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RESUMO

O aumento dos niveis plasmaticos de aldosterona apos infarto do miocardio (IM)
esta relacionado com a piora do progndéstico da doenca e contribui para patogénese da
insuficiéncia cardiaca. O tratamento do IM com antagonistas de receptores
mineralocorticoides (MR) da aldosterona, espironolactona e eplerenona, tém reduzido a
remodelacdo do ventriculo esquerdo e a morte subida. Entretanto, existem evidéncias
clinicas e experimentais de que a cardioprotecdo promovida por esses antagonista pode
ser em parte independente do bloqueio da acdo da aldosterona. O objetivo do presente
estudo foi avaliar comparativamente os efeitos cardioprotetores da espironolactona e
eplerenona em um modelo agudo de isquemia cardiaca em ratos. Ratos machos wistar,
submetidos a adrenalectomia lateral ou ndo foram tratados, via oral, com
Espironolactona 20mg/kg ou Eplerenona 10mg/kg, na presenca e na auséncia de um
antagonista de receptor GR (Mifepristona 20mg/kg) e submetidos a isquemia cardiaca.
O sinal de ECG em ratos anestesiados foi obtido antes e ap6s a ligadura coronaria
esquerda, durante 1 hora. A area sob a curva do segmento ST do ECG, um parametro
que indica isquemia do miocardio, foi significativamente menor para a espironolactona
(53.9.3 £ 13,07) e eplerenona (31,3 + 10,08) de animais tratados em compara¢do com 0s
animais de controle (179,4 + 32,3). Mifepristona (76,6 + 14,54) ndo foi capaz de alterar
os efeitos de espironolactona. Estes resultados sugerem que doses baixas de
espironolactona e eplerenona sdo cardioprotetoras mesmo quando 0s niveis de
aldosterona ndo estdo aumentados e que este efeito ndo € dependente da ativacdo dos

receptores GR.

Palavras-chave: Espironolactona, Eplerenona, cardioprotecéo, adrenalectomia.
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ABSTRACT

The increasing plasma levels of aldosterona after myocardial infarction (MI) is
related to its prognostic aggravation and contributes to the cardiac failure pathogenesis.
The MI treatment with the mineralocorticoid receptors (MR) antagonists,
spironolactone and eplerenone, can reduce the left ventricular remodeling and sudden
death occurrence. However, clinical and experimental evidences demonstrated that this
cardioprotection could be in part independent of the aldosterone inhibition. The
mechanisms activated by these two drugs in the heart remain unknown. Spironolactone
also presents glucocorticoid receptors (GR) affinity, which also shows cardioprotective
properties. The objective of the present work was to evaluate the cardioprotective
effects of spironolactone and eplerenone in a model of acute cardiac ischemia in rats.
Male Wistar rats were first subjected to adrenalectomy and received by oral route
20mg/kg of spironolactone or 10mg/kg eplerenone in the presence and in the absence of
mifepristone (20mg/kg), a GR receptor antagonist. The ECG signal was obtained in
anaesthetized rats before and after the left coronary ligature, during 1 hour. The area
under the curve of the ST segment of ECG, a parameter that indicates myocardial
ischemia, was significantly smaller for the spironolactone (53.9.3+£13.07) and
eplerenone (31.3£10.08) treated animals compared to the control animals (179.4 *
32.3). Mifepristone (76.6+14.54) was not able to alter the effects of spironolactone.
These results suggest that low doses of spironolactone and eplerenone are
cardioprotective even when plasma levels of aldosterone are not augmented and that this

effect is not dependent of GR receptors activation.

Keywords: Espironolactone, Eplerenone, cardioprotection, adrenalectomy.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Elementos de um eletrocardiograma normal ..o, 22
Figura2: Sequéncia de alteragdes do ECG N0 TAM ........ccoviiiiiiiicieie e, 23
Figura 3: Estrutura quimica da espironolactona ............ccccceereinenensieneneese e 28
Figura 4: Estrutura quimica da eplerenona .........c.cooeerereineienneseeese e 28
Figura 5: Fluxograma da divisdo dos grupos experimentais ..........ccccoceeererennnneneennen, 39
Figura 6: Procedimento experimental .............cccccveviiiiiieie e 41
Figura 7: Area S0D @ CUINVA ST-T ....cuivieeiieeieeeeeeeeeee ettt 44
Figura 8: Taxa de mortalidade por grupo experimental............cccocveveiiieieeveiieeceenene 48

Figura 9: Valores absolutos de PA e FC dos animais tratados com Espironolactona
20mg/kg e Eplerenona 10mg/kg submetidos a isquemia cardiaca ...........cc.ceeveeveveiennnn 49

Figura 10: Valores absolutos de PA e FC dos animais tratados com Mifepristona
20mg/kg submetidos a isquemia Cardiata .........cccevverererereeeeieeie e e 50

Figura 11: Exemplos de alteraces eletrocardiograficas pos-ligadura. Derivacéo Il ....51
Figura 12: Imagem representativa do registro dos ECGs ap6s a ligadura da coronaria 52

Figura 13: Variacdo da area sob a curva ST-T do ECG dos animais tratados com
Espironolactona 20mg/kg e Eplerenona 10mg/kg submetidos a isquemia cardiaca ...... 53

Figura 14: Variacdo da area sob a curva ST-T do ECG dos animais tratados com
Mifepristona 20mg/kg e Espironolactona 20mg/kg submetidos & isquemia cardiaca ....55



Figura 15: Dosagem sérica da aldoSterona...........cevveuerveniesiiesieeseeiee e e esee e sea e 56

Figura 16: Histologia do coracdo de animais tratados com Espironolactona 20mg/kg e
Eplerenona 10mg/kg submetidos a ligadura da coronaria esquerda............cccccoevevvvenenne. 58

Figura 17: Histologia do coragdo de animais tratados com Mifepristona 20mg/kg e
Espironolactona 20mg/kg e submetidos a ligadura da coronaria esquerda..................... 60

Xi



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Critérios para o diagnostico de isquemia aguda do miocardio. .................... 25
Quadro 2: Divisdo dos grupos eXPerimeNtalsS. .......ccccuereriereerenieeseesiesee e seeseesreeneens 38
LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Propriedades farmacocinéticas e usos clinicos da espironolactona e

T 0] LT =T 0o o U TSSO P TSP T PR UR PR 30
Tabela 2: Mortalidade por grupo experimental ... 47
Tabela 3: Percentual de animais que apresentaram necrose cardiaca ............cc.ceeveneene. 57

Tabela 4: Percentual de animais que apresentaram necrose cardiaca (Grupo
adrenaleCtomiZat0) ........cvove i e 59

Xii



LISTA DE SIGLAS

11B-HSD2 — enzima 11p-desidrogenase
ACTH — horménio adrenocorticotrofico
AMPc —monofosfato ciclico de adenosina
ATP — trifosfato de adenosina

AV — étrio-ventricular

DAG - diacilglicerol

ECA —enzima conversora de angiotensina
ECG — eletrocardiograma

EPHESUS — Eplerenone Heart failure Survival Study
EROs - espécies reativas de oxigénio

FC — frequéncia cardiaca

GMP¢ _monofosfato ciclico de guanosina
GR - receptor glicocorticoide

HE — hematoxilina e eosina

IAM — infarto agudo do miocardio

IC — Insuficiéncia cardiaca

IP; — trifosfato de inositol

Katp — Ccanais de potassio sensiveis a ATP
kg — quilograma

mg — miligramas

MR — receptor mineralocorticoide

NaCl — cloreto de sodio

NADPH — nicotinamida adenina dinucledtido fosfato hidreto

Xiii



PA — Pressdo arterial

PAD — pressao arterial diastolica

PAS — pressdo arterial sistolica

P13-quinase _ fosfatidilinositol 3-quinase

PKC — proteina quinase C

PTPm — poro de permeabilidade transitdria mitocondrial
RALES — Randomized Aldosterone Evaluation Study
SA —sinoatrial

SRAA - sistema- renina- angiotensina- aldosterona

Supra de ST — supradesnivelamento do segmento ST

Xiv



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt 19
1.1.1 Infarto agudo dO MIOCAITIO ......cceeiiuiiieiiiiiieiet e e 19
1.1.2 Aspectos fiSIOPAtOIOGICOS .......ccuevrierieieieriiiieee e e 20
1.2 O ELETROCARDIOGRAMA . ... 21
1.2.1 Alteracdes do Eletrocardiograma no Infarto do miocardio ...........ccccceevvvvvevvennne. 22

1.3 ALDOSTERONA E SEUS EFEITOS DELETERIOS SOBRE O SISTEMA
CARDIOVASCULAR ...t 25

1.4 ANTAGONISTAS DE RECEPTORES MR DA ALDOSTERONA ..o 27

1.4.1 Efeitos cardioprotetores dos antagonistas de MR independentes da aldosterona ..32

1.5 RECEPTORES GLICOCORTICOIDES ..ottt 33
2. OBIETIVOS ..ottt et re e e 35
3. MATERIAIS E METODOS ..ot esee s eses s s s senasses s 37
UL ANIMAIS ittt bbbttt bbbt 37
3.2 FArmacos € tratamenti ..........coceiierieiieieieie et 37
3.3 Procedimentos CIFUGICOS ......c.coiiueeeririeieeieeie ettt eni s 41
3.4 Adrenalectomia DIlateral.............ocooiiiiiiiiii s 42
3.5 D0osagem aldOStErONA SEIICA .......ccveveririereerieiereerierestesee ettt eeeene e 42
3.6 Eletrocardiograma e Pressao arterial ... 43
3.6.1 Determinacdo da area So0b a Curva ST-T ....ccocoiiiiiieccccece e 43
3.7 ANAlISE NISTOIOQICA. ... 45
3.8 ANALISE ESTALISTICA ...e.veveeieiieiieiieie et 45

XV



4. RESULTADOS ... e 47

4.1 Taxa de MOrtalidade .........cceeiiiiiieie e e 47
4.2 Avaliacédo da pressdo arterial e frequéncia cardiaca ........c.ccoceevvereiniiensicneseee, 48
4.3 AVAaGa0 O ECG ......ooiiiiiiiiieee e 53
4.3.1 Area S0D @ CUNVA ST-T...oiiieieieceseeeeeeeeee ettt 54
4.5 Dosagem da aldOSterona SEICA ..........cooeireriiieeriesieese et 59
4.6 ANALISE NISLOIOQICA ... .evevreiieieeiee et 60
5. DISCUSSAO ..o 64
B. CONCLUSAOD ....oooieicieeeeee ettt 72
7. REFERENCIAS.......oooiieieteeeeee ettt 74
ANEXOS .ottt e nenns 76

XVi



INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1 INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

O infarto agudo do miocardio (IAM) esta entre as principais causas de morte e
morbidade em todo mundo. Dados da Organizacdo Mundial de Salde estimam que
aproximadamente 7,3 milhdes de pessoas morrem todos os anos em decorréncia de
doengas coronarianas (WHO, 2011). No Brasil, segundo o DataSUS, no ano de 2010,
ocorreram 99.955 mortes devido a doencas isquémicas do coracdo (BRASIL, 2011).

Os fatores de risco associados a doencas cardiovasculares sao hipercolesterolemia,
hipertensdo, diabetes, tabagismo, sedentarismo, ma alimentacdo, uso excessivo do
alcool, predisposicdo genética, idade avancada, sexo e fatores sociais como pobreza e
baixa escolaridade (WHO, 2011).

