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RESUMO

Antagonistas de receptores mineralocorticoides (MR) da aldosterona (espironolactona e
eplerenona) possuem efeitos benéficos no tratamento de pacientes com doencas cardiacas.

Porém, muitas dessas respostas se mostraram independentes do antagonismo de MR.
Nosso objetivo foi estudar os mecanismos de acdo dessas drogas que levam as respostas
cardioprotetoras e avaliar comparativamente seus efeitos in vitro. Os ensaios foram realizados
em culturas primarias de células cardiacas de ratos neonatos. Avaliamos o efeito proliferativo
da espironolactona e eplerenona em cardiomidcitos e fibroblastos, na presenca e na auséncia
de mifepristona e aldosterona, para avaliar o efeito per se dessas drogas. Espironolactona e
eplerenona promoveram proliferacdo em cardiomidcitos, mesmo na auséncia de aldosterona.
Porém, em fibroblastos, somente espironolactona apresentou efeito anti-proliferativo e
reverteu o efeito mitogénico da aldosterona, enquanto a eplerenona somente reverteu o efeito
da aldosterona. Para elucidar as vias bioquimicas evocadas por essas drogas nos focamos na
analise dos segundos mensageiros Ca®*, AMPc e GMPc e na atividade de PKC e ERK1/2,
devido a importancia dessas vias no processo cardioprotetor. Espironolactona é capaz de
aumentar os niveis de Ca", AMPc, GMPc e atividade de ERK 1/2, e reverte a acdo de
aldosterona na atividade de PKC e ERK1/2. Eplerenona aumenta apenas os niveis de Ca*?,
GMPc e atividade de ERK1/2, e também reverte a acdo de aldosterona na atividade de PKC e
ERK1/2. Nossos dados sobre segundos mensageiros apoiam o fato que, além da aldosterona, a
espironolactona e a eplerenona também apresentam respostas rapidas, independente de MR,
como aumento de AMPc, Ca®* e GMPc pela espironolactona e Ca’* e GMPc pela eplerenona.
As diferencas encontradas entre a acdo dessas drogas apontam para uma cardioprote¢do mais
consistente promovida pela espironolactona, porém esses efeitos ainda precisam ser testados

clinicamente.

Palavras-chave: Cardioprotecdo. Cardiomiocitos. Fibroblastos. Espironolactona. Eplerenona



ABSTRACT

Mineralocorticoid receptor (MR) antagonists of aldosterone (spironolactone and eplerenone)
have beneficial effects in the treatment of patients with heart disease. However, most of these
responses are independent of MR antagonistic pathway. Our objective was to study the
mechanisms of action of these drugs that lead to cardioprotection and further compare their
effects in vitro. Assays were performed in primary cultures of neonatal rat cardiac cells. We
assessed the proliferative effects of spironolactone and eplerenone cardiomyocytes and
fibroblasts in the presence and absence of mifepristone and aldosterone in order to evaluate
the effect of these drugs per se. Spironolactone and eplerenone promoted cardiomyocyte
proliferation, even in the absence of aldosterone. However, in fibroblasts, spironolactone
alone showed anti-proliferative effect and reversed the mitogenic effect of aldosterone. While
only eplerenone reversed the effect of aldosterone. To elucidate the biochemical pathways
evoked by these drugs we focused on the analysis of second messengers, Ca®*, cAMP e
cGMP and activity of PKC and ERK1/2 because of their importance in the process
cardioprotective pathways. We observed that spironolactone is able to increase the levels of
Ca®*, cAMP, cGMP and activity of ERK1/2, and reverse the action of aldosterone on the
activity of PKC and ERK1/2. Eplerenone showed increases levels of Ca?*, cGMP and activity
of ERK1/2, and also reversed the action of aldosterone on the activity of PKC and ERK1/2.
Our second messengers data support the fact that in addition to aldosterone, spironolactone
and eplerenone also feature fast response, independent of MR, as show by increased CAMP,
cGMP and Ca’* by spironolactone and eplerenone by Ca** and cGMP. The differences found
between the action of these drugs show a more consistent cardioprotection promoted by

spironolactone, but these effects have yet to be tested clinically.

Keywords: Cardioprotection. Cardiomyocytes. Fibroblasts. Spironolactone. Eplerenone.
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1-INTRODUCAO

1.1 - ANTAGONISTAS DO RECEPTOR MINERALOCORTICOIDE

Dois importantes estudos clinicos, o Randomized ALdosterone Evaluation Study
(RALES) (Pitt, Zannad et al., 1999) e o EPlerenone HEart failure and SUrvival Study
(EPHESUS) (Pitt, Remme et al., 2003), indicaram que 0s antagonistas de receptor
mineralocorticoide (MR) reduzem a mortalidade em pacientes com insuficiéncia cardiaca e
disfuncédo ventricular esquerda pés-infarto. O mecanismo responsavel por essa diminuicdo da
mortalidade promovida pelos antagonistas de MR pode envolver mudangas na excregéo renal
de eletrolitos e inibicdo da fibrose miocardica (Danser, 2006). Adicionalmente, a
superexpressdo condicional de MR em coracbes de camundongos, na auséncia de
aldosteronemia, tém resultado em arritmias ventriculares severas (Ouvrard-Pascaud, Sainte-
Marie et al., 2005). Aparentemente, 0 MR cardiaco € responsavel por desencadear arritmias,
proporcionando assim um mecanismo adicional, através do qual, antagonistas do MR séo
responsaveis por reduzirem a mortalidade desses pacientes (Danser, 2006).

Um ndmero crescente de estudos suporta algumas fungdes especificas do MR como
um mediador do estresse oxidativo e subsequente inflamacdo, fibrose e aterosclerose.
Elevacdes na aldosterona circulante sdo acompanhadas por um fendtipo vascular pro-
inflamatdrio e fibrogénico e uma vez que este fenémeno pode ser blogueado por antagonistas
de MR e anti-oxidantes, a aldosterona (via MR) parece também estar envolvida nesses efeitos
(Danser, 2006).

Em relacdo a promocdo de estresse oxidativo, em estudo anterior, a aldosterona
demonstrou, tanto em modelos in vitro como in vivo, promover aumento do estresse oxidativo
através da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, devido a reducdo da atividade dessa
enzima pelo aumento das concentragdes de aldosterona reduzindo, portanto, a capacidade
antioxidante e aumentando esse estresse. Esse mesmo estudo demonstrou que a
espironolactona, através do bloqueio de receptor mineralocorticoide, é capaz de melhorar a
nefropatia em ratos diabéticos e hipertensos por restaurar a atividade da enzima glicose-6-
fosfato desidrogenase, diminuindo o estresse oxidativo sem afetar a pressdo arterial e a
glicemia (Pessoa, 2010).

Orgdos como coragdo, vasos e sistema nervoso central sdo apontados como novos

alvos da acdo da aldosterona. A localizacdo dos receptores de mineralocorticéides ja foi
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descrito, nos tecidos cardiacos (Funder, Pearce et al., 1988; Lombes, Binart et al., 1993) e na
vasculatura (Funder, Pearce et al., 1988; Takeda, Miyamori et al., 1995; Weber, 2001;
Funder, 2002). Isto indica uma gama de outros possiveis efeitos da aldosterona, mediados
pela ativacdo dos receptores de mineralocorticdides nestes tecidos.

Tais efeitos envolvem aumento da pressdo sanguinea, hipertrofia do ventriculo
esquerdo e fibrose cardiaca (Nappi e Sieg, 2011). No sistema vascular a aldosterona apresenta
efeitos nocivos no endotélio, reduzindo a producéo de oxido nitrico (Farquharson e Struthers,
2000), além de aumento da resisténcia vascular sistémica e aumento da atividade
vasoconstritora da angiotensina Il nas artérias coronérias (Nappi e Sieg, 2011).

Adicionalmente, no cérebro, a aldosterona pode exercer um papel fisiopatoldgico
sobre a isquemia, através de remodelamento vascular, prova disso é que doses pequenas de
espironolactona sdo capazes de prevenir acidente vascular cerebral de ratos hipertensos
suscetiveis ao infarto (Dorrance, Osborn et al., 2001).

Dentre os antagonistas de receptor mineralocorticoide usados em pesquisas cientificas,
estdo alguns componentes da série RU (sintetizados pela empresa farmacéutica francesa
Roussel-Uclaf), como 0 RU26752 e 0 RU28318 (Alzamora, Michea et al., 2000).

Por também ser expresso no trato reprodutivo, inclusive nas células granulosas do
ovario, alguns estudos sugerem que o receptor mineralocorticoide pode estar envolvido na
regulacdo da sintese de progesterona. Nesse contexto, a progesterona por si s6 € um
antagonista de MR e, curiosamente, também € a molécula progenitora para os antagonistas de
MR em uso clinico, espironolactona e eplerenona (Fuller, Yao et al., 2012)

Dessa forma, os principais antagonistas do MR disponiveis comercialmente até o
presente momento sdo a espironolactona e a eplerenona, que tém demonstrado possuir
excelentes efeitos no tratamento de pacientes com disfuncéo ventricular esquerda e evidéncia
clinica de insuficiéncia cardiaca (IC) ap06s infarto do miocéardio (Pitt, Zannad et al., 1999; Pitt,
Remme et al., 2003).

Embora a espironolactona e a eplerenona sejam usadas para melhorar o progndéstico de
pacientes com insuficiéncia cardiaca grave, elas possuem diferencas estruturais significantes.
A espironolactona é um anti-mineralocorticoide com efeitos progesterogénicos e anti-
androgénicos, enquanto a eplerenona é um derivado produzido para aumentar a seletividade
ao receptor mineralocorticéide enquanto minimiza esses efeitos agonistas da espironolactona
(Mcmahon, 2001).

Grande parte dos efeitos citados para a aldosterona pode ser, pelo menos parcialmente,

revertidos por seus antagonistas. No entanto, muitos efeitos atribuidos a este antagonismo
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ocorrem mesmo na auséncia de niveis elevados de aldosterona, demostrando que ainda falta
muito conhecimento sobre o mecanismo desses farmacos nos diferentes tecidos e,
principalmente no tecido cardiaco.

Dessa forma, conhecendo-se os efeitos benéficos desses antagonistas (principalmente
espironolactona e eplerenona) no tratamento de doengas cardiacas, um de nossos objetivos no
presente trabalho é avaliar comparativamente o efeito per se dessas drogas na cardioprotecéo.

1.1.1 — Espironolactona

A Espironolactona  (17-Hidroxi-7-a-mercaptana-3-0xo-17-a-pregn-4-eno-21-acido
carboxilico-y-lactona-7-acetato) € o nome genérico e o principio ativo do medicamento
Aldactone®. E praticamente insolGvel em &gua e acetato de etila, livremente sol(vel em
cloroférmio, levemente soltvel em éter, alcool metilico e 6leos fixos. Possui peso molecular
igual a 416,57 e férmula quimica de C,4H3,04S (Fig. 1).

Ela e outros antagonistas do receptor da aldosterona foram desenvolvidos,
originalmente, na tentativa de neutralizar os efeitos desse hormonio, principalmente os efeitos
relacionados a excrecdo de potassio. A espironolactona, foi usada por décadas na
administracdo de excesso de volume sanguineo, embora geralmente exerca um papel

secundéario em relagdo aos diuréticos mais potentes (Nappi e Sieg, 2011).

Figura 1: Estrutura quimica da espironolactona (17-Hidroxi-7-a-mercaptana-3-0xo-17-a-pregn-4-eno-21-acido

carboxilico-y-lactona-7-acetato).
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A espironolactona foi isolada pela primeira vez no inicio dos anos 60 (Funder, 2003) e
tem sido usada para reverter efeitos adversos no sistema cardiovascular em muitos pacientes
com doenca cardiaca crénica como insuficiéncia cardiaca congénita e hipertrofia do
miocéardio (Sohn, Yoo et al., 2010). No mesmo estudo foi demonstrado que, em coracfes de
filhotes de rato da linhagem Spreague Dawley tratados com espironolactona 200mg/kg, a
expressao da proteina p38 (subfamilia de proteina quinase ativada por mitdégeno que regula
varios processos celulares, como inibicdo de crescimento celular e diferenciacéo
celular, inducdo de apoptose e respostas celulares & inflamagdo) foi significativamente
diminuida pelo antagonista, diminuindo, também, a apoptose dos midcitos de miocardio nos
ratos tratados.

Adicionalmente, em ratos que sofreram uninefrectomia (extracdo da massa renal) e
receberam tratamento com aldosterona e sal, a espironolactona foi capaz de prevenir a fibrose
cardiaca, mesmo quando administrada em doses que ndo previnem a hipertensdo e a
hipertrofia ventricular esquerda (Weber, 2001).

Altas doses de espironolactona também promoveram reducéo sérica na concentracdo de
marcadores de sintese de colageno (propeptideo N-terminal de procoldgeno tipo I1l) em
pacientes com insuficiéncia cardiaca sintomatica, devido a doenca isquémica do coragdo
(Macfadyen, Barr et al., 1997). Hayashi e colaboradores também demonstraram os efeitos
benéficos da administracdo imediata (nas primeiras 24 horas) de espironolactona em pacientes
apos o infarto agudo do miocardio (Hayashi, Tsutamoto et al., 2003). Esses estudos, portanto,
sugerem uma atenuacao na remodelagem estrutural cardiaca pela espironolactona.

A espironolactona também é capaz de prevenir efeitos deletérios, ndo apenas da
aldosterona, mas também de cortisol, dexametasona, RU486 (mifepristona - antagonista de
Receptor Glicorticoide) e outros esterdides, diminuindo o tamanho da &rea infartada e a
apoptose a niveis inferiores aos do controle (Mihailidou, Loan Le et al., 2009). Esse
antagonista possui meia vida menor (T, = 1.3-1.4 horas) que a eplerenona (T, = 4-6 horas),
porém é metabolizado em trés metabdlitos (7-a-(tiometil) espironolactona; 6-p-hidroxi-7-a-
(tiometil) espironolactona e carenona) com atividade prolongada e que séo excretados pelos
rins, sendo, entdo, necessario um estreito monitoramento caso a espironolactona seja
administrada a pacientes com insuficiéncia renal, pois doses inapropriadas podem gerar uma
ndo eliminacdo do antagonista, promovendo um acumulo da droga e uma acumulacéo sérica

de potéassio (Nappi e Sieg, 2011).


http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=processos+de+crescimento+celular&lang=3
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=diferencia%C3%A7%C3%A3o+celular&lang=3
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=diferencia%C3%A7%C3%A3o+celular&lang=3
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=apoptose&lang=3
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=inflama%C3%A7%C3%A3o&lang=3
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Estudos realizados através da incorporacdo de [°H] timidina em fibroblastos cardiacos
demonstraram uma inibicéo do efeito mitogénico da aldosterona (10 nM) pela espironolactona
(0,1 uM) nesse tipo celular. A proliferacdo de fibroblastos cardiacos ativos, seguida de
excesso de deposicdo de matriz, sdo as duas principais causas de desenvolvimento de estados
patoldgicos e subsequente fibrose cardiaca (Stockand e Meszaros, 2003). Dessa forma, a
espironolactona pode prevenir a fibrose miocérdica, por bloguear os efeitos da aldosterona na
formacéo de colageno.

