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RESUMO

A endotelina (ET)-1 foi identificada em 1988
como sendo um peptideo vasoconstrictor
produzido pelo endotélio vascular. Sabe-se,
actualmente, que a nivel cardiovascular a ET-1
pode ser sintetizada ndo s6 pelo endotélio
(vascular e endocardico), mas também por
células miocardicas.

A activagdo dos receptores da ET-1 modula
uma grande variedade de processos biolGgicos
incluindo o tono e crescimento vasculares, bem
como, a fung¢do contrctil miocardica. Nos
mamiferos, os seus efeitos sdo mediados por
dois tipos de receptores, ET e ETg. Os
receptores ET) promovem vasoconstrigéo,
aumento do inotropismo e mitogénese. Por
outro lado, os receptores ETp induzem
geralmente vasodilata¢do (mediada pela
libertagdo do 6xido nitrico e de prostaciclinas),
inibi¢do do crescimento e proliferacdo celular e
depuraciio pulmonar da ET-1 circulante. E
possivel ainda subdividir os receptores ETBg
em: ETp; de localiza¢do endotelial e
promotores de vasodilatacdo e efeitos
inotrépicos negativos, e em ETpy de
localiza¢do muscular e promotores de
vasoconstrigdo e efeitos inotrépicos positivos.
Virios estudos tém descrito elevados niveis
plasmaticos e tecidulares cardiacos de ET-1 na
insuficiéncia cardfaca (IC) e fortes correlacoes
positivas entre os niveis de ET-1, o
desenvolvimento de disfuncdo cardiaca e
severidade da IC. Este aspecto fez com que o
antagonismo das ac¢des da ET-1 se tornasse
num alvo atraente sob o ponto de vista
terapéutico, tendo resultado na procura
incessante de antagonistas da ET (antagonistas
dos receptores e inibidores das enzimas de
conversdo) pela inddstria farmacéutica.

O presente artigo constitui uma revisdo acerca

ABSTRACT
Myocardial Effects of Endothelin-1

Endothelin (ET)-1 was originally identified in
1988 as a vasoconstrictor peptide produced by
vascular endothelial cells. It is now known that
ET-1 can be produced by vascular and
endocardial endothelium and by myocardial
cells.

Activation of endothelin receptors modulates a
wide variety of biological processes including
vascular tone, growth and myocardial
contractile function. In mammals, ET-1’s
effects are mediated through binding to two
types of receptors, ET, and ETg. ET, receptor
activation elicits vasoconstriction, positive
inotropism and mitogenesis, and acutely
increases myocardial distensibility. ETp
receptor stimulation generally promotes
vasodilatation, mediated by release of nitric
oxide and prostacyclins, growth-inhibitory
effects and clearance of ET-1 from the
circulation. ETg receptors can be further
subdivided into ETp, located in endothelial
cells and responsible for vasodilatation and
negative inotropic effects, and ETps, located in
smooth muscle and myocardial cells and
responsible for vasoconstriction and positive
inotropic effects.

Increased levels of cardiac and circulating ET-
1 have been linked to development of cardiac
dysfunction and severity of heart failure. This
has fueled research into the development of
endothelin antagonists (ET receptor and
converting enzyme inhibitors) in view of the
potential benefits that might derive from their
use in clinical practice.

The present review will focus on current
understanding of the mechanisms mediating
the myocardial actions of ET-1.
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dos efeitos miocdrdicos da ET-1 e dos
mecanismos que lhes estdo subjacentes.
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Lusitropismo; Endotélio; Miocérdio; Coragéo

RESENHA HISTORICA

Oendotélio, vascular e endocdrdico, é um
importante modulador das fungdes vascular
e miocdrdica ©. Esta modulacio é mediada
pela libertacdo de vdrias substincias, que actuam
de forma autécrina e pardcrina nas células
endoteliais, musculares, ou em outras células
adjacentes. Este conceito surgiu na sequéncia da
descoberta do factor relaxante derivado do
endotélio por Furchgott e Zawadzki em 1980 @,
que apesar de s6 ter sido identificado como 6xido
nitrico (NO) alguns anos mais tarde, originou
intensa investigagfo neste campo, alertando para
a importante func¢do do endotélio.

A existéncia de um peptideo constritor
derivado do endotélio foi proposta, pela primeira
vez, em 1985 por Hickey e colaboradores ® e
confirmada por Gillespie e colaboradores em
1986 ®. Subsequentemente, Yanagisawa e
colaboradores em 1988 isolaram e identificaram
a estrutura desta substincia contendo 21
aminodcidos, um terminal C hidrofébico e duas
pontes cisteina no terminal N, num meio de
cultura de células vasculares endoteliais ©. A
descoberta deste potente vasoconstritor, entdo
denominado endotelina (ET)®, despertou grande
interesse na comunidade cientifica mundial. A
demonstra-lo estdo os milhares de artigos
publicados até a data sobre o sistema da ET.

A anélise posterior de sequéncias genémicas
humanas revelou a existéncia de trés genes
distintos para a ET, codificadores de trés
isopeptideos designados de ET-1, ET-2 e ET-3¢?
(Figura 1I). Cada um destes isopeptideos é
expresso em diferentes células e tecidos. A
isoforma predominante no sistema cardiovas-
cular humano é a ET-1, que corresponde a ET
inicialmente identificada por Yanagisawa e
colaboradores. Uma quarta isoforma, original-
mente identificada no Ratinho como constritor
intestinal vasoactivo, é um anédlogo da ET-2
humana e especifico daquela espécie animal ¢

Key words
Endothelin-1; ET, receptors; ET} receptors; Inotropy;
Lusitropy; Endothelium; Myocardium; Heart

HISTORICAL OVERVIEW

‘ [ ascular and endocardial endothelium is an

important modulator of vascular and
myocardial function M. This modulation is
mediated by the release of various substances
with autocrine and paracrine action in
endothelial, muscle or other adjacent cells. This
concept was first put forward following the
discovery of endothelium-derived relaxing factor
by Furchgott and Zawadzki in 1980 @; although
this was identified as nitric oxide (NO) only some
years later, it stimulated research in this field and
revealed the important function of the
endothelium.

The existence of an endothelium-derived
vasoconstrictor peptide was first suggested in
1985 by Hickey et al. ® and confirmed by
Gillespie et al. in 1986. Subsequently, in 1988,
Yanagisawa et al. isolated the peptide in cultured
vascular endothelial cells and showed that its
structure consisted of 21 amino acids, a
hydrophobic C-terminal and two cysteine
residues at the N-terminal ©. The discovery of
this potent vasoconstrictor, which was named
endothelin (ET)®, aroused considerable interest
in the international scientific community and
thousands of articles have been published on the
ET system.

Subsequent analysis of human genomic
sequences revealed the existence of three
separate ET genes, coding for three isopeptides,
designated ET-1, ET-2 and ET-3 ©? (Figure 1).
Each of these isopeptides is expressed in
different cells and tissues. The predominant
isoform in the human cardiovascular system is
ET-1, which is the one first identified by
Yanagisawa et al. A fourth isoform, originally
identified in the mouse as a vasoactive intestinal
constrictor, is an analogue of human ET-2 and
specific to mice ®.

In 1990, two receptors for ET were cloned:

ET, and ETg " ". They both belong to the family
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Figura 1. Estrutura das
isoformas da endotelina. Os
residuos a preto correspondem
aos que diferem da endotelina-1
(Adaptado de ©?).

Figure 1. Structure of the
endothelin isoforms. The
residues shown in black are
those that differ from
endothelin-1 (adapted from ©?).

Em 1990, foram clonados dois receptores com
afinidade especifica para as ETs: os receptores
ETj e os receptores ETg""'". Ambos pertencem
a familia dos receptores transmembranares
associados a proteinas G, mas enquanto que o
receptor ET, se liga & ET-1 e a ET-2 com maior
afinidade do que a ET-3, o receptor ETp liga-se
as trés isoformas com igual afinidade. O efeito
vasoconstritor intenso e sustentado induzido pela
ET-1 e o seu consequente envolvimento na
progressdo de doengas cardiovasculares fez com
que as ETs fossem conotadas como “the bad guys
of circulatory conirol”™ e se tornassem num alvo
atraente sob o ponto de vista terapéutico. Estes
aspectos e a necessidade crescente de melhor
conhecer as acc¢des fisiopatolégicas destes
agentes, foram determinantes para a procura
incessante de antagonistas dos receptores da ET
pela inddstria farmacéutica, de tal forma que,
logo em 1992, surgiu o primeiro antagonista dos
receptores ET,, o BQ-123 "9. Pesquisas
subsequentes originaram intimeros antagonistas
selectivos e ndo-selectivos para os receptores
ET, e ETp, alguns dos quais tém sido usados em
estudos pré-clinicos e em ensaios clinicos. E
contudo de salientar o desenvolvimento dos
primeiros antagonistas ndo-selectivos eficientes
por administragéo oral, o Ro46-2005 e o Ro47-

of G-protein-coupled receptors, but while the
ET 4 receptor binds to ET-1 and ET-2 with higher
affinity than to ET-3, the ETpg receptor binds
equally to all three isoforms. The potent,
sustained vasoconstrictor effect of ET-1, and
hence its role in progression of cardiovascular
disease, meant that ETs came to be regarded as
“the bad guys of circulatory control” " and were
thus an attractive therapeutic target. This,
together with the growing need for a better
understanding of the pathophysiological action
of these agents, led to a determined search by
the pharmaceutical industry for ET receptor
antagonists, and the first ET receptor antagonist,
BQ-123, appeared in 1992 "®. Subsequent
research produced various selective and
nonselective ET, and ETp receptor antagonists,
some of which have reached the stage of pre-
clinical studies and clinical trials. The first
efficacious orally-active nonselective antagonists
to be developed were Ro46-2005 and Ro47-0203
(bosentan) " 19 the latter being the first ET
receptor antagonist to be approved by the US
Food and Drug Administration for therapeutic
use in humans, for the treatment of pulmonary
hypertension.

Identification of the
responsible for ET synthesis from its precursor,

main  enzymes
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0203 (bosentan) ™% sendo que este dltimo foi
também o primeiro antagonista dos receptores
da ET a ser aprovado pela Food and Drug
Administration para uso terapéutico em humanos,
neste caso, para o tratamento de hipertensio
arterial pulmonar.

A identifica¢do das principais enzimas
responséveis pela sintese de ET a partir do seu
precursor, designadas enzimas de conversdo
da ET (ECE)-1 e 2%, constituiu igualmente
um marco importante na histéria da ET. O
sistema da ET ganhava assim novos
constituintes, as vérias isoformas de peptidases
activadoras, a acrescentar aos trés isopeptideos
ET e aos dois receptores associados a miltiplas

vias de sinaliza¢do intracelular.