A principal causa de doencas isquémicas cardiacas e de infarto do miocardio é a
aterosclerose, uma doenca cronica onde acidos graxos e colesterol sdo depositados
progressivamente no endotélio das artérias formando placas que as tornam irregulares e
estreitam o ldmen, dificultando a passagem do sangue (WHO, 2011). As placas
ateroscleroticas podem se romper e formar um coagulo ou trombo de sangue obstruindo
o fluxo sanguineo das artérias causando isquemia. Outras causas menos comuns de
isquemia incluem espasmos coronarianos, embolia coronéaria e obstrucdo de vasos
normais sem placa aterosclerdtica (Burke et al, 2007).

As sindromes coronarianas sdo classificadas em angina instavel, infarto do
miocardio sem elevacdo do segmento ST e infarto do miocardio com elevacdo do
segmento ST. A isquemia causada pela oclusdo total e permanente de uma artéria
corondria acompanhada por uma alteracdo no eletrocardiograma (ECG), o
supradesnivelamento do segmento ST (supra de ST), pode causar morte progressiva das
células cardiacas, caracterizando o infarto do miocardio com elevacdo de ST. Oclusdes
parciais e/ou intermitentes, geralmente, ndo sdo acompanhadas por supra de ST, no
entanto podem causar necrose celular, nestes casos desenvolve-se um infarto do
miocardio sem elevacdo do ST. Quando a isquemia é menos acentuada e ndo ha
indicios de necrose, a sindrome clinica € denominada de angina instavel (National
Clinical Guideline Centre UK, 2010).
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1.1.2 Aspectos fisiopatologicos

O infarto do miocéardio pode ser definido como morte de cardiomidcitos devido ao
desequilibrio prolongado entre o suprimento de sangue e a demanda de oxigénio do
miocardio, causado pela obstrucdo parcial ou total de um ou mais ramos das artérias
coronérias (Thygesen et al 2012).

A isquemia causa uma série de alteracbes metabdlicas e funcionais nas células
cardiacas. Além da diminuicdo da oferta de O,, a disponibilidade de outros nutrientes
bem como a eliminacdo de metabolitos fica prejudicada. Ocorre rapida deplecdo de
ATP, o metabolismo aerdbio é interrompido e inicia-se a glicolise anaerdbica. Esta por
sua vez, promove actmulo de ions H” e acidose do tecido. Na tentativa de estabilizar o
pH, sdo ativados mecanismos intracelulares que culminam no aumento das
concentracdes de calcio na matriz mitocondrial e espécies reativas de oxigénio (EROs),
prejudicando a producdo de energia. Consequentemente, ocorre abertura de poros de
permeabilidade transitoria (PTPm) na mitocondria que levam a morte celular (Chiong
et al, 2009).

A morte das fibras musculares se inicia em aproximadamente 20 min apds a
isquemia e é categorizada patologicamente como necrose de coagulagdo ou em banda de
contragdo, que evolui por oncose e em menor grau por apoptose. Necrose completa de
todas as células em risco requer pelo menos 2- 4 h. Esse tempo pode variar dependendo
da presenca de circulacdo lateral a zona isquémica, da oclusdo da coronaria ser
permanente ou intermitente, da sensibilidade dos midcitos a isquemia e da demanda
individual de oxigénio e nutrientes do miocardio (Thygesen et al 2007). Em modelos
animais de isquemia cardiaca o tempo para o desenvolvimento completo de necrose €
menor, variando entre 30 e 90 minutos em ratos (Jugdutt et al, 1993).

A isquemia cardiaca pode levar o individuo a morte logo na fase aguda do infarto,
devido a incapacidade do coracdo em bombear sangue adequadamente e a presenca de
arritmias cardiacas (Jugdutt, 2012). Quando a lesdo é menos acentuada, o miocardio
remanescente sofre alteracbes anatdbmicas e funcionais que prejudicam a fungdo
contrétil do coragdo e progressivamente levam a insuficiéncia cardiaca. Entre as
alteracdes estdo remodelacdo da matriz extracelular, hipertrofia dos midcitos, dilatagdo
ventricular e acimulo de colageno na area infartada (Sutton e Sharpe, 2000), a esse

conjunto de alteracbes da-se o nome de remodelamento cardiaco.
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1.2 O ELETROCARDIOGRAMA

O diagndstico do IAM ¢ feito com base nos sintomas clinicos, alteracées do ECG,
na elevacdo de marcadores bioquimicos de necrose e exames de imagem. Tendo em
vista que os sintomas clinicos sdo muito variados e a elevagdo dos biomarcadores se
inicia cerca de 6 h apds os primeiros sintomas de infarto, o ECG ainda € o principal
instrumento utilizado no diagnéstico do IAM (Pesaro et al, 2004).

O ECG além de ser um método rapido e de baixo custo, permite identificar a area
relacionada ao infarto e prever o tamanho da &rea lesada, além de auxiliar na escolha da
terapia mais adequada para cada caso (Zimetbaum et al, 2003).

O ECG é composto por ondas, segmentos e intervalos, que representam as fases
do ciclo cardiaco, periodo entre o inicio de um batimento cardiaco e o inicio do
préoximo. Um ciclo cardiaco se inicia quando um potencial de acdo é gerado no nodo
sinoatrial (SA). O potencial de acdo corresponde a oscilacdo do potencial de membrana
da ceélula, onde héa inversdo da polaridade da membrana (despolarizacdo) e retorno a
linha de base (repolarizagdo) devido a passagem seletiva de fons Na*, K*, Ca** pela
membrana (Farraj et al, 2011).

A partir do nodo SA o impulso nervoso se propaga através dos feixes intermodais
até as fibras musculares atriais, promovendo a contracdo dos atrios. Em seguida, o
impulso atinge o nodo atrioventricular (AV), a conducdo nesta regido € mais lenta, o
que permite que o sangue chegue aos ventriculos antes que eles entrem em sistole. Do
nodo AV o impulso atinge o feixe de His, desce por seus ramos até as fibras de
purkinje, e se estende a todas as fibras ventriculares, ocasionando a contracao
ventricular (Feldman e Goldwasser, 2004).

Todas essas fases do ciclo cardiaco podem ser registradas no ECG (Figura 1). A
onda P corresponde a despolarizacdo dos atrios. O complexo QRS corresponde a
despolarizacdo ventricular. A onda de repolarizacdo atrial é encoberta pelo complexo
QRS, e ndo pode ser visualizada no ECG. A onda T representa a repolarizagdo
ventricular. Entre o complexo QRS e a onda T observa-se o segmento isoelétrico ST.
Este pode sofrer supradesnivelamento ou infradesnivelamento em casos de infarto

agudo do miocardio, caracteristica que serd abordada com mais detalhes a seguir.
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Figura 1: Elementos do eletrocardiograma normal. Onda P, despolariza¢éo atrial; Complexo
QRS, despolarizagdo ventricular; Segmento ST, intervalo entre o final da despolarizagéo e o
inicio da repolarizagéo ventricular; Onda T, repolarizacdo ventricular.

Fonte: (http://www.research.chop.edu)

1.2.1 Alteragbes do Eletrocardiograma no infarto do miocardio

No ECG, as alteragdes ap6s a isquemia do miocardio ocorrem principalmente no
segmento ST e na onda T. Em isquemias agudas, onde ha blogueio total de um ou mais
ramos das corondrias, ocorre aumento da amplitude da onda T, seguida de supradesnivel
de ST, e desaparecimento da onda S do complexo QRS (Figura 2) Birnbaum et al,
2003). O supradesnivel de ST em duas derivagdes contiguas determina o diagnéstico do
infarto do miocardio (Zimetbaum et al, 2003). As alteracbes no ST e onda T
representam a fase mais aguda do IAM e duram apenas algumas horas ou no maximo 2
a 3 dias (Mansur et al, 2005), apds esse periodo o segmento ST volta ao ponto
isoelétrico do ECG e a onda T pode ou ndo se tornar invertida. No final do processo
isquémico, quando ocorre necrose total das células em risco, a area afetada se torna
eletricamente inativa e ondas Q patoldgicas (Figura 2) sdo observadas no ECG (Bueno
etal, 2011).
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Figura 2: Sequéncia de Alteragdes do ECG no IAM: 1. Aumento da amplitude da onda T; 2.
Elevacdo do segmento ST; 3. Elevagdo do segmento ST e desaparecimento da onda S; 4. ST
comeca a retornar ao ponto isoelétrico e onda T invertida; 5. ST normal e onda T invertida; e 6.
Onda Q patoldgica. Fonte: (http://www.nottingham.ac.uk)

A depressdo de ST também é uma caracteristica de isquemia do miocardio,
geralmente ocorre em situacdes onde ha blogueio parcial do fluxo coronario. Nestes
casos, além do infradesnivelamento de ST também pode ocorrer depressdo da onda T,
ou mesmo ndo haver nenhuma alteracdo de repolarizacdo. Em todas essas condicdes, é
observavel aumento nos niveis séricos de marcadores de necrose (National
Clinical Guideline Centre UK, 2010).

O quadro 1 lista os critérios determinados pelos Comités da Sociedade de
Cardiologia Européia e do Colégio Americano de Cardiologia (The Joint European
Society of Cardiology/American College of Cardiology Committee) para o diagnostico
da isquemia aguda do miocardio que pode ou ndo levar ao infarto (Thygesen et al
2007).

O ECG também permite determinar a topografia do infarto. Existe uma grande
correlagdo entre a presenca de alteragdes em determinadas derivagbes e o local do
infarto. Por exemplo, infartos anteriores relacionam-se a alteragcbes nas derivacOes
precordiais (V1-Vs), enquanto infartos inferiores promovem alteragdes nas derivacoes
bipolares DII, DIl e aVR (Resende et al, 2011). Quando ha ocluséo do ramo distal da

coronaria esquerda também pode ocorrer elevacdo de ST em DII (Alzand et al, 2011).
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Quadro 1: Critérios para o diagndstico de isquemia aguda do miocardio.

Manifestacoes Caracteristicas

Elevacdo de ST > 0.2 mV homem em V,-V3
>0.15 mV mulher em V,-V;
>0.1 mV outras derivagoes

Depressdo de ST e alteragdes na Depressdo de ST > 0.05 mV
ondaT Inversdo de daonda T>0.1 mV e
razdo entreonda Re S (R/S) > 1.

Fonte: Adaptado de Thygesen et al 2007

Além do diagndstico do IAM a elevacdo do segmento ST também pode ser
utilizada para estimar a area do infarto. Para isso foram desenvolvidos modelos
matematicos que permitem quantificar as alteracGes eletrocardiogréficas e relaciona-las
ao tamanho da &rea lesada. Dentre eles podemos citar o escore de Aldrich, que se trata
de uma equacdo matematica que leva em consideracdo o nimero de derivacBes com
supradesnivelamento de ST e a amplitude do ST de cada uma delas (Aldrich et al,
1988). O escore de Aldrich é o mais utilizado, no entanto ele possui algumas limitacGes
e tem baixa correlagdo com outros marcadores de necrose. Recentemente, foi
desenvolvido um escore que leva em consideracdo a area sob a curva do segmento ST-
T, que inclui na anélise a onda T. Este apresentou maior correlacdo com a troponina T
(marcador bioquimico de necrose), que o escore de Aldrich (Resende et al, 2011).

