri¢do. Entretanto,

ambos receptores podem mediar um efeito vasoconstritor em resposta a endotelina-1 em
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Tabela 1: Antagonistas dos receptores da endotelina peptidicos e nao-peptidicos

Seletividade do receptor ET
ETA ETB

Inibidores peptidicos

BQ 123 BQ 788
BQ 485 IRL 1038
BQ 610

FR 139317

Inibidores nao-peptidicos

PD 155080
PD 156707
BMS 182874
A-127722

ETs/ ETs

PD142893
PD145065
TAK 044

Bosentan

RO 462005
L-754142

LU 135252
SB 209670
RO 470203
CP 170687

situacdes patoldgicas, como na hipercolesterolémia, nas quais os niveis teciduais e

circulantes de endotelina-1 encontram-se aumentados (Lerman et al., 1993)

Além de uma atividade da endotelina-1 aumentada, a hipercolesterolemia esta

associada com disfun¢do endotelial, diminuicdo da atividade basal do o6xido nitrico ¢

diminui¢do da atividade endotelial da 6xido nitrico sintetase (Lerman et al., 1995). A

atenuacdo da atividade do 6xido nitrico ¢ funcionalmente importante, uma vez que o 6xido

nitrico contribui tanto para forma basal como para a forma estimulada por demanda do fluxo

coronariano. O o¢xido nitrico antagoniza os efeitos vasculares da endotelina-1 ¢ esta

intimamente ligado a regulagdo da producao da endotelina-1 (Lopez et al., 1990).
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A hipercolesterolemia estd também associada com um aumento da producdo de
radicais livres e com um aumento do estresse oxidativo (Teerlink et al., 1994), o que leva a
uma altera¢do na biodisponibilidade de 6xido nitrico e/ou alteragdes funcionais no endotélio
com importantes conseqiiéncias na patogénese da aterosclerose (Erikson e Velasco, 1996). O
estresse oxidativo aumenta também a producdo e a liberacdo de endotelina-1 pelas células
endoteliais (Sokolovsky, 1994) e a endotelina-1, por sua vez, pode aumentar o estresse
oxidativo pelo estimulo da producdo de radicais livres por macrofagos (Lerman e Bunnet,
1992). Recentemente, Best ¢ colaboradores (1999) realizaram um estudo onde a tanto
adminstracdo cronica de antagonistas dos receptores A e B combinados como de receptores
A especificos foi relacionada com uma melhora da fun¢do endotelial e com um aumento dos
niveis de 6xido nitrico num modelo experimental de hipercolesterolemia . Foi demonstrado
ainda uma reducdo do estresse oxidativo relacionada a inibicdo dos receptores da endotelina
que resultou em diminui¢do da producdo de F2-isoprostanos. Os autores concluiram que a
endotelina-1 participa da regulacdo da atividade do 6xido nitrico e sugeriram um possivel
papel para os inibidores da endotelina na hipercolesterolemia.

Eventos Intracelulares

A endotelina-1 exerce seus efeitos através de uma série complexa de eventos
intracelulares que incluem a ativagdo da fosfolipase C, aumento da transcricdo genética e
interagdes com canais i0nicos. O evento final que resulta em vasoconstricdo decorre de um
aumento da concentracao intracelular de calcio. Em virtude do caracteristico efeito constritor
prolongado, a liberagdo sustentada de cdalcio tem sido alvo de interesse. Inicialmente, foi
sugerido que a endotelina-1 atuasse como um agonista enddégeno dos canais de calcio

dihidropiridina-sensiveis (Yanagisawa et al., 1988), por seu efeitos serem dependentes do
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calcio extracelular e antagonizados por inibidores da dihidropiridina. Entretanto, foi
demonstrado que as contragdes resultantes da endotelina ocorrem, embora em menor grau,
na auséncia de calcio extracelular, sendo improvavel que a endotelina-1 atue como um
agonista endogeno dos canais de calcio dihidropiridina-sensiveis.

Efeito das Endotelinas

As endotelinas sdo potentes agentes pressores in vivo, sendo a endotelina-3 a
isoforma de menor poténcia (Yanagisawa et al., 1988). O efeito dura mais de 60 minutos
apods a administracdo em bolus e ¢ precedido por alguns minutos de hipotensdo transitdria, a
qual ¢ mais marcada com a endotelina-3 (Inoue et al., 1989). Em condi¢gdes mais fisioldgicas,
nas quais as concentracdes de endotelina aumentam de modo gradativo, a hipotensdo
transitoria ndo ocorre (Gardiner et al., 1992). As circulagcdes corondria e renal sdo mais
sensiveis a infusdo sistémica de endotelina-1 do que a esplancnica e a periférica (Miller et al.,
1989).

As endotelinas estimulam a sintese de 6xido nitrico em cultura de células endoteliais
(Suzuki et al., 1991) e em vasos isolados (Warner et al., 1989) pela acdo em receptores ETg.
Entretanto, a endotelina-1, atuando em receptores ET,, inibe a sintese de 6xido nitrico em
c¢lulas musculares lisas (Ikeda et al., 1997). Os efeitos vasodilatador e hipotensor transitorios
que ocorrem apos a infusdo em bolus de endotelinas parecem ser relacionados em parte com
a liberag@o de oxido nitrico pelas células endoteliais, uma vez que inibidores da 6xido nitrico
sintetase, como L-NAME, atenuam substancialmente este efeito (Douglas e Hiley, 1990).
Talvez mais relevante do ponto de vista fisioldgico, os inibidores da 6xido nitrico sintetase
também potencializam os efeitos constritor e pressor da endotelina-1, sugerindo que exista

um mecanismo autocrino de retroalimentagdo que regula o efeito vasoconstritor da
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endotelina (Douglas e Hiley, 1990). A endotelina-1 também aumenta a sintese de
prostaciclina pelas células endoteliais (Suzuki et al., 1991) e inibidores da cicloxigenase
potencializam a vasoconstrigdo induzida pela endotelina-1. Entretanto, as prostaglandinas
parecem ndo interferir no efeito hipotensor das endotelinas, ja que este efeito ndo ¢ afetado
por inibidores da cicloxigenase (Gardiner et al., 1990).