ASPECTOS MOLECULARES
SISTEMA DAS ENDOTELINAS

DO

Sintese e Secrecio de Endotelina

O produto inicial do gene da ET é a pré-pro-
ET, um peptideo de 212 aminoédcidos que é
convertido por uma protease semelhante & furina
em big ET, de 38 amino4cidos. Esta, por sua vez,
é processada em ET pelas enzimas de conversdo
da ET, ECE-1, ECE-2 e ECE-3, cada uma delas
com diversas isoformas. As ECEs pertencem a
familia das metaloproteases e localizam-se nas
células endoteliais, células do misculo liso,
cardiomiéeitos e macréfagos. O significado da
existéncia de miltiplas isoformas de ECEs
permanece por esclarecer, mas poderd estar
relacionado com a distribuicdo distinta em
diferentes compartimentos da mesma célula ou
em diferentes tipos de células. Estas enzimas
ndo sdo, no entanto, as tnicas promotoras da
sintese de ET, outras vias alternativas incluem
metaloproteases distintas das ECEs (como a
endopeptidase neutra) e a quimase que cliva a
big ET num peptideo de 31 aminodcidos, a
ET1-31. Esta
convertida em ET pela endopeptidase neutr:
(Figura 2).

A ET-1 é secretada pelas células endoteliais

através de duas vias: uma via constitutiva e uma
22,23

parece ser posteriormente

5 (20-22)

via regulada®®. Assim, se por um lado, a ET-1 é
continuamente transportada e libertada por
vesfculas secretoras, via que é modulada ao nivel

da sintese proteica e que é responsdvel pela
libertagdo basal de ET-1, por outro, ela pode

termed endothelin-converting enzymes (ECEs) -1
and -2 was also an important landmark in the
history of ET. The ET system thus acquired
new constituents, the various isoforms of the
activating peptidases, in addition to the three ET
isopeptides and the two receptors that are linked
to multiple intracellular signaling pathways.

MOLECULAR FEATURES OF THE
ENDOTHELIN SYSTEM

Synthesis and secretion of endothelin

The initial product of the ET gene is
preproendothelin (prepro-ET), a 212-amino acid
peptide, which is converted by a furin-like
protease into big ET, with 38 amino acids. This
in turn is synthesized into ET by the endothelin-
ECE-1, ECE-2 and
ECE-3, each of which has various isoforms.
ECEs belong to the metalloprotease family and
are found in endothelial and smooth muscle
cells, cardiomyocytes and macrophages. The
significance of the existence of multiple ECE
isoforms is still unknown, but it may be related to
their distribution in different compartments of the
same cell or in different types of cell. These
enzymes are not, however, the only promoters of
ET synthesis; alternative pathways include

converting enzymes

other metalloproteases different from ECE (such
as neutral endopeptidase), and chymase, which
cleaves big ET into ET1-31, a 31-amino acid
peptide. The latter then appears to be converted
to KT by neutral endopeptidase ®*? (Figure 2).
ET-1 is secreted by endothelial cells through

two pathways, one
22.23)

constitutive and one

regulated ?#. Thus, while ET-1 is continuously
transported and released by secretory vesicles, a
pathway that is modulated by protein synthesis
and is responsible for basal release of ET-1, it can
also be secreted from the granules (Weibel-
Palade bodies) where it is stored, in response to
physiological or pathophysiological stimuli.

The synthesis and release of ET-1 is
stimulated by various physical and chemical
factors, including low shear stress, hypoxia,
acidity, and the action of angiotensin II,
vasopressin, thrombin, growth factors and
cytokines. On the other hand, it is inhibited by
NO, natriuretic peptides, prostacyclins, heparin
and increased blood flow, the latter due to
increased NO release by activation of shear stress
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Figura 2. Sintese de endotelina. ECEs: enzimas de conversao da endotelina (Adaptado de ).

Figure 2. Endothelin synthesis (adapted from®). ECEs: endothelin-converting enzymes

ser também secretada a partir de granulos
especificos (corpos de Weibel-Palade) onde se
encontra armazenada, em resposta a estimulos
fisiolégicos e fisiopatolégicos externos.

A sintese/libertagdo de ET-1 é estimulada por
varios factores fisicos e quimicos incluindo:
baixos niveis de shear stress, hipéxia, acidez,
angiotensina 1I, vasopressina, trombina, factores
de crescimento e citocinas. Pelo contrario, a
producdo de ET-1 ¢ inibida pelo NO, peptideos
natriuréticos, prostaciclinas, heparina e aumento
do fluxo sanguineo, este tltimo através do
aumento da libertacdo de NO por activacio dos
receptores de shear stress nas células
endoteliais ®. A secrecdo de ET-1 activa é assim
controlada por regulacdo quer ao nivel da
transcrigdo genética, quer ao nivel da actividade
das enzimas conversoras. A maioria dos factores
estimuladores actuam através da activacio da
fosfolipase C (PLC) e consequentemente da
proteina cinase C (PKC), ou através de vias
dependentes de protefnas cinases activadas por
mitogénios (MAPKSs), enquanto que os factores
inibitérios sdo mediados pela inibi¢do do
metabolismo do bifosfato de fosfatidilinositol
induzida pela via do monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc) @,

A ET-1 é um componente normal do plasma
humano que est4 constantemente a ser produzida
e removida. Em individuos sauddveis, as
concentragdes de ET-1 s@o muito baixas,
variando na maioria dos estudos entre cerca de
0,3 pg/mL a 3 pg/mL (0,15-1,5 pM) . E
geralmente aceite que os niveis de ET-1 sdo
bastante superiores junto as células musculares
lisas do que no ldmen vascular, devido a sua
libertagdo predominantemente abluminal *7.

receptors in endothelial cells ®. Secretion of
active ET-1 is thus regulated at both the genetic
transcription level and at the level of converting
enzyme activity. Most stimulating factors activate
phospholipase C (PLC) and consequently protein
kinase C (PKC), or the mitogen-activated
protein  kinase (MAPK) pathway, while
inhibiting factors inhibit the metabolism of
phosphatidylinositol biphosphate induced by
the cyclic guanosine monophosphate (cGMP)
pathway ®2,

ET-1 is a normal component of human plasma
and is being constantly produced and removed.
In healthy individuals, ET-1 concentrations
are very low, ranging between 0.3 and 3 pg/ml
(0.15-1.5 pM) in most studies ®. It is generally
accepted that ET-1 levels are considerably higher
in smooth muscle cells than in the vascular
lumen, due to its predominantly abluminal
release ®”. Brunner ®, however, demonstrated in
isolated rat heart that baseline levels of ET-1
secreted into the lumen of coronary vessels are
five times higher than those released into
fluid, although the resulting
concentrations are greater in the interstitial space
than in the lumen. The authors attribute these
seemingly paradoxical differences to the rapid
dilution of ET-1 in the coronary circulation.

interstitial

Endothelin receptors

In mammals, the effects of ET-1 are mediated
by binding to two types of receptors: ET, and
ETp. Other types of receptor have been identified
in amphibians ® and birds © but there is no
molecular evidence to date of their presence in
mammals ®.
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Brunner ® demonstrou, porém, em coracdes
isolados de Rato, que as quantidades basais de
ET-1 secretadas para o limen vascular sdo cinco
vezes superiores as lancadas para o fluido
intersticial, embora a concentracdo resultante
seja maior no espago intersticial do que no limen
dos vasos corondrios. Os autores atribufram estas
diferencas, aparentemente paradoxais, a rdpida
dilui¢do da ET-1 na circulagéo corondria.

Receptores da Endotelina

Nos mamiferos, os efeitos da ET-1 sdo
mediados pela ligagdo a dois tipos de receptores:
os receptores ET, e os receptores ETy. Tipos
de receptores adicionais foram identificados
apenas em anfibios ® e em aves ®, ndo
existindo, contudo, até a data evidéncias
moleculares da sua existéncia em mamiferos ®V.

No Homem, os receptores ET, e ETy séo
codificados  por  genes
cromossomas 4q28 e 13q22, respectivamente,
partilham cerca de 60% de identidade em
aminodcidos ©? e cada um dos tipos é altamente
preservado nas vérias espécies de mamiferos.

localizados  nos

Ambos os receptores contém sete dominios
transmembranares e pertencem a classe 1
(familia A ou rhodopsin-like), da familia de
receptores transmembranares associados a
proteinas G ©V. Estes receptores utilizam um
complexo conjunto de moléculas sinalizadoras,
que depende do tipo de receptor e do ligando em
questdo .

Os receptores ET, e ETp distinguem-se ndo
s6 pela sua afinidade de ligacdo as diferentes
isoformas de ET (vide supra), mas também pela
sua distribui¢do nos tecidos e células e pelos
seus efeitos fisiol6gicos. Assim, no sistema
cardiovascular, os receptores ET, s@o expressos
nas células musculares lisas, nos cardiomiécitos
e nos fibroblastos, e os receptores ETp sdo
expressos predominantemente nas células
endoteliais e em menor grau no musculo liso,
nos fibroblastos e mnos cardiomiécitos. Em
gerais, os receptores ET,,
abundantes no sistema cardiovascular, pro-
movem vasoconstri¢do, aumento do inotropismo
e mitogénese *. Por outro lado, os receptores
ETp tém propriedades vasodilatadoras, mediadas

pela libertagdo de NO @ e prostaciclinas ©°,

termos mais

e
efeitos inibitérios do crescimento associados a
apoptose ¢, Este tipo de receptores é tamhém
responsével pela depuracdo pulmonar da ET-1

In humans, ET, and ETg receptors are coded
by genes located on chromosomes 4q28 and
13g22 respectively and share around 60% of
their amino acids ©?; both types are highly
conserved in mammals. They both contain seven
transmembrane domains and belong to class 1
(family A or rhodopsin-like) G-protein-coupled
@), They use a complex series of
signaling molecules, which are ligand- and
receptor-type specific ®.

ET, and ETp receptors are distinguished
not only by binding to different ET isoforms
(see above), but also by their distribution in

receptors

tissues and cells and their physiological effects.
In the cardiovascular system, ET, receptors
are expressed in smooth muscle cells,
cardiomyocytes and fibroblasts, while ETp
receptors are predominantly found in endothelial
cells and to a lesser extent in smooth muscle,
fibroblasts and cardiomyocytes. In general, ET
receptors are more abundant in the cardiovas-
cular system, where they cause vasoconstriction
and increase inotropism and mitogenesis ¥, while
ETg receptors have vasodilatory effects,
mediated by the release of NO © and
prostacyclins ®, and growth inhibitory properties
related to apoptosis @3, The latter receptor is
also responsible for pulmonary clearance of
circulating ET-1 1 and its re-uptake by
endothelial cells®“.

At the vascular level, the two types of receptor
can be further divided. ET, receptors, found in
muscle cells, can be subdivided into ET,; and
ETj9 depending on whether or not they are
sensitive to the BQ-123 antagonist ®». ETy
receptors are classified as ETp; in endothelial
cells and responsible for vasodilation, and as
ETgy in muscle cells and responsible for
vasoconstriction *. Similarly, in the heart, ETp
receptors in endothelial cells (ETpg;) are
responsible for negative inotropic and lusitropic
effects, while those in the myocardium (ETgy)
have positive inotropic and lusitropic action .