Em estudos pré-clinicos, a elevacdo do ST pode ser utilizada para validar a
ligadura correta da artéria coronaria e para predizer a severidade do infarto em modelos
animais de infarto do miocardio (Preda e Burlacu et al 2010). A atenuacdo da elevacgédo
do segmento ST é um marcador de pré-condicionamento isquémico (Cohen et al, 1997)
e portanto, um marcador de protecdo cardiaca. Experimentalmente, a atenuacdo do ST
tem sido utilizada como critério para avaliar o efeito de farmacos e do condicionamento

isquémico na isquemia cardiaca.
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1.3 ALDOSTERONA E SEUS EFEITOS DELETERIOS SOBRE O SISTEMA
CARDIOVASCULAR

Aldosterona ¢ um hormdénio mineralocorticoide e um dos efetores finais do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), sistema hormonal que desempenha papel
fundamental no controle da presséo arterial (PA). Em resposta a diminui¢do do volume
intravascular e/ou reducdo de sddio da macula densa, o rim secreta renina que é
produzida nas células justaglomerulares da arteriola aferente dos rins. A renina hidrolisa
0 angiotensinogénio em angiotensina | e no pulmao, esta é convertida em angiotensina
Il pela enzima conversora de angiotensina (ECA). A angiotensina Il por sua vez, atua
nas células musculares lisas causando vasoconstricdo, e nas glandulas adrenais
estimulando a producdo de aldosterona (Connel e Davies, 2005).

A aldosterona regula a homeostase de agua e eletrolitos nos rins, promovendo
reabsorcdo de sddio e excrecdo de potassio nas células epiteliais do néfron distal, do
célon e glandulas sudoriparas (Maron et al, 2010). A retencdo de sddio causada pela
acdo da aldosterona promove aumento do volume sanguineo e, consequentemente,
aumento da PA.

A aldosterona ¢ sintetizada a partir do colesterol nas células glomerulosas do
cortex das glandulas adrenais por uma série de reacdes enzimaticas, catalisadas por
desidrogenases e oxidases de funcdo mista pertencentes, em sua maioria, a superfamilia
do citocromo P450 (Connel e Davies, 2005). Os principais reguladores da biossintese da
aldosterona sdo angiotensina Il, concentracfes extracelulares de potassio e 0 hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH) (Muller, et al 1987; Quinn e Williams, 1988). A sintese
de aldosterona também ocorre em tecidos como coragado, cérebro, rins e vasos (Takeda
et al., 1995; Silvestre et al., 1998). A adrenal, no entanto, é a maior fonte da aldosterona
circulante (Connel e Davies, 2005).

A acdo da aldosterona sobre as células epiteliais do néfron é mediada por um
receptor localizado no citoplasma (perinuclear) na sua forma inativa denominado
receptor mineralocorticoide (MR). A aldosterona é lipossoluvel e, portanto atravessa
facilmente as membranas celulares. No citoplasma a aldosterona se liga a0 MR, e o
complexo receptor-horménio se transloca para o nucleo e ativa a transcricdo de

proteinas especificas envolvidas no transporte de sodio e potassio (Funder et al, 1997).
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O MR pertence a um subgrupo de receptores esteroides do qual tambem fazem
parte os receptores glicocorticoides, androgénicos e progestagénicos. Estes receptores
fazem parte de uma superfamilia de receptores nucleares ativados por ligante (Fuller et
al, 1991). Receptores MR sdo 0s Unicos entre 0s receptores nucleares que possuem dois
ligantes fisioldgicos, aldosterona e glicocorticoides — cortisol em humanos ou
corticosterona em roedores (Funder et al 2010). Ambos se ligam com similar afinidade
ao MR. Nas células epiteliais, a enzima 11p-desidrogenase tipo 2 (11p-HSD2) cliva os
glicocorticoides em metabolitos inativos cortisona e 11-deoxicorticosterona,
respectivamente, facilitando o acesso da aldosterona ao MR (Gualupo et al, 2012).

A aldosterona também possui efeitos que sdo independentes dos receptores MR,
sdo denominados, efeitos ndo-gendmicos da aldosterona. Esses efeitos seriam mediados
por um receptor de membrana, ainda ndo conhecido, que ativaria vias de transducéo de
sinais levando ao aumento de calcio intracelular, diacilglicerol (DAG), trifosfato de
inositol (IP3), AMPc e ativacdo da proteina cinase C (PKC) (Chun et al, 2006). Os
mecanismos da agdo ndo-gendémica da aldosterona bem como o seu significado
fisioldgico e patofisioldgico ainda ndo foram completamente elucidados.

Além dos efeitos fisioldgicos sobre as células epiteliais no néfron, a aldosterona
possui um papel importante na fisiopatologia de doengas cardiovasculares. Estudos tém
demonstrado a importancia da ativacdo de receptores MR no desenvolvimento e
progressdo da insuficiéncia cardiaca (IC), principalmente sobre a remodelacdo
ventricular e fibrose ap6s o infarto do miocardio.

No sistema cardiovascular os receptores MR da aldosterona séo expressos no
endotélio, masculo liso vascular, cardiomidcitos e fibroblastos (Galuppo et al, 2012).
Os niveis circulantes de aldosterona, bem como a sua biossintese estdo aumentados em
situacOes patoldgicas como o IM e a IC (Francarrolo et al, 2003; Guder et al, 2007;
Mizuno et al, 2001). Os niveis de expressao dos receptores MR também sdo elevados na
IC (Messaoudi et al, 2012).

Niveis elevados de aldosterona estdo associados a hipertrofia cardiaca e fibrose, e
esses efeitos sdo independentes da PA e dos niveis de potassio (Weber et al, 1991;
Wilke et al, 1996). Além disso, a aldosterona estimula a agregacéo de plaquetas e causa
disfuncdo endotelial (Rocha et al, 2001). A ativacdo inapropriada de receptores MR
causa disfuncéo endotelial e prejudica a reatividade vascular, em parte por prejudicar a
capacidade antioxidante vascular aumentando o estresse oxidativo, e também por limitar
a biodisponibilidade de 6xido nitrico (Leopold et al, 2007; Favre et al. De 2011). A
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aldosterona aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio, aumentando a
atividade e a expressdo da NADPH oxidase no endotélio vascular e nos midcitos
cardiacos (Rude et al, 2005; Iglarz et al, 2005).

Niveis elevados de aldosterona também estdo associados a incidéncia de arritmias
ventriculares e atriais (Wei et al, 2010). Pacientes com hiperaldosteronismo primario
apresentam maior risco de desenvolver arritmias cardiacas graves e fibrilagdo atrial.
(Catena et al, 2008) A superexpressdo de receptores MR no coragdo de camundongos
causou arritmias ventriculares severas (Ouvrard-Pascaud et al, 2005).

Estudos recentes em camundongos com delecdo genética para receptores MR
demonstraram que a auséncia desses receptores melhora o remodelamento cardiaco pds-
infarto do miocérdio protegendo contra complica¢des cronicas, como remodelamento da
matriz extracelular, hipertrofia dos midcitos e dilatacdo do ventriculo, em parte por
prevenir a expressdo de genes associados a hipertrofia e fibrose (Fraccarollo et al, 2011;
Frantz et al, 2009).

Devido aos efeitos deletérios da ativacdo dos receptores MR no coracgdo o bloqueio
farmacoldgico desses receptores € uma alternativa terapéutica importante no tratamento
de pacientes pdés-infarto do miocardio e com IC cronica. Estudos clinicos vém
demonstrando que antagonistas de MR reduzem a mortalidade e a morbidade de
pacientes com IC sistolica cronica e disfuncdo do ventriculo esquerdo (Pitt et al, 1999;
Pitt et al, 2003; Zannad et al, 2010).

1.4 ANTAGONISTAS DOS RECEPTORES MR DA ALDOSTERONA

Os principais antagonistas farmacol6gicos de MR disponiveis sdo a
espironolactona e a eplerenona. As caracteristicas farmacocinéticas destes dois farmacos
estdo resumidas na Tabela 1.

A espironolactona (Figura 3), principio ativo do medicamento Aldactone®©, é um
antagonista competitivo ndo seletivo do receptor MR da aldosterona. Possui estrutura
quimica de Cy4H3,04S e peso molecular igual a 416,57g. E praticamente insoldvel em
agua e solavel em benzeno, cloroférmio, acetato de etila e etanol absoluto. Sua férmula
¢ muito similar a da progesterona e por isso também possui moderada atividade

antiandrogénica e progestogénica (Delyane et al, 2000). No figado, é rapidamente
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metabolizada em metabolitos ativos. Os principais deles sdo canrenoato de potassio e a

canrenona, (Karim et al., 1976).

Figura 3: Estrutura quimica da espironolactona.
Fonte: Kolkhof et al, 2011.

A eplerenona, principio ativo do medicamento Inspra©, € um antagonista seletivo
para os receptores MR. Sua formula foi derivada da espironolactona, através da
introdug¢do de uma ponte 9a, 11a-epoxi e pela substituicdo do grupo 17a-tioacetil por
um grupo carbometoxi (Delyane et al, 2000). Estas caracteristicas lhe confere maior
seletividade ao receptor MR. Possui formula quimica de C,4H300¢ € peso molecular
igual a 414,59. E insolivel em &agua e solivel em dimetilsulfoxido e ndo possui
metabolitos ativos. (Figura 4).

s

=0
O, H

-

:

= T &

OF = -
[

Figura 4: Estrutura quimica da eplerenona
Fonte: Kolkhof et al, 2011.
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Tabela 1. Propriedades farmacocinéticas e usos clinicos da espironolactona e eplerenona.

Espironolactona Eplerenona
Propriedades farmacocinéticas
Absorcéo 73% (aumenta com a 69%
comida)
Distribuicdo 90% ligado a proteinas 50% ligado a proteinas
Metabolismo Figado e rins (metabdlitos Figado
ativos)
Meia-vida 1.3-1.4h 4-6h
Metabolitos: 13.8-22h
Uso clinico
Hipertensdo 50-100mg/dia 50mg (2vezes ao dia)
Insuficiéncia cardiaca 25mg-50mg/dia 25mg-50mg/dia

Fonte: Nappi e Sieng, 2011.

A eplerenona possui baixa afinidade por receptores esteroides. In vitro sua
afinidade é cerca de 20 vezes menor que a espironolactona para receptores MR
(Struthers et al, 2008), no entanto, por possuir maior seletividade por receptores MR,
possui bioatividade semelhante a espironolactona in vivo. A dose de eplerenona
necessaria para inibir a ligacdo da aldosterona ao receptor MR in vivo, € cerca da
metade da dose necessaria para a espironolactona (de Gasparo et al, 1987).

Além disso, a eplerenona ndo apresenta efeitos colaterais tdo intensos quanto a
espironolactona. Devido a sua acdo antiandrogénica e progestogénica, a espironolactona
pode causar ginecomastia, impoténcia e ciclos menstruais anormais (Delyane et al,
2000). O indice de ginecomastia em pacientes tratados com espironolactona €
aproximadamente 9% (Pitt et al, 1999), enquanto que para a eplerenona o indice é em
torno de 0,5%. (Pitt et al, 2003).