Desta forma, a estimulac¢do das células endoteliais pelas endotelinas atenua mas nao
inibe seu prolongado efeito vasoconstritor. Este efeito autdcrino ¢ provavelmente mediado
pelos receptores nao seletivos ET g presentes nas células endoteliais. Existem evidéncias de
que estes receptores estejam também presentes nas células musculares lisas, onde provocam
vasoconstricdo. A vasoconstricdo dependente dos receptores ET g varia entre diferentes
espécies e vasos, sendo mais predominante em veias do que em artérias (Moreland et al.,
1992). Variagdes na distribuicdo dos receptores pode explicar porque a endotelina-3 ¢
eqiiipotente a endotelina-1 como vasodilatador (células endotelias, mediado por ETg ), mas ¢
menos potente como vasoconstritor (células musculares lisas, principalmente mediado por
ETa ) (Warner et al., 1989).

A endotelina-1 ¢ um potente vasoconstritor das corondrias epicardicas, podendo
causaar isquemia miocardica e arritmias ventriculares (Ezra et al., 1989). A administragdo
sistémica provoca vasoconstri¢do corondria prolongada, sendo a circulagdo coronaria mais
sensivel aos efeitos da endotelina do que outras circulacdes, exceto a renal (Miller et al.,
1989). A endotelina-1 possui efeitos inotropico e cronotropico positivos in vitro que ocorrem
em doses menores que as necessarias para provocar constricdo coronaria (Firth et al., 1990).

A endotelina-1 causa vasoconstricdo das arteriolas aferente e eferente renais,

reduzindo tanto o fluxo plasmatico renal como a taxa de filtracdo glomerular (Edwards et al.,

20



1990). Entretanto, ao contrario do esperado, a endotelina-1 em baixas concentracdes leva a
um aumento da excre¢do urindria de so6dio em virtude do estimulo da liberacdo de peptideo
natriurético atrial (ANP) e diminui¢do da resposta renal ao horménio anti-diurético (ADH)
(Kon e Badr, 1991). Alguns investigadores tem apontado a presenca de niveis elevados de
endotelina-1 circulantes para sugerir que a produ¢do de endotelina-1 esteja aumentada na
hipertensdo arterial sist€émica (Kohno et al., 1990). Entretanto, a eliminacdo de endotelina ¢
dependente da fun¢do renal e as concentragdes extremamente elevadas que sdo encontradas
em casos de hipertensdo acelerada sdo mais provavelmente relacionadas a um déficit da
funcdo renal (Kohno et al., 1989). Estudos com antagonistas dos receptores da endotelina
reforcam a idéia de que a endotelina-1 possa participar em modelos experimentais de
hipertensdo. O antagonista dos receptores ETs, BQ-123, diminui agudamente a pressao
arterial em camundongos SHR explicar a sigla alimentados com dieta rica em sal, mas nao
afetam a pressdo de controles privados de sodio. Quando administrado cronicamente, o BQ
123 diminui a pressdo arterial e previne o surgimento de anormalidades renais nestes animais
(Nishikibe et al., 1992).

O potente efeito mitogénico da endotelina-1 pode contribuir para hipertrofia das
células musculares lisas associada com a hipertensdo, amplificando as respostas
vasoconstritoras (Lever, 1986). A capacidade da endotelina-1 de promover a proliferacao
celular pode também contribuir para o desenvolvimento de aterosclerose. Lesdes
ateroscleroticas apresentam forte expressdo de endotelina-1 e pacientes com doenga
aterosclerotica possuem niveis plasmaticos de endotelina elevados, atingindo maiores

concentragdes nos pacientes com maior numero de vasos afetados (Lerman et al., 1991).
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Endotelinas e Aterosclerose

Embora o papel da endotelina como um potente vasoconstritor sistémico e coronario
tenha sido bem estabelecido, existem evidéncias crescentes de que a endotelina possa
participar na patogénese e nas manifestagdes clinicas da aterosclerose. A endotelina pode
exercer um papel central nos estagios clinicos da doenga aterosclerdtica, desde suas fases
iniciais como disfun¢do endotelial que progride para isquemia miocardica até o infarto do
miocardio. A endotelina-1 ¢ um potente vasoconstritor e suas concentragdes estdo elevadas
no endotélio ¢ nas células musculares lisas de vasos aterosclerdticos (Winkles et al., 1993;
Lerman et al., 1991). Em pacientes com cardiopatia isquémica e angina estavel, os niveis
plasmaticos de endotelina-1 estdo correlacionados diretamente com a extensdo e a gravidade
da aterosclerose corondria (Salomone et al., 1996). Além disso, a aterosclerose potencializa a
atividade vasoconstritora da endotelina (Lopez et al., 1990) por estimular seu acumulo local
(Prat et al., 1993; Dashwood et al., 1993; Dashwood et al., 1994) e ligagdo ao receptor
(Bacon et al., 1995).

A endotelina ¢ liberada em resposta a lesdo vascular, sendo um importante estimulo
para quimiotaxia e adesdo de monocitos circulantes, bem como ativacdo dos macrofagos
(Haller et al., 1991). A forma oxidada da LDL, um dos principais participantes do processo
aterogénico, funciona como um potente estimulo para produgdo e secrecdo de endotelina
(Boulanger et al., 1992). Estudos in vitro e in vivo demonstraram um efeito mitogénico da
endotelina sobre as células musculares lisas (Weissberg et al., 1990). A endotelina estimula a
hipertrofia e a hiperplasia das células musculares lisas em cultura (Alberts et al., 1994), ao
passo que as células musculares lisas, por sua vez, secretam e produzem endotelina (Resinik

et al., 1990). Acima de tudo, a administracdo exogena de ET-1 aumenta a formagdo
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neointimal in vivo, ao que tudo indica através da ativagdo da proteina-kinase C (Douglas et
al., 1994). Estudos in vitro em cultura de células musculares lisas adrticas demonstraram que
o efeito proliferativo da endotelina-1 ocorre através dos receptores ET, e ndo dos receptores
ETg e, além disso, a atividade mitogénica da endotelina depende da densidade de receptores
ETa. Estes achados foram corroborados pelo relato de que o bloqueio dos receptores ETx
diminui a aterosclerose em hamsters com hipercolesterolemia (Kowala et al., 1995).