Various interactions between ET, and ETg
receptors have also been described “", with
the existence of ET,-ETp heterodimers being
suggested as a possible explanation. It has been
demonstrated that ET, and ETp receptors form
constitutive heterodimers and homodimers in
transfected cells®**¥. ETy receptors appear to be
internalized more slowly when in the form of




circulante ®** e pela sua recaptagio pelas células
endoteliais .

A nivel vascular é possivel ainda subdividir
estes dois tipos de receptores. Os receptores ET,,
de localizag¢@io muscular, podem ser classificados
em ET); e ET 9 consoante sdo ou ndo sensiveis
ao antagonista BQ-123, respectivamente *?. Por
seu turno, os receptores ETp podem ser
classificados em ETp; de localizagdo endotelial
e promotores de vasodilatagdo e em ETp,
de localizagdo muscular e promotores de
vasoconstricdo “0. De forma similar, a nivel
cardiaco os receptores ETp podem ser de
localizacao endotelial (ETg;) e responséveis por
efeitos inotrépicos e lusitrGpicos negativos e de
localizagdo miocédrdica (ETpy) responsdveis por
inotropismo e lusitropismo positivos .

Foram também descritas vérias interaccdes
dos receptores ET, com os ETg“". A existéncia
ET,-ETgp foi apontada
como possivel explicagdo. Foi demonstrado,
recentemente, que em células transfectadas os
receptores ET, e ETp formam constitutivamente

heterodimeros e homodimeros ®*. Os receptores

de heterodimeros

ETp parecem ser internalizados mais lentamente
quando presentes sob a forma de heterodimeros
ETA-ETg. Além disso, estes heterodimeros s6
se dissociam apéds longa exposicdo a agonistas
selectivos para os receptores ETp, contraria-
mente aos homodimeros, que parecem ser
dissociacdo
ligandos ©**. Desconhece-se até que ponto a
dimerizag¢do dos receptores da ET ocorre em
células naturais e pode afectar a actividade
biolégica deste peptideo.

resistentes 2 induzida por

Depuracio e Inactiva¢ido da Endotelina

Vérios mecanismos actuam em conjunto de
forma a degradar e a inactivar a ET-1, resultando
numa eficaz remocdo deste peptideo da
circulagdo. Estes processos determinam a sua
curta semivida plasmdtica (inferior a 2 minutos)
e tém lugar sobretudo nos pulmdes, mas
também nos rins, figado e coragdo *%. O
importante papel dos receptores ETp na
remocdo da ET-1 da circula¢do, descrita pela
primeira vez por Fukuroda e colaboradores ¢,
estd agora claramente estabelecida e é a
principal responsdvel pela manutencdo de
baixas concentra¢des plasmaticas .

A endopeptidase neutra tem sido apontada
como sendo a enzima potencialmente implicada

CARMEN BRAS-SILVA, et al
Rev Port Cardiol 2008; 27: 925-51

ET,-ETg heterodimers. Furthermore, these
heterodimers only become dissociated after
prolonged exposure to selective ETp receptor
antagonism, unlike homodimers, which appear to
be resistant to ligand-induced dissociation ®*%. It
is not known to what extent dimerization of ET
receptors occurs in natural cells and how it may
affect the peptide’s biological activity.

Endothelin clearance and inactivation

Various mechanisms act in conjunction in
ET-1 clearance and inactivation. These processes
explain its short plasma half-life (less than two
minutes) and take place mainly in the lungs, but
also in the kidneys, the liver and the heart .
The important role of ETp receptors in clearance
of circulating ET-1, first described by
Fukuroda et al.®, is now firmly established; they
are mainly responsible for maintaining low
plasma concentrations “.

It has suggested that
endopeptidase may be involved in hydrolysis of
ET_I (57, 58).

Various studies have been published in recent

been neutral

years that set out to characterize intracellular
trafficking of ET receptors, with the aim of
clarifying  the receptor
desensitization. The ligand-occupied ETp
receptor is internalized and targeted to
lysosomes, where the receptor-ligand complex is

mechanisms  of

degraded, while the ET, receptor is targeted to
endosomes and recycled ®°V. The rapid recycling
of ET 4 receptors may be related to their sustained
vascular effects; by contrast, the lysosomal
destination of ETpg receptors is consistent with
their role in clearance of circulating ET-1.
However, some authors have found that ETp
receptors bind to caveolin and suggest that this
causes them to be retained in caveolae and slows
their internalization ©». Such interpretations
and extrapolation of the pathophysiological
implications should be treated with caution, since
these studies were performed in artificial cell
cultures .

VASCULAR EFFECTS OF ENDOTHELIN-1

Various studies in different animal species
have demonstrated that exogenous administration
of ET-1 induces a biphasic vascular response: a
transient fall in blood pressure followed by
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na degradacdo da ET-16%%9.

Nos dltimos anos tém surgido alguns estudos
que visam caracterizar o trafico intracelular dos
receptores da ET, no sentido de esclarecer
possiveis mecanismos de dessensibilizagio dos
receptores. O receptor ETy quando ocupado pelo
ligando é internalizado e dirigido para os
lisossomas, onde o complexo receptor-ligando é
degradado, enquanto que o receptor ET, é
dirigido para os endossomas e reciclado ®". A
rapida reciclagem dos receptores ET, poderd
estar relacionada com os efeitos vasculares
sustentados a que estdo associados; pelo
contrario, o destino lisossémico dos receptores
ETpg é consistente com o seu papel na depuragéo
de ET-1 da circulacdo. Ndo obstante, alguns
autores verificaram que os receptores ETp se
ligam a caveolina e sugerem que esta ligacdo
poderd assegurar a sua localizagdo caveolar e
evitar a sua rdpida internalizacdo ©¥. Estas
interpretacdes e a extrapola¢do de implicagdes
fisiopatolégicas devem contudo ser prudentes,
uma vez que estes estudos foram realizados em
culturas celulares artificiais .

Efeitos Vasculares da Endotelina-1
Intimeros estudos demonstraram, em diversas
espécies animais, que a administragio exégena
de ET-1 induz uma resposta vascular bifdsica que
se inicia por uma redugfo transitéria da pressdo
arterial, & qual se segue uma fase hipertensiva
sustentada®. Estd actualmente bem definido que
depressora envolve um endotélio
funcionante e uma resposta fisiolégica a
estimulag@o dos receptores ETp; endoteliais,

enquanto que a vasoconstri¢do resultante da fase
24)

a fase

hipertensiva é mediada pelos receptores ET, ¢
Este efeito bifdsico é também dependente da
concentragdo de ET-1, a qual em concentragoes
baixas induz vasodilatacdo e em concentra¢des
mais elevadas (superiores a 4 pM, no Rato) induz
vasoconstrigdo *+2,

Os receptores da ET sdo extensivamente
expressos na vasculatura, aspecto que é
consistente com o papel fisiol6gico ubiquitério da
ET na homeostasia vascular. Os receptores ET
sdo os principais responsdveis pelo efeito
vasoconstritor arterial. Nos vasos pulmonares ¢%7
os receptores ETp estdo presentes em maior
ndmero do que nas artérias de outros leitos
também

vasculares e efeitos

vasoconstritores. Os receptores ETp localizados

exercem

sustained hypertension . It is now established
that the depressor effect involves normally
functioning endothelium and is a physiological
response to stimulation of endothelial ETp;
receptors, while the vasoconstriction in the
hypertensive phase is mediated by ET, receptors
@) This biphasic effect is also dependent on
ET-1
vasodilation, while higher concentrations (over 4
pM in the rat) cause vasoconstriction ®*2,

ET receptors are widely expressed in the
vasculature, which is consistent with the

levels: low concentrations induce

ubiquitous physiological role of ET in vascular
ET, receptors are mainly
responsible for the arterial vasoconstrictor effect.
ETg receptors are found in greater numbers in
pulmonary vessels @ than in other vascular
beds, and also cause vasoconstriction. ETp

homeostasis.

receptors in endothelial cells have vasodilator
effects triggered by release of NO ® and
prostacyclins ®. The expression of ETy receptors
in coronary artery endothelium is low ®, and
thus ET-1 acts principally as a coronary
vasoconstrictor @. However, ET-1 has arterial
vasodilator effects in most other vascular beds
and in physiological conditions, as demonstrated
by various studies using ET receptor antagonists
and transgenic animal models *".

Various interactions have been described
in recent years between ET-1 and other regulators
of vascular function. It is known, for example,
that ET-1 release through
stimulation of endothelial ETp; receptors and
that in turn NO inhibits production of ET-1
by endothelial cells ™ ™. Besides NO, several
can block ET-1-induced
vasoconstriction, either directly or indirectly
(by reducing production) including prosta-
glandins @9
natriuretic peptide, ghrelin™, and endothelium-
derived hyperpolarizing factor ™. Curiously, all
these vascular relaxing factors, except relaxin,

increases NO

other mediators

, adrenomedullin ™, relaxin ™, atrial

are secreted in response to stimulation of
endothelial ETp; receptors. Moreover, ET-1
levels are
vasodilatory concentrations by the continuous
clearance process mentioned previously.

ET-1 also increases the activity of other
76)

controlled and maintained at

vasoactive substances such as angiotensin Il
norepinephrine and serotonin ™, promotes the
synthesis and secretion of thrombospondin and
fibronectin ™, modifies the expression of




nas células endoteliais efeitos
vasodilatadores dependentes da libertacdo de
NO ® e de prostaciclinas ©. Nas artérias
corondrias a expressdo de receptores ETp a nivel
endotelial é reduzida ®, pelo que a ET-1 actua

principalmente como vasoconstritor corondrio .

exercem

Na maior parte dos outros leitos vasculares e em
condigdes fisiolégicas a ET-1 tem, contudo,
efeitos arteriais como €
evidenciado por diversos estudos usando
antagonistas dos receptores da ET e modelos
animais transgénicos *%.

vasodilatadores

Nos dltimos anos foram descritas vérias
interac¢des da ET-1 com outros reguladores da
funcdo vascular. Sabe-se, por exemplo, que a
ET-1 aumenta a libertacio de NO através da
estimulagdo dos receptores ETp; endoteliais e
que, por outro lado, o NO inibe a produgdo de
ET-1 pelas células endoteliais ™. Além do NO,
diversos outros mediadores podem antagonizar
directa ou indirectamente (pela reducdo da
produg¢do) a vasoconstricdo induzida pela ET-1,
incluindo as prostaglandinas ®”, a adrenome-
dulina ™, a relaxina ™, a grelina, o peptideo
natriurético auricular ™ e o factor hiperpo-
larizante derivado do endotélio ™. Curiosamente,
todos estes relaxantes vasculares, com excep¢ao
da relaxina, sdo secretados em resposta a
estimula¢do dos receptores ETp; endoteliais.
Além disso, os niveis de ET-1 sio controlados
e mantidos em concentracdes vasodilatadoras
pelo processo de depuragdo continua, como
mencionado acima.