Outro efeito colateral causado por ambos os antagonistas de MR € a
hipercalemia, definida como o aumento sérico de potassio acima de 6 nmoL/L (Pitt et
al, 2006). A hipercalemia aumenta o risco de incidéncia de arritmias cardiacas graves,
pois os niveis elevados de potéssio alteram a funcéo eletrofisiologica dos midcitos, por
afetar a geracdo e a propagacdo do impulso nervoso (Almukdad, 2007). Tanto a
espironolactona quanto a eplerenona podem aumentar 0s niveis séricos de potassio, de

uma forma dose-dependente (Sica et al, 2005). No entanto, quando 0s pacientes
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recebem doses adequadas do medicamento e sdo devidamente monitorados, os efeitos
colaterais sdo minimizados.

Quanto ao bloqueio da acdo do receptor MR, os dois antagonistas possuem
eficiéncia similar (Chatterjee et al, 2012). A espironolactona e a eplerenona exercem seus
efeitos benéficos sobre o coracdo prevenindo o remodelamento e a fibrose, melhorando os
pardmetros hemodinamicos e a resposta inflamatoria.

Estudos clinicos tém demonstrando que ambos os antagonistas de MR séo eficazes no
tratamento de pacientes com insuficiéncia cardiaca pés-infarto do miocéardio. Em dois grandes
estudos clinicos - RALES (The Randomized Aldactone Evaluation Study) e EPHESUS
(Eplerenone Post-Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and Survival
Study) a espironolactona e a eplerenona reduziram a morbidade e a mortalidade de pacientes
com IC sistdlica crbnica e disfuncdo ventricular esquerda pos-infarto do miocardio,
respectivamente (Pitt et al., 1999; Pitt et al., 2003). Recentemente, foi demonstrado que a
eplerenona também tem efeitos benéficos no tratamento de pacientes com IC leve
(Zannad et al, 2010).

Estudos pré-clinicos demonstram que o tratamento de longo prazo com
eplerenona promove melhoria da funcdo ventricular bem como melhoria da funcéo
vascular em ratos cronicamente infartados, em parte por modular efeitos anti-
inflamatdrios. (Fraccarollo et al., 2003; Fraccarollo et al., 2008). O blogueio de MR por
eplerenona também preveniu o estresse oxidativo e melhorou a disfuncdo endotelial
numa fase inicial pés-infarto do miocérdio em ratos que apresentavam niveis elevados
de aldosterona no sangue (Sartério et al, 2007).

A espironolactona também apresentou efeitos positivos no IM de ratos,
prevenindo o remodelamento cardiaco e a apoptose celular e inibindo o aumento da
expressao de receptores MR e da enzima 11B-HDS2 (Takeda et al, 2007). Em ratos
cronicamente infartados, a espironolactona melhorou a funcéo sistolica e diastélica do
ventriculo esquerdo, reduziu a fibrose e os niveis de noradrenalina no tecido cardiaco
(Cittadini et al, 2003). A espironolactona também é capaz de bloquear a sintese de
colageno ativada pela aldosterona (Brilla et al, 2000).

Embora todos esses estudos tenham descrito as propriedades cardioprotetoras de
antagonistas de MR sobre os danos cardiacos causados pelo IM, sobretudo limitando os
efeitos deletérios da aldosterona, existem evidéncias de que a cardioprote¢do promovida
por antagonistas de MR pode ser em parte, independente do bloqueio da agdo da

aldosterona.
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1.4.1 Efeitos cardioprotetores dos antagonistas de MR independentes da

aldosterona

Nos estudos clinicos RALES e EPHESUS foi observado que uso de
bloqueadores de MR em pacientes com IC teve efeitos benéficos mesmo entre aqueles
que apresentavam niveis normais de aldosterona circulante, evidenciando que a agéo
cardioprotetora desses fdrmacos ocorre na auséncia de niveis anormais deste horménio
mineralocorticoide (Pitt et al., 1999; Pitt et al., 2003).

Mihailidou e colaboradores (2009) utilizando modelo de isquemia e reperfusao
revelou que baixas doses de espironolactona reduziram a area infartada e a apoptose
celular no coragdo de ratos perfundidos com aldosterona ou cortisol. No entanto, a
espironolactona quando perfundida sozinha foi capaz de reduzir significativamente a
area necrosada e este efeito protetor persistiu em ratos adrenalectomizados . Este estudo
fornece evidéncias claras de que o mecanismo protetor da espironolactona ndo é
dependente da presenca de aldosterona enddgena.

Os mecanismos envolvidos nessa agdo de antagonistas de MR ainda ndo séo
conhecidos. Além disso, ndo existem estudos que avaliem comparativamente a
espironolactona e a eplerenona. Os estudos EPHESUS e RALES ndo podem ser
comparados diretamente, pois foram realizados em populacdes distintas e em regimes
posolégicos diferentes. Nenhum estudo, até momento, avaliou se a eplerenona, assim
como a espironolactona, possui acdo cardioprotetora independente do bloqueio da agédo

da aldosterona. Seria de grande relevancia avaliar tais propriedades.
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1.5 RECEPTORES GLICOCORTICOIDES

Outro ponto importante a ser investigado é interacdo de antagonistas de MR com
receptores glicocorticdides (GR). A espironolactona possui afinidade por receptores
GR, o que resulta numa atividade agonista ou antagonista sobre os glicocorticoides.
(Couette et al, 1992).

Glicocorticoides vém sendo apontados como cardioprotetores em modelos de
isquemia em ratos e em humanos. No sistema cardiovascular, receptores GR séo
expressos, na parede dos vasos sanguineos e no miocardio (Walker, 2007). O efeito
benéfico dos glicocorticdides tem sido atribuido principalmente a sua capacidade em
limitar a resposta inflamatdria aguda associada ao IAM (Tokudome et al, 2009).

Os receptores GR sdo receptores citosélicos, ativados por ligante, e pertencem a
mesma familia de receptores esteroides dos receptores mineralocorticoides da
aldosterona. Esses dois tipos de receptores possuem alta homologia e sdo co-expressos
de uma forma muito intima nas células dos seus tecidos alvos, como células epiteliais,
neurdnios e cardiomidcitos (Farman et al, 2001). Além disso, compartilham ligantes
comuns. O cortisol (ou corticosterona, em roedores) € o ligante enddgeno de
receptores GR, mas também pode se ligar, com afinidade similar, aos receptores MR.
Na auséncia da enzima 11B-HSD2, (enzima que cliva os glicocorticoides em formas
inativas) e em situacBes onde ha alteracdo do estado redox celular, glicocorticoides
podem ativar receptores MR e mediar efeitos pré-inflamat6rios em resposta ao infarto
do miocérdio (Funder et al, 2005; Mihailidou et al, 2009). Nos cardiomidcitos a
enzima 11B-HSD2 é expressa em baixissimas concentracoes.

Independentemente da redundancia funcional com receptores mineralocorticoides,
estudos tém demonstrado que ativacao de receptores GR no coragdo protege contra 0s
danos causados pelo infarto do miocardio. Glicocorticoides atenuam as interacGes
celulares entre leucdcitos e células endoteliais e reduzem a producéo e libertacdo de
citocinas e mediadores inflamatérios (Cronstein et al, 1992; Radomski et al, 1990).
Além de seus efeitos gendmicos, estudos tém demonstrado efeitos ndo gendmicos de
glicocorticoides e estes estdo associados a sua agdo cardioprotetora (Pitzales et al,
2002), como por exemplo, o aumento da atividade da enzima éxido nitrico sintase
endotelial (Hafezi-Moghadan et al, 2002). Além disso, foi demonstrado que a
dexametasona, um potente agonista de receptores GR, protegeu contra morte celular
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causada pela isquemia e reperfusdo em camundongos, por promover ativacdo da
enzima prostaglandina D sintase tipo lipocalina (PGDS-L), responsavel pela sintese da
prostaglandina D2 (PGD2) (Tokudome et al, 2009). Um estudo recente demonstrou
que ativacdo de receptores GR protege contra a isquemia cardiaca por ativar a
expressdo de BcL-xL (Xu et al, 2011). Clinicamente, a administracdo de
glicocorticoides reduziu as taxas de mortalidade de pacientes, quando utilizado nos
primeiros dias apos o infarto do miocéardio (Guigliano et al, 2003).

Apesar do papel de receptores GR na funcdo cardiaca ser controversa,
glicocorticoides sdo geralmente considerados hormdénios cardioprotetores. Além
disso, os efeitos deletérios descritos para o cortisol sdo mediados por receptores MR,
enquanto a ativacdo de receptores GR parece estar relacionada a uma agéo
cardioprotetora.

Assim, a hipotese de que os efeitos cardioprotetores da espironolactona possam
ser mediados por receptores GR explicaria, pelo menos em parte, porque a
espironolactona protege contra os danos da isquemia cardiaca, mesmo na auséncia da
aldosterona.

Devido a todas essas evidéncias de que a acdo dos antagonistas de MR no coragédo
ocorre independentemente do bloqueio da acdo da aldosterona. E devido as escassez de
estudos que avaliem tais propriedades. A proposta do nosso estudo foi avaliar de uma
forma comparativa o efeito da espironolactona e eplerenona numa fase aguda da
isquemia cardiaca e investigar uma possivel interacdo dos efeitos da espironolactona
com a ativacdo de receptores GR. Para isso, avaliamos o efeito da espironolactona e
eplerenona no coragdo de ratos adrenalectomizados e n&do adrenalectomizados

submetidos a isquemia cardiaca.
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OBJETIVOS



2. OBJETIVO GERAL

Comparar os efeitos agudos da espironolactona e da eplerenona sobre a isquemia

do miocérdio em ratos normais e adrenalectomizados.

2.1 Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito da espironolactona e da eplerenona sobre a elevagdo do
segmento ST do eletrocardiograma em ratos normais e adrenalectomizados,

submetidos a ligadura de coronéria.

2. Auvaliar o efeito da espironolactona e da eplerenona sobre a necrose tecidual de

ratos normais e adrenalectomizados, submetidos a ligadura de coronéria.

3. Avaliar o efeito da espironolactona sobre a elevacdo do segmento ST do
eletrocardiograma de ratos normais e adrenalectomizados, submetidos a ligadura
de coronéria, na presenca do antagonista de receptor glicocorticoide (GR),

mifepristona.
4. Avaliar a acdo da espironolactona sobre a necrose tecidual em ratos normais e

adrenalectomizados, submetidos a ligadura de coronaria, na presenca do

antagonista de receptor glicocorticoide (GR), mifepristona.
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MATERIAIS E METODOS



3. MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi submetido a aprovagio pelo Comité de Etica de Uso Animal da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). (Protocolo n®2011/88). Os animais foram
tratados de acordo com as diretrizes do National Institute of Health, que dispde sobre o
cuidado, manipulacéo e utilizacdo de animais na pesquisa.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia
Experimental, Centro de Ciéncias Farmacéuticas (CiPharma) e no Laboratério de

Hipertensao, Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Bioldgicas (NUPEB) da UFOP.

3.1 Animais

Foram utilizados 160 ratos Wistar machos (200 a 250 g) provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Ouro Preto. Os animais foram mantidos em
caixas de polipropileno com livre acesso a racdo e 4gua, em ambiente com ciclos claro e

escuro de 12 horas.