Doses diarias de 12.5 a 25 mg de espironolactona tém efeitos farmacoldgicos no
blogueio de receptores da aldosterona e promovem diminui¢do da concentragdo de peptideo
natriurético atrial e hipercalemia (Pitt, Zannad et al., 1999).

Uma limitacdo ao uso da espironolactona esta associada com sua agdo sobre o0s
receptores de andrégenos e progesterona que permitem que ela tenha efeitos sexuais
secundarios tanto dose-dependente, como duracdo-dependente, que Sa0 responsaveis por sua
tolerabilidade (Nappi e Sieg, 2011). De acordo com 0 RALES, esse antagonista esta associado
com 10% de incidéncia de ginecomastia ou mastodinia em homens (Pitt, Zannad et al., 1999).

A aldosterona é um hormonio esterdéide com uma estrutura quimica muito similar a
progesterona e aos androgenos. Todos estes hormonios séo sintetizados a partir do colesterol.
Assim, esse antagonista dos receptores mineralocorticoides também pode apresentar afinidade
pelos receptores androgénicos, estrogénicos e progesterogénicos (NUfiez e Tamargo, 2006). A
Tabela 1, a seguir, mostra as diferencas de afinidades dos antagonistas da aldosterona e os

diversos receptores.

Tabela 1: Comparacédo da afinidade da espironolactona e eplerenona por diversos receptores

esterodides
Receptor ROg, espironolactona (pumol/1) ROs; eplerenona (umol/l)
Mineralocorticoide 0,002 0,081
Glicocorticoide 2,899 >100
Androgeno 0,013 4,827
Progesterona 2,619 >100

Os valores expressam a concentra¢do de farmaco necessaria para inibir 50% da resposta obtida (ROs) com 0,5
nmol/l de aldosterona (receptor mineralocorticoide), 5 nmol/l de dexametasona (receptor glicocorticoide) e 10
nmol/l de dihidrotestosterona (receptor de andrdgenos) e a concentracdo de farmaco que produz uma ativagdo de
50% dos receptores de progesterona. Fonte: Adaptado de Lucia Nufiez e Tamargo (2006, p. 37B) (Nufiez e
Tamargo, 2006)
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1.1.2 — Eplerenona

A eplerenona (9,110-epoxi-17-hidroxi-3-0xo-17a-pregn-4-eno-7a,2 1-acido
dicarboxilico-y-lactona metil este) € o nome genérico e o principio ativo do medicamento
Inspra®. Possui peso molecular igual a 414,50 e formula quimica de Cy4H3006 (Fig.2). Além
de ser um antagonista competitivo da aldosterona, derivado da espironolactona, ela possui
seus efeitos progesterdnicos e anti-androgénicos minimizados, 0 que potencializa sua

seletividade ao receptor de aldosterona (NUfiez e Tamargo, 2006).

-fl///C/

|
0

Figura 2: Estrutura quimica da eplerenona (9,11a-epoxi-17-hidroxi-3-0xo-17a-pregn-4-eno-7a,2 1-4cido
dicarboxilico-y-lactona metil este).

Atualmente, a eplerenona vem sendo muito usada por ndo possuir os efeitos colaterais
gerados pela espironolactona em tratamentos cronicos. Como visto na Tabela 1, a eplerenona
possui baixissima afinidade pelos receptores de glicocorticoides e de progesterona, ja que séo
necessarias concentragdes superiores a 100 pmol/l para ativar 0s receptores de progesterona e
para inibir os receptores glicocorticoides. Porém, quando se compara a afinidade da
espironolactona e da eplerenona pelos receptores mineralocorticdides, se observa que a
eplerenona também apresenta uma afinidade 40 vezes menor.

Entretanto, estudos in vivo tém demonstrado que ambos os farmacos possuem uma
poténcia similar no blogueio de MR. Uma possivel explicagdo para essa discrepancia pode ser
a diferenca na propor¢do da unido de proteinas plasmaticas dos dois farmacos, ja que a
proporcdo de ligacdo da espironolactona é de 90%, enquanto a de eplerenona é de 49%

(Nafez e Tamargo, 2006; Nappi e Sieg, 2011). A principal diferenca estrutural entre a
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espironolactona e a eplerenona é a substituicdo do grupo o-tio acetil por um grupo
carbometoxi no carbono 17 e a introducdo de uma ponte 9a ¢ 11a (Fig.3) (Pitt, Remme et al.,
2003). Essa diferenca estrutural é responsavel por conferir a eplerenona uma maior

seletividade para 0 MR.

0 0
0
0 SCOCH, 0 “*COOCH,
Espironolactona Eplerenona

Figura 3: Estruturas quimicas da espironolactona e da eplerenona. Fonte: Adaptado de Lucia
Nufiez e Tamargo (2006, p. 36B) (Nufiez e Tamargo, 2006).

O EPHESUS demonstrou que adicdo diaria de eplerenona (50mg) no tratamento de
pacientes que sofreram infarto agudo do miocardio resultou na reducdo da mortalidade e na
hospitalizacdo desses pacientes por motivos cardiovasculares (Alzamora, Marusic et al., 2003;
Michea, Delpiano et al., 2005).

Esse antagonista, além de ser capaz de antagonizar algumas acdes ndo genémicas da
aldosterona na atividade vascular, que se produzem pela ativacdo de diversas vias de
sinalizagdo como, por exemplo, MAPK, PKC e PI3K (Nufiez e Tamargo, 2006), também
produz um efeito anti-hipertensivo, como consequéncia do bloqueio do MR, tanto em tecidos
epiteliais, como nos néo epiteliais. Assim, a eplerenona antagoniza o aumento da reabsorc¢ao
de Na" e 4gua nos tubulos distal e coletor provocado pela aldosterona e aumenta a excregao de
K" (Faiez Zannad, Karl Swedberg et al., 2011).
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1.2 - ALDOSTERONA

A aldosterona € 0 mais importante hormoénio mineralocorticoide, e em mamiferos é
sintetizada a partir do colesterol (Fig. 4) na zona granulosa do cortex da supra-renal. Ela
exerce papel essencial na homeostase de agua e eletrdlitos (retengdo de sodio e aumento de
volume sanguineo). Sua férmula e peso molecular sdo CyHxs0s e 360.4 [g/mol],
respectivamente. Esse horménio exerce os seus efeitos de regulacéo e reabsorcdo de solutos
nos tecidos epiteliais dos rins, do colon e em tecidos ndo-epiteliais, tais como o cérebro e o

sistema cardiovascular (Dooley, Harvey et al., 2011b).

CH, CH,
T C=0 C=0

" — . .
N SO Neh
/\/]/ CYP11A1 /[/ jf I 3p-HSD J :I/j,

R ~—

HO 0
Colesterol Pregnenolona Progesterona
CYP21A2
OH CH,0H CH, OH CH,
o f|3H =0 G=0 C=0

N Do oA
) J/J\I CYP11B2 0 ij\j CYP11B1 O //[/,,:I\I

Aldosterona Corticosterona 11-desoxicorticosterona

Figura 4: Biossintese da Aldosterona. CYP: isoformas de citocromo P450; 33-HSD: 3Bhidroxiesteroide-
deshidrogenase. Fonte: Lucia Nufiez e Tamargo (2006, p. 32B)

Esse hormdnio esta inserido em uma importante cascata de sinalizagdo de protecéo dos
rins que se inicia com a queda de pressao arterial, conhecida por sistema renina-angiotensina-
aldosterona (RAAS). O RAAS ¢é um sistema neuroenddcrino complexo, responsavel pela
modulacdo do equilibrio hidroeletrolitico e regulacdo da presséo arterial. Através das suas
multiplas interacOes, esse sistema contribui para a protecdo do tecido endotelial, cardiaco,

cerebral e renal. Adicionalmente, ele regula ainda a resposta do endotélio & inflamacéo e a
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lesdo. A sua ativagdo cronica induz hipertensdo e perpetuacdo de uma cascata pro-
inflamatoria, pro-trombdtica e aterogénica, e é a base da leséo de varios 6rgdos-alvo (coragéo,
cérebro, rim, endotélio). Dessa forma, o estudo do RAAS constitui um alvo terapéutico
importante nestas situacdes (Giestas, Palma et al., 2010).

Quando o RAAS entra em acgdo, estimula a secrecdo de renina, que € sintetizada pelas
celulas justaglomerulares da arteriola aferente do rim, em resposta a uma diminui¢do no
volume intravascular, detectado pelos barorreceptores e por uma reducdo da concentracéo de
sodio na macula densa. A renina catalisa a hidrolise de angiotensinogénio em Angl que depois
é convertida em Angll pela enzima conversora de angiotensina (ECA), presente nos pulmdes
e tecido vascular. A Angll atua no musculo liso vascular para causar vasoconstricdo, e na
zona granular da adrenal para estimular a secrecdo de aldosterona. A resposta adrenal a Angll
ocorre em poucos minutos, 0 que mostra que nenhuma sintese proteica é necessaria (Alves,
2007).

A acdo da aldosterona sobre receptores mineralocorticéides nos rins causa retencdo de
sodio e subseqiiente aumento no volume sanguineo. Esse horménio atua promovendo a
reabsorcdo de sodio e excrecdo de potassio (Alves, 2007). A agua segue 0 movimento do
sodio, via osmose, estabilizando o volume plasmatico e, consequentemente, a pressdo arterial
(Balakumar e Jagadeesh, 2010). Consequentemente, o excesso de aldosterona causa
hipertensdo, que € conhecida por apresentar efeitos adversos no sistema cardiovascular
(Takeda, 2004). Entretanto, existem também evidéncias de que a aldosterona exerca efeitos
diretos sobre o sistema cardiovascular, independentes do aumento de pressao sangiinea, pois
0 excesso de aldosterona parece promover conseqiiéncias adversas, ndo s6 em pacientes com
hipertensdo, mas também em pacientes com diabetes mellitus e doenca renal crbnica
(Swedberg, 1990; Rossier, Python et al., 2010).

Uma ativacdo anormal do sistema renina-angiotensina-aldosterona esta diretamente
correlacionada com a incidéncia e extensdo de danos em oOrgdos-alvo como: hipertrofia
ventricular esquerda, insuficiéncia cardiaca congestiva, hipertrofia vascular, remodelamento
ventricular apds infarto do miocéardio e doencas renais. Além disso, foi demonstrado que o
aumento cronico da concentracdo de aldosterona no plasma contribui para problemas
fisiopatoldgicos do coragéo (Dooley, Harvey et al., 2011b). Além dos efeitos conhecidos da
aldosterona na regulacdo da homeostase de sodio e 4gua, ela também pode produzir mudangas
estruturais deletérias nos tecidos, por inducéo da hipertrofia e a desregulacéo da proliferacéo e

apoptose, levando a fibrose e remodelamento do tecido (Oberleithner, Ludwig et al., 2004).
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Células endoteliais respondem diretamente a mineralocorticoides com aumento de
volume, (Oberleithner, 2005) e enrijecimento (Rossi, Sacchetto et al., 1996; Balakumar e
Jagadeesh, 2010). As células cardiacas também sdo capazes de responderem a aldosterona.
Isso é comprovado por estudos que demonstraram que pacientes com aldosteronismo primario
tém um aumento de risco de hipertrofia do ventriculo esquerdo, comparados a pacientes
hipertensos de severidade semelhante (Stowasser, 2005).

Estudos realizados com pacientes normotensos e pacientes normotensos com
aldosteronismo primario familiar tipo | (aldosteronismo supressivel por glicocorticéides no
qual, a enzima da aldosterona sintase é regulada por ACTH, ao invés de ser regulada por
angiotensina 1) demonstraram que o excesso de aldosterona estd associado com aumento da
espessura da parede do ventriculo esquerdo e reducdo da funcdo diastélica, mesmo na
auséncia de hipertensdo (Pitt, Zannad et al., 1999; Lemarie, Simeone et al., 2009; Xue, Beltz
etal., 2011).

O Randomized ALdactone Evaluation Study (RALES) demonstrou que a aldosterona
desempenha papel fundamental em doencas cardiacas (Stockand e Meszaros, 2003). Estudos
adicionais realizados in vitro e in vivo suportaram os resultados do RALES por demonstrarem
que a aldosterona altera a remodelagem cardiaca e promove fibrose (Brilla, Zhou et al., 1994;
Fullerton e Funder, 1994; Kohler, Bertschin et al., 1996). Além disso, a aldosterona, em
alguns modelos in vitro, promove a producdo de coldgeno em fibroblastos cardiacos (Brilla,
Matsubara et al., 1993) e in vivo aumenta a deposicdo de colageno, fibrose e necrose (Rossier,
Python et al., 2010)

Os efeitos prejudiciais da aldosterona sobre o coragdo incluem a inducdo de
inflamagdo vascular e lesdo, hipertrofia e fibrose do miocérdio, arritmia ventricular e
disfuncdo cardiaca (Nagata, Somura et al., 2002). Estudos clinicos e experimentais tém
demonstrado que o bloqueio do RAAS com inibidores de enzimas conversoras de
angiotensina, bloqueadores do receptor de angiotensina Il do tipo 1 (AT1) ou antagonistas de
receptores mineralocorticoides (MR) promovem substancial protecdo cardiovascular (Rossier,
Python et al., 2010). O eixo, aldosterona receptor mineralocorticoide, coloca-se, assim, como
possivel alvo terapéutico, independente do eixo renina-angiotensina-aldosterona. Estas
observacdes tém implicacOes terapéuticas, dado o fato de que o MR se torna um dos
principais alvos de medicamentos farmacoldgicos na pratica clinica para prevenir a
descompensacdo da funcdo cardiaca e evolucdo para insuficiéncia cardiaca e arritmias letais
(Chun, Bloem et al., 2003).
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Pacientes que sofrem infarto do miocéardio séo tratados com antagonistas de receptores
mineralocorticoides da aldosterona. Os altos niveis de aldosterona apresentados por esses
pacientes sdo associados com o aumento de fibrose e morte do miocardio. Aldosterona &,
atualmente, reconhecida como potencialmente cardiotoxica, embora seus efeitos locais no

coracdo ainda sejam pouco compreendidos (Grossmann e Gekle, 2009).

1.3 - RECEPTOR MINERALOCORTICOIDE

A aldosterona é conhecida por possuir dois mecanismos de acdo. O mecanismo de
acdo direto da aldosterona foi descrito mais recentemente, e ao contrario do mecanismo
gendmico, as respostas rapidas da aldosterona ocorrem dentro de segundos a minutos, ndo
envolvendo a transcri¢do ou traducdo e sdo capazes de modular, direta ou indiretamente as
respostas depois da via gendmica (Losel, Falkenstein et al., 2003). Estes efeitos se
caracterizam por serem extremamente rapidos (no maximo minutos), insensiveis aos
inibidores de transcricdo (actinomicina D) e de sintese proteica (cicloexemida) e por
apresentarem um perfil farmacoldgico diferenciado com relacdo ao agonismo e antagonismo
(Yang, Chang et al., 2010). A acdo direta da aldosterona sera melhor discutido no item 1.5.

