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RESUMO 

 

Antagonistas de receptores mineralocorticoides (MR) da aldosterona (espironolactona e 

eplerenona) possuem efeitos benéficos no tratamento de pacientes com doenças cardíacas.  

Porém, muitas dessas respostas se mostraram independentes do antagonismo de MR. 

Nosso objetivo foi estudar os mecanismos de ação dessas drogas que levam às respostas 

cardioprotetoras e avaliar comparativamente seus efeitos in vitro. Os ensaios foram realizados 

em culturas primárias de células cardíacas de ratos neonatos. Avaliamos o efeito proliferativo 

da espironolactona e eplerenona em cardiomiócitos e fibroblastos, na presença e na ausência 

de mifepristona e aldosterona, para avaliar o efeito per se dessas drogas. Espironolactona e 

eplerenona promoveram proliferação em cardiomiócitos, mesmo na ausência de aldosterona. 

Porém, em fibroblastos, somente espironolactona apresentou efeito anti-proliferativo e 

reverteu o efeito mitogênico da aldosterona, enquanto a eplerenona somente reverteu o efeito 

da aldosterona. Para elucidar as vias bioquímicas evocadas por essas drogas nos focamos na 

análise dos segundos mensageiros Ca
2+

, AMPc e GMPc e na atividade de PKC e ERK1/2, 

devido à importância dessas vias no processo cardioprotetor. Espironolactona é capaz de 

aumentar os níveis de Ca
+2

, AMPc, GMPc e atividade de ERK 1/2, e reverte a ação de 

aldosterona na atividade de PKC e ERK1/2. Eplerenona aumenta apenas os níveis de Ca
+2

, 

GMPc e atividade de ERK1/2, e também reverte a ação 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 rápidas, independente de MR, 

como aumento de AMPc, Ca
2+

 e GMPc pela espironolactona e Ca
2+

 e GMPc pela eplerenona. 

As diferenças encontradas entre a ação dessas drogas apontam para uma cardioproteção mais 

consistente promovida pela espironolactona, porém esses efeitos ainda precisam ser testados 

clinicamente.  

 

Palavras-chave: Cardioproteção. Cardiomiócitos. 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
2+

, 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
2+

, 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
2+

, 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
2+

 by spironolactone and eplerenone by Ca
2+

 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 – INTRODUÇÃO 

 

1.1 - ANTAGONISTAS DO RECEPTOR MINERALOCORTICÓIDE 

 

Dois importantes estudos clínicos, 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 os antagonistas de receptor 

mineralocorticoide (MR) reduzem a mortalidade em pacientes com insuficiência cardíaca e 

disfunção ventricular esquerda pós-infarto. O mecanismo responsável por essa diminuição da 

mortalidade promovida pelos antagonistas de MR pode envolver mudanças na excreção renal 

de eletrólitos e inibição da fibrose miocárdica (Danser, 2006). Adicionalmente, a 

superexpressão condicional de MR em corações de camundongos, na ausência de 

aldosteronemia, têm resultado em arritmias ventriculares severas (Ouvrard-Pascaud, Sainte-

Marie et al., 2005). Aparentemente, o MR cardíaco é responsável por desencadear arritmias, 

proporcionando assim um mecanismo adicional, através do qual, antagonistas do MR são 

responsáveis por reduzirem a mortalidade desses pacientes  (Danser, 2006). 

Um número crescente de estudos suporta algumas funções específicas do MR como 

um mediador do estresse oxidativo e subsequente inflamação, fibrose e aterosclerose. 

Elevações na aldosterona circulante são acompanhadas por um fenótipo vascular pró-

inflamatório e fibrogênico e uma vez que este fenômeno pode ser bloqueado por antagonistas 

de MR e anti-oxidantes, a aldosterona (via MR) parece também estar envolvida nesses efeitos 

(Danser, 2006). 

Em relação à promoção 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 à redução da atividade dessa 

enzima pelo aumento das concentrações 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 pressão arterial e a 

glicemia (Pessôa, 2010). 

  Órgãos como coração, vasos e sistema nervoso central são apontados como novos 

alvos da ação da aldosterona. A localização dos receptores de mineralocorticóides já foi 
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descrito, nos tecidos cardíacos (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 possíveis efeitos da aldosterona, mediados 

pela ativação dos receptores de mineralocorticóides nestes tecidos.  

Tais efeitos envolvem aumento da pressão sanguínea, hipertrofia do ventrículo 

esquerdo e fibrose cardíaca (Nappi e Sieg, 2011). No sistema vascular a aldosterona apresenta 

efeitos nocivos no endotélio, reduzindo a produção de óxido nítrico (Farquharson e Struthers, 

2000), além de aumento da resistência vascular sistêmica e aumento da atividade 

vasoconstritora da angiotensina II nas artérias coronárias (Nappi e Sieg, 2011). 

  Adicionalmente, no cérebro, a aldosterona pode exercer um papel fisiopatológico 

sobre a isquemia, através de remodelamento vascular, prova disso é que doses pequenas de 

espironolactona são capazes de prevenir acidente vascular cerebral de ratos hipertensos 

suscetíveis ao infarto (Dorrance, Osborn et al., 2001). 

Dentre os antagonistas de receptor mineralocorticoide usados em pesquisas científicas, 

estão alguns componentes da série RU (sintetizados pela empresa farmacêutica francesa 

Roussel-Uclaf), como o RU26752  e o RU28318 (Alzamora, Michea et al., 2000).  

Por também ser expresso no trato reprodutivo, inclusive nas células granulosas do 

ovário, alguns estudos sugerem que o receptor mineralocorticoide pode estar envolvido na 

regulação da síntese de progesterona. Nesse contexto, a progesterona por si só é um 

antagonista de MR e, curiosamente, também é a molécula progenitora para os antagonistas de 

MR em uso clínico, espironolactona e eplerenona (Fuller, Yao et al., 2012) 

Dessa forma, os principais antagonistas do MR disponíveis comercialmente até o 

presente momento são a espironolactona e a eplerenona, que têm demonstrado possuir 

excelentes efeitos no tratamento de pacientes com disfunção ventricular esquerda e evidência 

clínica de insuficiência cardíaca (IC) após infarto do miocárdio (Pitt, Zannad et al., 1999; Pitt, 

Remme et al., 2003). 

Embora a espironolactona e a eplerenona sejam usadas para melhorar o prognóstico de 

pacientes com insuficiência cardíaca grave, elas possuem diferenças estruturais significantes. 

A espironolactona é um anti-mineralocorticóide com efeitos progesterogênicos e anti-

androgênicos, enquanto a eplerenona é um derivado produzido para aumentar a seletividade 

ao receptor mineralocorticóide 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 atribuídos a este antagonismo 
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ocorrem mesmo na ausência de níveis elevados de aldosterona, demostrando que ainda falta 

muito conhecimento sobre o mecanismo desses fármacos nos diferentes tecidos e, 

principalmente no tecido cardíaco.  

Dessa forma, conhecendo-se os efeitos benéficos desses antagonistas (principalmente 

espironolactona e eplerenona) no tratamento de doenças cardíacas, um de nossos objetivos no 

presente trabalho é avaliar comparativamente o efeito per se dessas drogas na cardioproteção. 

 

1.1.1 – Espironolactona 

 

A Espironolactona (17-Hidroxi-7-α-mercaptana-3-oxo-17-α-pregn-4-eno-21-ácido 

carboxílico-γ-lactona-7-acetato) é o nome genérico e o princípio ativo do medicamento 

Aldactone®.  É praticamente insolúvel em água e acetato de etila, livremente solúvel em 

clorofórmio, levemente solúvel em éter, álcool metílico e óleos fixos. Possui peso molecular 

igual a  416,57 e fórmula química de C24H32O4S (Fig. 1).  

Ela e outros antagonistas do receptor da aldosterona foram desenvolvidos, 

originalmente, na tentativa de neutralizar os efeitos desse hormônio, principalmente os efeitos 

relacionados à excreção de potássio. A espironolactona, foi usada por décadas na 

administração de excesso de volume sanguíneo, embora geralmente exerça um papel 

secundário em relação aos diuréticos mais potentes (Nappi e Sieg, 2011).  

 

 

Figura 1: Estrutura química da espironolactona (17-Hidroxi-7-α-mercaptana-3-oxo-17-α-pregn-4-eno-21-ácido 

carboxílico-γ-lactona-7-acetato). 
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A espironolactona foi isolada pela primeira vez no início dos anos 60 (Funder, 2003) e 

tem sido usada para reverter efeitos adversos no sistema cardiovascular em muitos pacientes 

com doença cardíaca crônica como insuficiência cardíaca congênita e hipertrofia do 

miocárdio (Sohn, Yoo et al., 2010). No mesmo estudo foi demonstrado que, em corações de 

filhotes de rato da linhagem Spreague Dawley tratados com espironolactona 200mg/kg, a 

expressão da proteína p38 (subfamília de proteína quinase ativada por mitógeno que regula 

vários processos celulares, como inibição de crescimento celular e diferenciação 

celular, indução de apoptose  e respostas celulares à  inflamação) foi significativamente 

diminuída pelo antagonista, diminuindo, também, a apoptose dos miócitos de miocárdio nos 

ratos tratados. 

Adicionalmente, em ratos que sofreram uninefrectomia (extração da massa renal) e 

receberam tratamento com aldosterona e sal, a espironolactona foi capaz de prevenir a fibrose 

cardíaca, mesmo quando administrada em doses que não previnem a hipertensão e a 

hipertrofia ventricular esquerda (Weber, 2001).  