A ET-1 pode também aumentar a actividade
de outras substincias vasoactivas, tais como
a angiotensina II ™, a noradrenalina e a
serotonina ", promover a sintese e a secregdo
de trombospondina e fibronectina ™, modificar
as protefnas da matriz extracelular dos
tecidos cardiovasculares ™ e aumentar a
adesdo de plaquetas e de neutréfilos ®. Para além
de induzir proliferagdo das células musculares
lisas ™, a ET-1 estimula a actividade de factores

©28) funcionando também como

de crescimento
um agente co-mitogénico.

Em suma, a contribui¢éo global da ET-1 para
a regulacdo do tono vascular resulta de efeitos
mediados pelos receptores ET, e ETp nas células
musculares lisas e dos efeitos mediados pelos
receptores ETp no endotélio. Logo, a expressdo
e/ou actividade, bem como a reducdo da

integridade das vias dependentes dos receptores

CARMEN BRAS-SILVA, et al
Rev Port Cardiol 2008; 27: 925-51

extracellular matrix proteins in cardiovascular
tissue @ and enhances platelet and neutrophil
adhesion ®. Besides stimulating proliferation of
smooth muscle cells ™, ET-1 stimulates the
activity of growth factors ®* ® and acts as a
co-mitogenic agent.

To summarize, the overall contribution of
ET-1 to the regulation of vascular tone results
from effects mediated by ET, and ETg receptors
in smooth muscle cells and by ETpy receptors in
the endothelium. Thus, changes in its expression
and/or activity, as well as reduced integrity
of ETp receptor-dependent pathways, may
contribute to endothelial dysfunction and hence
play a part in the pathogenesis of cardiovascular
diseases such as hypertension and heart failure
(HF). In such conditions, the dysregulation of
ET-1 levels, and of other neurohumoral agents it
interacts with, causes an imbalance that favors its
proliferative and constrictor effects.

ET-1-induced vasoconstriction is mediated by
activation of various intracellular signaling
pathways, including: (a) activation of PLC by
G-protein, which leads
phosphatidylinositol biphosphate and generation
of inositol triphosphate (IP3) and diacylgycerol
(DAG); (b) higher concentrations of calcium ions
(Ca*) through increased uptake and mobilization
of intracellular Ca*; (c) activation of PKC; (d)
changes in intracellular pH (alkalinization)

to hydrolysis of

through activation of the Na*/H* exchanger; (e)
activation of phospholipase A2 and arachidonic
acid metabolism; (f) phospholipase D activation;
(g) generation of superoxide free radicals; and (h)
production of cyclic nucleotides ®. The effects of
ET-1 on vascular growth and remodeling
involve activation of various kinases, particularly

MAPK®,

MYOCARDIAL EFFECTS OF
ENDOTHELIN-1

The active peptide ET-1 is found in the heart,
together with its precursors, ECEs, and its
receptors, collectively known as the endothelin
system. The actions of the ET system are multiple
and include modulation of systolic and diastolic
function, fetal heart development and ventricular
remodeling in progressive heart failure.
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ETg, podem contribuir para disfungéo endotelial
e assim participar na patogénese de doengas
cardiovasculares, tais como, a hipertensdo e a
insuficiéncia cardfaca. Adicionalmente, nestas
situagdes patolégicas a desregulagio dos niveis
de ET-1, bem como de outros agentes neuro-
humorais com os quais esta interactua, promove
um desequilibrio que favorece os seus efeitos
proliferativos e constritores.

A vasoconstrigdio induzida pela ET-1 é
mediada pela activagdo de véarias vias de
sinalizacdo intracelular, incluindo: (a) a activacéo
da PLC pela proteina G, que conduz a hidrélise
do bifosfato de fosfatidilinositol e acumulagéo de
trifosfato de inositol (IP3) e de diacilglicerol
(DAG); (b) o aumento da concentragio de ides
calcio (Ca*), pelo aumento da entrada e da
mobilizacdo do Ca* intracelular; (c) a activacao
da PKC; (d) alteragdes do pH intracelular
(alcaliniza¢do) por estimula¢do do trocador
sodio/hidrogénio (Na*/H*); (e) a activagdo da
fosfolipase A2 e do metabolismo do dcido
araquidénico; (f) a activagéo da fosfolipase D; (g)
a geragfo de radicais livres superéxido; e (h) a
producdo de nucleotideos ciclicos ®. Os efeitos
da ET-1 no crescimento e remodelagem vascular
envolvem a activacdo de diversas cinases,

sobretudo de MAPKs @,

EFEITOS MIOCARDICOS DA
ENDOTELINA-1

No corag¢do é possivel encontrar o peptideo
activo E'T-1, os seus precursores, as ECEs, e os
seus receptores (colectivamente denominados
“sistema da endotelina”). Os efeitos do sistema
da ET-1 sdo multiplos e incluem ac¢des na
modulagéo das fungdes sistélica e diastélica, no
desenvolvimento fetal do coragdo e na
remodelagem ventricular na progressdio para a
insuficiéncia cardfaca (IC).

Efeitos na Funcao Sistolica

A ET-1 promove um efeito inotrépico
positivo que, embora de magnitude varidvel, é
visivel na maioria dos mamiferos incluindo o
Rato, a Cobaia, o Coelho ®%, o Furdo ® e o
Homem %, Contudo, uma vez que a ET-1 induz
potencialmente vasoconstricdo corondria, este
efeito sobre a contractilidade miocdrdica podera
ndo ser aparente, ou até constituir um efeito

Effects on systolic function

ET-1 has a positive inotropic effect of
varying magnitude in most mammals, including
rats, guinea-pigs, rabbits @ % ferrets “?, and
humans © %, However, since ET-1 can induce
coronary
myocardial contractility may not be apparent, or
it may even have a negative inotropic action, as
seen in perfused isolated heart preparations and
in vivo studies ®”. In the human heart, the
strength of ET-1’s positive inotropic effect varies
in different cardiac chambers and pathological

vasoconstriction, its effect on

states ® . The physiological role of endogenous
ET-1 in regulating contractile function appears to
depend on levels of the peptide in the vicinity of
myocytes and on the modulating influence of
other myocardial and vasoactive factors released
by vascular and/or endocardial endothelium. In
healthy humans, ET receptor blockade reduces
contractility, as shown by reduction in the rate of
left ventricular pressure development, which
suggests that endogenous ET-1 has a positive
inotropic effect®".

Nevertheless, ET-1 has been shown to
depress myocardial contractility in certain
preparations and experimental conditions. High
concentrations of exogenous ET-1 (1 to 300 nM)
in mouse ventricular trabeculae had a negative
inotropic effect, by reducing the amplitude of

@ In isolated

intracellular calcium transients
rabbit right atria and dog ventricular trabeculae,
pre-stimulated with isoprenaline, there was a
marked reduction in active tension in response to
moderate concentrations of ET-1 (1 to 10 nM),
mediated by ET, receptors . The same group
subsequently documented the effects of ET-1
on contractile function by crosstalk between
ET-1 and endogenous norepinephrine. Tissue
concentrations of this agent determined the
direction of ET-1’s myocardial action, through
activation of different concentration-dependent
signaling pathways ®. This highlights the
importance of interactions between different
neurohumoral signals in modulating cardiac
function.

Types of endothelin receptor involved in
inotropic effects

The positive inotropic response is usually
attributed to stimulation of ET, receptors, since
the ET-1 isoform is predominant in the
cardiovascular system and has been shown to




inotrépico negativo como o verificado em
preparagdes de perfusdo de coragfo isolado ou
em estudos in vivo ®. No coragdo humano, a
magnitude do efeito inotrépico positivo da ET-1
varia com a clmara cardiaca e com o estado
patolégico 9,
endégena na regulagdo da funcdo contrictil
parece depender dos niveis do peptideo que estdo
presentes na vizinhanca dos miécitos e de
influéncias moduladoras de outros factores
miocdrdicos ou vasoactivos, libertados pelo
endotélio vascular
humanos sauddveis, o bloqueio dos receptores
da ET promove diminui¢do da
contractilidade, evidente pela reducdo na
velocidade de desenvolvimento da pressdo
ventricular esquerda e sugerindo um efeito

O papel fisiolégico da ET-1

e/ou endocdrdico. Em

uma

inotrépico positivo para a ET-1 endégena “V.
Ndo obstante, a ET-1 pode deprimir a
contractilidade miocdrdica em certas preparagdes
e condi¢des experimentais. Em trabéculas
ventriculares de Ratinho, concentra¢oes elevadas
de ET-1 (1 a 300 nM) administrada
exogenamente induziram um efeito inotrépico
negativo, através da reducdo da amplitude dos
transientes

de calcio intracelular ®». Em

trabéculas isoladas da auricula direita de
Coelho e do ventriculo de Cao, pré-estimuladas
com isoprenalina, verificou-se uma redugéo
pronunciada da tensdo activa em resposta a
concentragdes moderadas de ET-1 (1 a 10 nM) e
mediada pelos receptores ET, ©%.
mente, autores do mesmo grupo documentaram
efeitos contrdcteis antagénicos da KET-1,
dependentes da interac¢do com a noradrenalina

endégena. A concentrago tecidular deste agente

Posterior-

determinava a direcciio da acciio miocardica da
ET-1, através da activacdo de diferentes vias
sinalizadoras dependentes da concentragéo V.
Este aspecto aponta para a importancia de
potenciais interac¢oes de diferentes sinais neuro-
humorais na modulacéo da funcéo cardiaca.
Tipo de Receptores da Endotelina
Envolvidos no Efeito Inotrépico

A resposta  inotrépica  positiva  é
habitualmente atribuida a estimulacdo dos
receptores ET, uma vez que a ET-1 é a isoforma
predominante no sistema cardiovascular e
mostrou ser um inotrépico mais potente do que a
ET-3 na maioria das preparagdes experimentais.
Este conceito estd em concordancia com estudos

CARMEN BRAS-SILVA, et al
Rev Port Cardiol 2008; 27: 925-51

be a more potent inotropic agent than ET-3 in
most experimental preparations. This is in
agreement with autoradiographic studies and
studies of receptor showing
that cardiomyocytes predominantly or almost
exclusively express ET, receptors (85-90% of
receptors
myocytes) . In myocytes isolated from rabbit
myocardium, a positive effect on cell shortening
was also associated with ET, receptors ®. In
some species and in particular myocardial
preparations such as rabbit papillary muscle,

expression

in human atrial and ventricular

ET-1 and ET-3 induce similar contractile effects,
suggesting that these may be mediated by ETp
receptors @. Indeed, some authors have argued
that ETp receptors play a major role in mediating
the positive inotropic effect induced by ET-1 in
the rat ®>*. In mice, it has been observed that
ETp receptor antagonism enhances contractile
response to increases in preload, while ET, or
combined ET,/ETg receptor antagonism
attenuates this response, indicating that in this
species the increased contractile force mediated
by ET, receptors is suppressed by stimulation of
ETp receptors . The cardiostimulatory effects of
ET-1 in human right atrium are generally
attributed to ET 5 receptors ®. Some authors even
consider that the receptors found in human
cardiomyocytes and responsible for ET-1 activity
at this level are functionally distinct from
known receptors and term them “non-ET), non-
ETp receptors” ™,