O mecanismo de acdo gendmica desse horménio estd presente em seus 6rgdos-alvo
através da ligacdo a seus receptores MR, localizados na regido externa da membrana nuclear
(Funder, Pearce et al., 1988; Lombes, Binart et al., 1993; Yang, Chang et al., 2010). Uma vez
ativado, o entdo formado, complexo receptor-aldosterona transloca-se para o nucleo, ligando-
se a regibes especificas do DNA, que sdo similares aos dos glicocorticoides, progesterona e
hormbnios andrégenos (Bernard, Wang et al., 2009). Apds a ligacdo ao DNA, o complexo
receptor-hormoénio estimula a transcricdo de genes alvos que incluem os genes responsaveis
por codificar proteinas para os canais amilorida de sodio sensiveis ENaC, Na/K-ATPase,
SGK e quinases. Todas essas proteinas sao fatores chave no controle da reabsorcéo de sddio
no organismo (Heineke e Molkentin, 2006).

Existem varios estudos que enfocam a acdo da aldosterona nos rins, porém sao
crescentes os estudos sobre sua acdo no coracdo, que mostram varios fatores de transcricdo
que funcionam como importantes mediadores da expressdo génica hipertrofica (Bueno, De
Windt et al., 2000). Estudos demonstram que o melhor candidato para caracterizar essa
expressdo talvez seja o fator GATA4 (fator de transcricdo com habilidade para se ligar a

sequéncia “GATA” do DNA). contendo a transcri¢cdo que regulamenta o desenvolvimento e
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diferenciacdo da expressao génica especifica cardiaca (Akazawa e Komuro, 2003). O GATA4
durante o estresse fisiopatolégico medeia a indugdo de genes que estdo envolvidos na
hipertrofia cardiaca (Marver, Stewart et al., 1974).

No final dos anos 1960, evidéncias para a presenca de determinados receptores de
corticosteroides foram mostrados inicialmente por Porter e Edelman (Porter e Edelman,
1964). Posteriormente, receptores tipo I, e tipo Il de corticosteroides foram descritos e
identificados como mineralocorticéide (MR) e receptor glicocorticéide (GR) (Yang, Chang et
al., 2010).

O receptor mineralocorticéide ¢ um membro da superfamilia de receptores nucleares
(Funder, Feldman et al., 1972), e foi caracterizado como um dos principais reguladores da
reabsorcdo de sodio nos rins, (Greenwood, Butler et al., 2003). Posteriormente, 0 MR foi
clonado e caracterizado em varias espécies, incluindo peixe-zebra, (Sturm, Bury et al., 2005)
e truta arco-iris, (O'malley, 2008).

No final de 1990, foram identificados co-reguladores de transcricdo do MR nos genes
alvo da aldosterona. Este receptor é agora reconhecido como um fator de transcri¢ao essencial
envolvido em muitos processos fisioldgicos e patologicos (Fuller, Yao et al., 2012).

Receptores mineralocorticoides podem ser encontrados tanto em tecidos epiteliais como
em ndo epiteliais. Em alguns tecidos epiteliais como o pulmao, ainda ndo é bem estabelecida a
funcdo do MR no transporte de eletrélitos. No tecido adiposo, este receptor parece ter papel
fundamental na diferenciacdo de adipdcitos. J& no sistema cardiovascular, 0 MR é expresso
ndo somente em cardiomidcitos, como também no endotélio, nas células da musculatura lisa
vascular (Mihailidou, Loan Le et al., 2009) e em fibroblastos (Stockand e Meszaros, 2003).

Na vasculatura existe uma coexpressao do receptor com a enzima 11p-hydroxiesteroide
desidrogenase tipo 2 (11pHSD2). A 11BHSD2, quando presente, é responsavel pela ativacdo
seletiva do MR pela aldosterona, ja que eles podem ser ativados tanto pela aldosterona como
pelo cortisol e corticosterona (Mihailidou, Loan Le et al., 2009). Como em cardiomidcitos
essa enzima é expressa em baixissimos niveis (Rossier, Python et al., 2010), o0 MR cardiaco in
vivo serd continuamente ocupado por glicocorticoides, porém, de acordo com Funder (Funder,
2009) ndo sera ativado na auséncia de danos do tecido ou estresse oxidativo.

O gene que codifica 0 MR humano ¢ o NR3C2 e esta localizado no cromossomo 4, na
regido gq31.1 e abrange cerca de 450 Kb (Pascual-Le Tallec e Lombes, 2005). Este gene é
composto por dez éxons, sendo que os dois primeiros éxons, la e 1B, sdo traduzidos, e os oito
éxons seguintes, codificam a proteina inteira do MR com 984 aminoacidos. Como todos 0s

membros da superfamilia de receptores nucleares, 0 MR tem trés grandes dominios
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funcionais: um dominio N-terminal, seguido por um dominio central de ligacdo ao DNA, e
uma regido da dobradica vinculando-os a um dominio ligante C-terminal (Yang, Chang et al.,
2010; Dooley, Harvey et al., 2011b; a).

Recentemente, Latouche e colaboradores conseguiram demonstrar que a maioria dos
genes regulados pela acdo do MR difere dos genes regulados por GR, possuindo uma
sobreposicdo limitada, sugerindo um papel especifico da ativacgdo do MR no coracdo
(Latouche, Sainte-Marie et al., 2010).

A resposta a via gendmica da aldosterona envolve dimerizacdo do receptor
mineralocorticoide, dissociacdo das proteinas de choque térmico (pertencentes a uma classe
de chaperonas moleculares, que sdo proteinas responsaveis pelo correto dobramento de outras
proteinas sintetizadas e pela prevencao da agregacao protéica) do MR (Funder, Pearce et al.,
1988; Lombes, Oblin et al., 1992), translocacdo do complexo aldosterona-MR para o nucleo e
a concomitante regulagéo da expressao génica.

Nos rins, a aldosterona age regulando e efetuando a manutengéo do pH intracelular que
¢ importante para as funcGes desempenhadas pela célula e para a sua proliferacdo. A
regulacdo deste pH envolve mecanismos complexos e nao uniformes, dependendo do tipo
celular analisado, com a participacdo de varios transportadores i6Gnicos presentes na
membrana plasmatica (NA'/H'ATPase, H'/K" ATPase, CI/HCOse Na'/HCOy3),
funcionando, assim, como tampdes intracelulares (Fernandes-Rosa, 2006).

Esta acdo conhecida da aldosterona, apds a ligacdo ao seu receptor classico MR, leva
algumas horas para se completar, uma vez que envolve mecanismos génicos e subsequente
sintese protéica. Esse receptor atua como fator de transcricdo dependente da ligacdo ao
hormbnio (aldosterona), exercendo seus efeitos através da inducdo ou repressdo de genes
alvos especificos (Yang, Chang et al., 2010). A ativacdo patoldgica do MR causa fibrose e
insuficiéncia cardiaca, mas a utilizacdo clinica de alguns antagonistas do MR é limitada pelos

efeitos colaterais renais de hiperpotassemia (Sanchez-Mas, Turpin et al., 2010).

1.4 — RECEPTORES GLICOCORTICOIDES

Horménios corticosterdides sdo divididos em glicocorticoides e mineralocorticoides, 0s
quais sdo secretados pelo cortex adrenal. Os niveis dos corticosteroides sdo regulados por
mecanismos de “feedback” envolvendo o eixo hipotalamico-pituitaria-adrenal (HPA).

Mudancas ambientais ativam o eixo HPA elevando os corticosteroides (Peter, Beato et al.,
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1989). O cortisol € o glicocorticoide fisioldgico dos humanos enquanto nos roedores é a
corticosterona. Glicocorticoides atuam via receptor GR e influenciam o metabolismo celular e
processos inflamatdrios. Aldosterona atua via receptores mineralocorticoides e controla o
transporte através de membranas. GR e MR sao fatores de transcricdo com especificidade de
ligagéo, que ao se ligarem as proteinas “heat shock” em seu estado inativado sao translocados
para o nucleo. Elementos especificos responsivos a glicocorticoides estdo presentes nos genes,
intermediando efeitos sobre a transcri¢do génica (Farman e Rafestin-Oblin, 2001).

Os receptores glicocorticdides, assim como, os mineralocorticéides pertencem a familia
dos receptores nucleares que incluem os receptores para os hormdnios esteroides, da tiredide,
vitamina D3 &cido retindico e outros numerosos receptores 6rfdos para os quais ainda nao se
tem ligantes conhecidos (Ju, Wang et al., 2009). Estes receptores foram identificados nos anos
1980 (Yamamoto, 1985; Miesfeld, Rusconi et al., 1986) e sdo moléculas importantes na
sinalizacdo endocrina, no controle de reproducdo, desenvolvimento, metabolismo e nas
respostas celulares especializadas como inflamag&o e imunidade. GRs estdo presentes no
citoplasma como complexo multiproteico contendo (co) chaperonas semelhantes as proteinas
de choque térmico (HSPs) e imunofilinas (Franchimont, 2004).

Apos sua ligagdo com o glicocorticdide no citoplasma, o receptor ativado € translocado
para o interior do nucleo e, subsequentemente ligado a elementos responsivos do GR (EGRs)
nas regides promotoras dos genes alvos (Lowenberg, Tuynman et al., 2005) resultando na
ativacdo ou inibicdo do RNAm e sintese protéica como, ativador de proteina 1 (AP1) e fator
nuclear Kb (NFkB) (Hafezi-Moghadam, Simoncini et al., 2002). Porém, recentemente, alguns
estudos vém demonstrando alguns efeitos de glicocorticdides mediados por mecanismos nédo
gendmicos como, por exemplo, a ativagdo ndo-transcricional de eNOS por corticosterdides
(Ju, Wang et al., 2009).

Além de seus efeitos genémicos, estudos recentes tém noticiado efeitos ndo gendmicos
de receptores glicocorticoides, que podem ser mediados via GR ligado a membrana ou
citosolico (Song e Buttgereit, 2006). Adicionalmente, pesquisas indicam que os efeitos ndo
genémicos de glicocorticoides podem ser parcialmente responsaveis pelos seus efeitos
benéficos em doencas cardiovasculares (Pitzalis, Pipitone et al., 2002).

O gene que expressa 0 receptor glicocorticoide esta localizado no cromossomo 18 e ¢
formado por 8 éxons e 7 introns, abarangendo mais de 60 kb do genoma de rato, com a
codificagdo de proteinas a partir do éxon 1 (Patrick W.F. Hadoke, 2009). Duas isoformas
diferentes de GR, GRa e GRp, foram identificadas em humanos. O GRa desempenha papel

importante no efeito gendmico de glicocorticoides. Ele tem alta afinidade para esses
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hormonios e esta presente em praticamente todos os organismos (Oakley, Webster et al.,
1997), enquanto 0 GRP tem papel negativo sobre o GRo através de formacdo de
heterodimeros GRpB /GRa (Patrick W.F. Hadoke, 2009) e é expresso somente em humanos
(Farman e Rafestin-Oblin, 2001).

Esses receptores possuem estruturas que compreendem de cinco a seis regides (Fig. 5).
A regido NH,-terminal A/B abriga uma funcdo de ativacdo autbnoma. O dominio central C
funciona como dominio de ligacdo do DNA e é altamente conservado. E a regido hidrofilica
D forma uma articulacdo entre o dominio de ligacdo do DNA e o COOH-terminal de ligacdo
do ligante (E) (Latouche, Sainte-Marie et al., 2010).

A/B cC D E
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Figura 5: Representacdo esquematica da estrutura do MR humano (hMR) e receptor glicocorticéide (hGR)
com a porcentagem de aminodcidos idénticos que aparecem em cada dominio (A-E). Fonte: Farman e
Rafestin-Oblin (2001, p. F182).

Como visto na Figura 3, embora exista uma homologia menor que 15% entre a regido
NH,-terminal do MR e do GR, o dominio de ligacdo do ligante e 0 dominio de ligacdo do
DNA sdo muito homdlogos, 57% e 94% respectivamente.

O receptor mineralocorticdide é sempre co-expresso de forma intima com o receptor
glicocorticoide em células epiteliais do néfron distal, cardiomidcitos, neurdnios e outros alvos
ndo-classicos como queratindcitos e adipocitos (Farman e Rafestin-Oblin, 2001). A definicdo
de eventos celulares mediados separadamente por MR vs. mediados por GR ainda ndo é bem
compreendida, pois esses receptores compartilham ligantes comuns e parecem atuar de forma
complementar (Latouche, Sainte-Marie et al., 2010). Em particular, 0 MR se liga de forma
similar com alta afinidade (constante de dissociagdo 0.5-1.0 nm) tanto a aldosterona como a

glicocorticdides, que sdo de 100 a 1000 vezes mais abundantes no plasma que esse hormdnio
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mineralocorticoide. Entretanto, o GR tem afinidade inferior para ambos os hormonios
(constate de dissociagdo 10-30nm) (Patrick W.F. Hadoke, 2009).

Assim, a capacidade de glicocorticoides de estimular tanto GR e MR, para mediar agdes
contrarias dependendo da concentracdo de esteroides, e para regular fatores sistémicos de
risco cardiovascular, bem como propriedades funcionais e estruturais de células cardiacas,
vasculares e inflamatdrias, torna dificil determinar quais mecanismos contribuem para
patogénese cardiovasculares (Rafiq, Nakano et al., 2011).

Apesar dos altos niveis de glicocorticdides circulantes, a ativacdo seletiva do MR pela
aldosterona em tecido epitelial e células da musculatura lisa € adquirida pela co-expressao da
enzima 11B-hydroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (11BHSD2), que € responsavel por
transformar glicocorticoides em metabdlitos inativos (cortisona em humanos e 11-
desidrocorticosterona em roedores) (Anastasia S. Mihailidou, 2009). Porém, essa enzima é
expressa em baixissimas concentragdes em cardiomidcitos. Dessa forma, o0 MR dessas células
sdo ocupados, mas ndo ativados, por altos niveis de glicocorticOides circulantes. Esses
glicocorticdides ndo mimetizam a aldosterona, mas atuam como antagonistas de MR, s0
ativando-o na presenca de estresse celular (Mihailidou, Loan Le et al., 2009).

Os antagonistas de receptor glicocorticoide mais usados atualmente sdo o RU28362
(Alzamora, Michea et al., 2000) e a mifepristona (RU486) (Mihailidou, Loan Le et al., 2009;
Rossier, Python et al., 2010). Além desses, antagonistas classicos de MRs como a
espironolactona, curiosamente, também podem bloguear GRs quando usada em altas doses,
devido a sua baixa especificidade para MRs (Couette, Marsaud et al., 1992).