Altas doses de espironolactona também promoveram redução sérica na concentração de 

marcadores de síntese de colágeno (propeptídeo N-terminal de procolágeno tipo III) em 

pacientes com insuficiência cardíaca sintomática, devido à doença isquêmica do coração 

(Macfadyen, Barr et al., 1997).  Hayashi e colaboradores também demonstraram os efeitos 

benéficos da administração imediata (nas primeiras 24 horas) de espironolactona em pacientes 

após o infarto agudo do miocárdio (Hayashi, Tsutamoto et al., 2003). Esses estudos, portanto, 

sugerem uma atenuação na remodelagem estrutural cardíaca pela espironolactona. 

A espironolactona também é capaz de prevenir efeitos deletérios, não apenas da 

aldosterona, mas também de cortisol, dexametasona, RU486 (mifepristona - antagonista de 

Receptor Glicorticóide) e outros esteróides, diminuindo o tamanho da área infartada e a 

apoptose a níveis inferiores aos do controle (Mihailidou, Loan Le et al., 2009). Esse 

antagonista possui meia vida menor (T1/2 = 1.3-1.4 horas) que a eplerenona (T1/2 = 4-6 horas), 

porém é metabolizado em três metabólitos (7-α-(tiometil) espironolactona; 6-β-hidroxi-7-α-

(tiometil) espironolactona e carenona) com atividade prolongada e que são excretados pelos 

rins, sendo, então, necessário um estreito monitoramento caso a espironolactona seja 

administrada a pacientes com insuficiência renal, pois doses inapropriadas podem gerar uma 

não eliminação do antagonista, promovendo um acúmulo da droga e uma acumulação sérica 

de potássio (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 incorporação de [
3
H] timidina em fibroblastos cardíacos 

demonstraram uma inibição do efeito mitogênico da aldosterona (10 nM) pela espironolactona 

(0,1 µM) nesse tipo celular. A proliferação de fibroblastos cardíacos ativos, seguida de 

excesso de deposição de matriz, são as duas principais causas de desenvolvimento de estados 

patológicos e subseqüente fibrose cardíaca (Stockand e Meszaros, 2003). Dessa forma, a 

espironolactona pode prevenir a fibrose miocárdica, por bloquear os efeitos da aldosterona na 

formação de colágeno. 

Doses diárias de 12.5 a 25 mg de espironolactona têm efeitos farmacológicos no 

bloqueio de receptores da aldosterona e promovem diminuição da concentração de peptídeo 

natriurético atrial e hipercalemia (Pitt, Zannad et al., 1999). 

Uma limitação ao uso da espironolactona está associada com sua ação sobre os 

receptores de andrógenos e progesterona que permitem que ela tenha efeitos sexuais 

secundários tanto dose-dependente, como duração-dependente, que são responsáveis por sua 

tolerabilidade (Nappi e Sieg, 2011). De acordo com o RALES, esse antagonista está associado 

com 10% de incidência de ginecomastia ou mastodinia em homens (Pitt, Zannad et al., 1999). 

A aldosterona é um hormônio esteróide com uma estrutura química muito similar à 

progesterona e aos andrógenos. Todos estes hormônios são sintetizados a partir do colesterol. 

Assim, esse antagonista dos receptores mineralocorticóides também pode apresentar afinidade 

pelos receptores androgênicos, estrogênicos e progesterogênicos (Núñez e Tamargo, 2006). A 

Tabela 1, a seguir, mostra as diferenças de afinidades dos antagonistas da aldosterona e os 

diversos receptores. 

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

esteróides 

Receptor RO50 espironolactona (μmol/l)      RO50 eplerenona (μmol/l) 

Mineralocorticóide 0,002 0,081 

Glicocorticóide 2,899 >100 

Andrógeno 0,013 4,827 

Progesterona 2,619 >100 

Os valores expressam a concentração de fármaco necessária para inibir 50% da resposta obtida (RO50) com 0,5 

nmol/l de aldosterona (receptor mineralocorticoide), 5 nmol/l de dexametasona (receptor glicocorticóide) e 10 

nmol/l de  dihidrotestosterona (receptor de andrógenos) e a concentração de fármaco que produz uma ativação de 

50% dos receptores de progesterona. Fonte: Adaptado  de Lucía Núñez e Tamargo (2006, p. 37B) (Núñez e 

Tamargo, 2006) 
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1.1.2 – Eplerenona 

 

A eplerenona (9,11α-epoxi-17-hidroxi-3-oxo-17α-pregn-4-eno-7α,21-ácido 

dicarboxilico-γ-lactona metil este) é o nome genérico e o princípio ativo do medicamento 

Inspra®. Possui peso molecular igual a 414,50 e fórmula química de C24H30O6 (Fig.2). Além 

de ser um antagonista competitivo da aldosterona, derivado da espironolactona, ela possui 

seus efeitos progesterônicos e anti-androgênicos minimizados, o que potencializa sua 

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

 

 

Figura 2: Estrutura química da eplerenona (9,11α-epoxi-17-hidroxi-3-oxo-17α-pregn-4-eno-7α,21-ácido 

dicarboxilico-γ-lactona metil este). 

Atualmente, a eplerenona vem sendo muito usada por não possuir os efeitos colaterais 

gerados pela espironolactona em tratamentos crônicos. Como visto na Tabela 1, a eplerenona 

possui baixíssima afinidade pelos receptores de glicocorticóides e de progesterona, já que são 

necessárias concentrações superiores a 100 μmol/l para ativar os receptores de progesterona e 

para inibir os receptores glicocorticóides. Porém, quando se compara a afinidade da 

espironolactona e da eplerenona pelos receptores mineralocorticóides, se observa que a 

eplerenona também apresenta uma afinidade 40 vezes menor. 

Entretanto, estudos in vivo têm demonstrado que ambos os fármacos possuem uma 

potência similar no bloqueio de MR. Uma possível explicação para essa discrepância pode ser 

a diferença na proporção da união de proteínas plasmáticas dos dois fármacos, já que a 

proporção de ligação da espironolactona é de 90%, enquanto a de eplerenona é de 49% 

(Núñez e Tamargo, 2006; Nappi e Sieg, 2011). A principal diferença estrutural entre a 
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espironolactona e a eplerenona é a substituição do grupo α-tio acetil por um grupo 

carbometoxi no carbono 17 e a introdução de uma ponte 9α e 11α (Fig.3) (Pitt, Remme et al., 

2003). Essa diferença estrutural é responsável por conferir à eplerenona uma maior 

seletividade para o MR. 

 

 

 

Figura 3:  Estruturas químicas da espironolactona e da eplerenona. Fonte: Adaptado de Lucía  

Núñez e Tamargo (2006, p. 36B) (Núñez e Tamargo, 2006). 

 

 

O EPHESUS demonstrou que adição diária de eplerenona (50mg) no tratamento de 

pacientes que sofreram infarto agudo do miocárdio resultou na redução da mortalidade e na 

hospitalização desses pacientes por motivos cardiovasculares (Alzamora, Marusic et al., 2003; 

Michea, Delpiano et al., 2005). 

Esse antagonista, além de ser capaz de antagonizar algumas ações não genômicas da 

aldosterona na atividade vascular, que se produzem pela ativação de diversas vias de 

sinalização como, por exemplo, MAPK, PKC e PI3K (Núñez e Tamargo, 2006), também 

produz um efeito anti-hipertensivo, como conseqüência do bloqueio do MR, tanto em tecidos 

epiteliais, como nos não epiteliais. Assim, a eplerenona antagoniza o aumento da reabsorção 

de Na
+ 

e água nos túbulos distal e coletor provocado pela aldosterona e aumenta a excreção de 

K
+  

(Faiez Zannad, Karl Swedberg et al., 2011).  
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1.2 – ALDOSTERONA 

 

A aldosterona é o mais importante hormônio mineralocorticoide, e em mamíferos é 

sintetizada a partir do colesterol (Fig. 4) na zona granulosa do córtex da supra-renal. Ela 

exerce papel essencial na homeostase de água e eletrólitos (retenção de sódio e aumento de 

volume sanguíneo). Sua fórmula e peso molecular são C21H28O5 e 360.4 [g/mol], 

respectivamente. Esse hormônio exerce os seus efeitos de regulação e reabsorção de solutos 

nos tecidos epiteliais dos rins, do cólon e em tecidos não-epiteliais, tais como o cérebro e o 

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

 

 

 

 Figura 4: Biossíntese da Aldosterona. CYP: isoformas de citocromo P450; 3β-HSD: 3βhidroxiesteroide-

deshidrogenase. Fonte: Lucía Núñez e Tamargo (2006, p. 32B) 

 

Esse hormônio está inserido em uma importante cascata de sinalização de proteção dos 

rins que se inicia com a queda de pressão arterial, conhecida por sistema renina-angiotensina-

aldosterona (RAAS). O RAAS é um sistema neuroendócrino complexo, responsável pela 

modulação do equilíbrio hidroeletrolítico e regulação da pressão arterial. Através das suas 

múltiplas interações, esse sistema contribui para a proteção do tecido endotelial, cardíaco, 

cerebral e renal. Adicionalmente, ele regula ainda a resposta do endotélio à inflamação e a 
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lesão. A sua ativação crônica induz hipertensão e perpetuação de uma cascata pró-

inflamatória, pró-trombótica e aterogênica, e é a base da lesão de vários órgãos-alvo (coração, 

cérebro, rim, endotélio). Dessa forma, o estudo do RAAS constitui um alvo terapêutico 

importante nestas situações (Giestas, Palma et al., 2010). 