A endotelina-1 promove a formacdo de trombos plaquetarios na microcirculagdo,
(Halim et al., 1993), podendo contribuir para a patogénese das sindromes coronarias agudas.
Este efeito também parece ser mediado por receptores ET,, uma vez que os receptores ETg
apresentam um efeito inibitério sobre a trombose arterial (McMurdo et al., 1993). Além
disso, as potentes propriedades vasoconstritoras da endotelina sobre a circulagdo coronariana
podem potencializar o processo aterosclerdtico através da redu¢do do fluxo sangiiineo
(Cannan et al., 1995).

Achados recentes sugerem que a endotelina-1 possa apresentar um papel central na
ruptura das placas associadas com sindromes isquémicas agudas. A ruptura da placa ¢ o
mecanismo predominantemente responsavel pelo desenvolvimento de sindromes isquémicas
agudas (angina instavel, infarto agudo do miocardio), através da formacdo de trombo e
vasoconstricdo (Bogarty et al., 1994; Hackett et al., 1987). As placas culpadas pelas
sindromes corondrias agudas sdo caracterizadas pela presenca abundante de macrofagos
(Libby, 1995) . As concentracdes de endotelina-1 imunoreativa estdo substancialmente
elevadas nas placas ativas de pacientes com angina instavel quando comparadas com placas
inativas e o excesso de endotelina-1 estd localizado em macrdofagos e células endoteliais

(Zeiher et al., 1994; Zeiher et al., 1995; Thling et al., 1996). E interessante que a via de
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oxidacdo da LDL ¢ um potente estimulo para sintese de endotelina em macrofagos (Martin-
Nizard et al., 1991; Boulanger et al., 1992).

Niveis elevados de endotelina plasmatica e tecidual tém sido demonstrado nos
estagios iniciais da aterosclerose em modelos experimentais e em seres humanos. A ET-1
pode estar elevada em ratos hipercolesterolémicos antes do surgimento de alteracdes
morfoldgicas na vasculatura (Horio et al., 1991). A dieta aterogéncia em porcos resulta em
disfun¢ao endotelial, aumento dos niveis circulantes e teciduais de endotelina e, além disso, a
administracdo intracoronaria de acetilcolina resulta em elevagdo da endotelina plasmatica que
correlaciona-se com o grau de vasoconstricdo (Lerman et al., 1993). Pacientes com disfung¢ao
endotelial que ndo apresentam evidéncias angiograficas de aterosclerose sdo caracterizados
por uma diminui¢do do fluxo sangiiineo em resposta a acetilcolina. Lerman e colaboradores
(1995) demonstraram que a presenca de endotelina estd aumentada na circulagdo sistémica e
corondria de pacientes portadores de disfuncdo endotelial e a acetilcolina provoca

vasoconstricao nestes pacientes.
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III. OBJETIVOS

Nesta tese, utilizamos a infusdo seletiva de BQ-123, um inibidor especifico dos
receptores ET da endotelina-1, para:

1. Avaliar a contribuicdo da endotelina-1 no tonus coronariano epicardico pela medida do
didmetro coronariano € na microvasculatura coronaria, em artérias livres de lesOes
obstrutivas, pela medida do fluxo coronariano por Doppler intracoronario e pelo método
da contagem TIMI;

2. Comparar a contribuicdo da endotelina-1 na vasoreatividade coronariana em artérias
livres de lesdes e em artérias com lesdes ateroscleroticas obstrutivas.

Utilizamos também a administracdo intracoronaria de adenosina, um vasodilatador
especiico da microcirculacdo, para:

3. Correlacionar o método da contagem TIMI com o Doppler intracoronario para medida da

velocidade do fluxo coronariano.
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IV. METODOS

Selecdo dos Pacientes

Pacientes de ambos os sexos, com idades variando entre 18 a 75 anos foram incluidos
no estudo e alocados em 2 grupos: 1) grupo controle caracterizado pacientes com dor toracica
atipica submetidos a cateterismo cardiaco que apresentaram corondrias angiograficamente
normais ou com irregularidades luminais minimas e 2) pacientes portadores de dor torcica e
com pelo menos uma corondria apresentando estenose igual ou superior a 70%. Os critérios
de exclusdao foram os seguintes: 1) exclusdo angiografica na presenca de lesdo do tronco da
coronaria esquerda ou lesdo severa de trés vasos; 2) Insuficiéncia cardiaca e/ou fracdao de
ejecdo inferior a 40%; 3) nitroglicerina ou nitratos de acdo prolongada nas 4 horas
precedentes ao protocolo; 4) anormalidades da funcdo renal, hepatica ou hematoldgica e 5)
incapacidade de assinar o termo de consentimento.

Os fatores de risco coronariano foram obtidos através dos prontudrios médicos e por
entrevista. Hipertensdo arterial foi definida pelo uso de medicacdo anti-hipertensiva e
fumantes ativos foram considerados aqueles pacientes com uso de pelo menos um cigarro ao
dia nos ultimos 30 dias. Todos pacientes assinaram um termo de consentimento de acordo
com os padrdes do Comité de Pesquisa em Seres Humanos do Brigham and Women’s
Hospital.

Protocolo de Estudo

Os pacientes incluidos no estudo tiveram uma amostra de sangue coletada para

analise do colesterol e receberam heparina intravenosa em bolus com o objetivo de atingir

um tempo de coagulagdo ativado (TCA) superior a 250 segundos. Um cateter-guia 6Fr foi
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posicionado no Ostio da corondria a ser estudada e um cateter de infusdo (Target
Therapeutics, Fremont, CA-USA) foi posicionado num dos ramos principais da coronaria
esquerda para infusdo da droga ativa. Uma guia-Doppler 0.014° (Flow-wire, Cardiometrics,
Rancho Cordova, CA-USA) foi introduzida através do cateter de infusdo e mantida numa
posicdo estavel durante o estudo para avaliagdo continua da velocidade do fluxo
coronariano. Ap6s a administragdo de soro fisioldgico durante cinco minutos iniciais, o
antagonista especifico dos receptores ETa BQ-123 foi administrado seletivamente
intracoronario numa taxa de infusdo de 40 nmol/min (0.8 ml/minuto) durante 60 minutos.
Esta dose atinge uma concentracdo local de 1 uM, que ¢ duas vezes superior & necessaria
para inibir completamente os receptores ET4 no antebraco de seres humanos. Além disso,
esta dose de BQ 123 produziu uma queda pequena, porém significativa, da pressdo arterial
sistémica (ver Resultados), portanto doses maiores foram intencionalmente evitadas. Os 60
minutos de infusdo foram escolhidos por este ser o periodo ncessario para o BQ-123 atingir
seu platd em investigagdes prévias no antebraco (Cardillo 1999, Taddei 1999). No final da
infusdo da droga, 24 ng de adenosina e 200 pg de nitroglicerina foram injetados em bolus no
tronco da corondria esquerda para avaliar a capacidade vasodilatadora respectivamente da
microcirculagdo e das artérias epicardicas.