O papel do GR na funcéo cardiaca ainda é bem controverso. Anastasia e colaboradores,
em 2009, demonstraram que altas concentracfes de cortisol, em um modelo de isquemia-
reperfusdo, pode produzir apoptose de cardiomidcitos (Mihailidou, Loan Le et al., 2009) via
ativacdo de MR e GR (Rossier, Python et al., 2010). Da mesma forma, outros estudos também
demonstraram efeitos deletérios produzidos por niveis alterados de cortisol (Patrick W.F.
Hadoke, 2009), assim como efeitos no aumento de risco cardiovascular causado por excesso
de glicocorticoide sisttmico, devido ao aumento da secrecdo de esterdides enddgenos ou
tratamento exogeno cronico (Pearl Jm e Jy., 2002). Porém, os glicocorticdides sao geralmente
considerados como hormdnios cardioprotetores. Alguns estudos tém demonstrado atenuacgéo
de apoptose miocardica em porcos neonatos (Chen Qm e S., 2005) e cardiomidcitos de ratos
neonatos (Hadoke, 2001). Alguns outros estudos também vém mostrando propriedades anti-

inflamatdrias, anti-proliferativas e anti-migratorias bem estabelecidas dos glicocorticoides que
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podem vir a servir como um possivel inibidor terapéutico para aterosclerose e restenose apds
intervencdo coronariana percutanea (Gustafsson e Brunton, 2000).

Diante destes dados, ndo se sabe se os efeitos cardioprotetores da espironolactona e
eplerenona sdo promovidos de forma independente da via classica (antagonismo de receptor
MR), pela ativacdo de GR ou ambas j& que os antagonistas de MR também possuem afinidade
por receptores glicorticdides, e os proprios hormonios glicorticdides possuem histérico de

cardioprotecéo.

1.5- RESPOSTA DIRETA DE AGONISTA E ANTAGONISTAS DE MR

Inibidores de transcricdo e traducdo ndo interferem na acdo rapida da aldosterona,
demonstrando que esse horménio mineralocorticoide possui efeitos ndo genémicos mediados
por vias de transducdo de sinal adicionais (Losel, Falkenstein et al., 2003).

A acdo rapida da aldosterona em células da musculatura lisa vascular, artérias humanas
e cardiomidcitos, sugere que a aldosterona desenvolve papel fundamental na regulacdo das
funcGes cardiovasculares.

Efeitos a curto prazo da aldosterona também incluem mudancas nas concentracdes de
calcio intracelular, inositol trifosfato (IP3) e ativagdo de proteina quinase C (PKC)
(Mihailidou, Bundgaard et al., 2000). Além disso, estudos recentes tém demonstrado que a
aldosterona também possui efeito rapido, mas transitorio, sobre as bombas de Na'- K" em
artérias de ratos (Alzamora, Marusic et al., 2003).

Esse mesmo estudo demonstrou, interessantemente, que a eplerenona foi capaz de
bloquear o efeito ndo gendmico da aldosterona em Na*, K* - ATPase em tecido vascular de
rato. Da mesma forma, outros estudos também vém demonstrando a capacidade da eplerenona
de bloquear outros efeitos da acdo rapida da aldosterona, como por exemplo, a vasoconstri¢do
nos vasos de resisténcia mesentéricos, promovida por esse hormonio, e efeitos ndo genébmicos
na variacdo de Ca?* intracelular e em niveis de pH (Michea, Delpiano et al., 2005). Além
disso, a eplerenona foi capaz de reverter alguns efeitos diretos da aldosterona na reatividade
vascular, que sdo produzidos pela ativagdo de diversas vias de sinalizagdo, como MAPK,
PKC e IP3K (Alzamora, Marusic et al., 2003; Callera, Touyz et al., 2005; Michea, Delpiano
et al., 2005)

Neste ponto, podemos dizer que os dados mostrados, até 0 momento, somados ao fato

de que a espironolactona e eplerenona possuem excelentes efeitos no tratamento de pacientes
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com disfungdo ventricular esquerda e evidéncia clinica de insuficiéncia cardiaca (IC), apos
infarto do miocérdio, (Nunez, Valero et al., 2006) e que, além disso, baixas doses de
espironolactona reduzem a area infartada e apoptose celular em ratos, adrenolectomizados ou
ndo, submetidos a isquemia e reperfusdo cardiaca (Mihailidou, Loan Le et al., 2009),
fornecem indicios de que a espironolactona e a eplerenona possam proteger 0 coragdo
independente do seu efeito antagonista sobre a aldosterona.

Finalmente, temos elementos tedricos que nos permitem sugerir que tanto a
espironolactona como a eplerenona sdo capazes de promover uma protecdo substancial ao
sistema cardiovascular, independente de sua via classica que baseia-se no antagonismo
competitivo com a aldosterona. Dessa forma, tendo-se em vista as importantes consequéncias
da acdo da aldosterona sobre o coracdo e somando-se a acdo benéfica da espironolactona e
eplerenona sobre este 6rgao, nossa proposta serd descobrir os mecanismos de acdo celular da
espironolactona e da eplerenona, de forma comparativa, que levam as respostas
cardioprotetoras, independente de sua via classica ou de uma possivel ligacdo aos receptores

glicocorticoides.
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2 - OBJETIVOS

2.1-OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente estudo foi compreender os mecanismos de acdo celular da
espironolactona e da eplerenona que levam a diferentes respostas cardioprotetoras,
independente de sua via classica (antagonismo do MR) e realizar um estudo comparativo
entre os efeitos dessas drogas, através das vias de sinalizacdo evocadas por elas, em
cardiomidcitos priméarios de ratos neonatos. Em fibroblastos, foram avaliados somente 0s

efeitos dessas drogas na proliferacéo celular.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Produzir de culturas primérias de cardiomidcitos e fibroblastos;

2 - Avaliar a proliferagdo celular de cardiomiocitos e fibroblastos induzida por

espironolactona e eplerenona na presenca e auséncia de mifepristona e aldosterona;

3 - Avaliar a viabilidade celular das culturas primarias através de incorporacao de

iodeto de propidio por citometria de fluxo;

4 — Determinar a participacdo dos segundos mensageiros Ca*?, AMPc e GMPc em
células primarias de cardiomidcitos tratadas com espironolactona e eplerenona na presenca e

auséncia de aldosterona;

5 — Derteminar a atividade de PKC em cardiomiécitos primarios tratados com

espironolactona e eplerenona na presenca e auséncia de mifepristona e aldosterona;

6 — Determinar a atividade ERK1/2 através de western blot em cardiomiocitos
primarios tratados com espironolactona e eplerenona na presenca e auséncia de mifepristona e

aldosterona;

Observagéo: Os segundos mensageiros Ca®*, AMPc e GMPc, assim como a atividade de
PKC e ERK1/2 foram escolhidos em fungdo da importancia de suas vias no processo

cardioprotetor.
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3 - MATERIAS & METODOS

3.1 - ANIMAIS

Para obtencédo de cardiomidcitos e fibroblastos, foram utilizados filhotes neonatos
de ratos da linhagem Wistar, de dois dias de idade e de ambos 0s sexos, pesando em
média 5¢g (Fig.4). Estes permaneceram juntamente com a mae até o dia do experimento.

Os animas foram provenientes do Centro de Ciéncia Animal (CCA) da
Universidade Federal de Ouro Preto. As progenitoras foram acomodadas uma por gaiola,
com seus respectivos filhotes, mantidas em ambiente silencioso, com temperatura
controlada, em ciclos de 12 horas de periodo diurno (das 07:00 as 19:00 horas) e 12 horas
de periodo noturno (das 19:00 as 07:00 horas) mantidos artificialmente. Receberam agua
e ragio Purina® “ad libitum”. Todas as recomendagdes do Comité de Etica em Pesquisa
Animal foram seguidas. Pesquisa aprovada pelo Comité de Etica (CEUA-UFOP),
protocolo nimero 2011/83. (Anexo 1).

Figura 6: Rato neonato com 2 dias de idade e peso aproximado de 5g.
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3.2 - DESENHO EXPERIMENTAL

As culturas foram divididas de acordo com os seguintes tratamentos recebidos:

1- Controle: somente as células

2- Células tratadas com espironolactona [10°M] (Stockand e Meszaros,
2003)

3- Células tratadas com eplerenona [10°M] (Zhang, Jia et al., 2007)

4- Células tratadas com mifepristona [10°M] (Mihailidou, Loan Le et al.,
2009)

5- Células tratadas com espironolactona [10°M] e mifepristona [10°M]

6- Células tratadas com eplerenona [10°°M] e mifepristona [10°M]

7- Células tratadas com aldosterona [107M] (Walczak, Gaignier et al.,
2011; Morais. C, 2013)

8- Células tratadas com espironolactona [10°M] e aldosterona [107M]

9- Células tratadas com eplerenona [10°M] e aldosterona [10”'M]

10- Células tratadas com mifepristona [10°M] e aldosterona [107M]

11- Células tratadas com espironolactona [10°M], mifepristona [10°M] e
aldosterona [107M]

12- Células tratadas com eplerenona [10°M], mifepristona [10°M] e
aldosterona [107M]

Os tratamentos relativos a cada ensaio foram ministrados sempre seguindo a ordem

e as concentragOes acima citadas.
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Figura 7: Organograma das etapas do trabalho
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3.3 - SOLUCOES UTILIZADAS NOS ENSAIOS

Tabela 2: Composicéo da solucdo de ADS 1x, pH =7,35

Componentes Quantidade

Agua Milli-q 1L
NaCl 6,89
HEPES 4,76 g

Na,HPO,, 0,138 ¢g
D-glucose 109
KCI 0449

MgSO, 0,195¢g

Tabela 3: Composicédo da solucdo de BRDU [10°M] (5-Bromo-2'-deoxyuridine)

Componentes Quantidade
Agua Milli-q 165 mL
BRDU 059

Tabela 4: Composi¢do do meio de cultura celular

Componentes Quantidade
DEMEN 42,5 mL
Soro de cavalo 5,0 mL
Soro fetal bovino 2,5 mL
Penicilina-estreptomicina 0,5mL
Solugéo de BRDU [10°M] 50 pL

Tabela 5: Composi¢do da solugdo tampé&o de digestédo

Componentes Quantidade
ADS 50 ml
Colagenase tipo Il 10 mg
Pancreatina 30 mg

Todas as solugdes utilizadas para cultivo e manutencéo das culturas de cardiomidcitos

foram esterilizadas em membrana Millipore 0,22 pm.
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3.4 — PREPARO DAS CULTURAS PRIMARIAS DE CARDIOMIOCITOS E
FIBROBLASTOS

O protocolo de extracdo dos cardiomidcitos foi cedido pelo Prof. Dr. Eduardo M.
Krieger (InCor — HC. FMUSP) (Barreto-Chaves, Heimann et al., 2000).

Para cada cultura de células preparada foram utilizados cerca de 15 ratos neonatos
de dois dias de idade da linhagem Wistar (Fig.4).

Os ratos neonatos foram desinfetados com algoddao embebido em alcool 70% e
decapitados para extracdo do coracdo. Em seguida, os coracdes foram colocados em
solugdo tamp@o ADS 1x (Tab. 2) e seccionados em dois ou trés pedacos que foram
colocados em um tubo para centrifuga de 50 mLcontendo 6 mLde tampéo digestéo (Tab.
5).

A primeira digestdo tem o intuito de lavar o restante de sangue da amostra, por isso
a mesma tem a duragdo de apenas 10 minutos, em banho maria a 37°C sob agitagdo de
aproximadamente 200 rpm. Apds a lavagem, o tampédo foi desprezado e em seguida
foram adicionados outros 6 mLdo tampé&o de digestdo. O tubo foi agitado por 20 minutos
em banho maria a 37°. O sobrenadante foi transferido para um tubo falcon de 15
mLcontendo 1 mLde soro fetal bovino, usado para interromper a reacao de digestao.

A cada ciclo de digestdo foi realizada a transferéncia do sobrenadante para um novo
tubo com soro fetal bovino. Este procedimento de digestéo foi realizado por quatro vezes
apos a lavagem da amostra.

Apos os ciclos de digestdo os tubos que continham o sobrenadante e o soro fetal
bovino foram centrifugados a 1020 rpm/minuto, por 10 minutos, para precipitagdo. Em
seguida, descartou-se 0 sobrenadante da centrifugacdo e ao precipitado foi adicionado 2
mLde meio de cultura (Tab.4) sem solucdo de BRDU (inibidor de crescimento de
fibroblasto) para homogeneizacdo. O volume final foi ajustado para 48 mLatraves da
adicdo de meio de cultura e cada poco da placa de 24 wells foi preenchido com 2 mLda
mistura de células e meio de cultura.

Esse homogenato foi pré-plaqueado e incubado por 30 minutos em estufa de cultivo
celular 5% de CO, a 37°C, para que ocorresse adesdo preferencial dos fibroblastos
(Gustafsson e Brunton, 2000; Cheng, Hong et al., 2003). Apds o pré-plagueamento, o
meio de cultura foi retirado, da placa, onde os fibroblastos se aderiram, e transferido para

uma nova placa, onde foi acrescentado 0,5 mLde meio de cultura com BRDU por poco.
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Essa nova placa continha a cultura priméaria de cardiomidcitos. J& na placa de pré-
plagueamento foi adicionado meio de cultura sem o BRDU, para dar continuidade ao
crescimento dos fibroblastos (Figura 7).

As culturas primarias de cardiomiécitos (Figura 6) foram caracterizadas através da
morfologia tipica das células in vitro, associada a observacéo da capacidade contréatil que
apresentam em cultura (Diniz, 2009).

Figura 8: Foto de cardiomidcitos tiradas por maquina digital (zoom 2,9) em microscopio invertido modelo Telaval 31,
fabricante Carl Zeiss, em aumento de 30x.
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Figura 9: Foto de fibroblastos tirada por maquina digital (zoom 2,9) em microscépio invertido modelo Telaval 31,
fabricante Carl Zeiss, em aumento de 30x.

3.5 — AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR DE CARDIOMIOCITOS E
FIBROBLASTOS

Ap0s o preparo das culturas de cardiomidcitos e fibroblastos as duas placas foram
incubadas por aproximadamente 36 horas em estufa 5% CO;,a 37°C para que houvesse
adesdo completa das células.

Posteriormente, as células eram soltas com TrypLE™ Express (triplex - tripsina
sintética), onde apds a retirada de todo o meio de cultura da placa acrescentou-se 350uL
de triplex em cada poco para que as células perdessem a adesdo com a placa. Esse triplex
foi, entdo, retirado e centrifugado por 10 minutos/1020rpm, o sobrenadante foi descartado
e as células ressuspendidas em meio de cultura normal (cardiomidcitos) e em meio de
cultura sem BRDU (fibroblastos)

As células foram contadas em cdmara neubauer e replaqueadas em placas de 96

wells juntamente com os tratamentos. Foi plaqueado o equivalente & 10* células em cada

poco.
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Foram preparadas trés placas para cada tipo celular (cardiomidcitos e fibroblastos),
para serem lidas nos momentos O horas, 24 horas e 48 horas de tratamento com o0s
antagonistas.

A aldosterona s¢ foi adicionada as células nos dias das leituras.

Para avaliar a proliferagéo celular foi usado o WST-1, que consiste em um reagente
de proliferagdo celular capaz de medir a atividade de desidrogenase mitocondrial,
baseando-se na reducdo metabolica de sal tetrazélio em um produto final pigmentado
chamado formazan (Michael V. Berridge, 1996).