Quando o RAAS entra em ação, estimula a secreção de renina, que é sintetizada pelas 

células justaglomerulares da arteríola aferente do rim, em resposta a uma diminuição no 

volume intravascular, detectado pelos barorreceptores e por uma redução da concentração de 

sódio na mácula densa. A renina catalisa a hidrólise de angiotensinogênio em AngI que depois 

é convertida em AngII pela enzima conversora de angiotensina (ECA), presente nos pulmões 

e tecido vascular. A AngII atua no músculo liso vascular para causar vasoconstrição, e na 

zona granular da adrenal para estimular a secreção de aldosterona. A resposta adrenal a AngII 

ocorre em poucos minutos, o que mostra que nenhuma síntese proteica é necessária (Alves, 

2007). 

A ação da aldosterona sobre receptores mineralocorticóides nos rins causa retenção de 

sódio e subseqüente aumento no volume sanguíneo. Esse hormônio atua promovendo a 

reabsorção de sódio e excreção de potássio (Alves, 2007). A água segue o movimento do 

sódio, via osmose, estabilizando o volume plasmático e, consequentemente, a pressão arterial    

(Balakumar e Jagadeesh, 2010). Consequentemente, o excesso de aldosterona causa 

hipertensão, que é conhecida por apresentar efeitos adversos no sistema cardiovascular 

(Takeda, 2004). Entretanto, existem também evidências de que a aldosterona exerça efeitos 

diretos sobre o sistema cardiovascular, independentes do aumento de pressão sangüínea, pois 

o excesso de aldosterona parece promover conseqüências adversas, não só em pacientes com 

hipertensão, mas também em pacientes com diabetes mellitus e doença renal crônica 

(Swedberg, 1990; Rossier, Python et al., 2010). 

Uma ativação anormal do sistema renina-angiotensina-aldosterona está diretamente 

correlacionada com a incidência e extensão de danos em órgãos-alvo como: hipertrofia 

ventricular esquerda, insuficiência cardíaca congestiva, hipertrofia vascular, remodelamento 

ventricular após infarto do miocárdio e doenças renais. Além disso, foi demonstrado que o 

aumento crônico da concentração de aldosterona no plasma contribui para problemas 

fisiopatológicos do coração (Dooley, Harvey et al., 2011b). Além dos efeitos conhecidos da 

aldosterona na regulação da homeostase de sódio e água, ela também pode produzir mudanças 

estruturais deletérias nos tecidos, por indução da hipertrofia e a desregulação da proliferação e 

apoptose, levando a fibrose e remodelamento do tecido (Oberleithner, Ludwig et al., 2004). 
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Células endoteliais respondem diretamente a mineralocorticóides com aumento de 

volume, (Oberleithner, 2005) e enrijecimento (Rossi, Sacchetto et al., 1996; Balakumar e 

Jagadeesh, 2010). As células cardíacas também são capazes de responderem à aldosterona. 

Isso é comprovado por estudos que demonstraram que pacientes com aldosteronismo primário 

têm um aumento de risco de hipertrofia do ventrículo esquerdo, comparados a pacientes 

hipertensos de severidade semelhante (Stowasser, 2005).  

Estudos realizados com pacientes normotensos e pacientes normotensos com 

aldosteronismo primário familiar tipo I (aldosteronismo supressível por glicocorticóides no 

qual, a enzima da aldosterona sintase é regulada por ACTH, ao invés de ser regulada por 

angiotensina II) demonstraram que o excesso de aldosterona está associado com aumento da 

espessura da parede do ventrículo esquerdo e redução da função diastólica, mesmo na 

ausência de hipertensão (Pitt, Zannad et al., 1999; Lemarie, Simeone et al., 2009; Xue, Beltz 

et al., 2011). 

O Randomized ALdactone Evaluation Study (RALES) demonstrou que a aldosterona 

desempenha papel fundamental em doenças cardíacas (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 cardíaca 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 produção de colágeno em fibroblastos cardíacos (Brilla, 

Matsubara et al., 1993) e in vivo aumenta a deposição de colágeno, fibrose e necrose (Rossier, 

Python et al., 2010)  

Os efeitos prejudiciais da aldosterona sobre o coração incluem a indução de 

inflamação vascular e lesão, hipertrofia e fibrose do miocárdio, arritmia ventricular e 

disfunção cardíaca (Nagata, Somura et al., 2002). Estudos clínicos e experimentais têm 

demonstrado que o bloqueio do RAAS com inibidores de enzimas conversoras de 

angiotensina, bloqueadores do receptor de angiotensina II do tipo 1 (AT1) ou antagonistas de 

receptores mineralocorticóides (MR) promovem substancial proteção cardiovascular (Rossier, 

Python et al., 2010). O eixo, aldosterona receptor mineralocorticoide, coloca-se, assim, como 

possível alvo terapêutico, independente do eixo renina-angiotensina-aldosterona. Estas 

observações têm implicações terapêuticas, dado o fato de que o MR se torna um dos 

principais alvos de medicamentos farmacológicos na prática clínica para prevenir a 

descompensação da função cardíaca e evolução para insuficiência cardíaca e arritmias letais 

(Chun, Bloem et al., 2003). 



  Introdução 33 

 

Pacientes que sofrem infarto do miocárdio são tratados com antagonistas de receptores 

mineralocorticoides da aldosterona. Os altos níveis de aldosterona apresentados por esses 

pacientes são associados com o aumento de fibrose e morte do miocárdio. Aldosterona é, 

atualmente, reconhecida como potencialmente cardiotóxica, embora seus efeitos locais no 

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

 

1.3 - RECEPTOR MINERALOCORTICÓIDE 

 

 A aldosterona é conhecida por possuir dois mecanismos de ação. O mecanismo de 

ação direto da aldosterona foi descrito mais recentemente, e ao contrário do mecanismo 

genômico, as respostas rápidas da aldosterona ocorrem dentro de segundos a minutos, não 

envolvendo a transcrição ou tradução e são capazes de modular, direta ou indiretamente as 

respostas depois da via genômica (Losel, Falkenstein et al., 2003). Estes efeitos se 

caracterizam por serem extremamente rápidos (no máximo minutos), insensíveis aos 

inibidores de transcrição (actinomicina D) e de síntese proteica (cicloexemida) e por 

apresentarem um perfil farmacológico diferenciado com relação ao agonismo e antagonismo 

(Yang, Chang et al., 2010). A ação direta da aldosterona será melhor discutido no item 1.5.  

O mecanismo de ação genômica desse hormônio está presente em seus órgãos-alvo 

através da ligação a seus receptores MR, localizados na região externa da membrana nuclear 

(Funder, Pearce et al., 1988; Lombes, Binart et al., 1993; Yang, Chang et al., 2010). Uma vez 

ativado, o então formado, complexo receptor-aldosterona transloca-se para o núcleo, ligando-

se a regiões específicas do DNA, que são similares aos dos glicocorticóides, progesterona e 

hormônios andrógenos (Bernard, Wang et al., 2009). Após a ligação ao DNA, o complexo 

receptor-hormônio estimula a transcrição de genes alvos que incluem os genes responsáveis 

por codificar proteínas para os canais amilorida de sódio sensíveis ENaC, Na/K-ATPase, 

SGK e quinases. Todas essas proteínas são fatores chave no controle da reabsorção de sódio 

no organismo (Heineke e Molkentin, 2006). 

Existem vários estudos que enfocam a ação da aldosterona nos rins, porém são 

crescentes os estudos sobre sua ação no coração, que mostram vários fatores de transcrição 

que funcionam como importantes mediadores da expressão gênica hipertrófica (Bueno, De 

Windt et al., 2000). Estudos demonstram que o melhor candidato para caracterizar essa 

expressão talvez seja o fator GATA4 (fator de transcrição com habilidade para se ligar à 

sequência “GATA” do DNA). contendo a transcrição que regulamenta o desenvolvimento e 
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diferenciação da expressão gênica específica cardíaca (Akazawa e Komuro, 2003). O GATA4 

durante o estresse fisiopatológico medeia a indução de genes que estão envolvidos na 

hipertrofia cardíaca (Marver, Stewart et al., 1974).  

No final dos anos 1960, evidências para a presença de determinados receptores de 

corticosteróides foram mostrados inicialmente por Porter e Edelman (Porter e Edelman, 

1964). Posteriormente, receptores tipo I, e tipo II de corticosteróides foram descritos e 

identificados como mineralocorticóide (MR) e receptor glicocorticóide (GR) (Yang, Chang et 

al., 2010).  

O receptor mineralocorticóide é um membro da superfamília de receptores nucleares 

(Funder, Feldman et al., 1972), e foi caracterizado como um dos principais reguladores da 

reabsorção de sódio nos rins, (Greenwood, Butler et al., 2003). Posteriormente, o MR foi 

clonado e caracterizado em várias espécies, incluindo peixe-zebra, (Sturm, Bury et al., 2005) 

e truta arco-íris, (O'malley, 2008).  

 No final de 1990, foram identificados co-reguladores de transcrição do MR nos genes 

alvo da aldosterona. Este receptor é agora reconhecido como um fator de transcrição essencial 

envolvido em muitos processos fisiológicos e patológicos (Fuller, Yao et al., 2012). 

Receptores mineralocorticoides podem ser encontrados tanto em tecidos epiteliais como 

em não epiteliais. Em alguns tecidos epiteliais como o pulmão, ainda não é bem estabelecida a 

função do MR no transporte de eletrólitos. No tecido adiposo, este receptor parece ter papel 

fundamental na diferenciação de adipócitos. Já no sistema cardiovascular, o MR é expresso 

não somente em cardiomiócitos, 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 coexpressão do receptor com a enzima 11β-hydroxiesteroide 

desidrogenase tipo 2 (11βHSD2). A 11βHSD2, quando presente, é responsável pela ativação 

seletiva do MR pela aldosterona, já que eles podem ser ativados tanto pela aldosterona como 

pelo cortisol e corticosterona (Mihailidou, Loan Le et al., 2009). Como em cardiomiócitos 

essa enzima é expressa em baixíssimos níveis (Rossier, Python et al., 2010), o MR cardíaco in 

vivo será continuamente ocupado por glicocorticoides, porém, de acordo com Funder (Funder, 

2009) não será ativado na ausência de danos do tecido ou estresse oxidativo. 