Recent studies have provided functional
evidence for the existence of two subtypes of ETp
receptors in the heart: ETp;, in endocardial
endothelium, that have negative inotropic and
lusitropic effects; and ETgy, in the myocardium,
that induce positive inotropy and lusitropy .
The varying myocardial response to selective
stimulation of ETp receptors according to the
functional integrity of the endocardial
endothelium, bearing in mind that different
receptor subtypes are these
circumstances, indicates that this response could
be used to assess endothelial integrity. Indeed, an
impaired response to selective ETpg; receptor
stimulation in an experimental model of HF
confirmed the value of this response as a marker

involved in

and quantifier of endocardial endothelial
dysfunction and demonstrated its occurrence in
HEF ton,

To summarize, despite different findings due
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de autorradiografia e de expressdo de receptores
que demonstraram que os cardiomifcitos
expressam predominantemente, ou quase
exclusivamente, receptores ET, (cerca de 85-
90% dos receptores nos midcitos auriculares e
ventriculares humanos) ®”. Em miécitos isolados
de coragdo de Coelho, o efeito positivo no
encurtamento celular foi também associado aos
receptores ET, . Em algumas espécies e em
determinadas prepara¢des miocérdicas, tais como
musculos papilares de Coelho, a ET-1 e a ET-3
induzem efeitos contrdcteis semelhantes,
sugerindo que estes podem igualmente ser
mediados pelos receptores ETg ®. De facto,
alguns um  papel
preponderante dos receptores ETp na mediagio

do efeito inotrépico positivo induzido pela ET-1
97,98

autores descreveram

no Rato “"*». No Ratinho, observou-se que o
antagonismo dos receptores ETp aumentou a
resposta contrdctil a aumentos da pré-carga,
enquanto o antagonismo dos receptores ETA ou
misto ET,/ETp atenuou esta resposta, indicando
que, nesta espécie animal, o aumento da forca
contrdctil mediado pelos receptores ET, é
suprimido pela estimula¢do dos receptores
ETg . Na auricula direita humana, os efeitos
cardioestimuladores da ET-1 sdo geralmente
atribuidos aos receptores ET ®. Outros autores
consideram ainda que os receptores presentes
no cardiomiécitos humanos e responsdveis
pela actividade da ET-1 a este nivel sdo
funcionalmente distintos dos conhecidos e
portanto designados de receptores “ndo-A,
ndo-B” %0,

Estudos recentes forneceram evidéncias
funcionais para a existéncia de dois subtipos de
receptores ETp a nivel cardiaco: os ETg; de
localizagdo endotelial endocérdica e promotores
de inotropismo e lusitropismo negativo e o0s
ETgy de localizagdo miocardica e indutores de
inotropismo e lusitropismo positivo“. A resposta
miocérdica distinta & estimulacfio selectiva dos
receptores ETp, dependente da integridade
funcional do EE, tendo em conta os diferentes
subtipos de receptores estimulados nestas
circunstancias, indica que a sua utilizacdo podera
funcionar como teste para avaliar a integridade
do EE. Efectivamente, a atenuacgéio da resposta a
estimulac@io selectiva dos receptores ETg; num
modelo experimental de IC, comprovou a
relevancia da utilizagdo desta resposta como
marcador e quantificador de disfungéo endotelial

to the use of different experimental preparations
and animal species, the evidence to date supports
the idea that the myocardial receptors involved in
regulating systolic function are predominantly of
the ET type, although ETp receptors also appear
to be physiologically important.

Molecular mechanisms involved in
inotropic effects

The inotropic effects of ET-1 are mediated by
various intracellular signaling pathways %
(Figure 3).

As with other neurohormones, ET-1 acts by
regulating the movement and intracellular
concentrations of ions and thus affects the
contractile properties of cardiomyocytes. Binding
of ET-1 to ET, receptors in the cardiomyocyte
cell membrane stimulates hydrolysis of
phosphatidylinositol biphosphate to DAG and
IP3. The central mechanism involved in the ET-1
response of force generation (positive inotropism)
is activation of one or more PLC isoforms, with or
without concomitant activation of L-type voltage-
dependent Ca* channels. In the latter case, Ca*
transport can also be due to stimulation of the
Na*/H* exchanger, resulting in intracellular
accumulation of Na*, which can reverse the
normal direction of the Na*/Ca* exchanger and
thus increase intracellular concentrations of Ca?**.
Stimulating the cardiac Na‘’/H* exchanger also
leads to intracellular alkalinization by around 0.1
pH units and
proteins to Ca** @Y. The positive inotropic effect
triggered by ET-1 in rat ventricular myocytes was
initially attributed to increased sensitization of
19 and subsequently, as
being also associated with a higher amplitude of
intracellular Ca* transients, corresponding to the
Ca** available for contraction ™. ET-1 activates
the PLC pathway in the rabbit ™, and in the
guinea-pig it causes a series of effects, including
increased transmembrane Ca* flux through L-

sensitization of contractile

myofilaments to Ca

type Ca** channels and stimulation of the Na*/H*
exchanger following PKC activation "". Finally,
formation of IP3 and changes in the myofibrillar
response to Ca* have been observed in
association with the positive inotropic effect of
ET-1 in human left ventricle ®1%.

The two main mechanisms
mediation of the occasional negative inotropic
action of ET-1 are alterations in transmembrane
currents and reduced cell levels of cyclic

involved in




endocdrdica e demonstrou a ocorréncia desta
disfuncdo na 1C 1,

Resumindo, e apesar dos diferentes achados
resultantes da utiliza¢cdo de preparacdes
experimentais e de espécies animais distintas,
as evidéncias existentes até & data sustentam o
conceito de que os receptores miocdrdicos
envolvidos no controlo da funcdo sistélica
pertencem predominantemente ao tipo ET,,
embora os receptores ETp se afigurem também
como fisiologicamente relevantes.

Mecanismos Moleculares Envolvidos no
Efeito Inotrépico

Os efeitos inotrépicos da ET-1 sdo mediados
por vérias vias de sinalizacdo intracelulares (%
(Figura 3).

Tal como outras neuro-hormonas, a ET-1
afecta as propriedades contricteis do cardio-
miécito pela regulacio do movimento e
concentracfo intracelular de ides. A ligacdo da
ET-1 aos receptores ET, na membrana celular do
cardiomiécito estimula a hidrélise do bifosfato

CARMEN BRAS-SILVA, et al
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adenosine monophosphate (cAMP). The transient
negative inotropic effect observed in human atria
following exogenous administration of ET-1 has
been attributed to inhibition of adenylate
cyclase 17, The sustained negative inotropic
effect of ET-1 found in rabbit atria after pre-
stimulation ~ with
accompanied by lower cAMP levels. On the other
hand, no changes in levels of this messenger
associated with reduced contractile force induced
by activation of ET, receptors were detected in
the dog®. The negative inotropism induced by

isoprenaline was also

selective endothelial ETp; receptor stimulation
has been shown to be mediated by the release of
NO and prostaglandins .

Effects on heart rate

Experimental studies of the action of ET-1 on
heart rate have reported both positive and
negative chronotropic effects, or no effect at all.
These results may be partly explained by the
reduced myocardial perfusion  resulting
from coronary artery constriction in in vivo

Efeito Inotropico Positivo
Positive inotropic effect

Alkalinization

Efeito Inotrépico Negativo
Negative inotropic effect

Phosphatases

Figura 3. Mecanismos de transdugdo de sinal que estdo envolvidos nos efeitos inotrépicos da ET-1. NCX: trocador Na'/Ca*; NHE-1:
trocador Na'/H*; PLC: fosfolipase C; PKA: proteina cinase A; PKC: proteina cinase C; PKG: proteina cinase G; AC: adenilciclase;

GC: guanilciclase; DAG: diacilglicerol; 1P3: trifosfato de inositol.

Figure 3. Signal transduction mechanisms involved in the inotropic effects of ET-1. NCx: Na*/Ca* exchanger; NHE-1: Na*/H*
exchanger; PLC: phospholipase C; PKA: protein kinase A; PKC: protein kinase C; PKG: protein kinase G; AC: adenylcyclase; GC:
guanyleyclase; DAG: diacylgycerol; IP3: inositol triphosphate; cAMP: cyclic adenosine monophosphate; cGMP: cyclic guanosine

monophosphate.
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de fosfatidilinositol em DAG e IP3. O mecanismo
central envolvido na resposta da ET-1 para
geracdo de forca (inotropismo positivo) é a
activacdo de uma ou vérias isoformas de PLC,
com ou sem activacio concomitante dos canais de
Ca** de tipo L dependentes de voltagem. No
dltimo caso, os movimentos de Ca* podem
também ser devidos a estimulaciio do trocador
Na*/H*, causando acumulacdo intracelular de
Na* que potencialmente reverte a direccio
normal do trocador Na*/Ca* e assim aumenta a
concentragfo intracelular de Ca*. A estimulacéo
do trocador Na*/H* cardiaco conduz também a
alcalinizacdo intracelular em cerca de 0,1
unidades de pH e a sensibiliza¢do das proteinas
contrdcteis ao Ca**®Y. O efeito inotrépico positivo
desencadeado pela ET-1 em midcitos
ventriculares de Rato foi inicialmente atribuido
ao aumento da sensibilizacdo dos miofilamentos
ao Ca* (™ e posteriormente, associado também
a uma elevacdo da amplitude dos transientes
de Ca* intracelulares, correspondentes ao Ca*
disponivel para a contraccio Y. No Coelho
sabe-se que a ET-1 activa a via da PLC® ¢ na
Cobaia promove uma combinagfo de mecanismos
incluindo o aumento do fluxo transmembranar
de Ca* através dos canais de Ca* de tipo L e a
estimulacdo do trocador Na*/H* consequente a
activacdo da PKC 1, Finalmente, a formacéo do
IP3 e as alteragdes da resposta miofibrilar ao Ca*
foram observadas em associacdo com o efeito
inotrépico positivo da ET-1 no ventriculo
esquerdo humano ©*'%,

Os dois principais mecanismos implicados na
mediagdo das acgdes inotrépicas negativas
ocasionais da ET-1 sdo altera¢des das correntes
reducdes dos
celulares de monofosfato de adenosina ciclico
(AMPe). O efeito inotrépico negativo transitério
observado nas aurfculas humanas apéds
administracdo exdégena de ET-1 foi atribuido a
inibi¢do da adenilciclase 7. O efeito inotrépico

transmembranares e niveis

negativo sustentado da ET-1, verificado apés
pré-estimulacdo com isoprenalina nas aurfculas
de Coelho, foi igualmente acompanhado por
diminuigéo dos niveis de AMPc. Por outro lado,
ndo foram identificadas alteracdes dos niveis
deste mensageiro associadas a reducdo da forga
contractil induzida pela activagdo dos receptores
ET, no Cao ™. No que concerne ao efeito
inotrépico negativo induzido pela estimulagdo
selectiva dos receptores ETp; endoteliais foi

experimental preparations or in isolated heart
preparations, and by the use of supraphy-
siological concentrations of ET-1?.