3.2 Farmacos e Tratamento

Os farmacos Espironolactona, Eplerenona e Mifepristona foram obtidos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). As doses utilizadas foram definidas baseado em
estudos prévios descritos na literatura, sendo para Espironolactona 20mg/kg (Silvestre
et al, 1999); Eplerenona 10mg/kg (Kobayashi et al, 2006) e Mifepristona 20mg/kg
(Bobryshev et al, 2009). As solucgdes estoques de espironolactona e mifepristona foram
preparadas com etanol e eplerenona com dimetilsulfoxido.

As solugdes dos farmacos e solugdes controle foram administradas por via oral
(gavagem) em dose unica 30 minutos antes da indugdo da anestesia e 1 hora antes da
ligadura da coronaria. No Quadro 1 e a Figura 5 estdo listados 0s grupos experimentais.
Os animais foram divididos em dois grandes grupos, em um deles os animais tiveram as

glandulas adrenais removidas - adrenalectomia bilateral e 0 outro n&o.
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Quadro 1: Divisao dos grupos experimentais.

1. Glandulas Adrenais intactas

2. Adrenalectomizados

1.1 Controle: cirurgia ficticia
1.2 Sem tratamento (IAM)
1.3 Espironolactona

1.4 Eplerenona

1.5 Mifepristona

1.6 Mifepristona + Espironolactona

2.1 Controle: cirurgia ficticia

2.2 Sem tratamento (IAM)

2.3 Espironolactona

2.4 Eplerenona

2.5 Mifepristona

2.6 Mifepristona + Espironolactona
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Ratos Wistar

Adrenalectomia

Ligadura sem tratamento
Espironolactona
Eplerenona
Mifepristona

Mifepristona +
Espironolactona

ECG
PA
FC

Controle (Ligadura ficticia)
Ligadura sem tratamento
Espironolactona
Eplerenona
Mifepristona

Mifepristona +
Espironolactona

Ligadura da
coronaria

Coleta de sangue
Remocao do coragao

Histologia

Figura 5: Fluxograma indicando os grupos experimentais. Os animais do grupo a esquerda
foram submetidos a adrenalectomia bilateral para remogdo das glandulas adrenais.
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3.3 Procedimentos cirdrgicos

Os ratos foram anestesiados com uma mistura de ketamina (75 mg/kg) e xilazina
(10 mg/kg) via intraperitonial (i.p), traqueostomizados, e conectados a um respirador
para pequenos roedores (SAR-840, USA) para permitir ventilacdo artificial com ar
ambiente (volume de 1,5-2,5 ml/ciclo e freqiiéncia de 45-50 ciclos/min).

A artéria e veia femoral foram cateterizadas com cénulas confeccionadas a partir
da conexdo de 15 cm de polietileno PE50 a 4 cm de polietileno PE10, preenchida com
solucdo fisiologica (NaCl 0,9%) e heparina (100U.l/ 0,1mL), para obtencéo do sinal da
pressdo arterial (PA) e administracdo de farmacos, respectivamente. Brometo de
pancurdnio (1mg/kg),via intravenosa (i.v.), foi utilizado como relaxante muscular para
auxiliar na ventilagdo mecanica.

Apds esses procedimentos, agulhas hipodérmicas foram posicionadas para
obtencdo do eletrocardiograma (ECG) na derivacdo periférica DII. Durante e apds o
procedimento de ligadura da coronéria o ECG foi continuamente registrado.

O método utilizado na inducédo da isquemia foi a ligadura da coronéria esquerda
descendente, adaptado do descrito por SELYE et al, 1960 e FISHBEIN et al., 1978. Foi
realizada toracotomia esquerda entre o quarto e quinto espacos intercostais, 0 coracao
foi exposto e removido da cavidade toracica para permitir 0 acesso a artéria coronaria
descendente esquerda. Um fio de sutura foi passado ao redor da artéria e amarrado,
causando a oclusdo do vaso. O grupo cirurgia ficticia foi submetido ao mesmo
procedimento, porém sem proceder a ligadura. Foram considerados 0s animais que
apresentaram elevacdo do segmento ST e aumento da amplitude da onda T do ECG. Ao
final de 1 hora ap6s a ligadura, os animais foram eutanasiados e o cora¢do removido
para posterior analise histoldgica. O protocolo experimental esta esquematizado na
figura 6.
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A 30’ 55’ 1h 2h

T ,l, T ,l, ECG (DII) e PA J’

ECG (DII) e PA

Espironolactona Anestesia Ligadura da Eutandsia
2omg/kg Traqueostomia coronaria Remocéo do coracio
Canulacao vasos
femorais
B 30’ 55° 1h 2h

T ,l, T ,l, ECG (DIT) e PA J’

Eplerenona Anestesia ECG (DIT) e PA Ligadura da Eutanasia
1omg/kg Traqueostomia coronaria Remoc#o do coracio
Canulacédo vasos
femorais
C
30’ 1h 1h 55’ 2h 3h

< l | | l l
)

v

T T T ECG (DII) e PA J,

Espironolactona ECG (DII) e PA Eutanasia
20mg/kg Remocio do coracao

Mifepristona
20mg/kg
Anestesia Ligadura da
Traqueostomia coronaria

Canulacao vasos
femorais

Figura 6: Protocolo experimental. Os animais foram mantidos em anestesia e ventilacio
mecénica durante todo o procedimento experimental. A) Grupo tratado com espironolactona
20mg/kg B) Grupos tratado com eplerenona 10mg/kg, C) Grupos tratado com mifepristona
20mg/kg (um grupo foi tratado apenas com mifepristona e outro com Mifepristona e
espironolactona). Os animais adrenalectomizados foram submetidos aos mesmos protocolos
experimentais descritos em A, B e C. A cirurgia de adrenalectomia foi realizada 48h antes.



3.4 Adrenalectomia bilateral

Um dos grupos experimentais foi submetido a adrenalectomia bilateral. Os
animais foram anestesiados com ketamina (75 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) i.p. Ap6s
tricotomia na regido lombar, foi realizada incisdo longitudinal da pele e musculo,
obtendo-se uma abertura de aproximadamente dois (2) centimetros. A glandula adrenal,
que se encontra inserida na gordura perirenal proxima ao polo cranial do rim, foi entéo
retirada. Em seguida, os planos incisados foram suturados. Apds o procedimento 0s
animais foram colocados em caixas em decubito ventral com acesso livre a ragdo e dgua
contendo NaCl 0,9%. As caixas foram colocadas em elevacdo na porcdo cranial do
corpo dos animais em relacdo a porcdo caudal. Apos a cirurgia, os animais foram
tratados com um anti-inflamatério e analgésico, Banamine® (principio ativo flunixina),
na dose 1mg/kg/dia (Intervet/ Matercorp, Rio de Janeiro, RJ). Ap6s um periodo de
recuperacdo de 48 horas, os animais foram submetidos ao protocolo experimental
descrito na figura 6. Ao final do experimento, amostras de sangue foram coletadas para
dosagem dos niveis séricos de aldosterona.

3.5 Dosagem da aldosterona sérica

Amostras de sangue foram coletadas da aorta abdominal e centrifugadas em
15009 durante 15 minutos. Apds a centrifugacéo o soro (sobrenadante) foi pipetado em
aliquotas de aproximadamente 1 ml e congelado. As amostras de soro foram
encaminhadas a um laboratério de andlises clinicas onde foi feita a dosagem da

aldosterona por um teste radioimunoldgico.
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3.6 Analise do Eletrocardiograma e Pressdo Arterial

Para a obtencdo dos sinais do ECG e PA foi utilizado um sistema de
condicionadores de sinais, desenvolvido no Departamento de Engenharia Elétrica da
Universidade Federal de Minas Gerais. Os sinais obtidos desse sistema foram
amostrados em tempo real a uma freqliéncia de 1200 Hz por uma placa conversora
analdgico-digital de 12 bits de resolugdo (Dagboard 2000, USA). Foram registradas as
derivacgOes bipolares DI, DIl e DIIl. Para a andlise da PA sistdlica (PAS), diastdlica
(PAD) e frequéncia cardiaca (FC) foram extraidos segmentos de 2 segundos nos
tempos: antes da ligadura (controle), 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30, 35, 40, 45, 50, 55 e 60

minutos apdés a ligadura.

3.6.1 Determinacdo da area sob a curva do ST-T

A partir do sinal do ECG foi obtido ainda o pardmetro da area sob a curva ST-T,
como descrito por Mansur et al, 2006. No sinal da derivacao Il, uma linha horizontal
(vermelha) foi tracada entre o inicio da inclina¢do da onda S e o final da onda T, quando
esta atinge o ponto isoelétrico (Figura 7). Para essa andlise foi utilizado o programa
Analyzer 7.0/ Hemolab Data Acquisition software 14.2, desenvolvido pelo Prof. Harald
Stauss da Universidade de lowa (http://www.harald.nxserve.net/HemoL ab/HemoL ab.html).
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File Edit Calculate Pulse Wave Analysis  View Help

G |9, | €| e=|= = (B v X| z |2 |

A 0.0312 0.0302

File Edit Calculate Pulse Wave Analysis  View Help
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A 0.0700 0.0606

Figura 7: Area sob a curva do segmento ST-T do ECG. Exemplo da selecdo da area para o
calculo por planimetria. A) ECG antes da ligadura; B) ECG ap0s a ligadura.
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3.7 Analise histologica

Ao término dos experimentos os animais foram eutanasiados e submetidos a
necropsia para a coleta do coracdo. Os 6rgaos foram fixados em solugdo de formol 10%
tamponado e acondicionados em recipiente protegido da luz. Para a preparacdo das
laminas, os ventriculos foram separados e seccionados em trés cortes transversais e
colocados em cassetes devidamente identificados. O tecido foi desidratado com &lcool
em concentraces crescentes, diafanizados com xilol, embebidos e emblocados em
parafina. Seccbes parafinadas de aproximadamente quatro (4) micrémetros de espessura
foram obtidas em micrétomo, fixadas em laminas de vidro e coradas pela técnica de

Hematoxilina e Eosina (HE).

3.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a um teste de normalidade Kolmogorov Smirnov.
Para as analises dos parametros do ECG, PA e FC a comparagdo entre os grupos foi
feita utilizando-se Two-way ANOVA seguido do pos-teste Bonferroni. Para as analises
histoldgicas foi utilizado One-way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey. As anélises
estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism Project (versdo 5.0). Foram
consideradas diferengas significativas para p < 0.05.
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4.

RESULTADOS

4.1 Taxa de mortalidade

Neste estudo foram utilizados 160 animais, sendo que 41 (25,6%) deles vieram a

Obito em menos de 1 h apos a oclusdo da coronéria esquerda. A mortalidade por grupo

estd apresentada na tabela 2 e na figura 8. O grupo tratado com espironolactona

20mg/kg apresentou uma taxa de mortalidade menor em relacdo ao grupo ligadura sem

tratamento.