O gene que codifica o MR humano é o NR3C2 e está localizado no cromossomo 4, na 

região q31.1 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, 1α e 1β, são traduzidos, e os oito 

éxons seguintes, codificam a proteína inteira do MR com 984 aminoácidos. Como todos os 

membros da superfamília de receptores nucleares, o MR tem três grandes domínios 
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funcionais: um domínio N-terminal, seguido por um domínio central de ligação ao DNA, e 

uma região da dobradiça vinculando-os a um domínio 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 ação do MR difere dos genes regulados por GR, possuindo uma 

sobreposição limitada, sugerindo um papel específico da ativação do MR no coração 

(Latouche, Sainte-Marie et al., 2010). 

A resposta à via genômica da aldosterona envolve dimerização do receptor 

mineralocorticóide, dissociação das proteínas de choque térmico (pertencentes a uma classe 

de chaperonas moleculares, que são proteínas responsáveis pelo correto dobramento de outras 

proteínas sintetizadas e pela prevenção da agregação protéica) do MR (Funder, Pearce et al., 

1988; Lombes, Oblin et al., 1992), translocação do complexo aldosterona-MR para o núcleo e 

a concomitante regulação da expressão gênica. 

Nos rins, a aldosterona age regulando e efetuando a manutenção do pH intracelular que 

é importante para as funções desempenhadas pela célula e para a sua proliferação. A 

regulação deste pH envolve mecanismos complexos e não uniformes, dependendo do tipo 

celular analisado, com a participação de vários transportadores iônicos presentes na 

membrana plasmática (NA
+
/H

+
ATPase, H

+
/K

+
 ATPase, Cl

-
/HCO3

-
e Na

+
/HCO3

-
), 

funcionando, assim, como tampões intracelulares (Fernandes-Rosa, 2006). 

Esta ação conhecida da aldosterona, após a ligação ao seu receptor clássico MR, leva 

algumas horas para se completar, uma vez que envolve mecanismos gênicos e subsequente 

síntese protéica. Esse receptor atua como fator de transcrição dependente da ligação ao 

hormônio (aldosterona), exercendo seus efeitos através da indução ou repressão de genes 

alvos específicos (Yang, Chang et al., 2010). A ativação patológica do MR causa fibrose e 

insuficiência cardíaca, mas a utilização clínica de alguns antagonistas do MR é limitada pelos 

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

 

1.4 – RECEPTORES GLICOCORTICÓIDES 

 

Hormônios corticosteróides são divididos em glicocorticóides e mineralocorticóides, os 

quais são secretados pelo córtex adrenal. Os níveis dos corticosteróides são regulados por 

mecanismos de “feedback” envolvendo o eixo hipotalâmico-pituitária-adrenal (HPA). 

Mudanças ambientais ativam o eixo HPA elevando os corticosteróides (Peter, Beato et al., 
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1989). O cortisol é o glicocorticóide fisiológico dos humanos enquanto nos roedores é a 

corticosterona. Glicocorticóides atuam via receptor GR e influenciam o metabolismo celular e 

processos inflamatórios. Aldosterona atua via receptores mineralocorticóides e controla o 

transporte através de membranas. GR e MR são fatores de transcrição com especificidade de 

ligação, que ao se ligarem às proteínas “heat shock” em seu estado inativado são translocados 

para o núcleo. Elementos específicos responsivos a glicocorticóides estão presentes nos genes, 

intermediando efeitos sobre a transcrição gênica (Farman e Rafestin-Oblin, 2001). 

Os receptores glicocorticóides, assim como, os mineralocorticóides pertencem à família 

dos receptores nucleares que incluem os receptores para os hormônios esteroides, da tireóide, 

vitamina D3, ácido retinóico e outros numerosos receptores órfãos para os quais ainda não se 

tem ligantes conhecidos (Ju, Wang et al., 2009). Estes receptores foram identificados nos anos 

1980 (Yamamoto, 1985; Miesfeld, Rusconi et al., 1986) e são moléculas importantes na 

sinalização endócrina, no controle de reprodução, desenvolvimento, metabolismo e nas 

respostas celulares especializadas como inflamação e imunidade. GRs estão presentes no 

citoplasma como complexo multiproteico contendo (co) chaperonas semelhantes às proteínas 

de choque térmico (HSPs) e imunofilinas (Franchimont, 2004). 

Após sua ligação com o glicocorticóide no citoplasma, o receptor ativado é translocado 

para o interior do núcleo e, subsequentemente ligado à elementos responsivos do GR (EGRs) 

nas regiões promotoras dos genes alvos (Lowenberg, Tuynman et al., 2005) resultando na 

ativação ou inibição do RNAm e síntese protéica como, ativador de proteína 1 (AP1) e fator 

nuclear Kb (NFkB) (Hafezi-Moghadam, Simoncini et al., 2002). Porém, recentemente, alguns 

estudos vêm demonstrando alguns efeitos de glicocorticóides mediados por mecanismos não 

genômicos como, por exemplo, a ativação não-transcricional de eNOS por corticosteróides 

(Ju, Wang et al., 2009). 

Além de seus efeitos genômicos, estudos recentes têm noticiado efeitos não genômicos 

de receptores glicocorticoides, que podem ser mediados via GR ligado à membrana ou 

citosólico (Song e Buttgereit, 2006). Adicionalmente, pesquisas indicam que os efeitos não 

genômicos de glicocorticoides podem ser parcialmente responsáveis pelos seus efeitos 

benéficos em doenças cardiovasculares (Pitzalis, Pipitone et al., 2002). 

O gene que expressa o receptor glicocorticóide está localizado no cromossomo 18 e é 

formado por 8 éxons e 7 íntrons, abarangendo mais de 60 kb do genoma de rato, com a 

codificação de proteínas a partir do éxon 1 (Patrick W.F. Hadoke, 2009). Duas isoformas 

diferentes de GR, GRα e GRβ, foram identificadas em humanos. O GRα desempenha papel 

importante no efeito genômico de glicocorticoides. Ele tem alta afinidade para esses 
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hormônios e está presente em praticamente todos os organismos (Oakley, Webster et al., 

1997), enquanto o GRβ tem papel negativo sobre o GRα através de formação de 

heterodímeros GRβ /GRα (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 regiões (Fig. 5). 

A região NH2-terminal A/B abriga uma função de ativação autônoma. O domínio central C 

funciona como domínio de ligação do DNA e é altamente conservado. E a região hidrofílica 

D forma uma articulação entre o domínio de ligação do DNA e o COOH-terminal de ligação 

do ligante (E) (Latouche, Sainte-Marie et al., 2010).  

 

 

   

Figura 5: Representação esquemática da estrutura do MR humano (hMR) e receptor glicocorticóide (hGR) 

com a porcentagem de aminoácidos idênticos que aparecem em cada domínio (A-E). Fonte: Farman e 

Rafestin-Oblin (2001, p. F182). 

 

Como visto na Figura 3, embora exista uma homologia menor que 15% entre a região 

NH2-terminal do MR e do GR, o domínio de ligação do ligante e o domínio de ligação do 

DNA são muito homólogos, 57% e 94% respectivamente.   

O receptor mineralocorticóide é sempre co-expresso de forma íntima com o receptor 

glicocorticóide em células epiteliais do néfron distal, cardiomiócitos, neurônios e outros alvos 

não-clássicos como queratinócitos e adipócitos (Farman e Rafestin-Oblin, 2001). A definição 

de eventos celulares mediados separadamente por MR vs. mediados por GR ainda não é bem 

compreendida, pois esses receptores compartilham ligantes comuns e parecem atuar de forma 

complementar (Latouche, Sainte-Marie et al., 2010). Em particular, o MR se liga de forma 

similar com alta afinidade (constante de dissociação 0.5-1.0 nm) tanto à aldosterona como a 

glicocorticóides, que são de 100 a 1000 vezes mais abundantes no plasma que esse hormônio 
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mineralocorticóide. Entretanto, o GR tem afinidade inferior para ambos os hormônios 

(constate de dissociação 10-30nm) (Patrick W.F. Hadoke, 2009).  

Assim, a capacidade de glicocorticóides de estimular tanto GR e MR, para mediar ações 

contrárias dependendo da concentração de esteróides, e para regular fatores sistêmicos de 

risco cardiovascular, bem como propriedades funcionais e estruturais de células cardíacas, 

vasculares e inflamatórias, torna difícil determinar quais mecanismos contribuem para 

patogênese cardiovasculares (Rafiq, Nakano et al., 2011). 

Apesar dos altos níveis de glicocorticóides circulantes, a ativação seletiva do MR pela 

aldosterona em tecido epitelial e células da musculatura lisa é adquirida pela co-expressão da 

enzima 11β-hydroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (11βHSD2), que é responsável por 

transformar glicocorticóides em metabólitos inativos (cortisona em humanos e 11-

desidrocorticosterona em roedores) (Anastasia S. Mihailidou, 2009). Porém, essa enzima é 

expressa em baixíssimas concentrações em cardiomiócitos. Dessa forma, o MR dessas células 

são ocupados, mas não ativados, por altos níveis de glicocorticóides circulantes. Esses 

glicocorticóides não mimetizam a aldosterona, mas atuam como antagonistas de MR, só 

ativando-o na presença de estresse celular (Mihailidou, Loan Le et al., 2009). 

Os antagonistas de receptor glicocorticoide mais usados atualmente são 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 clássicos de MRs como a 

espironolactona, curiosamente, também podem bloquear GRs quando usada em altas doses, 

devido à sua baixa especificidade para MRs (Couette, Marsaud et al., 1992). 