Studies using ET receptor antagonists or
lower concentrations of the peptide may help
to clarify the situation. In rats subjected to
artery receptor
antagonists had antiarrhythmic properties post-
ischemia, showing that the release of endogenous
ET-1  during myocardial ischemia is
arrthythmogenic "', Similarly, the incidence of
post-ischemic tachyarrhythmias was reduced by

coronary occlusion, ET

ET, receptor blockade during ischemia in ex
vivo perfused rat hearts "'. By contrast,
electrophysiological studies in rabbit """ and
guinea-pig "' sinus node cells showed that ET-1
administered exogenously induces membrane
hyperpolarization and shortens action potential
duration, leading to decreased cardiac
excitability. This effect appears to involve
inhibition of L-type Ca* channels and chloride
ion currents, as well as activation of potassium
ion currents M¥. ET-1-induced suppression of
cardiac excitability may help prevent harmful
rises in heart rate, as in situations of increased
sympathetic stimulation such as in myocardial
ischemia ™.

To summarize, the role of endogenous
ET-1 in regulating heart rate and rhythm in
vivo, particularly in humans, remains to be

determined.

Endothelin and myocardial response to
preload

In 1973, Parmley and Chuck observed that
increasing the length and/or passive tension of cat
papillary muscle in vitro was followed by both
rapid and slow increases in shortening and
muscle tension " (Figure 4A). The immediate
change in shortening and muscle tension is the
basis of the Frank-Starling mechanism and is due
in large part to increased sensitivity of
myofilaments to Ca*. On the other hand, the slow
response, which occurs during the 10 to 15
minutes following muscle stretch, involves the
action of ET and Ca* as a result of a complex
autocrine/paracrine mechanism M°. Specifically,
myocardial stretch triggers release of angiotensin
I1, which leads to the formation and/or release of
ET (probably ET-3), which in turn activates the
Na*/H* exchanger. Stimulation of this exchanger
causes concentrations of intracellular Na* to rise,




2

demonstrado que é mediado pela libertagdo de
NO e de prostaglandinas “.

Efeitos na Frequéncia Cardiaca

Nos trabalhos experimentais relativos & ac¢éio
da ET-1 sobre a frequéncia cardiaca, foram
descritos tanto efeitos cronotrépicos positivos
como negativos e até a inexisténcia de quaisquer
efeitos. Estes resultados poderdo ser explicados,
pelo menos em parte, pela limitagéo da perfusao
miocdrdica derivada da constricdo corondria
em preparagdes experimentais in vivo ou em
preparagdes de coracdo isolado e pela utilizagdo
de concentragdes suprafisiolégicas de ET-1".

Alguns estudos que usaram antagonistas dos
receptores da ET ou concentragdes mais baixas
deste peptideo podem ajudar a esclarecer este
aspecto. Em ratos sujeitos a oclusdo da artéria
corondria, antagonistas dos receptores da ET
tém propriedades antiarritmicas em situacgdes de
p6s-isquemia, mostrando que a ET-1 libertada
endogenamente durante a isquemia miocdrdica
a %19 De igual forma, a
incidéncia de taquiarritmias pés-isquemia foi

é arritmogénic

reduzida pelo bloqueio dos receptores ET),
durante a isquemia em coragdes de Rato
perfundidos ex vivo "'°. Pelo contréario, estudos
electrofisiolégicos em células do né sinusal
de Coelho ™V e Cobaia " mostraram que a
ET-1 administrada exogenamente induz hiper-
polariza¢do da membrana e encurtamento da
duragdo do potencial de ac¢do, conducentes a
supressdo da excitabilidade cardfaca. Esta
ac¢do parece envolver a inibicdo dos canais de
Ca* de tipo L e correntes de ides cloreto, bem
como a activagfio de correntes de ides potdssio .
Esta supressdo da excitabilidade cardiaca
induzida pela ET-1 poderd evitar aumentos
nefastos da frequéncia cardiaca, tais como os
que ocorrem em situagdes de aumento da
estimulag@o simpética, por exemplo, na isquemia
miocardica M.

Em conclusdo, o papel da ET-1 endégena na
regulagdo da frequéncia e ritmo cardiacos in vivo,
particularmente no Homem, permanece ainda por
definir.

Endotelina e Resposta Miocardica a Pré-carga

Em 1973, Parmley e Chuck observaram que
ao aumento do comprimento efou da tensdo
passiva de misculos papilares de Gato,
estudados in witro, se seguiam aumentos quer

CARMEN BRAS-SILVA, et al
Rev Port Cardiol 2008; 27: 925-51

followed by activation of the reverse mode of
Na*/Ca* exchange, leading to increased uptake
of Ca* increased myocardial
contractility. The greater sensitivity of
myofilaments to Ca** caused by the intracellular
alkalinization resulting from activation of the

and hence

Na*/H* exchanger is a complementary pathway
of the slow force response to myocardial
stretch "' (Figure 4B). Piuhola et al. " tested
the contribution of ET-1 to the Frank-Starling
mechanism in the intact hearts of healthy and
hypertensive rats with myocardial hypertrophy.
Both healthy and hypertrophied hearts had a
preserved Frank-Starling response (increase in
contractile function in response to increased
preload / end-diastolic pressure); however, while
ET receptor blockade had no visible effect in
healthy hearts, it significantly weakened the
response in hypertrophied hearts. These results
suggest that endogenous ET-1 contributes to the
response to increased preload in the presence of
myocardial hypertrophy.

Effects on diastolic function

The determinants of diastolic function include
myocardial relaxation and the passive properties
of the ventricular wall, such as wall stiffness
and thickness and chamber geometry (size and
volume). Other factors include the structures
surrounding the ventricle, the left atrium, the
pulmonary veins and the mitral valve, as well as
heart rate. Myocardial stiffness is determined by
the intrinsic properties of the cardiomyocytes
themselves  (the cytoskeleton) and the
extracellular matrix 1?2, Thus, an analysis of the
effects of ET-1 on diastolic function must take
into account its effect on both myocardial
relaxation (lusitropic effects) and stiffness.

As regards myocardial relaxation, exogenous
administration of ET-1 in isolated muscle
preparations resulted in increased rate of tension
decline and muscle re-extension (myocardial
relaxation) ™. In the intact heart, the effects of
ET-1 result from the direct action of the peptide
and indirect effects triggered by coronary and/or
systemic vasoconstriction. Although moderate
coronary vasoconstriction does not significantly
affect cardiac function, the more severe vasocons-
triction induced by high, non-physiological, ET-1
levels results in myocardial ischemia "%,
this case, relaxation velocity tends to decrease
due to lack of energy supply. On the other hand,

In
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Figura 4. (A) Resposta miocérdica ao estiramento (elevagéio da pré-carga). O estiramento de um musculo papilar a contrair isoténica
ou isometricamente, resulta numa resposta bifdsica: um aumento rédpido inicial (1-2), seguido por um aumento adicional progressivo
da tensfio activa ou do encurtamento muscular (2-3).

(B) Mecanismos de transdugdo de sinal associados a resposta lenta ao estiramento. Ang II: angiotensina II; ET: endotelina; NHE-1:
trocador Na*/H*; [Na*[i: concentrag@o intracelular de Na*; NCX: trocador Na*/Ca2t; [Ca*i: concentragfo intracelular de ides célcio;

pHi: pH intracelular (Adaptado de ™).

Figure 4. 4 (A) Myocardial response to stretch (elevation of preload). Papillary muscle stretch during isotonic or isometric

contraction results in a biphasic response: an initial rapid increase (1-2), followed by a gradual further increase in active tension or

muscle shortening (2-3); (B) Signal transduction mechanisms associated with the slow force response (adapted from ).
Ang II: angiotensin II; ET: endothelin; NHE-1: Na"/H* exchanger; [Na“[i: intracellular Na* concentration NCx: Na”/Ca** exchanger;

[Ca*i: intracellular Ca* concentration; pHi: intracellular pH

rdpidos quer lentos do encurtamento e da tensdo
muscular desenvolvidos " (Figura 4A). A
alteracdo imediata do encurtamento/tensdo
muscular constitui actualmente a base da lei de
Frank-Starling e ¢ devida em grande parte ao
aumento da sensibilidade dos miofilamentos ao
Ca*. Por outro lado, a resposta lenta, que ocorre
ao longo dos 10 a 15 minutos que sucedem o
estiramento muscular, envolve a ac¢do da ET e do
Ca** como resultado de um complexo mecanismo
autéerino e pardcrino M. Mais detalhadamente, o
estiramento miocdrdico provoca a libertacdo de
angiotensina I, que, por sua vez, conduz a
formacéo e/ou libertacdo de ET (provavelmente

in healthy hearts moderate increases in afterload
accelerate myocardial relaxation, while more
marked increases, such as those arising from
severe relaxation

vasoconstriction, reduce

2. 120 This complex regulation of

velocity
myocardial relaxation, involving opposing effects
of ET-1, may explain why there are as yet no
conclusive studies on the effects of this peptide
on myocardial relaxation in the intact heart.
With regard to myocardial stiffness, various
studies have suggested that chronically elevated
levels of ET-1 in pathological conditions may
stiffness by inducing

myocardial hypertrophy and changes in the

increase diastolic




ET-3), que activa o trocador Na/H*. A
estimulacdo deste trocador promove a elevagao
da concentracdo intracelular do Na*, a qual se
segue a activacdo do trocador Na*/Ca* no modo
reverso, conduzindo a um aumento da entrada
de Ca* e consequentemente da contractilidade
miocdrdica. A maior sensibilidade dos miofila-
mentos para o Ca* causada pela alcalinizac¢do
intracelular resultante da activacdo do trocador
Na*/H* constitui uma via complementar da
resposta lenta ao estiramento miocardico ¢!
(Figura 4B). Piuhola e colaboradores M testaram
a contribui¢do da ET-1 para o mecanismo de
Frank-Starling em coragdes intactos de ratos
sauddveis e hipertensos com hipertrofia
miocédrdica. Ambos, os coracdes saudéveis e os
hipertréficos, apresentaram uma resposta de
Frank-Starling preservada (ou seja, um aumento
da funcdo contrictil em resposta a um aumento
da pré-carga/pressdo telediastdlica), contudo,
enquanto que o bloqueio dos receptores da ET
ndo teve qualquer efeito visivel em coracdes
saudéveis, atenuou significativamente a resposta
de Frank-Starling nos coragdes hipertréficos.
Estes resultados apontam para uma participag¢do
da ET-1 endégena na resposta a elevagdes da pré-
carga na presenca de hipertrofia miocérdica.