Apos o término do protocolo de avaliacdo da reatividade vasomotora coronariana, os
pacientes com lesdes aterosclerdticas passiveis de revascularizacdo percutdnea foram
submetidos a angioplastia com implante de endoprotese coronaria.

Doses das Drogas
O antagonista da endotelina BQ-123 foi previamente administrado na artéria braquial

em seres humanos em doses de 10 a 100 nmol/min demonstrando inibir os efeitos
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vasoconstritores da infusdo de endotelina-1 (Haynes e Webb, 1994). Considerando-se que o
fluxo coronariano excede o fluxo arterial do antebraco em até quatro vezes, uma infusdo de
40 nmol/min da droga a uma velocidade de 0,8 ml/min foi escolhida visando obter-se efeitos
semlhantes na circulagdo coronariana. A administracdo de nitroglicerina e adenosina em
bolus sdao padronizadas por atingirem respectivamente a maxima dilatagdo epicardica e da
microcirculagdo (Feldman et al., 1981).
Angiografia Corondria Quantitativa

Angiografias corondrias foram realizadas a cada 15 minutos durante a infusdo de BQ-
123 e apos a administracdo de adenosina e nitroglicerina. As cinecoronariografias foram
digitalizadas no pico da diastole e trés segmentos da artéria infundida (artéria alvo) mais trés
segmentos de outra corondria ndo infundida (artéria controle) angiograficamente livre de
lesdes epicardicas foram analisados por angiografia quantitativa computadorizada (CMS-
QCA, MEDIS, Leiden, Holanda). As respostas a administracio em bolus de adenosina e
nitroglicerina no tronco da coronaria esquerda também foram avaliadas.
Fluxo Coronariano e Resisténcia Vascular

A velocidade do fluxo coronariano foi obtida de modo continuo pela guia-Doppler. A
guia-Doppler (Flowire, Cardiometrics) foi validada por Doucette et al. (1992) e possui 175
cm de comprimento, 0.014 polegadas de didmetro com um transdutor de 12 MHz integrado
na sua extremidade distal. O sistema ¢ acoplado a um analisador de espectro em tempo-real,
videocassete e impressora e os sinais auditivos quadratura/Doppler sdo analisados por
transformagao rapida de Fourier (Donohue et al., 1993). A velocidade média de pico (VMP)

foi registrada a cada 5 minutos durante a infusdo de BQ-123, ap6s adenosina e nitroglicerina.
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O fluxo coronariano foi calculado a partir da velocidade média de pico e do didmetro
coronario logo apds a extremidade distal da guia-Doppler como:

Fluxo coronariano = m.(diametro/2)* . VMP/8
A resisténcia corondria na artéria alvo foi calculada como:

Resisténcia Coronaria = pressao arterial média/fluxo coronariano

Avaliagdo do Fluxo Arterial Coronariano pelo Método da Contagem TIMI

A contagem TIMI foi utilizada para medida da velocidade do fluxo coronariano
durante a administracdo do BQ 123 e adenosina. A contagem TIMI é um método validado
(Gibson et al. ,1996; Dotani et al., 1996) que permite a analise quantitativa da velocidade do
fluxo coronariano. No método TIMI, a artéria coronaria esquerda ¢ estudada em projecao
obliqua anterior direita caudal e a coronaria direita ¢ melhor analisada na projecao obliqua
anterior esquerda cranial, ambas numa magnificacdo de 9 polegadas e velocidade de 30
quadros/segundo. Durante a injecdo de contraste, a artéria ¢ focalizada ao longo do seu
trajeto para gravar a imagem durante a qual o contraste entra primeiro no vaso e segue o
avanco do contaste a medida que este evolui ao longo do vaso até um ponto de referéncia
distal. O numero de “quadros” necessarios para que o contraste percorra estes extremos ¢é
contagem TIMI (Gibson et al., 1996; Dotani et al., 1996). A contagem TIMI possui
excelente reprodutibilidade (coeficiente de variabilidade 9%) (Gibson et al., 1996) ¢

correlaciona-se bem com as medidas por Doppler intracoronario (Kern et al., 1996).
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As seguintes formulas foram utilizadas para o calculo do fluxo sangiiineo:
Fluxo = Velocidade x Area do Vaso x 0.06

Velocidade = Distancia x 30/TFC; TFC = contagem TIMI

Area do Vaso = .(raio)’

Pardametros Clinicos e Hemodindmicos

As caracteristicas clinicas dos pacientes, incluindo dados demograficos e fatores de
risco foram documentadas no inicio do estudo. A frequéncia cardiaca, a pressdo arterial
sist€tmica e o eletrocardiograma foram monitorizados permanentemente ao longo do
protocolo de infusdao das drogas.

Anadlise Estatistica

Os resultados sdao apresentados como como média + desvio padrao (DP), ou como
propor¢des, conforme o apropriado. Os seguintes desfechos foram avaliados em resposta ao
antagonista da endotelina (apo6s 60 minutos de infusdo), nitroglicerina e adenosina: (a) a
variagdo no didmetro luminal médio basal avaliado por angiografia quantitativa nos
segementos proximal, médio e distal da corondria infundida e (b) a reserva de fluxo coronaria
avaliada por Doppler intracoronario.

As medidas do diametro epicardico, da resisténcia coronaria e das alteragdes
hemodindmicas foram comparadas com as medidas basais usando modelos de andlise de
variancia de dupla entrada para medidas repetidas (ANOVA). As variaveis categoricas foram
avaliadas pelo teste exato de Fisher. O coeficiente de Pearson foi utilizado para comparar a
resposta da velocidade do fluxo arterial a infusdo de adenosina medida por Doppler e pelo

método da contagem TIMI.
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O nivel de significancia estatistica deste estudo foi menor ou igual a 0,05
considerando-se um poder de 80%. Todos dados foram analisados pelo pacote estatistico

STATA (Stacorp, TX).
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V. RESULTADOS

Um total de 36 pacientes consentiram em participar do estudo. Dezeseis pacientes
foram incluidos no trabalho, sendo oito destes com corondrias sem lesdes epicardicas
significativas (grupo controle) e oito pacientes com estenoses corondrias igual ou superior a
70% na artéria a ser estudada. Os demais pacientes foram excluidos por ndo preencherem os
critérios angiograficos de inclusdo.