Tabela 2: Mortalidade por grupo experimental

Grupos experimentais Valor absoluto %
(n°® animais mortos/ total)
Controle (cirurgia ficticia) 0/6 0%
Ligadura sem tratamento 11/36 30,55%
Espironolactona 20mg/kg 1/12 8,3%
Eplerenona 10mg/kg 3/9 33,33%
Mifepristona 20mg/kg 2/13 15,38%
Mifepristona + Espiroronolactona 1/9 11,11%
ADRENALECTOMIA
Ligadura sem tratamento 9/24 37,5%
Espironolactona 20mg/kg 2/14 14,28%
Eplerenona 10mg/kg 4/10 40%
Mifepristona 20mg/kg 7/19 36,84%
Mifepristona + Espironolactona 1/8 12,5%
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Ligadura sem tratamento
Espironolactona 20mg/kg
Eplerenona 10mg/kg
Mifepristona 20mg/kg
Mifepristona + Espironolactona

Taxa de mortalidade%

Normais Adrenalectomia

Figura 8: Gréfico representativo da taxa de mortalidade por grupo experimental.
Percentual entre o nimero total de animais e 0 nimero de animais que foram a 6bito antes de 1h
apos a isquemia.

4.2 Avaliacdo da pressao arterial e da frequéncia cardiaca

Os valores absolutos de PAS, PAD e FC estdo representados nas figuras 9 e10.

A ligadura da coronéria promoveu uma reducdo da PAS e da PAD, em relacdo
ao tempo zero (antes da ligadura), de aproximadamente 30 mmHg e 23 mmHg,
respectivamente. Os grupos tratados com os diferentes farmacos também apresentaram
reducdo da PA ap6s a ligadura. Apenas o grupo ligadura sem tratamento apresentou
diferencas significativas entre os valores de PAS e PAD em relagdo ao grupo controle
(ligadura ficticia) (Figuras 9 e 11). Nenhum dos tratamentos alterou os valores basais
(antes da ligadura da coronaria) de PAS e PAD. Nos animais submetidos a
adrenalectomia bilateral, todos os grupos submetidos a ligadura coronaria apresentaram
valores menores de PAS e PAD em relagcdo ao grupo controle (Figuras 9 e 10). A
adrenalectomia ndo alterou os valores basais destes parametros.

A FC também foi reduzida apds a ligadura, em todos os grupos. O grupo

controle (ligadura ficticia) também apresentou reducgéo da FC.
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Figura 9: Valores absolutos de PA e FC dos animais tratados com Espironolactona 20mg/kg e
Eplerenona 10mg/kg submetidos a ligadura de coronaria. A) Animais normais (glandulas
adrenais intactas; B) Animais adrenalectomizados. Valores expressos em média + e.p.m. Two-
way ANOVA seguido do pos-teste Bonferroni. *= P<0,05 em relagdo ao grupo controle

(cirurgia ficticia). n=6
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Figura 10: Valores absolutos de PA e FC dos animais tratados com Mifepristona 20mg/kg
submetidos a ligadura de coronaria. A) Animais normais (glandulas adrenais intactas; B)
Animais adrenalectomizados. Valores expressos em média + e.p.m. Two-way ANOVA seguido
do pds-teste Bonferroni. *= P<0,05 em relag¢&o ao grupo controle (cirurgia ficticia). N=6
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4.3 Avaliacéo do eletrocardiograma

4.3.1 Alteragdes no ECG ap0s a ligadura

O ECG foi registrado nas derivagdes DI, DIl e DIIl. Apds a ligadura da
coronaria uma série de alteracdes eletrocardiograficas foi observada. A alteracdo com
maior predominancia foi o supradesnivelamento de ST e aumento da amplitude de T nas
derivagOes DI e DII. Foram observadas, ainda, inversdo da onda T e do segmento ST,
ondas P anormais, blogueio atrioventricular, fibrilagdo e bradicardia. O grupo ligadura
sem tratamento apresentou maior intensidade de alteracdes que 0s grupos tratados. A

figura 11 apresenta exemplos dessas alteracdes na derivacgédo Il do ECG.

Fibrilacdo Bloqueio AV

| | MJL

N

Onda P
anormal

Inversao de
ST

Supra de
ST

—

Figura 11: Exemplos de alteracdes eletrocardiograficas pés-ligadura. Derivacéo II.
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4.3.2 Variacao da area sob a curva ST-T

Para andlise quantitativa do supradesnivelamento de ST foi utilizada o sinal do ECG
de DII. A figura 13 apresenta a variagdo percentual da area sob a curva ST-T durante
1 h apods a ligadura. A ligadura da coronaria promoveu supradesnivelamento de ST dos
animais sem tratamento. A espironolactona 20 mg/kg, administrada via oral 1 h antes da
ligadura, preveniu o supra de ST. A eplerenona 10 mg/kg também foi capaz de reduzir
essa alteracdo eletrocardiografica. Um resultado semelhante foi observado nos animais

submetidos a adrenalectomia bilateral. (Figura 13).

DJ\W/\

Figura 12: Imagem representativa do registro dos ECGs 40 min ap6s a ligadura da coronaria.
A) Grupo controle (ligadura ficticia); B) Grupo ligadura sem tratamento; C) Grupo
espironolactona 20mg/kg D) Grupo eplerenona 10 mg/kg.
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Figura 13: Variagdo da area sob a curva ST-T do ECG dos animais tratados com
Espironolactona e Eplerenona submetidos a ligadura de coronaria. A) Animais normais
(glandulas adrenais intactas; B) Animais adrenalectomizados. Valores expressos em média +
e.p.m. Two-way ANOVA seguido do pos-teste Bonferroni. *= P < 0.05, em relagdo ao grupo

ligadura sem tratamento; A=P < 0.05, em relacéo ao grupo controle. n=6
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O grupo tratado com o bloqueador de receptor GR (mifepristona 20mg/kg)
apresentarou reducdo da area sob a curva ST-T nos tempos 40, 45 e 50 minutos ap6s a
ligadura. Nos animais adrenalectomizados ndo houve diferenca significativa em relacéo
ao grupo ligadura sem tratamento. (Figura 14). No grupo tratado com mifepristona +
espironolactona houve reducao da area sob a curva ST-T em relacdo ao grupo ligadura
sem tratamento. A mifepristona parece, portanto, ndo influenciar a acdo da

espironolactona. (Figura 14).
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Figura 14: Variacdo da &rea sob a curva ST-T do ECG dos animais tratados com Mifepristona
e Espironolactona submetidos a isquemia cardiaca. A) Animais normais (glandulas adrenais
intactas; B) Animais adrenalectomizados.Valores expressos em média + e.p.m. Two-way
ANOVA seguido do pds-teste Bonferroni. *= P < 0.05, em relacdo ao grupo ligadura sem
tratamento; A=P < 0.05, em relag&o ao grupo controle. n=6
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Aldosterona sérica

4.4 Dosagem da aldosterona sérica

Com o objetivo de verificar se a adrenalectomia bilateral foi realizada corretamente
e se 0s animais apresentavam niveis insignificantes de aldosterona sérica foi realizada a

dosagem desse hormonio, apresentada na figura 15.

125+
C3J Normal
100+ B Ligadura sem tratamento
@l Espironolactona 20mg/kg
B Eplerenona 10mg/kg
| 751
L®)
~~
(@)
c
504
254
* * *
0 - - .

Figura 15: Dosagem sérica da aldosterona. . Valores expressos em média + e.p.m. One-
Way ANOVA seguido do pds-teste Dunn’s *= P < 0.05, em relagdo ao grupo normal
(adrenais intactas). n=4
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4.5 Analise histologica

Foi observado nos cortes histologicos a presenca de dilatacdo de vasos
sanguineos, processo inflamatdrio intenso e necrose celular no tecido cardiaco dos
animais submetidos a ligadura de coronéria (Figura 16 e 17). A necrose celular foi
avaliada qualitativamente de acordo com a sua intensidade em: ausente, leve, moderada
ou extensa. A Tabela 3 e 4 apresenta o grau de intensidade e o percentual de animais
que apresentaram necrose celular em cada grupo.

No grupo ligadura sem tratamento todos os coracgdes analisados apresentaram
areas de necrose variando entre leve e extensa. O tratamento com espironolactona e
eplerenona atenuou a intensidade da necrose causada pela ligadura e em alguns animais
ndo foi observada a presenga de necrose. Um resultado semelhante foi observado nos

animais submetidos a adrenalectomia bilateral.

Tabela 3: Percentual de animais que apresentaram necrose cardiaca, classificados de

acordo com a intensidade da necrose.

Intensidade da necrose%o

Ausente Leve Moderada Extensa

Controle (n=6) 100,00 0,0 0,0 0,0
Ligadura (n=6) 0,0 66,66 16,66 16,66
Espironolactona (n=6) 16,66 66,66 16,66 0,0
Eplerenona (n=6) 16,66 66,66 16,66 0,0
Adrenalectomia

Ligadura (n=5) 0,0 40,0 20,0 40,0
Espironolactona (n=5) 40,0 60,0 0,0 0,0
Eplerenona (n=6) 33,33 66,66 0,0 0,0
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de animais submetidos a ligadura da coronaria esquerda. (A)

do
(B) Ligadura sem tratamento. (C) Espironolactona 20 mg/kg; (D)

(E) Espironolactona 20mg/kg grupo adrenalectomizado; (F) Eplerenona

Figura 16: Histologia do corag

Controle (ligadura fict
Eplerenona 10 mg/kg;

icia);

10mg/kg grupo adrenalectomizado . Coloracdo Hematoxilina-Eosina. (aumento 40X).
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Os grupos tratados com mifepristona também apresentaram uma intensidade
menor do grau de necrose, quando esta era presente. O mesmo foi observado nos grupos

tratados com mifepristona + espironolactona (Tabela 4).

Tabela 4: Percentual de animais que apresentaram necrose cardiaca, classificados de

acordo com a intensidade da necrose.

Intensidade da necrose%o

Ausente Leve Moderada Extensa
Mifepristona (n=6) 16,66 83,33 0,0 0,0
Mifepristona + Espironolactona (n=6) 40,0 60,0 0,0 0,0
Adrenalectomia
Mifepristona (n=6) 33,33 50,0 16,66 0,0
Mifepristona + Espironolactona (n=5) 50,0 50,0 0,0 0,0
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Figura 17: Histologia do coracdo de animais submetidos a ligadura da coronaria esquerda. (A)
Controle (ligadura ficticia); (B) Ligadura sem tratamento. (C) Mifepristona 20 mg/kg; (D)
Mifepristona + Espironolactona 20 mg/kg; (E) Mifepristona 20mg/kg grupo adrenalectomizado;
(F) Mifepristona + Espironolactona 20mg/kg grupo adrenalectomizado. Coloracao
Hematoxilina-Eosina. (aumento 40X).
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5. DISCUSSAO

O principal resultado deste trabalho foi a demonstracdo de que baixas doses de
espironolactona e eplerenona promovem cardioprotecdo numa fase aguda da isquemia
cardiaca, mesmo na auséncia dos esterdides enddgenos, aldosterona e corticosterona.

Estudos prévios ja haviam demonstrado a capacidade cardioprotetora desses dois
farmacos no infarto do miocérdio tanto clinicamente quanto experimentalmente. (Pitt et
al., 1999; Pitt et al., 2003; Zannad et al, 2010; Sartdrio et al, 2007; Fraccarollo et al,
2003; Fraccarollo et al, 2008). No entanto, nenhum estudo comparativo tinha sido
realizado até entdo, e a maioria deles se concentraram na fase crénica do infarto, onde
0s niveis de aldosterona encontravam-se elevados.