O papel do GR na função cardíaca ainda é bem controverso. Anastasia e colaboradores, 

em 2009, demonstraram que altas concentrações de cortisol, em um modelo de isquemia-

reperfusão, pode produzir apoptose de cardiomiócitos (Mihailidou, Loan Le et al., 2009) via 

ativação de MR e GR (Rossier, Python et al., 2010). Da mesma forma, outros estudos também 

demonstraram efeitos deletérios produzidos por níveis alterados de cortisol (Patrick W.F. 

Hadoke, 2009), assim como efeitos no aumento de risco cardiovascular causado por excesso 

de glicocorticóide sistêmico, devido ao aumento da secreção de esteróides endógenos ou 

tratamento exógeno crônico (Pearl Jm e Jy., 2002). Porém, os glicocorticóides são geralmente 

considerados como hormônios cardioprotetores. Alguns estudos têm demonstrado atenuação 

de apoptose miocárdica em porcos neonatos (Chen Qm e S., 2005) e cardiomiócitos de ratos 

neonatos (Hadoke, 2001). Alguns outros estudos também vêm mostrando propriedades anti-

inflamatórias, anti-proliferativas e anti-migratórias bem estabelecidas dos glicocorticóides que 
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podem vir a servir como um possível inibidor terapêutico para aterosclerose e restenose após 

intervenção coronariana percutânea (Gustafsson e Brunton, 2000). 

Diante destes dados, não se sabe se os efeitos cardioprotetores da espironolactona e 

eplerenona são promovidos de forma independente da via clássica (antagonismo de receptor 

MR), pela ativação de GR ou ambas já que os antagonistas de MR também possuem afinidade 

por receptores glicorticóides, e os próprios hormônios glicorticóides possuem histórico de 

cardioproteção.  

 

1.5 – RESPOSTA DIRETA DE AGONISTA E ANTAGONISTAS DE MR 

 

Inibidores de transcrição e tradução não interferem na ação rápida da aldosterona, 

demonstrando que esse hormônio mineralocorticoide possui efeitos não genômicos mediados 

por vias de transdução de sinal adicionais (Losel, Falkenstein et al., 2003). 

A ação rápida da aldosterona em células da musculatura lisa vascular, artérias humanas 

e cardiomiócitos, sugere que a aldosterona desenvolve papel fundamental na regulação das 

funções cardiovasculares. 

Efeitos a curto prazo da aldosterona também incluem mudanças nas concentrações de 

cálcio intracelular, inositol trifosfato (IP3) e ativação de proteína quinase C (PKC) 

(Mihailidou, Bundgaard et al., 2000). Além disso, estudos recentes têm demonstrado que a 

aldosterona também possui efeito rápido, mas transitório, 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 não genômico da aldosterona em Na
+
, K

+
 - ATPase em tecido vascular de 

rato. Da mesma forma, outros estudos também vêm demonstrando a capacidade da eplerenona 

de bloquear outros efeitos da ação rápida da aldosterona, como por exemplo, a vasoconstrição 

nos vasos de resistência mesentéricos, promovida por esse hormônio, e efeitos não genômicos 

na variação de Ca
2+ 

intracelular e em níveis de pH (Michea, Delpiano et al., 2005). Além 

disso, a eplerenona foi capaz de reverter alguns efeitos diretos da aldosterona na reatividade 

vascular, que são produzidos pela ativação de diversas vias de sinalização, 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 o momento, somados ao fato 

de que a espironolactona e eplerenona possuem excelentes efeitos no tratamento de pacientes 
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com disfunção ventricular esquerda e evidência clínica de insuficiência cardíaca (IC), após 

infarto do miocárdio, (Nunez, Valero et al., 2006) e que, além disso, baixas doses de 

espironolactona reduzem a área infartada e apoptose celular em ratos, adrenolectomizados ou 

não, submetidos a isquemia e reperfusão cardíaca (Mihailidou, Loan Le et al., 2009), 

fornecem indícios de que a espironolactona e a eplerenona possam proteger o coração 

independente do seu efeito antagonista sobre a aldosterona. 

Finalmente, temos elementos teóricos que nos permitem sugerir que tanto a 

espironolactona como a eplerenona são capazes de promover uma proteção substancial ao 

sistema cardiovascular, independente de sua via clássica que baseia-se no antagonismo 

competitivo com a aldosterona. Dessa forma, tendo-se em vista as importantes conseqüências 

da ação da aldosterona sobre o coração e somando-se a ação benéfica da espironolactona e 

eplerenona sobre este órgão, nossa proposta será descobrir os mecanismos de ação celular da 

espironolactona e da eplerenona, de forma comparativa, que levam às respostas 

cardioprotetoras, independente de sua via clássica ou de uma possível ligação aos receptores 

glicocorticoides.  
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2 – OBJETIVOS 

 

2.1 – OBJETIVO GERAL 

 

 

 O objetivo geral do presente estudo foi compreender os mecanismos de ação celular da 

espironolactona e da eplerenona que levam a diferentes respostas cardioprotetoras, 

independente de sua via clássica (antagonismo do MR) e realizar um estudo comparativo 

entre os efeitos dessas drogas, através das vias de sinalização evocadas por elas, em 

cardiomiócitos primários de ratos neonatos. Em fibroblastos, foram avaliados somente os 

efeitos dessas drogas na proliferação celular. 

 

2.2 – OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

1 - Produzir de culturas primárias de cardiomiócitos e fibroblastos; 

2 - Avaliar a proliferação celular de cardiomiócitos e fibroblastos induzida por 

espironolactona e eplerenona na presença e ausência de mifepristona e aldosterona; 

3 - Avaliar a viabilidade celular das culturas primárias através de incorporação de 

iodeto de propídio por citometria de fluxo; 

4 – Determinar a participação dos segundos mensageiros Ca
+2

, AMPc e GMPc  em 

células primárias de cardiomiócitos tratadas com espironolactona e eplerenona na presença e 

ausência de aldosterona; 

5 – Derteminar a atividade de PKC em cardiomiócitos primários tratados com 

espironolactona e eplerenona na presença e ausência de mifepristona e aldosterona; 

6 – Determinar a atividade ERK1/2 através de western blot em cardiomiócitos 

primários tratados com espironolactona e eplerenona na presença e ausência de mifepristona e 

aldosterona; 

 

Observação: Os segundos mensageiros Ca
2+

, AMPc e GMPc, assim como a atividade de 

PKC e ERK1/2 foram escolhidos em função da importância de suas vias no processo 

cardioprotetor. 
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3 – MATERIAS & MÉTODOS 

 

 

3.1 – ANIMAIS 

 

 

Para obtenção de cardiomiócitos e fibroblastos, foram utilizados filhotes neonatos 

de ratos da linhagem Wistar, de dois dias de idade e de ambos os sexos, pesando em 

média 5g (Fig.4). Estes permaneceram juntamente com a mãe até o dia do experimento. 

Os animas foram provenientes do Centro de Ciência 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 período diurno (das 07:00 às 19:00 horas) e 12 horas 

de período noturno (das 19:00 às 07:00 horas) mantidos artificialmente. Receberam água 

e ração Purina® “ad libitum”. Todas as recomendações do Comitê de Ética em Pesquisa 

Animal foram seguidas. Pesquisa aprovada pelo Comitê de Ética (CEUA-UFOP), 

protocolo número 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
-6

M] (Stockand e Meszaros, 

2003) 

3- Células tratadas com eplerenona [10
-6

M] (Zhang, Jia et al., 2007) 

4- Células tratadas com mifepristona [10
-5

M] (Mihailidou, Loan Le et al., 

2009) 

5- Células tratadas com espironolactona [10
-6

M] e mifepristona  [10
-5

M] 

6- Células tratadas com eplerenona [10
-6

M] e mifepristona  [10
-5

M] 

7- Células tratadas com aldosterona [10
-7

M] (Walczak, Gaignier et al., 

2011; Morais. C, 2013) 

8- Células tratadas com espironolactona [10
-6

M] e aldosterona [10
-7

M] 

9- Células tratadas com eplerenona [10
-6

M] e aldosterona [10
-7

M] 

10- Células tratadas com mifepristona [10
-5

M] e aldosterona [10
-7

M] 

11- Células tratadas com espironolactona [10
-6

M], mifepristona [10
-5

M] e 

aldosterona [10
-7

M] 

12- Células tratadas com eplerenona [10
-6

M], mifepristona [10
-5

M] e 

aldosterona [10
-7

M] 

  

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

e as concentrações acima citadas. 
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                          Figura 7: Organograma das etapas do trabalho 
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3.3 – SOLUÇÕES UTILIZADAS NOS ENSAIOS  

 

Tabela 2: Composição da solução de ADS 1x, pH = 7,35 

Componentes Quantidade 

Água Milli-q  1 L 

NaCl 6,8 g 

HEPES 4,76 g 

Na2HPO4, 0,138 g 

D-glucose 1,0 g 

KCl 0,4 g 

MgSO4 0,195 g 

 

Tabela 3: Composição da solução de BRDU [10
-2

M] (5-Bromo-2'-deoxyuridine) 

Componentes Quantidade 

Água Milli-q 165 mL 

BRDU 0,5 g 

 

Tabela 4: Composição 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 0,5 mL 

Solução de BRDU [10
-2

M] 50 µL 

 

Tabela 5: Composição da solução tampão de digestão 

Componentes Quantidade 

ADS 50 ml 

Colagenase tipo II 10 mg 

Pancreatina 30 mg 

 

Todas as soluções utilizadas para cultivo e manutenção das culturas de cardiomiócitos 

foram esterilizadas em membrana Millipore 0,22 µm. 
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3.4 – PREPARO DAS CULTURAS PRIMÁRIAS DE CARDIOMIÓCITOS E 

FIBROBLASTOS 

 

O protocolo de extração dos cardiomiócitos 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 algodão embebido em álcool 70% e 

decapitados para extração do coração. Em seguida, os corações foram colocados em 

solução tampão ADS 1x (Tab. 2) e seccionados em dois ou três pedaços que foram 

colocados em um tubo para centrífuga de 50 mLcontendo 6 mLde tampão digestão (Tab. 