Efeitos na Funciao Sistolica

Os determinantes da funcdo diastélica
incluem o relaxamento miocdrdico e as
propriedades passivas da parede ventricular,
tais como a rigidez e a espessura da parede e a
geometria da clAmara (tamanho ou volume).
Outros determinantes incluem as estruturas que
rodeiam o ventriculo, a aurfcula esquerda, as
veias pulmonares e a vdlvula mitral, bem como a
frequéncia cardiaca. Em relagdo a rigidez
miocdrdica, os determinantes
relacionados com factores intrinsecos aos

préprios cardiomiéeitos (citoesqueleto) e com a
120-122)

seus estao

matriz extracelular Neste contexto, a
andlise dos efeitos da ET-1 na funcio diastélica,
deve ter em conta quer os efeitos no relaxamento
miocérdico (efeitos lusitrépicos), quer os efeitos
na rigidez miocdrdica.

No que concerne ao relaxamento miocérdico,
a administragio exégena de ET-1 a preparacoes
de misculo isolado resultou num aumento da
velocidade de queda da tensdo e de reextensdo
muscular (relaxamento miocérdico) "*¥. No
coracdo intacto, os efeitos da ET-1 podem resultar

CARMEN BRAS-SILVA, et al
Rev Port Cardiol 2008; 27: 925-51

extracellular matrix that lead to fibrosis %12, It
has also been demonstrated in vitro in different
cell types, including cardiomyocytes, that ET-1
can enhance the release of metalloproteases, and
thus also possibly lead to fibrosis .

On the other hand, there has been little study
of the acute effects of ET-1 on myocardial
stiffness, perhaps because the few researchers
interested in the subject have concentrated on the
effects of supraphysiological doses of exogenous
ET-1 in the intact heart "> > -39 Ag stated
above, in these circumstances ET-1 can cause
severe coronary and systemic vasoconstriction,
which may mask any effect of ET-1 on the
intrinsic properties of the myocardium. In fact,
both myocardial ischemia and markedly raised
afterload can increase the end-diastolic pressure-
volume relation, reflecting increased myocardial

127 135150 - However, studies in rabbit

stiffness
papillary  muscle
trabeculae, in which such limitations are
excluded, have shown that ET-1 increases
distensibility of acutely loaded myocardium, with
no impairment of contractile performance being
observed ®. This effect is mediated by ET),
receptors; it is dependent on the functional
integrity of endocardial endothelium and
modulated by endothelial ETg; receptors, NO
and prostaglandins © 13139,

and human auricular

Effects on cell growth and myocardial
remodeling

Cardiac hypertrophy is an adaptation to
pressure and volume overload and neurohumoral
stimulation. Such adaptation may result in
maintenance, improvement or impairment of
cardiac function, depending on the type and
degree of overload and on the mediators and
intracellular signaling mechanisms involved.
It was reported in the early 1990s that ET-1
can induce hypertrophy in cultured neonatal
cardiomyocytes  and  fibroblasts @4 1,
Subsequent studies showed that ET-1 acts
in synergy with various growth factors to
promote cell transformation and replication.
It has nevertheless been difficult to establish
a causal relationship between endogenous
ET-1 and cardiac hypertrophy in vivo and in
adult tissues ®.

In experimental models of hypertrophy
induced by pressure or volume overload,
mechanical stress is probably the trigger for
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da accdo directa do peptideo e de efeitos
indirectos dependentes da
corondria e/ou sistémica. Enquanto que niveis
moderados de vasoconstri¢do corondria néo
afectam significativamente a funcdo cardiaca,

vasoconstri¢éo

efeitos vasoconstritores mais intensos induzidos
por concentracdes elevadas, ndo fisiolégicas, de
ET-1 induzem isquemia miocédrdica "**'*. Nesta
situacdo hd uma tendéncia para a diminuigfo
da velocidade do relaxamento devida a falta
de suprimento energético. Por outro lado, é
sabido que, em coracdes sauddveis, aumentos
moderados da pds-carga aceleram o relaxa-
mento miocdrdico, enquanto que aumentos
severos, resultantes de
vasoconstricdo intensa, diminuem a velocidade
de relaxamento 127, Esta regulag¢dio complexa
do relaxamento miocdrdico associada aos
potenciais efeitos opostos da ET-1 poderdo
explicar porque motivo ndo foram ainda
conclusivos os estudos dos efeitos deste peptideo
sobre o relaxamento miocdrdico no coracéo
intacto.

Em relacdo a rigidez miocérdica, vdrios

mais como  0s

estudos sugerem que quando cronicamente
elevada em condi¢des patolégicas, a ET-1 pode
aumentar a rigidez diastélica através da indugdo
de hipertrofia miocardica e da altera¢@o da matriz
extracelular, conducentes a fibrose **'*), Nio
obstante, foi demonstrado em diferentes tipos de
células in vitro, incluindo os cardiomiécitos, que
a ET-1 pode também aumentar a libertacdo de
metaloproteases, e assim talvez condicionar a
fibrose "),

Por outro lado, o estudo dos efeitos agudos da
ET-1 na sido
negligenciado, talvez devido ao facto dos poucos
investigadores que se interessaram por este
assunto, terem analisado os efeitos de doses
suprafisiolégicas de ET-1 exégena no coragéo
intacto (124125131130 - Como referido acima, nestas
ET-1 pode provocar
vasoconstri¢do corondria e sistémica intensa, o
que pode mascarar qualquer efeito da ET-1 nas
propriedades intrinsecas do miocérdio. De facto,
ambas, isquemia miocdrdica e elevagdes severas
da pés-carga, sdo capazes de elevar a relagdo
pressdo-volume telediastélica, reflectindo um
aumento na rigidez miocdrdica (12155157
estudos em misculos papilares de Coelho e em
trabéculas auriculares humanas, em que estas
limitagdes sdo excluidas, mostraram que a

miocardica tem

rigidez

circunstancias, a

. Porém,

gene transcription programs that include
overexpression of ET-1 . Thus, in left
ventricular cardiomyocytes of rats subjected to
aortic constriction for several weeks, expression
of prepro-ET-1 messenger RNA (mRNA)
increased, suggesting that cardiomyocytes are
a source of ET-1 production in hypertrophic
hearts "*. Treatment with a selective ET,
receptor antagonist for two weeks prevented the
development of hypertrophy in a similar
experimental model **. However, overexpression
of the ET system lasted only a few days following
increase in pressure overload "', In salt-
sensitive hypertensive rats, T was not activated
in established hypertrophy but only in the
transition to HEF 9.

Studies have also suggested that ET-1 is
involved in right ventricular hypertrophy, based
mainly on the overexpression of prepro-ET-1
documented in various animal models, inclu-
ding exposure to normobaric hypoxia, carbon
monoxide, and monocrotaline "'*. Furthermore,
administration of selective ET, receptor
antagonists to rats with monocrotaline-induced
hypertension prevented development of right
ventricular hypertrophy and fibrosis 0 .
Selective ET, and nonselective ET,/ETp
receptor antagonists also attenuated the
cardiopulmonary alterations arising from
experimentally right
hypertrophy,  leading  to
improvement and increased survival ">,

Changes in the left ventricular myocardial
genome and proteome of animals with pulmonary
hypertension have been reported, even in the

absence of overload > '*7, as has activation of
158)

induced ventricular

hemodynamic

neuroendocrine systems, particularly ET-1
Interestingly, ET receptor blockade, both in
vivo and in vitro, also reversed the left
ventricular contractile dysfunction observed in
this mode] 1%

To summarize, ET-1 formation appears to be
temporarily stimulated as the heart adapts to a
pathological increase in load, which suggests
that the peptide may have an adaptive action.
Various studies have indicated that ET-1 plays
an important role as a hypertrophic agent in
progression to HF, although the magnitude of its
effects varies depending on the experimental
model chosen.

ET-1-induced myocardial hypertrophy may
result from activation of ET, receptors "'




ET-1 aumenta agudamente a distensibilidade
miocérdica em situagoes de sobrecarga, sem que
isso se traduza num comprometimento da fun¢éo
contrdctil . Este efeito é mediado pelos
receptores ET,, dependente da integridade
funcional do endotélio endocardico e modulado
pelos receptores ETp; endoteliais, pelo NO e

pelas prostaglandinas #1%1%),

Efeitos no Crescimento e Remodelagem
Miocardica

A hipertrofia cardiaca constitui um
mecanismo de adaptacdo a sobrecarga de pressdo
e de volume e & estimulacfio neuro-humoral. Esta
adaptacdo poderd resultar na manutencdo, na
melhoria ou na depressdo da funcdo cardiaca,
dependendo do tipo e do grau de sobrecarga, bem
como dos mediadores e dos mecanismos de
sinalizacdo intracelular envolvidos. No inicio dos
anos 90, foi descrito que a ET-1 é capaz de
induzir hipertrofia de
fibroblastos neonatais em cultura ', Trabalhos
subsequentes mostraram que a ET-1 pode agir

sinergicamente

cardiomiécitos e

com vérios factores de
crescimento de forma a potenciar a transformacéo
e areplicacdo celular. No entanto, torna-se dificil
estabelecer uma relagdo causal entre a ET-1
endégena e a hipertrofia cardiaca in vivo e em
tecidos adultos ®".

Em modelos experimentais de hipertrofia
induzida por sobrecarga de pressdo ou de volume,
as forgas biomecAnicas sdo provavelmente o
estimulo inicial dos programas de transcri¢do
genética, incluindo a sobre-expressao de ET-112,
Assim, em cardiomidécitos do ventriculo esquerdo
de ratos sujeitos a constri¢gio aértica durante
vérias semanas, a expressdo de ARN mensageiro
(ARNm) da pré-pr6-ET-1 aumenta, sugerindo
que os cardiomiéeitos sdo uma fonte de produgio
de ET-1 em coracdes hipertréficos ™. O
tratamento com um antagonista selectivo para os
receptores ET ), durante duas semanas, impediu
o desenvolvimento de  hipertrofia no
mesmo modelo experimental "*. No entanto, a
sobre-expressdo do sistema da ET, durou apenas
alguns dias apés o aumento da sobrecarga de
pressdo "% Em ratos com hipertensdo sensivel
ao sal, este sistema ndo foi activado na fase
de hipertrofia cardiaca estabelecida, mas apenas
na transicdo para a 1C ",

Alguns estudos sugerem, igualmente, um
envolvimento da ET-1 na hipertrofia ventricular

CARMEN BRAS-SILVA, et al
Rev Port Cardiol 2008; 27: 925-51

and/or ETpg receptors ** 2. The biochemical
processes activated by the binding of ET-1 to its
receptors involve PLC, PKC and various other
kinases. PKC activates different MAPK isoforms,
which phosphorylate and activate transcription
factors such as c-fos and c-jun, leading to
hypertrophic gene expression 1%2.

Role of endocardial and coronary vascular
endothelium

Cardiac endothelial cells, endocardial and
vascular, are the principal source of ET-1 in the
healthy heart and cardiomyocytes are its main
target, which makes this peptide an essential
mediator in endothelial-myocardial interaction ™.
The effects of ET-1 are also modulated by the
functional integrity of the endothelium.