Foi utilizado 0 modelo de isquemia em ratos induzida pela ligadura da coronéria
esquerda. Este modelo foi descrito inicialmente por Heimburger em 1946 (Heimburger
et al, 1946), e uma das suas principais vantagens é que as alteragdes morfoldgicas e
funcionais decorrentes do infarto se assemelham aquelas encontradas em humanos
(Klocke et al, 2007). Por outo lado, esta metodologia apresenta um alto indice de
mortalidade de animais, variando entre 40 e 60% nas primeiras 24 horas (Zornoff et al,
2009). Em nosso estudo a taxa de mortalidade foi aproximadamente 31 %.

O grupo tratado com espironolactona apresentou uma taxa de mortalidade menor
que o grupo ligadura sem tratamento. Song e colaboradores ja haviam relatado menores
taxas de mortalidade entre animais submetidos a ligadura da coronéria e tratados
espironolactona em uma dose ainda menor que a utilizada em nosso estudo. (Song et al,
2011). O grupo tratado com eplerenona n&o apresentou redugéo na taxa de mortalidade.

As principais causas de morte neste modelo relacionam-se a fatores do proprio
procedimento cirirgico como pneumotorax e depressao respiratoria, edema pulmonar e
principalmente a arritmias malignas como taquicardia ventricular e fibrilagdo
ventricular (Litwin et al, 1995; Pfeffer et al, 1979; Opitz et al, 1995). Os animais
utilizados neste estudo, independentemente do tratamento, apresentaram episodios de
fibrilagdo ventricular e bloqueio AV nos primeiros minutos posteriores a ligadura. Além
disso, apds a isquemia foi observado reducéo dos valores de PAS e PAD e da FC. A
bradicardia e a reducdo dos niveis pressoricos também sdo descritos como causas de

mortalidade em modelos animais de isquemia (Kolettis et al, 2007).
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O presente estudo teve como objetivo principal avaliar comparativamente o efeito
de antagonistas de MR na isquemia cardiaca independentemente da acdo da aldosterona.
Para isso, avaliamos o efeito do pré-tratamento com espironolactona ou eplerenona em
ratos normais e submetidos previamente a adrenalectomia bilateral.

As doses utilizadas de ambos os farmacos foram baseadas em estudos prévios
descritos na literatura. Nestes estudos, a espironolactona 20mg/kg, administrada via
oral, foi capaz de prevenir a proliferagdo de colageno em ratos cronicamente infartados
(Silvestre et al, 1999; Mill et al, 2003). E a eplerenona 10mg/kg reduziu a fibrose e
melhorou os pardmetros ecocardiograficos em ratos com IC (Kobayashi et al, 2006). As
doses utilizadas séo consideradas baixas para esses antagonistas. A dose de eplerenona
foi menor, pois a dose necessaria para bloguear o MR é cerca da metade necessaria para
a espironolactona (de Gasparo et al, 1987). Clinicamente, segundo recomendacdes do
Food and Drug Administration (FDA) doses 50% menores de eplerenona em relacéo a
espironolactona séo utilizadas no tratamento de pacientes com IC (FDA, 2007; 2008).

Os animais submetidos a ligadura da coronaria por 1h apresentaram elevacdao do
segmento ST no ECG, observada pelo aumento da area sob a curva ST-T, e necrose do
tecido cardiaco, caracterizando o modelo agudo de isquemia cardiaca.

Foi observada uma grande variagdo da intensidade da necrose mesmo dentro de
um mesmo grupo. Essa variacdo deve-se em parte, ao proprio modelo de isquemia
utilizado. O modelo de ligadura da coronaria apresenta uma variacdo de 5 a 65% do
tamanho da area infartada (Peffer et al, 1979), devido a dificuldade de se ocluir a artéria
no mesmo ponto em todos os animais e devido a diferencas anatdmicas entre eles. A
necrose também € influenciada por fatores individuais como fluxo colateral, demanda
individual de oxigénio e nutrientes, e sensibilidade dos midcitos a isquemia. Além
disso, em roedores o0 tempo para o desenvolvimento completo de necrose varia ente 30 e
90 minutos apo6s a isquemia. (Jugdutt et al, 1993). O nosso protocolo de isquemia
duroulh, nesse periodo nem todas as células em risco podem ter desenvolvido necrose.

E importante ressaltar que mesmo com todas essas variacdes e mesmo que a analise
da necrose tenha sido apenas qualitativa, tanto a espironolactona quanto a eplerenona
reduziram a intensidade da necrose em relacdo ao grupo sem tratamento, nos grupos

normais e submetidos a adrenalectomia bilateral.
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No inicio do nosso estudo foi feita dosagem sérica dos niveis de aldosterona nos
animais para caracterizar o0 modelo experimental. Os niveis circulantes de aldosterona
foram reduzidos a quase zero apds a adrenalectomia. Entretanto, a aldosterona também
pode ser sintetizada em tecidos extra-adrenais como o coracdo, endotélio e musculo liso
vascular. (Takeda et al., 1995; Silvestre et al., 1998). Dessa forma, a adrenalectomia
bilateral ndo exclui a possibilidade da sintese local de aldosterona.

No entanto, essa questdo é controversa. A producdo local de aldosterona parece
ser minima em condi¢des normais, mas pode aumentar em condicGes patolégicas como
na IC. (Fraccarollo et al, 2003; Guder et al, 2007; Mizuno et al, 2001). Em humanos
saudaveis, os niveis plasméticos de aldosterona ndo diferem dos niveis locais, mas
individuos portadores de IC e hipertensdo arterial apresentam niveis maiores de
aldosterona no seio coronario (Mizuno et al, 2001). Enzimas e co-fatores envolvidos na
biossintese de aldosterona também sdo expressos no sistema cardiovascular (Taves et
al, 2011), e além disso, a expressdao de mediadores do sistema renina-angiotensina
também ja foi descrita (MacKenzie et al, 2002) e podem portanto atuar na regulacéo da
producdo local de aldosterona.

Por outro lado, foi demonstrado que 0s niveis de expressdo desses genes Sao
varias ordens de grandeza menores que a observada no cortex da adrenal (Gomes-
Sanches et al, 2004). Além disso, em um estudo realizado em 2005, ndo foi detectado
niveis de expressdo da aldosterona sintase e 11 hidroxilase (enzimas envolvidas na
sintese de aldosterona) em nenhuma das regides do coracdo analisadas em condicdes
normais ou patoldgicas (Ye et al, 2005).

As questdes relacionadas a sintese local de aldosterona permanecem contraditérias
e os estudos recentes sugerem que a adrenal é a maior fonte da aldosterona plasmatica e
local. (Chai et al, 2006; Chai et al 2010). Além disso, 0s niveis locais de aldosterona sé
aumentariam em uma fase mais cronica das doencas cardiacas. O nosso estudo foi
realizado numa fase aguda da isquemia cardiaca e o efeito protetor dos antagonistas de
MR foi observado logo nos primeiros minutos apos a ligadura da coronaria.

Nossos dados demonstram que ambos 0s antagonistas de receptores MR,
espironolactona e eplerenona, protegem o cora¢do dos danos causados pela isquemia
numa fase inicial do infarto do miocardio em ratos, prevenindo a elevacdo do segmento
ST no ECG e atenuando a necrose tecidual. Esses efeitos persistiram nos animais
adrenalectomizados sugerindo que a acdo cardioprotetora desses antagonistas vai além

do bloqueio dos efeitos deletérios da aldosterona sobre o coragéo.

64



Além da aldosterona, o receptor MR possui outro ligante enddgeno, o cortisol (ou
corticosterona, em roedores), ambos possuem igual afinidade ao receptor. (Galupo et al,
2012). O cortisol assim com a aldosterona € sintetizado a partir do colesterol nas
glandulas adrenais. No rim a presenca da enzima 11BHSD2 cliva o cortisol em
metabolitos inativos e garantem a ligacdo preferencial da aldosterona ao MR, uma vez
que as concentracdes de cortisol circulantes sdo 10 a 100 vezes maiores do que a da
aldosterona (Funder et al, 2009). Entretanto, as ceélulas do sistema cardiovascular
expressam niveis muito baixos de 11BHSD2 (Yang et al, 2009), o que facilita a
interacdo do cortisol com os receptores MR. Estudos ja& comprovaram que o cortisol é
capaz de ativar o MR em situacGes onde ha alteracdo do estado redox da célula como a
que ocorre na isquemia cardiaca (Mihailidou et al, 2009). Niveis elevados de cortisol e
aldosterona sdo preditores independentes de risco de morte em pacientes com IC e
disfuncdo ventricular esquerda (Guder et al, 2007). Antagonistas de MR além de
bloquear os efeitos da aldosterona também protegem o coracdo por bloquear os efeitos
deletérios do cortisol (Mihailidou et al, 2009).

Em nosso estudo, devido a remocdo total das glandulas adrenais,
consequentemente, 0s niveis de corticosterona provavelmente também eram
insignificantes (dosagem ndo realizada). Portanto, pela primeira vez foi demonstrado
que a eplerenona, assim como ja descrito para a espirononolactona (Mihailidou et al,
2009), apresenta efeitos cardioprotetores independentes do bloqueio da acdo de
esteroides endogenos.

Mas se o efeito cardioprotetor desses farmacos é independente de niveis elevados
de aldosterona e cortisol/coricosterona, quais seriam entdo 0s mecanismos responsaveis
por essa protecao?

Alguns estudos demonstram que antagonistas de MR podem causar pré e pos
condicionamento isquémico (Chai et al, 2005; Schimidt et al, 2010). O pré-
condicionamento isquémico € definido como um fenémeno pelo qual um ou mais ciclos
de isquemia de pequena duracdo (5 a 10 minutos) com pequenos ciclos de reperfuséo,
promovem protecdo do miocardio contra um subsequente e prolongado periodo de
isquemia miocardica e reperfusdo (Murry et al, 1986). A aplicacdo de pequenos ciclos
de isquemia-reperfusdo no inicio do periodo de reperfusdo também causa
cardioprotecdo de modo similar ao pré-condicionamento, este fendmeno é denominado

po6s-condicionamento isquémico (Zhao et al, 2003).

65



A administracdo de algumas substancias antes da isquemia, como adenosina,
bradicinina e opidides também ativa mecanismos celulares capazes de promoverem tal
protecdo (Liang et al 1999; Baxter et al, 2002; Zaugg et al, 2002). Esse tratamento foi
denominado pré-condicionamento farmacoldgico. Chai e colaboradores apresentaram
evidéncias de que a espironolactona causa pre-condicionamento farmacoldgico, pois a
administracdo desse antagonista 15 min antes da isquemia reduziu a &rea infartada no
coracdo isolado de ratos (Chai et al, 2005).

A atenuacdo da elevacdo do segmento ST é um indicador de pré-condicionamento
isquémico (Cohen et al, 1997). Em nosso estudo a espironolactona e a eplerenona
preveniram a elevagdo do ST nos animais submetidos a ligadura da coronaria, quando
administradas 30 min antes da isquemia.