As caracteristicas demograficas basais dos pacientes estdo apresentadas na Tabela 2.
As variaveis clinicas foram semelhantes nos dois grupos, exceto o uso de estatinas que foi

significativamente maior e o HDL que foi menos elevado no grupo com lesdes coronarianas.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas basais

Livre de lesoes obstrutivas Lesoes ateroscleroticas

(n=38) (n=38)
Idade (anos) 52 +9 54 + 8
LDL colesterol (mg/dL) 101 +43 102 + 37
HDL colesterol (mg/dL) 62 +22 37+11°%*
Diametro coronario médio (mm) 1,79+ 0,53 1,78 + 0,51
Homens 2 (25) 6 (75)
Hipertensao 3 (38) 3(3%8)
Fumantes 2 (25) 1(13)
Uso de estatinas 1 (13) 6 (75) *

dados apresentados como média + DP ou n (%); * P <0,05
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Variagdo do Didmetro e do Fluxo Sangiiineo nos Pacientes com Corondrias Livres
de Lesoes Obstrutivas

A média do fluxo sangiiineo na corondria alvo foi 26 + 26 ml/min. Ap6s 60 minutos,
a infusdo de BQ-123 foi associada com uma diminuicdo modesta porém significativa da
pressao arterial sistémica (de 97 £11 mm Hg para 88 + 13 mm Hg, P < 0.001) acompanhada
de um leve aumento da frequéncia cardiaca (de 69 +10 batimentos/minuto para 72 £+ 9

batimentos/minuto). (Figura 1)
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Figura 1. Reposta hemodinimica média para 8 pacientes a infusdo de BQ-123. PA sistolica: pressiao
arterial sistolica; PA média: pressio arterial média; FC: frequéncia cardiaca; BPM: batimentos por
minuto.
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A infusdo de BQ-123 provocou dilatagdo progressiva da coronaria alvo (Figura 2).
Apds 60 minutos de infusdo, o didmetro da coronaria alvo aumentou 7% acima do seu basal
(P < 0,001) enquanto o didmetro do vaso controle ndo se alterou (P = 0,2) (P < 0,001 para
comparag¢do entre artéria alvo e artéria controle). Esta dilatagdo ocorreu de modo uniforme ao
longo da extensdo da corondria infundida (média = DP: segmento proximal = 5% =+ 1%;

segmento médio= 9 +2%; segmento distal=7% + 2%) (Figura 3).
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p— 1}
3 8% Alvo
0 4y
o
&
o 9% Controle

4% . T T

0 15 30 45 60
Tempo de Infusao (min)

Figura 2. Efeito do BQ-123 no didmetro epicardico médio (+ DP) de coronarias livres de lesées
obstrutivas. Alvo: coronaria infundida; Controle: coronaria nao-infundida
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Figura 3. Analise por segmento arterial do efeito do BQ-123 em coronérias livres de lesdes obstrutivas.

O fluxo coronariano na artéria alvo aumentou 19% no final dos 60 minutos de infusio

de BQ-123 (P = 0,002). Este achado foi associado com uma reducgdo de 22% na resisténcia

vascular coronaria (P < 0,001) (Figura 4). Nao houve diferencas na resposta epicardica ou no

fluxo sangtineo em relagdo a presenca ou auséncia de fatores de risco.
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Figura 4. Resposta do fluxo sangiiineo coronariano em resposta a infusio de BQ-123 em coronarias
livres de lesdes obstrutivas.

Comparacgdo da Resposta do Diametro Corondrio em Pacientes com Lesdo Aterosclerdtica
e em Pacientes com Corondrias Normais

A infusdo de BQ-123 causou dilatagdo progressiva da coronaria alvo em ambos os
grupos. Apds 60 minutos de infusdo, o didmetro da coronaria alvo aumentou 7% no grupo
com coronarias normais ¢ 16% no grupo com lesdo epicardica (P < 0.01) (Figura 5). Esta
dilatacdo ocorreu de modo uniforme ao longo da extensdo da corondria infundida no grupo
controle (média £ DP: segmento proximal= 5% =+ 1%; segmento médio= 9 +2%; segmento
distal=7% =+ 2%), enquanto no grupo com doenga corondria a dilatacdo foi mais pronunciada

no local da lesdo aterosclerdtica (P <0.01) (Figura 6 ).
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Figura 5. Comparacio do efeito do BQ-123 no didmetro epicardico médio de coronarias livres de lesdes
obstrutivas e coronarias com lesées ateroscleroticas. Normal controle: coronarias livres de lesdes
ateroscleroticas, vaso niao-infundido; DAC controle: coronarias com lesdoes aterosclerdticas, vaso nio-
infundido; Normal BQ-123: coronarias livres de lesoes aterosclerodticas, vaso infundido; DAC BQ-123:
coronarias com lesoes ateroscleroticas, vaso infundido; Lesdao BQ-123: local da lesido aterosclerotica, vaso

infundido.
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Figura 6. Analise por segmento arterial do efeito do BQ-123 em coronarias com lesdes obstrutivas.
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A administracdo de adenosina aumentou o diametro da artéria alvo em 9% no grupo
controle (p<0.001) e em 16% no grupo com lesdo aterosclerdtica (p<0.001). A nitroglicerina
foi associada com um aumento de respectivamente 21% e 26% do didmetro epicardico nos
grupos controle e com lesdo aterosclerdtica significativa.