The inotropic response to ET-1 is similar to
the characteristic positive inotropic effect of
cardiac endothelium ¥, The earlier onset of
myocardial reduced peak
isometric tension observed after selective
denudation of endocardial endothelium thus
appear to be related to reduced endothelial
release of ET-1 164160,

The inotropic action of ET-1 depends to a
large extent on the type of experimental
preparation used. For example, ET-1 is 60 times
more potent in cardiomyocytes than in isolated
potent
physiological response in the multiple cell
preparation may be due to a series of regulatory
mechanisms involving other types of cell
besides cardiomyocytes, such as cardiac
endothelial cells. Li et al."® found that removing
the endothelial cell layer from the endocardium
increased myocardial sensitivity to ET-1 and
altered the effects of this agent on twitch
configuration characteristics. Another study
demonstrated that brief exposure to a large
number of reactive oxygen species, with partial
destruction of the endothelial surface, induces an
in papillary muscle contractile
performance by stimulating release of ET-1 from
endothelial cells .

As mentioned above, there is disagreement on
the physiological role of ET-1 in contractile
function of the healthy heart in vivo, since on the
one hand it increases oxygen consumption due

relaxation and

papillary muscles 7. The less

increase

to its potent inotropic effect, and on the other,
it reduces oxygen supply due to its action as
a coronary vasoconstrictor. It has been reported
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sobretudo na sobre-
expressdo de pré-pr6-ET-1 documentada em

varios modelos animais, nomeadamente, de

direita, baseando-se

exposi¢do a hipéxia normobdrica, ao monéxido de
carbono, & monocrotalina "%, A acrescentar a
estes resultados, a administracio de antagonistas
selectivos para os receptores ET, a ratos com
hipertensdo induzida pela monocrotalina evitou o
desenvolvimento de hipertrofia e
ventricular 10 A utilizagdo  de

fibrose
direita .
inibidores selectivos para os receptores ET, e
ndo-selectivos ET,/ETp atenuou também as
alteragdes cardiopulmonares que sucedem 2a
hipertrofia
experimentalmente, com melhoria hemodinadmica
e aumento da sobrevida "1,

Apesar da auséncia de sobrecarga, foram
relatadas algumas alteragdes no genoma e
proteoma do miocdrdio ventricular esquerdo de
animais com hipertensdo arterial pulmonar %5,
bem como activacdo de
endéerinos, designadamente do sistema da ET-1
@8 Curiosamente, o bloqueio dos receptores da
ET quer in vivo, quer in vitro, reverteu tambhém a

disfuncdo contrictil do ventriculo esquerdo
(154,158)

ventricular  direita  induzida

sistemas neuro-

observada neste modelo
Em suma, a formacdo de ET-1 parece ser
estimulada transitoriamente a medida que o
cora¢do se adapta ao aumento patolégico da
carga, o que sugere que este peptideo poderd ter
uma accdo adaptativa. Diversos estudos apontam
para um maior envolvimento da ET-1 como
agente hipertréfico na progresso para a IC,
embora a magnitude dos seus efeitos seja varidvel
consoante o modelo experimental seleccionado.
Os processos
induzidos pela ET-1 podem resultar da activag¢ao
dos receptores ET, %, e/ou dos receptores
ETg ®10, Os processos bioquimicos activados
pela ligacdo da ET-1 aos seus receptores
envolvem a activac¢do da PLC, da PKC e de vérias
outras cinases. A PKC activa vérias isoformas das

hipertréficos miocérdicos

MAPKSs, que fosforilam e activam os factores de
transcri¢do, tais como o c¢-fos e o c-jun, com
consequente expressio de genes hipertréficos 1.
Endotélios Endocardico e
Vascular Coronario

Papel dos

As células endoteliais cardiacas,
endocérdicas e vasculares, sdo a principal fonte

de ET-1 no cora¢do sauddvel e os cardiomécitos

however that in vivo ET-1 binds stoichio-
metrically to its receptor
may enable ET-1, secreted constitutively, to have
an autocrine action by binding directly to ETp
receptors on the endothelial surface, thus
of NO and
prostaglandins ©%, than
myocardial contractility by binding to the
receptors in cardiomyocytes.

The effects of ET-1 on cardiac rhythmicity are
even more complex and unpredictable (see
above). In the healthy adult heart, ET-1 mRNA is
expressed exclusively in endocardial and
coronary vascular endothelial cells "> '™, while
the mRNA of its receptors is expressed in both
endothelial cells and cardiomyocytes, and,
interestingly, also 1in the atrioventricular
conduction system ®. This distribution therefore

199 This characteristic

stimulating the secretion

rather increasing

suggests how the endothelium may modulate the
effects of ET-1 on cardiac rhythm.

Increased ET-1 expression in endocardial and
coronary artery endothelium has been confirmed
in models of ventricular hypertrophy “™. This
increase appears to be sufficient to trigger the
hypertrophic process in myocardial cells,
irrespective of whether there is overexpression of
ET-1™. As mentioned in the previous section, in
a model of hypertension-induced hypertrophy,
ventricular ET-1 levels were not elevated during
the hypertrophic phase without HF @49 which
suggests there may be alternative pathways
for adaptive myocardial growth. Increased
myocardial ET-1 levels in the transition of left
ventricular hypertrophy to HF and its association
with deterioration of cardiac function "™ point to
a role for ET-1 in maladapted myocardial
remodeling.

EFFECTS ON PRENATAL
DEVELOPMENT

In 1994, Kurihara et al. first reported
craniofacial abnormalities in mice with ET-1
gene deletion, thus highlighting the importance of
this peptide in embryonic development (.
Widening their study to the cardiovascular
system, the authors documented gross defects in
morphogenesis, manifested in a series of
abnormalities of the aortic arch and aortic-
pulmonary septation. Treating these animals
with ET-1-specific antibodies or with selective




sdo o seu alvo prioritério, o que faz com que este
peptideo seja um mediador essencial na
interac¢éo endotélio-miocédrdio . Por outro lado,
os efeitos da ET-1 sdo também modulados pela
integridade funcional do endotélio.

A resposta inotrépica & ET-1 assemelha-se ao
efeito inotrépico positivo caracteristico do
101169 O inicio precoce do
relaxamento miocdrdico e a redugdo do pico de
tensdo isométrica observados apéds destrui¢do
selectiva do endotélio endocdrdico parecem
assim estar relacionados com a menor libertacao
endotelial de ET-1 16+160,

A accdo inotrépica da KET-1 depende
consideravelmente do tipo de preparagio
experimental utilizado. Por exemplo, a ET-1 é
60 vezes mais potente em cardiomiécitos do que
em musculos papilares isolados 7. A resposta

endotélio cardfaco

fisiolégica menos intensa nesta preparagdo
multicelular poderd ser devida a existéncia de
integracdo de uma série de mecanismos
reguladores dependentes do envolvimento de
outros tipos de células além dos cardiomigcitos,
tais como as células endoteliais cardiacas. Li e
colaboradores ' verificaram que a remocgdo da
camada de células endoteliais do endocardio,
aumenta a sensibilidade miocdrdica a ET-1 e
modifica as alteracdes induzidas por este agente
na configuracdo do abalo muscular. Num outro
estudo, foi demonstrado que a exposigdo breve a
uma grande quantidade de espécies reactivas de
oxigénio, com destrui¢do parcial da superficie
endotelial, induz um aumento da for¢a de
contraccdo de musculos papilares através da
estimulacdo da libertagdo de ET-1 pelas células
endoteliais 1%

O papel fisiolégico da ET-1 na funcio
contractil do cora¢fio sauddvel in vivo ndo é, como
atrds foi mencionado, consensual, uma vez que,
por um lado, aumenta o consumo de oxigénio em
virtude do seu potente efeito inotrépico, e por
outro, diminui o fornecimento do mesmo devido a
sua acg¢do como vasoconstritor corondrio. Foi
contudo descrito que in vivo a ET-1 se liga ao
seu receptor estequiometricamente "”. Esta
caracterfstica poderd permitir que a ET-1,
secretada constitutivamente, actue de forma
autécrina ligando-se directamente aos receptores
ETpg na superficie endotelial, e assim estimule a
secrecdo de NO e de prostaglandinas ® em vez de
promover aumento da contractilidade miocdrdica
pela ligagdo aos receptores presentes nos

CARMEN BRAS-SILVA, et al
Rev Port Cardiol 2008; 27: 925-51

ET ), receptor antagonists increased the frequency
and severity of these cardiovascular defects ™.
Other important of ET-1
promotion of Purkinje fiber differentiation ™,
regulation of cardiac sympathetic innervation

and involvement

effects include

in the formation of the
cardiovascular outflow tract ™.
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cardiomiécitos.

As ac¢des da ET-1 na ritmicidade cardiaca
sdo ainda mais complexas e imprevisiveis
(vide supra). No coragdo adulto e sauddvel, o
ARNm da ET-1 é expresso, exclusivamente, nas
células endoteliais endocérdicas e vasculares

corondrias 121" enquanto que o ARNm dos seus
receptores é expresso, quer nas células
endoteliais, quer nos cardiomiécitos, e

curiosamente, também no sistema de condu¢do
aurfculo-ventricular ®. Esta distribui¢fio prediz,
portanto, a potencial modula¢do dos efeitos da
ET-1 sobre o ritmo cardfaco pelo endotélio.

O aumento da expressdo de ET-1 nas células
endoteliais endocdrdicas e corondrias estd
comprovado em modelos de hipertrofia
ventricular ™. Este aumento parece ser
suficiente para processo
hipertréfico  na miocérdicas,
independentemente de nestas existir, ou nfo,
sobre-expressdo de ET-1 V. Como referido na
sec¢lo anterior, num modelo de hipertrofia
dependente  de  hipertensdo, os
ventriculares de ET-1 ndo se encontravam

desencadear o
células

niveis

aumentados durante a fase hipertréfica sem
IC M9 o que sugere a existéncia de vias
alternativas para o crescimento miocdrdico
adaptativo. O aumento de niveis miocdrdicos de
ET-1 na transi¢dio da hipertrofia ventricular
esquerda para a IC e a sua associagdio com a
deterioracdo da funcdo cardiaca ™ indiciam uma
accdo da ET-1 na remodelagem miocdrdica
desadaptada.

EFEITOS NO DESENVOLVIMENTO
PRE-NATAL

Em 1994, colaboradores
relataram, pela defeitos
craniofaciais em Ratinhos com delecdao do

Kurihara e

primeira  vez,
gene da ET-1, chamando entdo a atencdo para
a relevincia deste peptideo no desenvolvimento
embriondrio "™. Alargando estes estudos para
o sistema cardiovascular, estes autores
documentaram defeitos grosseiros na morfo-
génese, manifestados por uma série de anomalias
do arco aértico e da septacdo adrtico-pulmonar.
O tratamento destes animais com anticorpos
especificos para a ET-1 ou com antagonistas
selectivos para os receptores ET, aumentou a
frequéncia e a extensdo destes defeitos
Efeitos  adicionais
proeminentes da ET-1 incluem a promogdo da
diferencia¢do das fibras de Purkinje '™, a
regulagfio da inervacdo cardfaca simpdtica’™ e a
participa¢do na formacdo do tracto de saida
cardiaco ™.

cardiovasculares (™.
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