5). 

A primeira digestão tem o intuito de lavar o restante de sangue da amostra, por isso 

a mesma tem a duração de apenas 10 minutos, em banho maria à 37°C sob agitação de 

aproximadamente 200 rpm. Após a lavagem, o tampão foi desprezado e em seguida 

foram adicionados outros 6 mLdo tampão de digestão. O tubo foi agitado por 20 minutos 

em banho maria à 37°. O sobrenadante foi transferido para um tubo falcon de 15 

mLcontendo 1 mLde soro fetal bovino, usado para interromper a reação de digestão. 

A cada ciclo de digestão foi realizada a transferência do sobrenadante para um novo 

tubo com soro fetal bovino. Este procedimento de digestão foi realizado por quatro vezes 

após a lavagem da amostra.  

Após os ciclos de digestão os tubos que continham o sobrenadante e o soro fetal 

bovino foram centrifugados a 1020 rpm/minuto, por 10 minutos, para precipitação. Em 

seguida, descartou-se o sobrenadante da centrifugação e ao precipitado foi adicionado 2 

mLde meio de cultura (Tab.4) sem solução de BRDU (inibidor de crescimento de 

fibroblasto)  para homogeneização. O volume final foi ajustado para 48 mLatravés da 

adição de meio de cultura e cada poço 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 CO2 a 37ºC, para que ocorresse adesão preferencial dos fibroblastos 

(Gustafsson e Brunton, 2000; Cheng, Hong et al., 2003). Após o pré-plaqueamento, 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 poço. 
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Essa nova placa continha a cultura primária de cardiomiócitos. Já na placa de pré-

plaqueamento foi adicionado meio de cultura sem o BRDU, para dar continuidade ao 

crescimento dos fibroblastos (Figura 7).  

As culturas primárias de cardiomiócitos (Figura 6) foram caracterizadas através da 

morfologia típica das células in vitro, associada à observação da capacidade contrátil que 

apresentam em cultura (Diniz, 2009). 

 

  

 Figura 8: Foto de cardiomiócitos tiradas por máquina digital (zoom 2,9) em microscópio invertido modelo Telaval 31, 

fabricante Carl Zeiss, em aumento de 30x. 
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Figura 9: Foto de fibroblastos tirada por máquina digital (zoom 2,9) em microscópio invertido modelo Telaval 31, 

fabricante Carl Zeiss, em aumento de 30x. 

 

3.5 – AVALIAÇÃO DA PROLIFERAÇÃO CELULAR DE CARDIOMIÓCITOS E 

FIBROBLASTOS 

 

Após o preparo das culturas de cardiomiócitos e fibroblastos as duas placas foram 

incubadas por aproximadamente 36 horas em estufa 5% CO2 a 37ºC para que houvesse 

adesão completa das células. 

Posteriormente, as células eram soltas com TrypLE™ Express (tríplex - tripsina 

sintética), onde após a retirada de todo o meio de cultura da placa acrescentou-se 350μL 

de triplex em cada poço para que as células perdessem a adesão com a placa. Esse tríplex 

foi, então, retirado e centrifugado por 10 minutos/1020rpm, o sobrenadante foi descartado 

e as células ressuspendidas em meio de cultura normal (cardiomiócitos) e em meio de 

cultura sem BRDU (fibroblastos). 

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

wells juntamente com os tratamentos. Foi plaqueado o equivalente à 10
4 

células em cada 

poço. 

50 µm 
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Foram preparadas três placas para cada tipo celular (cardiomiócitos e fibroblastos), 

para serem lidas nos momentos 0 horas, 24 horas e 48 horas de tratamento com os 

antagonistas. 

A aldosterona só foi adicionada às células nos dias das leituras.  

Para avaliar a proliferação celular foi usado o WST-1, que consiste em um reagente 

de proliferação celular capaz de medir a atividade de desidrogenase mitocondrial, 

baseando-se na redução metabólica de sal tetrazólio em um produto final pigmentado 

chamado formazan (Michael V. Berridge, 1996). 

Para cada poço da placa contendo 100μL de meio de cultura foi adicionado 10μL 

de sal de tetrazólio solúvel em água (WST-1). As culturas de cardiomiócitos e 

fibroblastos foram, então, incubadas por 60 minutos com o marcador. Antes da leitura 

elas foram agitada por 1 minuto em agitador orbital, para, então, serem lidas no leitor de 

Elisa, no qual a absorbância foi medida com comprimento de onda de 450nm.  

A análise de proliferação celular relativa foi realizada dividindo-se o valor de cada 

grupo pelo controle, de forma que a proliferação do grupo controle no tempo de 0 horas 

fosse igual a 1,0. 

Os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism 5. 

 

3.6 – ANÁLISE DE VIABILIDADE CELULAR 

 

A viabilidade celular foi analisada no ultimo dia de ensaio de proliferação celular 

(48h). Como as culturas de fibroblasto não demonstraram aumento significativo da 

proliferação celular os ensaios subsequentes de viabilidade, análises dos segundos 

mensageiros e atividade de PKC e ERK1/2, só foram realizados com as culturas de 

cardiomiócitos. 

Dessa forma após a produção das culturas de cardiomiócitos, como descrito 

anteriormente (Item 3.4), as células receberam os tratamentos mencionados na sessão 3.2 

(exceto a aldosterona, que só era acrescentada às células no momento da leitura) e foram 

incubadas em estufa de cultivo celular 5% de CO2 a 37ºC por 48h. 

Após atingir o tempo de incubação, o meio de cultura foi removido da placa e foi 

adicionado 500 µL de triplex em cada poço, para soltar as células. A placa foi, então, 

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 então removido e descartado e as células ressuspendidas em 

ADS1x (Tabela 2) e contadas em câmara Neubauer. Utilizou-se o equivalente a 10
6
 

células por tubo de leitura. 

Na preparação dos tubos para leitura foi adicionado 5 µl de iodeto de propídio (2 

mg/ml), um fluóroforo hidrofílico que se incorpora ao DNA, por 500 µL de solução de 

ADS1x 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 citômetro de fluxo FACScalibur e os dados analisados 

pelo programa FlowJo 7.6.3 e GraphPad Prism 5 

 

3.7 – DETERMINAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO DE SEGUNDOS MENSAGEIROS EM 

CARDIOMIÓCITOS 

 

3.7.1 – Cálcio (Ca
2+

)
 

 

Após 24h de cultivo das células, o meio de cultura foi aspirado e aos poços da placa 

foi adicionado tríplex. A placa foi então agitada por 5 minutos, em um agitado orbital, e 

em seguida, o triplex foi retirado dos poços e colocado em tubo de centrífuga 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 solução de ADS 1x com as células para ser usado como 

controle negativo (somente células sem marcação com sonda). Ao restante, foi 

acrescentado 5 μL/mLde sonda Fluo 4 – AM (Indicador de alta afinidade de cálcio, 

Sigma Aldrich) e o tubo foi incubado em banho Maria a 37ºC por 30 minutos. 

Em seguida, as células foram lavadas com ADS 1x duas vezes para que o excesso 

de sonda fosse removido. Separou-se então, 1 mL da solução para cada tubo de leitura 

contendo os respectivos tratamentos. 

Espironolactona e eplerenona foram acrescentados aos tubos, 30 minutos antes da 

leitura, enquanto a aldosterona só foi colocada no momento da leitura no citômetro de 

fluxo FACScalibur.  
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O controle positivo para avaliação da quantidade de cálcio intracelular dos grupos 

foi composto por células tratadas com tapsigargina (Fig. 10) a [10
-6

M], um sesquiterpeno 

de lactona que promove a depleção das reservas intracelulares de cálcio, pela inibição 

específica da Ca
2+

-ATPase do retículo endoplasmático. Os tubos foram lidos em 

citômetro de fluxo FACScalibur e os dados analisados pelo programa FlowJo 7.6.3 e 

GraphPad Prism 5. 

 

 

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

 

3.7.2 – Adenosina 3’,5’ monofosfato cíclico (AMPc) 

 

As culturas de cardiomiócitos foram preparadas como descrito anteriormente no 

item 3.4 e incubadas em estufa 5% CO2
 
a 37ºC por 36 horas. 

Após a incubação, 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 câmara Neubauer. 

Em seguida, plaqueou-se o equivalente a 4,5 x 10
4 

células/poço em placa de 96 

wells para que permanecesse incubada durante a noite, em estufa 5% CO
2 

a 37ºC, para 

realização do ensaio de determinação de concentração de AMPc intracelular. 

A concentração de AMPc foi determinada com o uso de kits AMERSHAM (ensaio 

imunoenzimático de competição AMPc Biotrak EIA System). As soluções usadas, a 

composição e organização da placa foram realizadas segundo o manual do kit, assim 

como os cálculos realizados para determinar às concentrações 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 poço foram adicionados 2 μL de IBMX  (3-isobutyl-1-methylxanthine) 

[10
-4

M], um inibidor de fosfodiesterase, para que o AMPc não fosse degradado por essa 

enzima. Em seguida os tratamentos foram adicionados às 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 soluções, anticorpos e peptídeos 

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

 

3.7.3 – Guanosina 3’,5’- monofosfato cíclico (GMPc) 

 

As culturas de cardiomiócitos foram preparadas como descrito anteriormente (Item 

3.4), e incubadas em estufa 5% CO
2 

a 37ºC por 36 horas. 