As vias intracelulares ativadas durante o pré e pos condicionamento isquémico
envolvem a participagdo de canais de potassio mitocondriais sensiveis a ATP (K*atp). A
abertura desses canais preserva a funcdo mitocondrial por previnir a sobrecarga de
calcio durante a isquemia (Holmuhamedov et al, 1999). Os mecanismos envolvidos na
ativacio de canais K*atp ainda ndo sio completamente conhecidos. Sato e colaboradores
demonstraram que a ativacio de receptores de adenosina podem ativar K'atp
mitocondriais via PKC dependente em células ventriculares (Sato et al, 2000).

Schimidt e colaboradores demonstraram que a protecdo cardiaca da eplerenona
apos a isquemia e reperfusdo no coracdo de ratos foi abolida por antagonistas de K*atp
mitocondrial. (Schimidt et al, 2010). Além de blogueadores de canais de potassio, esse
estudo também realizou testes com bloqueadores de outras moléculas que sabidamente
estdo envolvidas no condicionamento isquémico, como PKC, receptores de adenosina e
PI3-quinase. Todos os inibidores bloquearam a acdo protetora dos antagonistas de MR.

Além disso, um estudo recente em nosso laboratorio, ainda ndo publicado, sugere
que tanto a eplerenona quanto a espironolactona sdo capazes de aumentar 0s niveis
celulares de GMPc em cardiomidcitos de rato neonatos (Hermidorff et al, 2013). O
GMP¢ vem sendo descrito como uma molécula chave nos mecanismos de pré e pos
condicionamento isquémico. (Garcia-Dorado et al, 2009).

As evidéncias de que antagonistas de MR promovem condicionamento isquémico
podem explicar porque o tratamento imediato de pacientes que sofreram infarto do
miocardio apresenta uma resposta mais satisfatéria do que aqueles que so receberam
tratamento mais tarde. O tratamento precoce ativaria vias cardioprotetoras que

tornariam o miocardio mais resistente aos danos da isquemia e reperfusdo, além de
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antagonizar os efeitos deletérios da aldosterona cujos niveis se encontram aumentados
numa fase mais cronica da doenca. Essas agfes em conjunto melhorariam o
remodelamento cardiaco e consequentemente, aumentariam a qualidade de vida dos
pacientes e reduziriam a mortalidade.

Alguns pesquisadores também defendem a ideia de que antagonistas de MR
possam atuar como agonistas inversos (Funder et al, 2009). Certos tipos de receptores
podem apresentar uma atividade intrinseca no seu estado inativo, mesmo na auséncia de
um ligante enddgeno ou de um agonista exdgeno administrado. Agonistas inversos
atuam de modo a abolir essa atividade intrinseca do receptor livre (ndo-ocupado),
resultando em uma reducdo espontanea da atividade do receptor (Khilnanie Khilnani,
2011).

Mihailidou e colaboradores, em um estudo com coracdo isolado de ratos,
demonstraram que a espironolactona sozinha era capaz de reduzir a area infartada e
apoptose em ratos adrenalectomizados submetidos a isquemia e reperfusdo (Mihailidou
et al, 2009). Os autores atribuiram a resposta cardioprotetora da espironolactona a uma
possivel propriedade agonista inversa que pode ser apresentada por esse farmaco, uma
vez que estes efeitos foram observados na auséncia dos dois ligantes enddgenos do
receptor MR, aldosterona e cortisol. Adicionalmente, um estudo in vitro demonstrou
que a espironolactona sozinha promoveu aumento da expressdo da proteina B-integrina
em cardiomidcitos e em células epiteliais do rim (Chun et al, 2002).

Em nosso estudo, demonstramos pela primeira vez que assim como a
espironolactona, a eplerenona promove cardioprote¢do na isquemia cardiaca de animais
adrenalectomizados. Dentro dessa perspectiva ambos os antagonistas de MR atuariam
ndo apenas excluindo acdo da aldosterona ou do cortisol sobre 0 MR, mas também
ocupando este receptor e promovendo a ativacdo de fatores de protecao.

No entanto, ndo existem dados na literatura que comprovem que os efeitos diretos
de antagonistas de MR sobre o coragdo sdo mediados por receptores MR ou por outro
receptor desconhecido.

Os efeitos protetores da espironolactona e eplerenona em nosso estudo foram
observados logo nos primeiros minutos apos a isquemia, sugerindo que estes efeitos ndo
sdo gendmicos, e ndo envolvem a transcricdo de genes. Este dado é importante, pois a
aldosterona também possui efeitos ndo genémicos e os estudos indicam que 0s mesmos
podem ser mediados por um receptor distinto do MR. Dessa forma, 0 mesmo poderia

ocorrer para a eplerenona e espironolactona.
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Dados recentes do nosso laboratério monstram que tanto a espironolactona quanto
a eplerenona mobilizam Ca*?, ativam GMPc e ERK1/2 em cardiomiécitos de ratos
neonatos. E esses efeitos ocorreram apenas alguns minutos apos o tratamento com os
farmacos (Hermidorff, 2013). Evidenciando que ha uma acdo ndo gendmica desses
antagonistas nas células cardiacas.

Schimidt e colaboradores em um modelo de isquemia e reperfusdo em
camundongos demonstrou que os efeitos cardioprotetores da eplerenona foram
bloqueados na presenca de um inibidor nédo seletivo de receptores de adenosina. Além
de ser um potente vasodilatador, a adenosina possui efeitos cardioprotetores diretos
sobre as células cardiacas através de seus receptores de membrana acoplados a proteina
G, sobretudo limitando a é&rea infartada. (Feldman et al, 2011). Esta mesma
pesquisadora, demonstrou que o efeito cardioprotetor do canrenoato de potéssio
(metabdlito ativo da espironolactona) foi bloqueado em camundongos com delecdo
genética para a enzima ecto-5’-nucleotidase, enzima envolvida na sintese de adenosina.
(Schmidt et al, 2010).

Portanto, existem evidéncias de que a acdo de antagonistas de MR sobre o coracédo
pode estar sendo mediada por uma interacdo com a adenosina, no entanto os estudos
ndo sdo conclusivos quanto a agdo ser sobre os receptores de adenosina ou sobre a
sintese e degradacdo da mesma.

Em nosso estudo também avaliamos a hipotese de que efeitos protetores da
espironolactona possam ser mediados por uma interacdo com receptores GR. Entretanto,
0 antagonista de receptor GR, mifepristona, ndo foi capaz de bloguear os efeitos da
espironolactona na prevencdo da elevacdo de ST. Apesar de a espironolactona possuir
afinidade por receptores GR e a ativacdo deste receptor ser descrita como
cardioprotetora, ndo foi observada nenhuma relacdo da resposta protetora da
espironolactona com receptores GR. Corroborando com os resultados de Mihailidou e
colaboradores, onde a mifepristona ndo bloqueou o efeito da espironolactona sobre a
reducdo da area infartada e apoptose celular na isquemia e reperfusdo de coracdes
isolados de rato.

Entretanto, inesperadamente, quando a mifepristona foi administrada sozinha
houve uma leve atenuacdo na area sob a curva do segmento ST. A acdo
antiglicocorticoide da mifepristona é dose dependente. Doses Unicas iguais ou
superiores a 4mg/kg inibem de uma forma competitiva os receptores GR (Cadepond et

al, 1997). Foi utilizada em nosso estudo a dose 20mg/kg. A mifepristona também possui
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acao antiprogesterogénica e leve acdo antiandrogénica e nenhuma acao sobre receptores
MR.

Nossos dados contrastam com o estudo de Bobryshev e colaboradores (2007),
onde a mifepristona na dose 20mg/kg inibiu os efeitos do pré condicionamento
isquémico em um modelo de isquemia e reperfusdo em ratos. Uma possivel explicacao
para o resultado seria devido ao fato da mifepristona poder atuar como um agonista
parcial de receptores GR em determinadas circunstancias. Em pacientes com
insuficiéncia adrenal, a mifepristona apresentou efeitos agonistas, reduzindo os niveis
plasmaticos de ACTH (Laue et al, 1988). Adicionalmente, Zang e colaboradores
demonstraram que a atividade agonista da mifepristona é dependente da concentragao
de receptores GR na célula, esta atividade aumenta quando ha superexpressdo destes
receptores (Zhang et al, 2007). Vazqués e colaboradores, demonstraram que a
adrenalectomia promove aumento da expressao de receptores GR em areas especificas
do hipocampo (Vazqués et al, 1993), entretanto, nenhum estudo até o momento avaliou

se 0 mesmo acontece no coragéo.
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6. CONCLUSAO

Comparativamente, ndo foram observadas diferencas entre os efeitos da
espironolactona e eplerenona. Ambas foram capazes de prevenir, em baixas doses, 0s
danos causados pela ligadura da coronaria em ratos anestesiados, reduzindo a elevagédo
do segmento ST no ECG e a necrose dos midcitos cardiacos.

Adicionalmente foi demonstrado que tanto a espironolactona quanto a eplerenona
sdo capazes de promover cardioprotecdo numa fase aguda da isquemia cardiaca e esses
efeitos sdo independentes do bloqueio da acéo da aldosterona e da corticosterona.

Com base em nossos dados e aos encontrados na literatura, podemos sugerir que
esses farmacos ndo atuam somente como antagonistas de MR e poderiam assim, serem
classificados em uma nova classe farmacoldgica. Existem evidéncias claras de que seus
efeitos também ocorram por vias diretas, e estes podem estar sendo mediados por um
agonismo inverso sobre o receptor MR ou por um receptor distinto, ainda néo
conhecido. No entanto, mais estudos precisam ser realizados com o objetivo de
investigar melhor as vias ativadas por estes dois farmacos no coragéo.

Do ponto de vista clinico, nossos resultados também séo relevantes. Antagonistas
de MR sdo utilizados na fase crénica da IC pos-infarto do miocardio. Nossos resultados
sugerem que a cardioprotecdo também ocorre na fase inicial ap6s a isquemia. Assim,
esses farmacos podem ser uma alternativa terapéutica no tratamento de pacientes numa

fase precoce do IAM, mesmo na auséncia de IC.
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ANEXOS



A. Protocolo de aprovacao do comité de ética
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B. Valores Basais de PA e FC

TABELA 1: Pressado arterial e Frequéncia cardiaca dos animais antes da ligadura da coronaria.

Controle Ligadura Espironolactona Eplerenona Mifepristona  Mife + Espiro

PAS 1168 + 74 1085 * 9,7 1066 =+ 51 105 + 6,0 104 =+ 52 1129 + 7.2

+

PAD 8507 + 5,7 75,64

+
I+

75 76,97

I+

4,9 73,9

I+

48 8232 + 10,76 79,66

I+

4,6

+
+
+

FC 2585 + 255 3175 + 225 2969

+
I+

264 2712 + 215 3024 + 128 2663

I+

25,2

Valores absolutos e erro padrdo da média de PA (mmHg) e FC (bpm).



TABELA 2: Pressao arterial e Frequéncia cardiaca dos animais adrenalectomizados antes da ligadura da coronaria.

Controle Ligadura Espironolactona  Eplerenona  Mifepristona Mife + Espiro

PAS 1168 + 74 939% + 81 859 + 78 8368 * 36 8261 * 32 7677 + 45
PAD 8507 *= 57 699 * 60 6574 +* 66 6348 * 32 5987 + 31 5533 + 34
FC 2585 =+ 255 3175 =+ 225 3211 + 29,7 2526 * 169 2985 =+ 219 2242 + 404

Valores absolutos e erro padrdo da média de PA (mmHg) e FC (bpm).
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