Para cada pogo da placa contendo 100uL de meio de cultura foi adicionado 10uL
de sal de tetrazdlio solivel em &gua (WST-1). As culturas de cardiomidcitos e
fibroblastos foram, entdo, incubadas por 60 minutos com o marcador. Antes da leitura
elas foram agitada por 1 minuto em agitador orbital, para, entdo, serem lidas no leitor de
Elisa, no qual a absorbancia foi medida com comprimento de onda de 450nm.

A andlise de proliferacdo celular relativa foi realizada dividindo-se o valor de cada
grupo pelo controle, de forma que a proliferacdo do grupo controle no tempo de 0 horas
fosse igual a 1,0.

Os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism 5.

3.6 — ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi analisada no ultimo dia de ensaio de proliferacdo celular
(48h). Como as culturas de fibroblasto ndo demonstraram aumento significativo da
proliferacdo celular os ensaios subsequentes de viabilidade, analises dos segundos
mensageiros e atividade de PKC e ERK1/2, s6 foram realizados com as culturas de
cardiomiocitos.

Dessa forma apds a producdo das culturas de cardiomiocitos, como descrito
anteriormente (Item 3.4), as células receberam os tratamentos mencionados na sessdo 3.2
(exceto a aldosterona, que so era acrescentada as células no momento da leitura) e foram
incubadas em estufa de cultivo celular 5% de CO, a 37°C por 48h.

Apos atingir o tempo de incubacgdo, o meio de cultura foi removido da placa e foi
adicionado 500 pL de triplex em cada pogo, para soltar as células. A placa foi, entéo,
agitada por 5 minutos em agitador orbital. Posteriormente, o triplex foi removido e
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colocado em tubos folcon de 15 mL(um tubo para cada tratamento) e centrifugado por
1500 rpm/10°.

O sobrenadante foi entdo removido e descartado e as células ressuspendidas em
ADS1x (Tabela 2) e contadas em camara Neubauer. Utilizou-se o equivalente a 10°
células por tubo de leitura.

Na preparacdo dos tubos para leitura foi adicionado 5 pl de iodeto de propidio (2
mg/ml), um fluéroforo hidrofilico que se incorpora ao DNA, por 500 pL de solugédo de
ADSI1x e células (Yang, Wang et al., 2012). Os tubos foram incubados por 20 minutos no
escuro e em temperatura ambiente (Nijmeijer, Willemsen et al., 2003).

Os tubos foram lidos em citdmetro de fluxo FACScalibur e os dados analisados

pelo programa FlowJo 7.6.3 e GraphPad Prism 5

3.7 - DETERMINACAO DA PARTICIPACAO DE SEGUNDOS MENSAGEIROS EM
CARDIOMIOCITOS

3.7.1 — Caélcio (Ca*)

Apbs 24h de cultivo das células, o0 meio de cultura foi aspirado e aos pocos da placa
foi adicionado triplex. A placa foi entdo agitada por 5 minutos, em um agitado orbital, e
em seguida, o triplex foi retirado dos pocos e colocado em tubo de centrifuga de 15 mL e
centrifugado por 1500 rpm/minuto, por 20 minutos.

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1 mL
ADS 1x para cada tratamento.

Separou-se 1 mL da solucdo de ADS 1x com as células para ser usado como
controle negativo (somente células sem marcacdo com sonda). Ao restante, foi
acrescentado 5 pL/mLde sonda Fluo 4 — AM (Indicador de alta afinidade de célcio,
Sigma Aldrich) e o tubo foi incubado em banho Maria a 37°C por 30 minutos.

Em seguida, as células foram lavadas com ADS 1x duas vezes para que 0 excesso
de sonda fosse removido. Separou-se entdo, 1 mL da solucdo para cada tubo de leitura
contendo 0s respectivos tratamentos.

Espironolactona e eplerenona foram acrescentados aos tubos, 30 minutos antes da
leitura, enquanto a aldosterona so foi colocada no momento da leitura no citdmetro de
fluxo FACScalibur.
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O controle positivo para avaliagdo da quantidade de célcio intracelular dos grupos
foi composto por células tratadas com tapsigargina (Fig. 10) a [10°M], um sesquiterpeno
de lactona que promove a deplecdo das reservas intracelulares de célcio, pela inibicédo
especifica da Ca**-ATPase do reticulo endoplasmatico. Os tubos foram lidos em
citometro de fluxo FACScalibur e os dados analisados pelo programa FlowJo 7.6.3 e
GraphPad Prism 5.

Figura 10: Estrutura quimica da Tapsigargina (sequisterpeno de lactona).

3.7.2 — Adenosina 3°,5° monofosfato ciclico (AMPc)

As culturas de cardiomidcitos foram preparadas como descrito anteriormente no
item 3.4 e incubadas em estufa 5% CO, a 37°C por 36 horas.

Apbs a incubacdo, as células foram soltas da placa de 24 wells com triplex e
ressuspendidas em meio de cultura (Tabela 4), para que se realizasse a contagem das
mesmas, em camara Neubauer.

Em seguida, plaqueou-se o equivalente a 4,5 x 10* células/poco em placa de 96
wells para que permanecesse incubada durante a noite, em estufa 5% CO?a 37°C, para
realizacdo do ensaio de determinagdo de concentracdo de AMPc intracelular.

A concentracdo de AMPc foi determinada com o uso de kits AMERSHAM (ensaio
imunoenzimatico de competicio AMPc Biotrak EIA System). As solucdes usadas, a
composicdo e organizagdo da placa foram realizadas segundo o manual do kit, assim

como os célculos realizados para determinar as concentracdes de AMPc intracelular.


http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=ret%C3%ADculo+endoplasm%C3%A1tico&lang=3
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Em cada pogo foram adicionados 2 ul. de IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine)
[10*M], um inibidor de fosfodiesterase, para que 0 AMPc ndo fosse degradado por essa
enzima. Em seguida os tratamentos foram adicionados as células, de tal forma que os
antagonistas (espironolactona, eplerenona) foram adicionados 30 minutos antes da
aldosterona. As células foram incubadas por mais 10 minutos.

Os componentes do kit foram mantidos em temperatura ambiente (25-45 minutos)
antes de iniciar o ensaio. Todos os reagentes, como solucgdes, anticorpos e peptideos

foram preparados imediatamente antes do uso, como sugerido pelo fabricante do Kit.

3.7.3 — Guanosina 3°,5’- monofosfato ciclico (GMPc)

As culturas de cardiomidcitos foram preparadas como descrito anteriormente (Item
3.4), e incubadas em estufa 5% CO?a 37°C por 36 horas.

Apdbs a incubacdo, as células foram soltas da placa de 24 wells com triplex e
ressuspendidas em meio de cultura para que se realizasse a contagem das mesmas em
camara Neubauer.

Em seguida, plaqueou-se o equivalente a 1,0 x 10° células/poco em placa de 96
wells para que permanecessem incubadas durante a noite em estufa 5% CO, a 37°C para
realizacdo do experimento de determinacdo de concentracdo de GMPc intracelular.

Em cada pogo foi adicionado 2 pl de IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine) [10°
*M], um inibidor de fosfodiesterase, para que o GMPc ndo fosse degradado por essa
enzima. As células foram incubadas por 30 minutos. Em seguida, os tratamentos foram
adicionados aos pocos e as células incubadas por mais 15 minutos.

A concentracdo de GMPc foi determinada com o uso de kits Enzo Life Science
(cGMP complete EIA kit). As solucBes usadas, a composicdo e organizagdo da placa
foram feitas segundo o manual do kit, assim como os calculos realizados para se chegar

as concentracdes de GMPc intracelular.

3.8 - ATIVIDADE DE PKC

Depois de 24 horas da realizagdo da cultura o meio de cultura foi retirado da placa,
as células foram soltas com triplex, e em seguida foram contadas em camara Neubauer e

replagueadas em placas de 96 pocos, 10 células por poco.
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Apo6s 24 horas de adesdo em nova placa, os tratamentos foram adicionados as
culturas. Primeiro foram adicionados 0s antagonistas, que foram incubados junto com as
células, por 30 minutos em estufa 37°C. Em seguida, a aldosterona foi adicionada e as
células incubadas por mais 30 minutos em estufa 37°C.

Posteriormente, o meio de cultura foi removido. Os lisados celulares foram
preparados com 300 pL/poco de PhosphoSafe Extraction Buffer (NOVAGEN). No
momento do ensaio foi adicionada uma mistura de inibidores de protease (ROCHE
APPLIED SCIENCE) a este tampao de lise. As amostras foram estocadas a -80°C.

A dosagem de proteinas foi realizada com o Kit Quantipro para ensaio de BCA.

O ensaio de andlise de atividade de PKC foi realizado a partir das proteinas
extraidas de lisados celulares. A concentracdo de proteinas usada em cada ensaio foi o
equivalente a 0,5ug/pL.

O ensaio e as analises foram feitas de acordo com o manual do kit PKC kinase
activity kit (Enzo Life sciences).

3.9 - ATIVIDADE DE P-ERK1/2 ATRAVES DE WESTERN BLOT

Para os ensaios de Western blot, as proteinas foram dosadas como descrito no item
anterior e utilizou-se o kit Western Breeze (INVITROGEN, catalogo nimero WB7103)
que detecta as proteinas imobilizadas em uma membrana de polivinilidina difluoridro
(PVDF) através de reacdo colorimétrica com a fosfatase alcalina acoplada ao anticorpo
secundario. As analises de densidade Optica das membranas foram normalizadas
dividindo a densitometria da banda em questdo pela densitometria do GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) com peso molecular de aproximadamente 37
Kda. Posteriormente, a atividade relativa de ERK1/2 foi realizada dividindo-se os
resultados pelo controle, de forma que o controle ficasse igual a 1,0.

A atividade de ERK1/2 foi avaliada através da técnica de Western Blot seguida
pela analise por densitometria Optica das bandas, correspondentes as amostras proteicas
(50 pg) das células tratadas conforme item 3.2, através do programa ImageJ (disponivel

gratuitamente no endereco eletronico http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html)


http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html
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3.9.1 - Gel

Utilizamos o mini gel NUPAGE NOVEX 10% BIS-TRIS GEL 1.0 MM

(NP0303B), e todos os tamp&es necessarios ao processo do kit Western Breeze.

3.9.2 — Verificagéo da ativacdo de ERK1/2

Utilizou-se o anticorpo na concentracédo, recomendada pelo fabricante, de 1:2000
contra ERK1/2 fosforilada de rato Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204)
[CELL SIGNALING TECHNOLOGY]. Os western blots foram executados em células
tratadas com espironolactona e eplerenona, na auséncia e na presenca de mifepristona e

aldosterona como descrito no item 3.2.

3.9.3 — Verificacéo da expressdo de GAPDH como normalizador do ensaio

Utilizou-se o anticorpo na concentragédo, recomendada pelo fabricante, de 1:1000
contra GAPDH (D16H11) [CELL SIGNALING TECHNOLOGY] como normalizador
constitutivo. Os western blots foram executados em células tratadas com espironolactona

e eplerenona, na auséncia e na presenca de mifepristona e aldosterona.

3.14 — ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram avaliados para verificacdo de normalidade com o teste de
Kolmogorov-Smirnov e foram expressos em média + erro padrdo da média (SEM). A
comparagdo entre os grupos nos ensaios de proliferacdo celular foi realizada usando-se
ANOVA “Two-way” seguido do pods teste de Bonferroni. Nas demais analises sobre
viabilidade celular, concentracdo dos segundos mensageiros (AMPc, GMPc, Ca*?),
atividade de PKC e ERK1/2 utilizou-se ANOVA “One-way” seguido do pods teste de
Tukey. Estas analises foram realizadas no software Graphpad Prism Project (verséo 5.0).

O nivel de significancia estatistica foi p < 0.05. Todos os resultados sdo originados de

trés experimentos independentes realizados em triplicatas.
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4 — RESULTADOS

4.1 - DETERMINACAO DE PROLIFERACAO CELULAR

4.1.1 — Fibroblastos

Nos ensaio sobre proliferacdo de fibroblastos foi observado que em 48 horas de
tratamento a aldosterona foi capaz de aumentar a proliferacdo dos fibroblastos em
aproximadamente trés vezes em relacdo ao controle, mostrando um efeito mitogénico nessas
células. Entretanto, na presenca de espironolactona, eplerenona e mifepristona o efeito
mitogénico da aldosterona foi revertido para niveis abaixo do controle (Grafico 1A). Além
disso, as combinacdes dos antagonistas de MR (espironolactona e eplerenona) com
mifepristona e aldosterona reduziram ainda mais a proliferacdo se comparada com as células
tratadas somente com antagonistas de MR e aldosterona.

Para tentar desvendar se o efeito anti-proliferativo da espironolactona e da eplerenona
ocorre via receptor GR ou MR, devido a afinidade dessas drogas a esses receptores, as células
foram tratadas com o antagonista de GR (mifepristona) e induzimos a proliferacdo tanto com
espironolactona como com eplerenona (Gréafico 1B). Além disso, o antagonista de GR
manteve a acdo anti-proliferativa da espironolactona e diminuiu a proliferacdo (em relacéo ao

controle) mesmo na presenca de eplerenona (eplerenona + mifepristona).
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Grafico 1: Anélise de proliferacdo celular de fibroblastos cardiacos por tratamento, nos tempos de Oh,
24h e 48h. Células tratadas com espironolactona e eplerenona, na presenga e auséncia de mifepristona
e aldosterona (A), Células tratadas com mifepristona e estimuladas com espironolactona ou
eplerenona (B). Resultado de trés experimentos independentes realizados em triplicatas, n = 3.

Resultados expressos em média + SEM, p < 0,05.



Resultados | 60

4.1.2 — Cardiomidcitos

No ensaio de analise de proliferacdo de cardiomiocitos verificou-se que apos 24 horas
de tratamento a espironolactona foi capaz de promover a proliferacdo de cardiomidcitos na
auséncia e na presenca de aldosterona, assim, como a eplerenona (Grafico 2A). Porém,
quando as células foram tratadas com espironolactona + mifepristona + aldosterona ou
eplerenona + mifepristona + aldosterona a proliferacdo celular foi acentuada, quando
comparada as células tratadas somente com espironolactona ou eplerenona, sugerindo que
haja um sinergismo entre as vias dessas drogas.

Na tentativa de verificar se o efeito proliferativo da espironolactona e da eplerenona
em cardiomidcitos ocorre via GR, as células foram tratadas com o antagonista desse receptor
e induzimos a proliferagdo tanto com espironolactona como com eplerenona. Quando o
receptor glicocorticoide foi antagonizado pela mifepristona ndo houve proliferacdo, porém
guando a espironolactona ou a eplerenona foram adicionadas foi observado aumento na
proliferacdo dos cardiomidcitos. O mesmo ocorreu na auséncia do antagonista de GR (Gréafico
2B).
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Grafico 2: Analise de proliferacdo celular de cardiomidcitos por tratamento, nos tempos de Oh, 24h e 48h.
Células tratadas com espironolactona e eplerenona, na presenca e auséncia de mifepristona e aldosterona (A),
Células tratadas com mifepristona e estimuladas com espironolactona ou eplerenona (B). Resultado de trés

experimentos independentes realizados em triplicatas, n = 3. Resultados expressos em média + SEM, p < 0,05.
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4.2 — ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR

Para verificar se 0s cardiomiocitos continuavam viaveis, apos as 48 horas de
tratamento em que foram submetidos na andlise de proliferacdo celular, e apds sofrerem
aumento de proliferagdo, como mostrado nos Graficos 2A e 2B, analisamos a viabilidade
dessas células através de marcagdo com iodeto de propidio (IP) e leitura em citdbmetro de
fluxo. Como mostrado no Gréafico 3, verificamos que mesmo ap6s 48 horas de tratamento ndo
ha diferenca na viabilidade dos cardiomidcitos em relacdo ao controle. Porém as células
tratadas com aldosterona se mostraram menos viaveis em relacdo as células tratadas com

espironolactona.