Após a incubação, 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 

câmara Neubauer. 

Em seguida, plaqueou-se o equivalente a 1,0 x 10
6 

células/poço em placa de 96 

wells para que permanecessem incubadas durante a noite em estufa 5% CO2
 
a 37ºC para 

realização do experimento de determinação de concentração de GMPc intracelular.  

Em cada poço foi adicionado 2 μl de IBMX  (3-isobutyl-1-methylxanthine) [10
-

4
M], um inibidor de fosfodiesterase, para que o GMPc não fosse degradado por essa 

enzima. As células foram incubadas por 30 minutos. Em seguida, os tratamentos foram 

adicionados aos poços e as células incubadas por mais 15 minutos. 

A concentração de GMPc foi determinada com o uso de kits Enzo Life Science 

(cGMP complete EIA kit). As soluções usadas, a composição e organização da placa 

foram feitas segundo o manual do kit, assim como os cálculos realizados para se chegar 

às concentrações de GMPc intracelular. 

 

3.8 – ATIVIDADE DE PKC 

 

Depois de 24 horas da realização da cultura o meio de cultura foi retirado da placa, 

as células foram soltas com tríplex, e em seguida foram contadas em câmara Neubauer e 

replaqueadas em placas de 96 poços, 10
4 

células por poço. 
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Após 24 horas de adesão em nova placa, os tratamentos foram adicionados às 

culturas. Primeiro foram adicionados os 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 µL/poço de PhosphoSafe Extraction Buffer (NOVAGEN). No 

momento do ensaio foi adicionada uma mistura de inibidores de protease (ROCHE 

APPLIED SCIENCE) a este tampão de lise. As amostras foram estocadas a -80ºC. 

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

O ensaio de análise de atividade de PKC foi realizado a partir das proteínas 

extraídas de lisados celulares. A concentração de proteínas usada em cada ensaio foi o 

equivalente a 0,5µg/µL.  

O ensaio e as análises foram feitas de acordo com o manual do kit PKC kinase 

activity kit (Enzo Life sciences).  

 

3.9 – ATIVIDADE DE P-ERK1/2 ATRAVÉS DE WESTERN BLOT 

 

Para os ensaios de Western blot, as proteínas foram dosadas como descrito no item 

anterior e utilizou-se o kit Western Breeze (INVITROGEN, catálogo número WB7103) 

que detecta as proteínas imobilizadas em uma membrana de polivinilidina difluoridro 

(PVDF) através de reação colorimétrica com a fosfatase alcalina acoplada ao anticorpo 

secundário. As análises de densidade óptica das membranas foram normalizadas 

dividindo a densitometria da banda em questão pela densitometria do GAPDH 

(gliceraldeído-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 análise por densitometria óptica das bandas, correspondentes às amostras proteicas 

(50 µg) das células tratadas conforme item 3.2, através do programa ImageJ (disponível 

gratuitamente no endereço eletrônico 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 tampões necessários ao processo do kit Western Breeze. 

 

3.9.2 – Verificação da ativação de ERK1/2 

 

Utilizou-se o anticorpo na concentração, 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 ausência e na presença de mifepristona e 

aldosterona como descrito no item 3.2.  

 

3.9.3 – Verificação da expressão de GAPDH como normalizador do ensaio 

 

Utilizou-se o anticorpo na concentração, 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 ausência e na presença de mifepristona e aldosterona.  

 

3.14 – ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados obtidos foram avaliados para verificação de normalidade com o teste de 

Kolmogorov-Smirnov e foram expressos em média ± erro padrão da média (SEM). A 

comparação entre os grupos nos ensaios de proliferação celular foi realizada usando-se 

ANOVA “Two-way” seguido do pós teste de Bonferroni. Nas demais análises sobre 

viabilidade celular, concentração dos segundos mensageiros (AMPc, GMPc, Ca
+2

), 

atividade de PKC e ERK1/2 utilizou-se ANOVA “One-way” seguido do pós teste de 

Tukey. Estas análises foram realizadas no software Graphpad Prism Project (versão 5.0). 

O nível de significância estatística foi p < 0.05. Todos os resultados são originados de  

três experimentos independentes realizados em triplicatas.  
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4 – RESULTADOS 

 

4.1 – DETERMINAÇÃO DE PROLIFERAÇÃO CELULAR 

 

 

4.1.1 – Fibroblastos   

 

 

Nos ensaio sobre proliferação de fibroblastos foi observado que em 48 horas de 

tratamento a aldosterona foi capaz de aumentar a proliferação dos fibroblastos em 

aproximadamente três vezes em relação ao controle, mostrando um efeito mitogênico nessas 

células. Entretanto, na presença de espironolactona, eplerenona e mifepristona o efeito 

mitogênico da aldosterona foi revertido para níveis abaixo do controle (Gráfico 1A). Além 

disso, as combinações dos antagonistas de MR (espironolactona e eplerenona) com 

mifepristona e aldosterona reduziram ainda mais a proliferação 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 à afinidade dessas drogas a esses receptores, as células 

foram tratadas com o antagonista de GR (mifepristona) e induzimos a proliferação tanto com 

espironolactona como com eplerenona (Gráfico 1B). Além disso, o antagonista de GR 

manteve a ação anti-proliferativa da espironolactona e diminuiu a proliferação (em relação ao 

controle) mesmo na presença de eplerenona (eplerenona + mifepristona). 
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Gráfico 1: Análise de proliferação celular de fibroblastos cardíacos por tratamento, nos tempos de 0h, 

24h e 48h. Células tratadas com espironolactona e eplerenona, na presença e ausência de mifepristona 

e aldosterona (A), Células tratadas com mifepristona e estimuladas com espironolactona ou 

eplerenona (B). Resultado de três experimentos independentes realizados em triplicatas, n = 3. 

Resultados expressos em média ± SEM, p < 0,05. 
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4.1.2 – Cardiomiócitos 

 

No ensaio de análise de proliferação de cardiomiócitos verificou-se que após 24 horas 

de tratamento a espironolactona foi capaz de promover a proliferação de cardiomiócitos na 

ausência e na presença de aldosterona, assim, como a eplerenona (Gráfico 2A). Porém, 

quando as células foram tratadas com espironolactona + mifepristona + aldosterona ou 

eplerenona + mifepristona + aldosterona a proliferação celular foi acentuada, quando 

comparada às 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 cardiomiócitos ocorre via GR, as células foram tratadas com o antagonista desse receptor 

e induzimos a proliferação tanto com espironolactona como com eplerenona. Quando o 

receptor glicocorticoide foi antagonizado pela mifepristona não houve proliferação, porém 

quando a espironolactona ou a eplerenona foram adicionadas foi observado aumento na 

proliferação dos cardiomiócitos. O mesmo ocorreu na ausência do antagonista de GR (Gráfico 

2B). 
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Gráfico 2: Análise de proliferação celular de cardiomiócitos por tratamento, nos tempos de 0h, 24h e 48h. 

Células tratadas com espironolactona e eplerenona, na presença e ausência de mifepristona e aldosterona (A), 

Células tratadas com mifepristona e estimuladas com espironolactona ou eplerenona (B). Resultado de três 

experimentos independentes realizados em triplicatas, n = 3. Resultados expressos em média ± SEM, p < 0,05. 
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4.2 – ANÁLISE DE VIABILIDADE CELULAR 

 

Para verificar se os cardiomiócitos continuavam viáveis, após as 48 horas de 

tratamento em que foram submetidos na análise de proliferação celular, e após sofrerem 

aumento de proliferação, como mostrado nos Gráficos 2A e 2B, analisamos a viabilidade 

dessas células através de marcação com iodeto de propídio (IP) e leitura em citômetro de 

fluxo. Como mostrado no Gráfico 3, verificamos que mesmo após 48 horas de tratamento não 

há diferença na viabilidade dos cardiomiócitos em relação ao controle. Porém as células 

tratadas com aldosterona se mostraram menos viáveis em relação as células tratadas com 

espironolactona. 
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Gráfico 3: Análise de viabilidade celular de cardiomiócitos após 48 horas, frente a diferentes tratamentos. A 

análise foi realizada através de incorporação de iodeto de propídio e leitura em citômetro de fluxo. Resultado de 

três experimentos independentes realizados em triplicatas, n = 3. Resultados expressos em média ± SEM, p < 

0,05.  
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4.3 – ANÁLISE DE SEGUNDOS MENSAGEIROS 

 

4.3.1 - Cálcio bivalente (Ca
2+

) 

 

Para determinar se o Ca
+2

 está envolvido na via de sinalização direta (efeito de 

membrana) evocada pela espironolactona e pela eplerenona na cardioproteção, avaliou-se as 

concentrações desse segundo mensageiro, por citometria de fluxo, nas células tratadas com 

essas drogas, na ausência e na presença de aldosterona. Para certificar que o cálcio está 

presente nessas células usamos tapsigargina [10
-6

M], um sesquiterpeno de lactona (Fig. 10) 

que promove a depleção das reservas intracelulares de cálcio pela inibição específica da Ca
2+

-

ATPase do retículo endoplasmático, como controle positivo.     

Pela análise do Gráfico 4 nós demonstramos que a aldosterona é capaz de aumentar os 

níveis intracelulares de Ca
+2

 e tanto a espironolactona como a eplerenona também aumentam 

esses níveis
 
quando sozinhas ou na presença de aldosterona.  

 

 

 

 

http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=ret%C3%ADculo+endoplasm%C3%A1tico&lang=3
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Gráfico 4: Análise de concentração de Ca
2+

 intracelular em cardiomiócitos, frente a diferentes tratamentos. 