Resposta da Velocidade do Fluxo Coronariano a Adenosina e ao BQ-123 pelo Método de
Contagem TIMI

A administragdo de BQ-123 nio resultou em alteragdo significativa da velocidade do
fluxo sangiiineo tanto da corondria alvo como da coronaria controle pela contagem TIMI
(Figura 7), ndo ocorrendo diferenca significativa na variagdo da velocidade do fluxo medida
por Doppler intracoronario e pela contagem TIMI (P = 0,4 Doppler; P = 0,2 TIMI) (Figura
8). Entretanto, a adenosina provocou um aumento significativo da velocidade do fluxo
coronariano em condi¢des de hiperemia, havendo boa correlacdo entre as alteragdes da
velocidade detectadas por Doppler e pela contagem TIMI (r = 0,67; P = 0,01) (Figura 9).
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Figura 7. Resposta da velocidade do fluxo sangiiineo a infusio de BQ-123. Vel alvo: velocidade na artéria
infundida; Vel controle: velocidade na coronaria nao-infundida.
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Figura 8. Variacao da velocidade do fluxo sangiiineo em resposta a infusdo de BQ-123 avaliada por
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Figura 9. Correlaciio entre a variacdo da velocidade do fluxo sangiiineo em resposta a adenosina medida
por Doppler e pelo método da contagem TIMI. R = 0,67; coeficiente de correlacio.
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VI. DISCUSSAO

O conceito de que o endotélio vascular representa uma barreira celular ativa que
reveste os vasos sangiiineos e possui multiplas fungdes ¢ bastante conhecido. O endotélio
produz e libera substancias que irdo participar da homeostase vascular. Em condigdes
normais, predominam as agOes vasodilatadoras, anti-proliferativas e anti-plaquetarias
relacionadas principalmente ao 6xido nitrico (Furchgott e Zawadzki, 1980; Palmer et al.,
1988). A disfuncdo endotelial caracterizada pela vasoconstricdo e/ou redugdo do fluxo
arterial em resposta a acetilcolina ¢ um evento precoce que precede o surgimento de lesdes
ateroscleroticas angiograficamente detectaveis (Zeiher et al., 1991). As alteragdes da fungao
endotelial podem ser reversiveis com o tratamento dos fatores de risco como a dislipidemia
(Anderson et al., 1995). A presenca de disfungdo endotelial ¢ marcante também apos
procedimentos de revascularizagdao percutanea. Caramori e colaboradores (1999) realizaram
um estudo onde foi demonstrado que a disfuncdo endotelial pds-implante de endoprétese
coronaria ¢ mais exacerbada do que pds angioplastia ou aterectomia corondria. Entretanto,
apenas recentemente foi comprovado que a disfun¢ao endotelial apresenta valor prognostico
no desenvolvimento de eventos cardiovasculares futuros, podendo fornecer informagodes
importantes tanto no diagnostico como no manjo de pacientes com risco de desenvolverem
aterosclerose (Schachinger et al., 2000; Al Suwaidi et al., 2000).

Uma atividade peptidérgica produzida pelas células endoteliais capaz de provocar
vasoconstricdo coronariana foi inicialmente descrita em 1995 e, subsequntemente, uma
familia de peptideos denominados endotelinas foi isolada (Hickey et al., 1985). A descoberta

e o desenvolvimento de antagonistas especificos dos receptores da endotelina possibilitou
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avangos na compreensdo da biologia destes peptideos vasoativos, permitindo avaliar a
participacdo da endotelina na fisiologia e na patogénese das doencas vasculares.

A ET-1 ¢ um potente vasoconstritor em mamiferos e, além de suas potentes agdes
vasopressoras, também induz a proliferacdo de células endoteliais e musculares lisas (Bobik
et al., 1990; Vigne et al., 1990). A vasoconstri¢do corondria em caes induzida pela ET-1 ¢
mediada principalmente por receptores ET, (Rigel e Lappe, 1993) que possuem uma
afinidade 10 vezes maior pela ET-1 do que pela ET-2 e pela ET-3 (Arai et al., 1990). Os
efeitos mitogénicos e vasoconstritores da endotelina podem ser bloqueados por antagonistas
dos receptores ET, (Ohlstein et a., 1992). Um aumento da endotelina e de seus precursores
pode ser observado em placas ateroscleroticas, ocorrendo um predominio de receptores ETa
na camada média. Esta evidéncia sugere que a ET-1, através de ligagdo aos seus receptores
ETa, estimula a proliferacdo das células musculares lisas e, portanto, pode ser fundamental
na patogénese da aterosclerose. McKeenna e colaboradores (1998) demonstraram que
antagonistas ET, seletivos orais reduzem significativamente a hiperplasia neointimal em
modelos animais de re-estenose.

Existem diversas evidéncias de que a endotelina modula o tonus arterial periférico em
seres humanos e de que o efeito vasoconstritor da ET-1 pode ser blogeado por antagonistas
dos receptores ET,  Entretanto, apesar da endotelina-1 ser o mais potente dos
vasocosntritores endogenos (Yanagisawa et al., 1988), sua contribui¢cdo no tonus coronario
em seres humanos permanece alvo de investigagao.

Efeito da ET-1 no Tonus Basal de Corondrias Livres de Lesoes Obstrutivas
Demonstramos que a inibicdo dos receptores A da endotelina, pela adiminstragdo

intracoronaria seletiva de BQ-123, provoca dilatacdo das artérias epicardicas e da

42



microvasculatura em pacientes com coronarias angiograficamente livres de lesdes focais
significativas. Esta dilatagcdo ocorreu de forma gradativa ao longo dos 60 minutos de infusao
da droga, a semelhanga de um estudo realizado na circula¢ao periférica, sugerindo que a
endotelina-1 e, particularmente seus receptores ET , apresentam um importante papel no
controle do tonus da circula¢do corondria em seres humanos.

Em recente estudo, envolvendo pacientes portadores de doenga coronariana, a infusdo
intravenosa de bosentan, um inibidor combinado dos receptores ETs e ETg ndo apresentou
efeito em corondrias epicardicas com estenoses, mas dilatou artérias livres de lesdes
obstrutivas sem afetar o fluxo sangiiineo corondrio (Wenzel et al., 1998). O efeito do
bosentan pode ter sido subestimado porque a via intravenosa de administragdo da droga foi
associada com hipotensdo sistémica significativa e taquicardia, o que limitou a concentragdo
da droga que efetivamente atingiu a circulagdo corondria. Em contrapartida, nés infundimos
BQ-123 seletivamente na corondria, atingindo uma concentar¢do local provavelmente varias
vezes maiores do que na circulacdo sist€émica ou nas coronarias adjacentes.