Viabilidade celular de cardiomiécitos em
diferentes tratamentos

801 5 [ Controle
B Espiro [10]M
1 Eple [106]M
601 @ wife [10°M
@@ Espiro+mife

B Eple+mife

401 B Aldo [107M
@ Espiro+aldo
@ Eple+aldo

201 B Vife+aldo

@ Espiro+mife+aldo
@ Eple+mife+aldo

% de células ndo marcadas (células viaveis)

o

Tratamentos

0 = Grupos significativamente diferentes p < 0,05

Gréfico 3: Andlise de viabilidade celular de cardiomiécitos ap6s 48 horas, frente a diferentes tratamentos. A
andlise foi realizada através de incorporacao de iodeto de propidio e leitura em citdmetro de fluxo. Resultado de
trés experimentos independentes realizados em triplicatas, n = 3. Resultados expressos em média + SEM, p <
0,05.
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4.3 — ANALISE DE SEGUNDOS MENSAGEIROS

4.3.1 - Célcio bivalente (Ca®")

Para determinar se 0 Ca™ estd envolvido na via de sinalizacdo direta (efeito de
membrana) evocada pela espironolactona e pela eplerenona na cardioprotecdo, avaliou-se as
concentracdes desse segundo mensageiro, por citometria de fluxo, nas células tratadas com
essas drogas, na auséncia e na presenca de aldosterona. Para certificar que o calcio esta
presente nessas células usamos tapsigargina [10°M], um sesquiterpeno de lactona (Fig. 10)
que promove a deplecdo das reservas intracelulares de calcio pela inibicdo especifica da Ca*'-
ATPase do reticulo endoplasmatico, como controle positivo.

Pela andlise do Grafico 4 n6s demonstramos que a aldosterona € capaz de aumentar 0s
niveis intracelulares de Ca*? e tanto a espironolactona como a eplerenona também aumentam

esses niveis quando sozinhas ou na presenca de aldosterona.


http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=ret%C3%ADculo+endoplasm%C3%A1tico&lang=3
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Variagdo da [Ca®']; em diferentes tratamentos
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Grafico 4: Anélise de concentracdo de Ca®* intracelular em cardiomiécitos, frente a diferentes tratamentos.
Cultura de cardiomidcitos submetida a tratamento com espironolactona e eplerenona na auséncia e na presenca
de aldosterona. As células foram incubadas com marcador de célcio intracelular, Fluo-4, e lidas em citdmetro de
fluxo.Resultado de trés experimentos independentes realizados em triplicatas, n = 3. Resultados expressos em
média £ SEM, p < 0,05.
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4.3.2 — Adenosina 3°,5° monofosfato ciclico (AMPc)

Para determinar a participacdo do segundo mensageiro AMPc na cardioprotecdo
promovida pela espironolactona e pela eplerenona mensuramos a concentragdo desse segundo
mensageiro nas células tratadas por essas drogas, na auséncia e na presenca de aldosterona.
Além disso, também usamos IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine) [10*M], um inibidor de
fosfodiesterases, para que o AMPc ndo fosse degradado por essas enzimas. Verificamos,
como visto no Grafico 5, que a eplerenona s6 € capaz de aumentar os niveis de AMPc na
presenca de aldosterona. Entretanto, a espironolactona elevou as concentracbes de AMPc
tanto na presenca como na auséncia do hormoénio mineralocorticoide, sugerindo mais uma vez
gue a via evocada em sua cardioprotecdo pode ser independente de sua via classica
(antagonismo ao receptor mineralocorticoide da aldosterona). No entanto, na presenca de
aldosterona (espironolactona + aldosterona), a concentragdo de AMPc foi maior, se
comparado com o tratamento somente de espironolactona, sugerindo assim, que ha um

sinergismo entre as vias de sinalizacdo direta da aldosterona e da espironolactona.
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Variagcdo da [AMPc]; em diferentes tratamentos
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Gréfico 5: Andlise de concentracdo intracelular de AMPc (fmol) em cardiomidcitos, frente a diferentes
tratamentos. Cultura de cardiomiécitos submetida ao tratamento com espironolactona e eplerenona na auséncia e
na presenca de aldosterona. Resultado de trés experimentos independentes realizados em triplicatas, n = 3.

Resultados expressos em média + SEM, p < 0,05.
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4.3.3 - Guanosina 3°,5’- monofosfato ciclico (GMPc)

Para determinar a participacdo de GMPc na cardioprotecdo promovida pela
espironolactona e pela eplerenona, avaliamos a concentracdo desse segundo mensageiro nas
células tratadas por essas drogas, na auséncia e na presenca de aldosterona (Grafico 6). Além
disso, também ultilizou-se 1BMX [10*M], um inibidor de fosfodiesterases, para que 0 GMPc
ndo fosse degradado por essas enzimas. Através do Grafico 6 conseguimos verificar que tanto
a espironolactona como a eplerenona foram capazes de elevar os niveis de GMPc na auséncia
de aldosterona, em relacdo ao controle, sugerindo mais uma vez que a via evocada por elas na
cardioprotecdo pode ser independente de sua via antagdnica a aldosterona. Porém, a
espironolactona também aumentou a concentragdo de GMPc na presenca do hormoénio

mineralocorticoide, 0 que ndo ocorreu com a eplerenona.
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Grafico 6: Analise de concentracdo intracelular de GMPc (fmol) em cardiomiécitos, frente a diferentes
tratamentos. Cultura de cardiomidcitos submetida ao tratamento com espironolactona e eplerenona na auséncia e
na presenca de aldosterona. Resultado de trés experimentos independentes realizados em triplicatas, n = 3.

Resultados expressos em média + SEM, p < 0,05.
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4.4 — DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE PKC

Para determinar se ha variacdo de atividade de PKC na cardioprotecdo promovida pela
espironolactona e pela eplerenona, avaliou-se a atividade dessa quinase através de ensaio
especifico e comparamos essa atividade com controles exdgenos de atividade de PKC
(1,33ng/ul e 5,33 ng/ul) fornecidos pelo Kit. Encontrou-se que, em cardiomidcitos, a
atividade de PKC é superior, em aproximadamente cinco vezes, o equivalente a [5,33ng/ul]
dessa quinase. Além disso, tanto a espironolactona como a eplerenona ndo foram capazes de
aumentar a atividade de PKC. Porém, a eplerenona e espironolactona conseguiram reverter o
aumento de atividade promovido pela aldosterona. De forma semelhante, quando o GR estava
bloqueado, as duas drogas reverteram o0 aumento da atividade da quinase induzido pela

aldosterona (Grafico 7).

Analise de variacado de atividade de PKC em diferentes
tratamentos

Controle
157 Espiro [10°%]M
Eple [10°M
Mife [10°%]M
101 Espiro+Mife
Eple+Mife
Aldo [107]M
Aldo+Espiro
Aldo+Eple

Aldo+Mife

Atividade relativa de PKC
(ng/pl)

Aldo+Espiro+Mife

Aldo+Eple+Mife
PKC [1,33ng/pl]

Tratamento

B0 ROREORBOBD

PKC [5,33ng/pl]

* - Significativamente diferente do grupo controle p < 0,05
vy = Significativamente diferente do grupo aldosterona p < 0,05

Gréfico 7: Gréfico de analise de atividade relativa de PKC em cardiomidcitos, frente a diferentes tratamentos.
Cultura de cardiomidcitos submetida ao tratamento com espironolactona e eplerenona na auséncia e na presenca
de mifepristona e aldosterona. A atividade relativa baseia-se nos controles de atividade (1,33ng/ul e 5,33 ng/ul)
fornecidos pelo kit usado para essa analise. Resultado de trés experimentos independentes realizados em

triplicatas, n = 3. Resultados expressos em média + SEM, p < 0,05
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4.5 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE ERK1/2

Na analise de atividade de ERK1/2 ficou evidenciado que tanto a espironolactona
como a eplerenona, quando sozinhas, aumentaram a atividade de ERK1/2 fosforilada (Grafico
8), assim como a aldosterona. Porém, esse aumento ndo ocorreu quando as células foram
tratadas somente com mifepristona. Adicionalmente, a atividade dessa quinase foi maior nas
células tratadas com aldosterona quando comparadas as células tratadas somente com
espironolactona ou eplerenona. Porém, quando as células foram previamente tratadas com
espironolactona ou com eplerenona, a adicdo de aldosterona ndo aumentou a atividade de

ERK1/2 tanto na auséncia como na presenca de mifepristona.
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Grafico 8: Andlise de atividade de ERK1/2 por Western Blot. (A) Membrana de western blot corrida com 50ug
de proteina, bandas de 37 kDa (GAPDH) e 44 kDa (ERK1/2 fosforilada Thr202/Tyr204), por tratamento 1-12.
(B) Gréfico de atividade relativa de ERK1/2 em diferentes tratamentos. Os dados foram expressos como
diferenca relativa em relagcdo ao controle apés normalizacdo para expressdo de GAPDH. Resultado de trés

experimentos independentes, n =3, p < 0,05
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5 - DISCUSSAO

A hipdtese de que antagonistas do receptor mineralococrticoide da aldosterona sdo
capazes de promover substancial protecdo ao sistema cardiovascular independente, ou néo, de
sua via classica de acdo, que tem como base o antagonismo competitivo sobre 0 MR, vem
chamando a atengdo de pesquisadores h& alguns anos. Por exemplo, baixas doses de
espironolactona reduzem a area infartada e apoptose celular em ratos, adrenolectomizados
(sem a principal fonte produtora de aldosterona) ou néo, submetidos a isquemia e reperfuséo
cardiaca (Mihailidou, Loan Le et al., 2009). Além disso, Nagata e colaboradores deixaram a
seguinte pergunta ao terminarem seu trabalho: Por que antagonistas de receptores MR
possuem a capacidade de reduzirem riscos de problemas cardiacos, mesmo em condic¢des de
reduzida atividade de RAAS (ou seja, mesmo na auséncia de niveis elevados de aldosterona)?
(Nagata, Obata et al., 2006).

Dessa forma, este trabalho, pela primeira vez, procurou estudar, de forma sistematica,
0S mecanismos de acdo promovidos por esses antagonistas de MR (espironolactona e
eplerenona), de forma comparativa, na presenca e na auséncia de aldosterona.

Primeiramente, realizou-se ensaios de proliferacdo celular tanto de cardiomidcitos
como de fibroblastos, para verificarmos se as drogas em estudo sdo capazes de influenciar o
estado proliferativo desses dois tipos celulares.

No ensaio sobre analise de proliferacdo celular foi demonstrado que ao tratar os
fibroblastos cardiacos com aldosterona houve uma elevada proliferacdo de fibroblastos, apds
48 horas de cultivo celular (Gréafico 1A). Corroborando com estudos que vém demonstrando
que esse hormdnio pode mediar fibrose vascular de arteriolas cardiacas e grandes artérias
(Rocha, Stier et al., 2000; Young e Funder, 2002).

Da mesma forma, Stockand e colaboradores também demonstraram que, ap6s 48 horas
de tratamento, além da aldosterona apresentar alto efeito mitogénico em fibroblastos
cardiacos, esse efeito ocorre através da inducdo de Ki-RasA e modulacao positiva da cascata
de MAPK1/2 via MR (Stockand e Meszaros, 2003). O efeito proliferativo da aldosterona em
fibroblastos tambem foi explicado por Wilson e colaboradores, ja que a ativacdo de MR pode
ser capaz de aumentar a expressdo de marcadores para estresse oxidativo e inflamacao
vascular coronaria, 0 que promoveria esse aumento de fibroblastos cardiacos (Wilson,
Morgan et al., 2009). No presente trabalho observamos que a aldosterona € capaz de causar

proliferacdo em fibroblastos, mesmo na auséncia de inflamacéo, resultado este que pode ser
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dependente ou ndo do receptor MR, uma vez que ndo se sabe a real participacdo de uma via
direta no processo.

Por outro lado, o tratamento de 48 horas somente com espironolactona foi capaz de
diminuir a proliferacdo de fibroblastos a niveis menores que o das células do grupo controle.
Somando com um estudo que também mostrou, através da incorporacéo de [*H] timidina em
fibroblastos cardiacos, uma inibicdo do efeito mitogénico da aldosterona pela espironolactona
nesse tipo celular. Isso seria explicado pelo fato da espironolactona ser capaz de atenuar a
inducdo de Ki-RasA e MAPK1/2 induzida por aldosterona (Stockand e Meszaros, 2003).

Além disso, nossos dados demonstram que o tratamento com espironolactona e
aldosterona foi capaz de reverter o efeito mitogénico desse horménio em fibroblastos, ap6s 48
horas de tratamento, (Grafico 1A). Estes dados estdo de acordo com um outro estudo
realizado em ratos que sofreram uninefrectomia e receberam tratamento com aldosterona e
sal, onde a administracdo de espironolactona foi capaz de prevenir a fibrose cardiaca
estimulada pela aldosterona (Weber, 2001).

Nossos resultados também mostram que a eplerenona ndo € capaz de diminuir a
proliferacdo de fibroblastos. Porém, ela conseguiu reverter o efeito mitogénico da aldosterona
nessas células (Grafico 1A). Este dado soma-se ao estudo que demonstrou que a eplerenona
per se ndo foi capaz de reverter o quadro de fibrose perivascular em miocardio de
camundongos, entretanto ela foi capaz de inibir a fibrose perivascular induzida por
aldosterona nesses animais. Esse estudo também sugere que essa acdo da eplerenona pode ser
explicada pelo fato dela conseguir inibir a expressdo de tenascina-C (proteina extracelular
descrita como principal reguladora do processo fibrético em diversos tecidos e importante na
remodelagem cardiaca) induzida por aldosterona e angiotensina Il (Nishioka, Hiroyasu Inada
et al., 2007).

A inibicdo da proliferacdo de fibroblastos ocorreu tanto quando as células eram
tratadas (48 horas) apenas com mifepristona, como no tratamento com espironolactona +
mifepristona e eplerenona + mifepristona (Gréafico 1B). Sugerindo que um dos mecanismos de
cardioprotecdo dessas duas drogas, que baseia-se na diminuicdo de proliferacdo de
fibroblastos cardiacos, seja dependente da via de sinalizacdo de GR, corroborando o que ja foi
sugerido por alguns estudos (Latouche, Sainte-Marie et al., 2010).

A principal discussdo nesse ponto leva em consideracdo o fato da mifepristona e da
espironolactona, sozinhas, serem capazes de diminuir a proliferacdo de fibroblastos, o que
ocorre também quando elas estdo juntas. Dessa forma, ndo teria como afirmarmos se o efeito

anti-proliferativo ocorre, somente via GR (mifepristona) como sugerido por Latouche e
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colaboradores (Latouche, Sainte-Marie et al., 2010) ou somente via MR (espironolactona).
Porém, ¢ sabido que a espironolactona tem afinidade tanto para MR como para GR, por isso
ndo é considerada um bloqueador especifico de MR (Nufiez e Tamargo, 2006).

Nossos dados sobre proliferacdo de fibroblastos demonstraram que tanto MR quanto
GR participam da resposta proliferativa. Quando as células foram tratadas somente com
eplerenona (altamente especifica para MR) ndo houve diferenca significativa de proliferacdo
em relacdo ao controle. Porém, em células tratadas com eplerenona + aldosterona, a
eplerenona foi capaz de reverter a proliferacdo celular induzida por esse horménio (Gréafico
1A). Além disso, células tratadas com mifepristona (antagonista de GR) apresentaram reducdo
de proliferagdo em relagdo ao controle e ela também reverteu a proliferacdo induzida pela
aldosterona. Podemos observar também que as combinacGes dos antagonistas de MR e
mifepristona na presenca de aldosterona (espironolactona + mifepristona + aldosterona ou
eplerenona + mifepristona + aldosterona) diminuiram ainda mais a proliferacdo em relagdo as
células tratadas somente com antagonistas de MR e aldosterona.

Adicionalmente, pesquisas anteriores demonstraram que a aldosterona é capaz de
aumentar a remodelagem cardiaca, fibrose e a secrecdo de colageno de fibroblastos cardiacos
(Rude, Duhaney et al., 2005). Além disso, a proliferacdo de fibroblastos cardiacos ativos,
seguida de excesso de deposicdo de matriz sdo as duas principais causas de desenvolvimento
de estados patoldgicos e subseqiiente fibrose cardiaca. Dessa forma, a acdo da espironolactona
em fibroblastos cardiacos, reforca nossa hipdtese sobre o efeito cardioprotetor exercido por
essa droga.

Por outro lado, a proliferacdo de cardiomidcitos (Grafico 2A e 2B) apresentou um
aumento acentuado em 24 horas de tratamento com espironolactona e eplerenona. Esse
aumento na proliferacdo de cardiomidcitos promovido pela espironolactona e pela eplerenona
pode ser um dos principais mecanismos (juntamente com a diminuicdo de proliferacdo de
fibroblastos) envolvidos na cardioprotecdo promovida por essas drogas, ja que 0S
cardiomidcitos poderiam auxiliar na recuperacdo do coracdo lesado. Esse evento poderia
justificar o fato de que em casos de hiperaldosteronismo primario ou secundario a
espironolactona é capaz de induzir a melhora na sobrevida dos pacientes, embora o0s
mecanismos celulares envolvidos com tal resposta ainda ndo sejam compreendidos (Pitt,
Zannad et al., 1999).

O aumento da proliferacdo de cardiomidcitos pela espironolactona e pela eplerenona
ocorreu mesmo quando o receptor glicocorticoide estava bloqueado (células tratadas com

espironolactona + mifepristona e eplerenona + mifepristona) (Grafico 2B). Sugerindo que um
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dos mecanismos de cardioprotecdo dessas duas drogas, que baseia-se no aumento da
proliferacdo de midcitos cardiacos, seja independente da via de sinalizagdo desencadeada por
GR, apesar da co-expressdo dos receptores mineralocorticoides e glicocorticoides em
cardiomidcitos descrita em alguns estudos (Farman e Rafestin-Oblin, 2001).

Os dados sobre proliferacdo de cardiomidcitos apoiam a hipotese que a inibicdo de
MR estaria envolvida na proliferacdo destas celulas. Nossa idéia é que quando o0 MR esté
ativado na célula promoveria sintese de uma ou mais proteinas que impediriam a proliferacdo
celular. Essa hipdtese é baseada no fato de que a mifepristona nao foi capaz de modular a
proliferacdo em relacdo ao controle, assim como néo reverteu a proliferagdo promovida pelos
antagonistas de MR.

Apesar de, aparentemente, 0 GR ndo participar no processo de proliferacdo de
cardiomidcitos, o bloqueio deste receptor promoveu uma resposta mais robusta (na presenca
de aldosterona) que a resposta fornecida pela espironolactona e pela eplerenona, quando se
encontravam sozinhas (Gréafico 2A). Demonstrando uma possivel comunicacdo entre essas
vias.

Aqui ndo podemos esquecer que, apesar de nossas conclusdes sobre proliferacdo tanto
de fibroblastos quanto de cardiomiocitos envolvendo os receptores GR e MR, ndo podemos
descartar a participagdo de vias diretas evocadas por estes farmacos, que com certeza, também
contribuiram para as respostas observadas.

Para verificar se nas culturas de cardiomidcitos as células continuavam viaveis,
mesmo apds as 48 horas de tratamento em que foram submetidas nos ensaios de proliferacdo
célular, nds realizamos ensaios de verificacdo de viabilidade através da incorporacdo de
iodeto de propidio e leitura em citdmetro de fluxo. Através da analise do grafico 3 podemos
notar que ndo houve diferenca na viabilidade das células tratadas em relacdo ao controle,
validando o ensaio de proliferacdo de cardiomidcitos. Entretanto, as células tratadas com
aldosterona se apresentaram menos viaveis que as células tratadas com espironolactona,
demonstrando, mais uma vez, o efeito cardioprotetor dessa droga.

Utilizamos as culturas de fibroblastos apenas como controle e para confirmar o que se
sabia a respeito da proliferacdo dessas células frente ao tratamento com os antagonistas de
MR e de aldosterona, pois ja existem alguns estudos sobre as vias evocadas nesse processo.
Dessa forma, na tentativa de entender os mecanismos de acdo ou as rotas bioquimicas
evocadas na cardioprotecdo promovida pela espironolactona e pela eplerenona, n6s também
estudamos os principais segundos mensageiros (Ca*®, AMPc e GMPc) envolvidos na

sinalizagdo celular de cardiomiocitos. Essas vias foram escolhidas em fungdo de sua
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importancia no mecanismo cardioprotetor evocado pelas dorgas em estudo. Nesses ensaios,
nos avaliamos os efeitos de uma possivel via direta, ou seja, efeitos de membrana (n&o
envolvendo receptores nucleares MR e GR). Portanto, ndo usamos mifepristona, uma vez que
os efeitos esperados da espironolactona e da eplerenona estariam relacionados a uma via
distinta de sua via classica (antagonismo de MR).

Estudos anteriores demonstraram que a espironolactona e a eplerenona também séo
capazes de antagonizar algumas ac0es da via direta da aldosterona, como por exemplo, efeitos
que se originam da ativacdo de vias de sinalizacdo de MAPK, PKC e IP3K (Nufez e
Tamargo, 2006). Além disso, a eplerenona consegue antagonizar o aumento da reabsorcao de
Na* e agua nos tbulos distal e coletor produzido pela aldosterona, aumentar a excrecdo de K*
(Faiez Zannad, Karl Swedberg et al., 2011) e bloquear efeitos de vasoconstricdo em vasos de
resisténcia (Michea, Delpiano et al., 2005).

Nos ensaios sobre a participagdo do Ca®* na cardioprotecdo promovida pela
espironolactona e pela eplerenona nossos dados mostram que a espironolactona e a
eplerenona foram capazes de aumentar as concentracdes intracelulares desse segundo
mensageiro (Grafico 4). O que colabora com estudos que demonstraram que mesmo em
células que ndo séo capazes de expressar o0 receptor MR da aldosterona, a espironolactona é
capaz de promover um aumento nas concentracdes desse segundo mensageiro (Haseroth,
Gerdes et al., 1999; Grossmann, Benesic et al., 2005). Sugerindo, dessa forma, que as
respostas de Ca®* sdo independentes da via classica da espironolactona (antagonista de
receptor MR).

Dessa forma, assim como nossos resultados, outro estudo do nosso laboratorio
também demonstrou niveis aumentados de Ca** em células tratadas com espironolactona. Esse
mesmo estudo também mostrou que a aldosterona promoveu baixas concentracdes de AMPc,
guando os cardiomiécitos eram tratados também com BAPTA-AM (éster que sofre
esterificacdo dentro da célula tornando-se um quelante de célcio intracelular), sugerindo que o
aumento de Ca”* promovido pelo horménio estimularia uma adenilil ciclase responsiva ao
mesmo (Morais. C, 2013).

De acordo com estudos anteriores, existe uma expressdo diferencial dos subtipos de
adenilil ciclase no sistema cardiovascular humano (Wang, 2002). Gottle, em 2009, encontrou
sete tipos de adenilil ciclase (AC1, AC3, AC4, AC5, AC6, AC7 e AC9) expressas em
cardiomidcitos de camundongos. Sabendo-se que algumas dessas isoformas de adenilil ciclase
(AC1) sdo moduladas positivamente pelo Ca?* (Gros, 2006) e, portanto, sujeitas a modulagéo

pela espironolactona, uma possivel explicagdo para os altos niveis de AMPc encontrados seria
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de que o Ca** oriundo da via de proteina Gg, ativaria diretamente uma adenilil ciclase e esta
estimularia a produgdo de AMPc, oriundo da via de proteina Gs. Pois, 0 AMPc é gerado por
adenilil ciclase na ativacdo de receptores acoplados a proteinas G em resposta a uma
variedade de hormonios e neurotransmissores (Stangherlin, Gesellchen et al., 2011).

Adicionalmente, os resultados sobre participacdo de AMPc no processo de
cardioprotecéo, evocado pelas drogas em estudo, demonstram que a espironolactona foi capaz
de aumentar os niveis intracelulares desse segundo mensageiro tanto na auséncia como na
presenca de aldosterona (Grafico5). Estudos anteriores do nosso laboratorio, também
demonstraram que o0s niveis basais de AMPc intracelular sdo maiores quando as células séo
tratadas com espironolactona (Morais. C, 2013). Portanto, como os niveis de AMPc sdo
aumentados de forma similar pela espironolactona e pela aldosterona, e quando essas duas
drogas estdo juntas (Espiro + aldo) esse aumento é acentuado, nds sugerimos um sinergismo
entre suas vias.

Adicionalmente, canais de mitocondriais de K sensiveis a ATP (mitoKtp), € ativados
por Ca®* (mitoKcy), estdo presentes em miécitos cardiacos e desempenham papel chave na
cardioprotecdo. Estudos relataram que o influxo de K" através de canais mitoKatp ou mitoKc,
ocorrem independentemente um do outro. Além disso, a ativacdo de mitoKate € aumentada
pela PKC, ao passo que o canal mitoKc, é ativado por PKA (lIsoldi, Pereira et al., 2004;
Nishida, Sato et al., 2009). Além disso, varios estudos tém demonstrado que uma breve
exposicao pré-isquémica a p-agonistas, inibidores de PDE3 e a um analogo de AMPc celular,
¢ capaz de produzir ativacdo rapida de PKA e também proteger o miocardio in vivo,
independentemente da PKC (Fukasawa, Nishida et al., 2008). Esse fato também poderia ser
suportado por nossos resultados sobre aumento de concentracdo de AMPc (Gréfico 4) e célcio
(Grafico 3) por espironolactona, onde o0 AMPc poderia estar ativando uma PKA que,
juntamente, com o célcio ativaria mitoKc, e aumentaria o influxo de K* levando a um quadro
de cardioprotecdo. Infelizmente ndo foram feitas medidas de K*, que comprovam essa idéia.
Porém ensaios complementares ja estdo sendo planejados para confirmar essa hipétese.

De forma complementar, a regulacdo da resposta hipertrofica cardiaca pode ocorrer
pelo complexo de proteina adaptadora de quinase A, presente em cardiomiécitos (MAKAP)
(Kapiloff, Schillace et al., 1999), quando a proteina quinase tipo A dependente de AMPc
(PKA) ancorada pela mAKAP, fosforila e ativa fosfodiesterase (PDEs). A estimulagdo dos
receptores promotores gpl130/fator inibidor da leucemia (LIF) ativa a via de MEK5 e ERK5
regulando negativamente a PDE4D3 através de um caminho ainda desconhecido. Na via ndo

gendmica, a ERKS fosforilada pode inibir PDEs. Finalmente, as altas concentragcdes de AMPc



Discussdo | 79

irdo estimular Epacl que por sua vez, ativa a GTPase Rapl, que exercem uma efeito inibitorio
sobre a via ERK5/MEKS5 (Diviani, 2008).

De acordo com Kapiloff e colaboradores, proteinas adaptadoras de quinases A (AKAPS)
desempenham um papel importante na compartimentalizacao da sinalizacdo e ancoragem de PKA,
servindo de estruturas que montam e localizam uma cascata de sinalizagdo. Em midcitos
cardiacos, a PKA, coordena calcio e MAP quinases e é importante para a prevencao de hipertrofia
celular (Kapiloff, Piggott et al., 2009). De forma semelhante, estudos de nosso laboratorio
também conseguiram demonstrar que uma AKAP esté relacionada com o processo hipertrofico de
midcitos cardiacos (Morais. C, 2013).

Além disso, alguns estudos sugerem que uma das principais situacdes responsaveis por
promoverem a hipertrofia cardiaca s&o os baixos niveis de AMPc intracelular (Dodge-Kafka,
2005 ). Assim, pode-se inferir que um dos mecanismos de cardioprotecdo da espironolactona
é 0 aumento das concentracGes desse segundo mensageiro.

Assim como 0 AMPc, o GMPc também esté diretamente envolvido na funcéo cardiaca
tanto em condi¢Ges normais como patoldgicas, desse modo noés também avaliamos a
participacdo desse segundo mensageiro nas culturas de cardiomidcitos apds tratamento com as
drogas em estudo.

Nossos dados demonstram que tanto a espironolactona, como a eplerenona séo
capazes de aumentar os niveis de GMPc intracelular em cardiomiécitos (Grafico 6).
Adicionalmente, sabe-se que 0 GMPc € responsavel por mediar alguns efeitos cardiacos de
oxido nitrico e peptideos natriuréticos além de estar envolvido com efeitos inotropicos (forca
de contracdo do coracdo) e mecanismos cardioprotetores (Stangherlin, Gesellchen et al.,
2011), o que nos auxilia a sugerir que a cardioprotecdo promovida pela espironolactona e pela
eplerenona envolvem também a participacdo de GMPc.

Porém, ainda falta uma completa compreensdo dessas vias. O que se sabe é que GMPc
estd envolvido na regulacdo de varios processos fisiolégicos do sistema cardiovascular,
incluindo contratilidade cardiaca, tdnus vascular além de remodelagem cardiaca. Além disso,
0 GMPc ¢é capaz de modular o relaxamento funcionando como regulador negativo nos
processos de hipertrofia e remodelagem cardiaca (Kass e Takimoto, 2010), melhorando os
danos causados por isquemia e cardiomiopatia (Takimoto, 2012), além de promover
vasodilatacdo (via NO-GCs-GMPc-PKG) (Pereira, Paulo et al., 2011).