O BQ-123 induziu um aumento de 8% no didmetro epicardico, ao passo que a
nitroglicerina foi associada com uma vasodilatacdo de 24% em relagdo ao basal. Como a
nitroglicerina ¢ o principal agente dilatador das artérias epicardicas e elimina o tonus
constritor basal coronariano (Feldman et al., 1981), nossos achados sugerem que
aproximadamente um terco do tonus epicardico basal pode ser atribuido a acdo da
endotelina-1 em seus receptores ETA  Além de dilatar as corondrias epicardicas em até 8%, o
BQ-123 provocou um aumento de 19% no fluxo coronariano com uma conseqiiente redugao
de 22% da resisténcia vascular, um efeito consistente com aquele observado em arteriolas do

antebraco em seres humanos (Haynes e Webb, 1998). Portanto, a endotelina-1 contribui para
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a regulacdo fisiologica do fluxo sangiiineo miocardico e contrabalanca os efeitos dos
vasodilatadores enddgenos como o 6xido nitrico.

Existe um clara interagdo entre as agdes da endotelina-1 e do 6xido nitrico. A infusdo
de endoteilna-1 provoca um efeito vasodilatador inicial que parece ser mediado pela
liberagdo de 6xido nitrico via receptores ETg, enquanto a administracdo do antagonista dos
receptores ET5 provoca uma vasodilatacdo que pode ser em parte 6xido nitrico dependente
(Verhaar et al., 1998). Best e colaboradores (1999) realizaram um estudo experimental onde
a adminstragdo cronica via oral de um antagonista dos receptores ET, causou aumento dos
nivies de 6xido nitrico e melhora da vasodilatagdo endotélio-dependente em porcos com
hipercolesterolémia. Em contrapartida, a administragdo aguda de antagonista dos receptores
ETa ndo resultou em melhora da fungdo endotelial (Hasdai et al., 1998), apesar de atenuar os
efeitos vasoconstritores da endotelina-1 em corondrias epicardicas. Em outro estudo, foi
demonstrado que a endotelina-1, via receptores ET, , inibe a producdo de 6xido nitrico em
cultura de células musculares lisas (Ikeda et al., 1997).

Comparagdo da Contribui¢io da ET-1 no Tonus Basal em Corondrias Livres de Lesoes
Obstrutivas e em Corondrias com Doenca Aterosclerotica

As artérias coronarias aterosclerdticas sdo suscetiveis a desenvolverem
vasoconstricdo que contribui para isquemia miocardica, entretanto o papel dos fatores
constritores em seres humanos nao esta estabelecido neste contexto. A contribuicdo da ET-1
no tonus arterial de 8 pacientes com corondrias angiograficamente normais e em 8 pacientes
com estenoses corondrias significativas e angina pectoris foi avaliada. O receptor-A da
endotelina foi bloqueado pela infusdo intracorondria seletiva de BQ-123 numa concentragdo

de 40 nmol/min durante 60 minutos e as respostas foram analisadas por angiografia corondria
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quantitativa. As artérias angiograficamente normais dilataram 7% em resposta ao BQ-123 e
21% em resposta a nitroglicerina. As corondrias com lesdes ateroscleroticas apresentaram
16% de dilatacdo em resposta ao BQ-123 e 26% em resposta a nitroglicerina. As lesdes
ateroscleroticas dilataram 28% em resposta ao BQ-123 e 30% em resposta a nitroglicerina.

Apesar das corondrias angiograficamente normais terem apresentado dilatagdo com a
infusdo de BQ-123, a resposta vasodilatadora foi significativamente maior nas coronarias que
apresentavam lesdes ateroscleroticas. No local da estenose, este efeito ¢ responsavel pela
quase totalidade do tonus basal uma vez que a resposta ao BQ-123 ¢ de semelhante
magnitude a da nitroglicerina. Este achado sugere que a ET-1 e seus receptores ET, , embora
contribuam para o tonus basal presente em coronarias normais, este efeito apresenta maior
expressdo na presenca de placas aterosclerdticas.

Em situagdes onde existe aterosclerose corondria e conseqiiente disfun¢do endotelial
(Ludmer et al., 1986), a pronunciada resposta ao BQ-123 pode estar relacionada a diminui¢o
da atividade do o6xido nitrico presente nestas situagdes (Verhaar et al., 1998). Existe um
mecanismo de retroalimenta¢do negativa entre a endotelina e o 6xido nitrico e em situagdes
onde existe diminuicdo do 6xido nitrico como na aterosclerose coronarina, a atividade da
endotelina e a consequente resposta ao seu antagonista ficam aumentadas. Best e
colaboradores (1999) demonstraram que a admnistracdo cronica de antagonistas da
endotelina preserva a funcdo endotelial e aumenta a produ¢do de 6xido nitrico em modelos
animais de hipercolesterolemia. Este efeito pode ter importantes implica¢des clinicas,
especialmente em pacientes com aterosclerose corondria onde a ET-1 exerce um destacado

papel no tonus constritor.
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Zeiher e colaboradores (1995) realizaram um estudo onde foi demonstrado por
técnicas de imuno-histoquimica que a presenca de endotelina-1 em placas ateroscleroticas
extraidas por aterectomia direcional localiza-se predominantemente nas &areas ricas em
macrofagos e células inflamatérias. Neste trabalho, obteve-se ainda que existe maior
concentragdo de endotelina nas placas ativas de pacientes com angina instdvel em
comparagdo com aqueles com angina estavel. Desta forma, ¢ esperado atingir-se um maior
efeito vasodilatador do BQ-123 em pacientes instaveis onde a endotelina-1 parece ser o
principal mediador do no tonus constritor aumentado encontrado nestes pacientes.

Apesar de diversos estudos terem testado o efeito da endotelina na tonus arterial de
pacientes normais através da infusdo de antagonistas da endotelina na circulagdo do
antebraco (Haynes et al., 1994; Haynes et al., 1995; Verhaar et al., 1998), o presente
trabalho foi o primeiro a investigar a participacdo da endotelina-1 no tonus coronariano de
pacientes com aterosclerose coronaria pela infusdo seletiva intracoronaria de BQ-123. Em
outro estudo, a administracdo intracoronaria de BQ-123 durante 60 minutos provocou
reducdo das pressdes arterial sistémica, arterial pulmonar e capilar pulmonar mas o efeito da
droga na fisiologia coronariana nao foi testado (Halcox et al., 2000).