Este segundo mensageiro é formado, principalmente, por NO (0xido nitrico), que ativa
guanilato ciclase soluvel (GCs), e peptideos natriuréticos (ANP e BNP) que ativam GC

ligadas & membrana. cGMP exerce sua acdo fisioldgica através de PKG (proteina quinase
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dependente de GMPc), PDEs e canais de cGMP, de forma que PKG, normalmente, é o
mediador primario (Takimoto, 2012).

Adicionalmente, as trés isoenzimas de NO sintase, incluindo oxido nitrico sintase
neuronal (NNOS), oxido nitrico sintase induzivel (INOS) e oOxido nitrico sintase endotelial
(eNOS) sdo expressas em cardiomiocitos (Heo, Fujiwara et al., 2011). Sabe-se ainda que
nNOS e eNOS sdo ativadas por Ca*?/calmodulina (Takimoto, 2012), o que também explicaria
nossos dados, ja que tanto a espironolactona como a eplerenona foram capazes de aumentar
tanto os niveis de calcio (Grafico 4) como de GMPc (Grafico 6).

GMPc também é descrito como regulador negativo de PDEs, principalmente, PDE2,
PDE3 e PDED5, que ja foram descritas no coracdo (Mujoo, Krumenacker et al., 2011) e estéo
relacionadas com a degradacdo de AMPc. Sendo assim, a via de sinalizacdo de AMPc
também pode ser modulada por GMPc (Takimoto, 2012), auxiliando na explicacdo de nossos
resultados, ja que a espironolactona foi capaz de aumentar tanto os niveis intracelulares de
AMPc (Gréfico 5) como os de GMPc (Grafico 6). Nossos dados também demonstram que 0s
niveis aumentados de GMPc pela espironolactona se mantiveram mesmo na presenca de
aldosterona (em casos de cardiopatia e através da ativacdo da RAAS esse hormonio se
encontra em niveis elevados no organismo) diferentemente ao ocorrido com a eplerenona.
Como visto, 0 aumento das concentracfes de GMPc est4 associado a uma série de acdes
cardioprotetoras. Aqui, também cabe uma melhor elucidacdo clinica relacionada a essa acéo
exercida pelos dois farmacos.

Além do estudo dos segundos mensageiros, nds também realizamos analises sobre a
atividade de proteina quinase C (PKC) e demonstramos que o tratamento com aldosterona foi
capaz de aumentar a atividade dessa enzima em relacdo ao grupo controle (Grafico 7).
Corroborando com alguns estudos anteriores que demonstraram que a aldostrona é capaz de
induzir a fosforilacdo de moléculas de sinalizacdo, incluindo PKC, c-Src e MAP quinase em
cardiomidcitos (Mihailidou e Funder, 2005; Kobayashi, Yoshida et al., 2006).

As células tratadas com espironolactona e eplerenona nao sofreram alteracdo nos
niveis de atividade de PKC quando comparadas com as células controle (Gréafico 7). Porém,
as células que foram tratadas com espironolactona + aldosterona e eplerenona + aldosterona
tiveram a atividade de PKC diminuida em relacdo as celulas tratadas somente com
aldosterona. Indo de encontro com o estudo de Kobayashi e colaboradores de 2006, que
conseguiram demonstrar que em cardiomidcitos de ratos resistentes a sal e com insuficiéncia
cardiaca, a terapia crbnica com eplerenona apresentou efeito cardioprotetor, independente da

pressdo sanguinea, atraves da diminuicdo de fosforilacdo de diversas quinases entre elas a
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PKC (Kobayashi, Yoshida et al., 2006). PKC est& envolvida na via de sinalizacao intracelular
da aldosterona na indugdo da constricdo de artérias de resisténcia (Michea, Delpiano et al.,
2005). Esse efeito indica que na presenca de espironolactona e eplerenona as artérias tendem a
se apresentar menos contraidas, portanto com o fluxo sanguineo aumentado.

Além disso, o aumento de atividade de PKC também estd relacionado com o
aparecimento de fendtipos como hipertrofia e insuficiéncia cardiaca e proliferacdo de
fibroblastos (Nishida, Sato et al., 2009).

Estudos revelaram que ha pelo menos doze isoformas diferentes de PKC e que elas
produzem uma variedade de respostas celulares dependendo da atividade da isoforma e do
contexto fisioldgico (Zhao, Wang et al., 2010). No tecido cardiaco, as isoformas expressas de
PKC variam de acordo com a espécie, tipo celular e estagio de desenvolvimento, sendo que
em miocardio de mamiferos adultos estdo expressas PKCa, B1, B2, 8, €, e A/ (Bowling,
Walsh et al., 1999).

A familia PKC tem sido classificada, atualmente, em quatro grupos sendo eles:
Classicas — o, B1, B2 e v que sdo ativadas por Ca®*, fosfatidilserina (PS), diacilglicerol (DAG)
ou ester de forbol; ndo cléssicas — 9, &, y, ©, as quais sdo ativadas por PS e DAG ou éster de
forbol, mas sdo independentes de Ca®": atipicas — 1, & e A que sdo independentes Ca** e
insensiveis a DAG e a estér de forbol, mas sdo ativadas por PS; e PRKs — semelhantes as
atipicas, sdo insensiveis a Ca**, DAG e a éster de forbol, sendo ativadas pelas proteinas G
monomeéricas (Isoldi, 2003) .

Além das andlises de atividade de PKC, nos também estudamos a atividade de
ERK1/2 e encontramos que a aldosterona foi capaz de aumentar a atividade dessa quinase
(Gréfico 8). Colaborando com alguns estudos que demonstraram que esse hormonio é capaz
de mediar alguns efeitos ndo genémicos como, por exemplo, ativacdo de ERK1/2 (Touyz,
2004; Ishizawa, Izawa et al., 2005; Mceneaney, Dooley et al., 2010; Walczak, Gaignier et al.,
2011) e MAPK, através da ativacdo do receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR) e
via c-Src. Da mesma forma, Grossmann e colaboradores em um trabalho de 2005, mostraram
gue a aldosterona foi capaz de induzir respostas sinalizadoras para estimulos extracelulares
regulados por quinase ERK1/2 e JNK1/2 (Grossmann, Benesic et al., 2005).

Adicionalmente, estudos em cardiomidcitos de ratos adultos demonstraram que além
da aldosterona ser capaz de aumentar a atividade de ERK1/2, esse aumento pode ser via PKC,
ja que o pré tratamento das células com cloreto de queleritrina (inibidor seletivo de PKC) é
capaz de inibir a atividade de ERK1/2 induzida por aldosterona (Rude, Duhaney et al., 2005).
Além disso, podemos ainda sugerir a participacdo de PKC & (ndo cléssica) nessa via, pois
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estudos demonstraram que essa PKC esta relacionada com a ativagdo de ERK1/2 (Zhang S,
2011) e subsequente apoptose de cardiomidcitos e proliferacdo de fibroblastos (Vivar, Soto et
al., 2008). O que também explicaria parte de nossos resultados, pois a aldosterona foi capaz
de aumentar tanto a atividade dessa proteina quinase como de ERK1/2 em cardiomidcitos de
ratos neonatos.

Além disso, tanto a espironolactona como a eplerenona quando sozinhas ou mesmo na
presenca de mifepristona (GR antagonizado) aumentaram a atividade de ERK1/2 (Gréfico 8).
Esse fato também foi demonstrado por Grossmann e colaboradores em estudos anteriores
(Grossmann, Benesic et al., 2005). Porém, assim como eles, nds também esperdvamos que a
espironolactona fosse capaz de diminuir a atividade dessa quinase, pois quando as células
foram tratadas com aldosterona essa atividade também foi aumentada, ndo explicando a
diminuicdo de atividade de ERK1/2 quando as células foram tratadas com espironolactona +
aldosterona. Ou seja, a espironolactona per se é capaz de aumentar a atividade de ERK1/2,
porém, o motivo desse aumento ainda nao é compreendido (Grossmann, Benesic et al., 2005).
Entretanto, nds sugerimos que a via de ativacdo de ERK1/2 ndo é a mesma para
espironolactona e para aldosterona. Da mesma forma, a eplerenona per se também foi capaz
de aumentar a fosforilacdo de ERK1/2 em coracdo isolado de rato (Schmidt, Tissier et al.,
2010).

Entretanto, quando as células eram tratadas com espironolactona e estimuladas com
aldosterona houve uma reversdo do aumento da atividade de ERK1/2 promovida por esse
horménio, esse fato também foi demonstrado em alguns estudos anteriores (Rude, Duhaney et
al., 2005). O mesmo ocorreu com a eplerenona, quando tratamos as células com essa droga e
estimulamos com aldosterona a atividade de ERK1/2 foi reduzida se comparada com as
células tratadas somente com o horménio mineralocorticoide, isso também foi demonstrado
em diversos estudos anteriores (Ishizawa, lzawa et al., 2005; Nagai, Miyata et al., 2005;
Zhang, Jia et al., 2007; Schmidt, Tissier et al., 2010).

Alguns estudos tém demonstrado que o0 aumento de atividade de matriz
metaloproteinase (MMP) em midcitos cardiacos esta relacionado com o aumento de atividade
de ERK1/2 (Rude, Duhaney et al., 2005). Portanto, o efeito cardioprotetor do pré-tratamento
com espironolactona e eplerenona € mais uma vez confirmado, ja que sabe-se que as MMPs
desempenham papel critico da remodelagem do ventriculo esquerdo em resposta a espécies
reativas de oxigénio (Kinugawa, Tsutsui et al., 2000), citocinas inflamatorias (Siwik, Chang
et al., 2000) e angiotensina Il (Brilla, Zhou et al., 1994).
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Complementarmente, alguns estudos comprovaram que a ERK1/2 quando fosforilada
nos sitios de Thr202/Tyr204 esta relacionada com inducgdo de hipertrofia cardiaca e fibrose
intersticial (Grossmann, Benesic et al., 2005; Anne-Maj, Bollano et al., 2006).

O presente estudo demonstra que tanto a espironolactona como a eplerenona parecem
atuar em duas vias principais para protecdo do coracédo, sendo elas, inibi¢cdo ou diminuicdo da
proliferacdo de fibroblastos, o que diminui a fibrose cardiaca, e 0 aumento da proliferacdo de
cardiomidcitos, que auxiliaria da recuperacdo do coracdo lesado. Além disso, conseguimos
mostrar que essas drogas possuem efeitos cardioprotetores (proliferacdo de cardiomiocitos)
independentes de sua ligacdo ao receptor glicocorticoide.

Porém, ainda ndo sabemos se 0S mecanismos que envolvem essa protecdo estdo
relacionados com MR ou um outro receptor desconhecido ou ambos. Uma possibilidade para
desencadear todos esses mecanismos de cardioprotecdo seria a ativacdo de canais idnicos,
pois a literatura vem descrevendo vérias funcBes desses canais na fisiologia de diversos
processos, tais como regulacdo da pressdo sanguinea, relaxamento de musculos e nervos,
transducdo sensorial e proliferacdo celular, além de doencas cardiacas e insuficiéncia renal
(Bagal, 2013). Noés acreditamos que o principal canal i6nico envolvido no processo
cardioprotetor promovido pelas espironolactona e eplerenona possa ser 0s canais de potéssio
(K), pois sabe-se que tanto os canais de potassio dependentes de ATP (Katp) COMO 0S canais
voltagem-dependentes (K,) sdo expressos em cardiomidcitos e estdo envolvidos em uma série
de condi¢bes patofisioldgicas, inclusive infartos agudos de miocardio (Saito, 2002).
Entretanto, pouco se sabe sobre a relacdo de mudancas de atividade desses canais e as
doencas cardiovasculares.

Considerando-se todos esses dados e o embasamento bibliografico, nés conseguimos
construir um esquema que pode representar as vias evocadas pela espironolactona e pela
eplerenona no desenvolvimento de respostas cardioprotetoras, independente da via classica
(Figura 8).
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Figura 11: Esquema de um possivel mecanismo das vias de a¢do de espironolactona e eplerenona. Em destaque
(vermelho) as vias que sdo coincidentes para as duas drogas e em preto as vias ativadas somente por

espironolactona.
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6 — CONCLUSAO

Estudos de novas drogas necessitam de exaustivos ensaios e testes laboratoriais para
poderem, com seguranca, serem utilizadas na clinica médica. Peculiarmente, novos efeitos
relacionados aos antagonistas de receptor mineralocorticoide, focando, principalmente, na
cardioprotecdo, estdo sendo levantados pela clinica médica frequentemente, sendo que muitas
dessas acOes ainda encontrm-se sem uma justificativa tedrica que as embasem. Isso ocorre em
funcdo desses agentes terem sido inicialmente utilizados, unicamente, como simples
antagonistas de MR. Em nosso estudo, que pela primeira vez, avaliou comparativamente 0s
mecanismos intracelulares cardioprotetores da espironolactona e da eplerenona, podemos

concluir que:

A. Ambas promovem aumento da proliferacdo de cardiomiocitos e reversao de
proliferacdo de fibroblastos induzida pela aldosterona;

B. Sobre a participacdo dos segundos mensageiros, ambas sdo capazes de
mobilizar Ca** e GMPc, além de ativarem ERK1/2 e reverterem a ativacdo de

PKC promovida pela aldosterona;

Porém, devemos notar diferencas importantes encontradas entre essas duas drogas,

como:

A. Aumento de AMPc somente pela espironolactona;

B. Aumento de GMPc, promovido pela eplerenona e revertido na presenca de
aldosterona, diferente do que foi encontrado para a espironolctona;

C. Reducdo da proliferacdo de fibroblastos em relacdo ao controle, pela

espironolactona, o que ndo ocorreu com a eplerenona;

A andlise do conjunto de nossos dados implica em uma possivel resposta
cardioprotetora mais robusta da espironolactona em relacdo a eplerenona, apesar desse efeito
necessitar ser demonstrado clinicamente. E finalmente, fica claro que ndo podemos considerar
esse grupo farmacoldgico como apenas antagonistas de MR, uma vez que nossos dados,
somados aos encontrados na literatura, demonstram, claramente, a atividade de vias diretas
(independente de MR) tanto para espironolactona como para eplerenona, assim como ja vem

sido descrito para aldosterona.
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8.1 — Certificado de aprovacdo do comité de ética de uso animal
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MINISTERIO DA EDUCAGAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO :
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS ‘
Campus Universitario - Morro do Cruzeiro — ICEB-II, Sala 29 )
35400-000 - Ouro Preto - MG - Brasil
Fone (31) 3559 -1368 Fax: (31) 3559-1370 Unwersicade
Email: ceua@propp.ufop.br 0 4oy~
CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo no. 2011/83 do projeto, relativo ao uso de animais,
do projeto infitulado “AvaliacGo 'in vitro' do efeito cardioprotetor da
espironolactona e eplerenona em cardiomidcitos de ratos neonatos', que tem
como responsdvel o Prof. Dr. Mauro César Isoldi foi aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da UFOP (CEUA-UFORP).

Este certificado expira em 1/3/2013.

Ouro Preto, 22 de dezembro de 2011.
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