Uso do Método da Contagem TIMI para Medida da Velocidade do Fluxo Coronariano em
Resposta a Adenosina e ao BQ-123

O efeito da administracdo intracoronaria seletiva de BQ 123 e¢ de adenosina na
velocidade do fluxo arterial coronariano foi avaliado pelo método de contagem TIMI e por
Doppler intracoronario. A infusdo de BQ-123 ndo foi associada com uma alteracdo
significativa da velocidade do fluxo coronariano medido tanto por Doppler como pela

contagem TIMI. O aumento do fluxo sangiiineo coronariano em 19% parece ocorrer
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predominantemente devido ao efeito vasodilatador sobre as corondrias epicardicas,
apresentando acdo limitada sobre a microvasculatura. A auséncia de efeito na velocidade do
fluxo, que reflete a acdo sobre a microvasculatura, deve-se provavelmente ao aumento do
diametro do vaso epicardico que resulta numa queda da velocidade do fluxo.

Neste mesmo estudo, a administragdo de intracoronaria nao-seletiva de adenosina em
bolus resultou em aumento da velocidade do fluxo sangiiineo coronario, havendo boa
correlagdo entre as alteracdes na velocidade detectada por Doppler e pela contagem TIMI. A
adenosina apresenta um efeito apenas modesto sobre o diametro epicardico, sendo o aumento
global do fluxo sangiiineo atribuido quase totalmente devido ao pronunciado efeito
vasodilatador sobre a microcirculagdo e conseqliente queda da resisténcia coronariana
(Doucette et al., 1992).

O uso da contagem TIMI foi proposto por Gibson e colaboradores (Gibson et al.,
1996) com o objetivo de padronizar a avaliagdo do fluxo coronariano e desenvolver um
indice simples e reprodutivel do fluxo sangiiineo, apresentando validade prognostica em
pacientes pos-infarto do miocardio (Gibson et al., 1999). Esta técnica correlaciona-se bem
com medidas do fluxo coronariano obtidas por guia-Doppler (Kern et al., 1996) pods
angioplastia e pode ser utilizada para a estimativa da reserva de fluxo coronariana (Manginas
et al., 1999). Entretanto, a contagem TIMI ndo tem sido aplicada em protocolos
experimentais para avaliacdo das varia¢des do fluxo arterial endotélio-dependente.

A contagem TIMI permite a anélise quantitativa da velocidade do fluxo coronariano e
ndo sofre algumas das limitagdes da medida direta da velocidade do fluxo coronariano por
Doppler intracoronario, um método que necessita instrumentacdo da artéria culpada, ¢

altamente dependente da posi¢do do transdutor de Doppler e, portanto, de dificil realizagdo
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durante protocolos longos durante os quais a posi¢cdo do transdutor de Doppler ird ser
alterada. Além disso, a avaliacdo do fluxo sangiiineo por Doppler fica limitada a artéria na
qual a guia-Doppler esta posicionada, enquanto o método de contagem TIMI permite a
medida do fluxo tanto na artéria alvo como em uma corondria controle. A contagem TIMI &,
portanto, um indice simples, reprodutivel e objetivo da velocidade do fluxo coronariano que
pode ser realizado sem instrumentacao direta da artéria (Gibson et al., 1996; Manginas et al.,
1999).

O método da contagem TIMI tem demonstrado apesentar uma correlagdo adequada
com a medida por Doppler em condi¢des de hiperemia, quando ocorrem alteragdes mais
pronunciadas da velocidade fluxo sangiiineo (Kern et al., 1996). A contagem TIMI pode
inclusive ser utilizada para a estimativa da reserva de fluxo coronariano sob estimulo da
adenosina (Manginas et al., 1999). O fluxo sangiiineo coronariano em condi¢des de repouso €
uma fun¢do da pressdo sistémica dividida pela resisténcia vascular total, a qual inclui a
resisténcia imposta pela estenose e a resisténcia imposta pela microcirculagdo. Uma estenose
coronariana geralmente deve exceder em 75% do didmetro arterial até que a sua resisténcia
se aproxime da resistdncia da microcirculacdo corondria reduzindo o fluxo sangiiineo em
repouso. Este conceito sugere que a contagem TIMI pode ser um indice do comportamento
da microcirculagdo, o qual reflete a resisténcia do leito vascular coronariano (Faile et al.,
2000).

A administracdo intracorondria seletiva de BQ-123 em pacientes com coronarias
angiograficamente normais ndo resultou em aumento da velocidade do fluxo sangiiineo
coronariano a despeito de provocar um aumento global do fluxo sangiiineo. O método da

contagem TIMI demonstrou ser uma técnica de facil aplicabilidade e possuir adequada
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correlagdo com as medidas de fluxo sangiiineo por Doppler intracoronario, especialmente em

condi¢des de hiperemia.
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VII. CONCLUSOES

Em resposta aos objetivos propostos neste estudo, concluimos que:

1. A infusdo intracorondria seletiva de BQ-123, um inibidor especifico dos receptores
ETx da endotelina-1 em pacientes com corondrias angiograficamente normais resultou em
aumento significativo do diametro e do fluxo coronariano, sugerindo que a endotelina-1
participa da manutencdo do tonus constritor basal corondrio em oposi¢do as substancias
vasodilatadoras endotélio-dependentes como o 6xido nitrico.

2. Houve um aumento significativamente maior do diametro coronariano epicardico em
pacientes com lesdes obstrutivas focais em compara¢do com o aumento no calibre arterial
daqueles pacientes com corondrias normais. O efeito vasodilatador obtido foi semelhante ao
obtido com a administragcdo de nitratos, sugerindo que a endotelina desempenha um papel
central no tonus constritor aumentado presente nos pacientes com doenca aterosclerotica. No
local da estenose, este efeito ¢ responsavel pela quase totalidade do tonus basal. Este achado
sugere que a ET-1 e seus receptores ET, , embora contribuam para o tonus basal presente em
corondrias normais, este efeito apresenta maior expressdo na presenca de placas
ateroscleroticas.

3. Utilizando adenosina como estimulo, demonstramos que existe uma correlacdo
significativa entre a medida da velocidade do fluxo coronariano avaliada pela contagem
TIMI e pela guia-Doppler em situagdes de hiperémia. Neste mesmo estudo, a velocidade do
fluxo coronariano manteve-se constante ao longo dos 60 minutos de infusdo de BQ-123 em

pacientes com coronarias angiograficamente normais.
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