Cultura de cardiomiócitos submetida a tratamento com espironolactona e eplerenona na ausência e na presença 

de aldosterona. As células foram incubadas com marcador de cálcio intracelular, Fluo-4, e lidas em citômetro de 

fluxo.Resultado de três 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 cíclico (AMPc) 

 

Para determinar a participação do segundo mensageiro AMPc na cardioproteção 

promovida pela espironolactona e pela eplerenona mensuramos a concentração desse segundo 

mensageiro nas células tratadas por essas drogas, na ausência e na presença de aldosterona. 

Além disso, também usamos IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine) [10
-4

M], um inibidor de 

fosfodiesterases, para que o AMPc não fosse degradado por essas enzimas. Verificamos, 

como visto no Gráfico 5, que a eplerenona só é capaz de aumentar os níveis de AMPc na 

presença de aldosterona. Entretanto, a espironolactona elevou as concentrações de AMPc 

tanto na presença como na ausência do hormônio mineralocorticoide, sugerindo mais uma vez 

que a via evocada em sua cardioproteção pode ser independente de sua via clássica 

(antagonismo ao receptor mineralocorticoide da aldosterona). No entanto, na presença de 

aldosterona (espironolactona + aldosterona), a concentração de AMPc foi maior, se 

comparado com o tratamento somente de espironolactona, sugerindo assim, que há um 

sinergismo entre as vias de sinalização direta da aldosterona e da espironolactona. 
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Gráfico 5: Análise de concentração intracelular de AMPc (fmol) em cardiomiócitos, frente a diferentes 

tratamentos. Cultura de cardiomiócitos submetida ao tratamento com espironolactona e eplerenona na ausência e 

na presença de aldosterona. Resultado de três 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 cíclico (GMPc) 

 

Para determinar a participação de GMPc na cardioproteção promovida pela 

espironolactona e pela eplerenona, avaliamos a concentração desse segundo mensageiro nas 

células tratadas por essas drogas, na ausência e na presença de aldosterona (Gráfico 6). Além 

disso, também ultilizou-se  IBMX [10
-4

M], um inibidor de fosfodiesterases, para que o GMPc 

não fosse degradado por essas enzimas. Através do Gráfico 6 conseguimos verificar que tanto 

a espironolactona como a eplerenona foram capazes de elevar os níveis de GMPc na ausência 

de aldosterona, em relação ao controle, sugerindo mais uma vez que a via evocada por elas na 

cardioproteção pode ser independente de sua via antagônica à aldosterona. Porém, a 

espironolactona também aumentou a concentração de GMPc na presença do hormônio 

mineralocorticoide, o que não ocorreu com a eplerenona. 
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Gráfico 6: Análise de concentração intracelular de GMPc (fmol) em cardiomiócitos, frente a diferentes 

tratamentos. Cultura de cardiomiócitos submetida ao tratamento com espironolactona e eplerenona na ausência e 

na presença de aldosterona. Resultado de três experimentos independentes realizados em triplicatas, n = 3. 

Resultados expressos em média ± SEM, p < 0,05. 
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4.4 – DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE PKC 

 

Para determinar se há variação de atividade de PKC na cardioproteção promovida pela 

espironolactona e pela eplerenona, avaliou-se a atividade dessa quinase através de ensaio 

específico e comparamos essa atividade com controles exógenos de atividade de PKC 

(1,33ng/µl e 5,33 ng/µl) fornecidos pelo Kit. Encontrou-se que, em cardiomiócitos, a 

atividade de PKC é superior, em aproximadamente cinco vezes, o equivalente à [5,33ng/µl] 

dessa quinase. Além disso, tanto a espironolactona como a eplerenona não 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 o aumento da atividade da quinase induzido pela 

aldosterona (Gráfico 7). 
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Gráfico 7: Gráfico de análise de atividade relativa de PKC em cardiomiócitos, frente a diferentes tratamentos. 

Cultura de cardiomiócitos submetida ao tratamento com espironolactona e eplerenona na ausência e na presença 

de mifepristona e aldosterona. A atividade relativa baseia-se nos controles de atividade (1,33ng/µl e 5,33 ng/µl) 

fornecidos pelo kit usado para essa análise. Resultado de três experimentos independentes realizados em 

triplicatas, n = 3. Resultados expressos em média ± SEM, p < 0,05 
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4.5 – DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE ERK1/2 

 

Na análise de atividade de ERK1/2 ficou evidenciado que tanto a espironolactona 

como a eplerenona, quando sozinhas, aumentaram a atividade de ERK1/2 fosforilada (Gráfico 

8), assim como a aldosterona. Porém, esse aumento não ocorreu quando as células foram 

tratadas somente com mifepristona. Adicionalmente, a atividade dessa quinase foi maior nas 

células tratadas com aldosterona quando comparadas às células tratadas somente com 

espironolactona ou eplerenona. Porém, quando as células foram previamente tratadas com 

espironolactona ou com eplerenona, a adição de aldosterona não aumentou a atividade de 

ERK1/2 tanto na ausência como na presença de mifepristona. 
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Gráfico 8: Análise de atividade de ERK1/2 por Western Blot. (A) Membrana de western blot corrida com 50µg 

de proteína, bandas de 37 kDa (GAPDH) e 44 kDa (ERK1/2 fosforilada Thr202/Tyr204), por tratamento 1-12. 

(B) Gráfico de atividade relativa de ERK1/2 em diferentes tratamentos. Os dados foram expressos como 

diferença relativa em relação ao controle após normalização para expressão de GAPDH. Resultado de três 

experimentos independentes, n = 3, p < 0,05 
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5 – DISCUSSÃO 

 

 A hipótese de que antagonistas do receptor mineralococrticóide da aldosterona são 

capazes de promover substancial proteção ao sistema cardiovascular independente, ou não, de 

sua via clássica de ação, que tem como base o antagonismo competitivo sobre o MR, vem 

chamando a atenção de pesquisadores há alguns anos. Por exemplo, baixas doses de 

espironolactona reduzem a área infartada e apoptose celular em ratos, adrenolectomizados 

(sem a principal fonte produtora de aldosterona) ou não, submetidos a isquemia e reperfusão 

cardíaca (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 cardíacos, mesmo em condições de 

reduzida atividade de RAAS (ou seja, mesmo na ausência de níveis elevados de aldosterona)? 

(Nagata, Obata et al., 2006). 

 Dessa forma, este trabalho, pela primeira vez, procurou estudar, de forma sistemática, 

os mecanismos de ação promovidos por esses antagonistas de MR (espironolactona e 

eplerenona), de forma comparativa, na presença e na ausência de aldosterona.  

Primeiramente, realizou-se ensaios de proliferação celular tanto de cardiomiócitos 

como de fibroblastos, para verificarmos se as drogas em estudo são capazes de influenciar o 

estado proliferativo desses dois tipos celulares. 

No ensaio sobre análise de proliferação celular foi demonstrado que ao tratar os 

fibroblastos cardíacos com aldosterona houve uma elevada proliferação de fibroblastos, após 

48 horas de cultivo celular (Gráfico 1A). Corroborando com estudos que vêm demonstrando 

que esse hormônio pode mediar fibrose vascular de arteríolas cardíacas e grandes artérias 

(Rocha, Stier et al., 2000; Young e Funder, 2002).  

Da mesma forma, Stockand e colaboradores também demonstraram que, após 48 horas 

de tratamento, além da aldosterona apresentar alto efeito mitogênico em fibroblastos 

cardíacos, esse efeito ocorre através da indução de Ki-RasA e modulação positiva da cascata 

de MAPK1/2 via MR (Stockand e Meszaros, 2003). O efeito proliferativo da aldosterona em 

fibroblastos também foi explicado por Wilson e colaboradores, já que a ativação de MR pode 

ser capaz de aumentar a expressão de marcadores para estresse oxidativo e inflamação 

vascular coronária, o que promoveria esse aumento de fibroblastos cardíacos (Wilson, 

Morgan et al., 2009). No presente trabalho observamos que a aldosterona é capaz de causar 

proliferação em fibroblastos, mesmo na ausência de inflamação, resultado este que pode ser 
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dependente ou não do receptor MR, uma vez que não se sabe a real participação de uma via 

direta no processo. 

Por outro lado, o tratamento de 48 horas somente com espironolactona foi capaz de 

diminuir a proliferação de fibroblastos a níveis menores que o das células do grupo controle. 

Somando com um estudo que também mostrou, através da incorporação de [
3
H] timidina em 

fibroblastos cardíacos, uma inibição do efeito mitogênico da aldosterona pela espironolactona 

nesse tipo celular. Isso seria explicado pelo fato da espironolactona ser capaz de atenuar a 

indução 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 mitogênico desse hormônio em fibroblastos, após 48 

horas de tratamento, (Gráfico 1A). Estes dados estão de acordo com um outro estudo 

realizado em ratos que sofreram uninefrectomia e receberam tratamento com aldosterona e 

sal, onde a administração de espironolactona foi capaz de prevenir a fibrose cardíaca 

estimulada pela aldosterona (Weber, 2001).  

Nossos resultados também mostram que a eplerenona não é capaz de diminuir a 

proliferação de fibroblastos. Porém, ela conseguiu reverter o efeito mitogênico da aldosterona 

nessas células (Gráfico 1A). Este dado soma-se ao estudo que demonstrou que a eplerenona 

per se não foi capaz de reverter o quadro de fibrose perivascular em miocárdio de 

camundongos, entretanto ela foi capaz de inibir a fibrose perivascular induzida por 

aldosterona nesses animais. Esse estudo também sugere que essa ação da eplerenona pode ser 

explicada pelo fato dela conseguir inibir a expressão de tenascina-C (proteína extracelular 

descrita como principal reguladora do processo fibrótico em diversos tecidos e importante na 

remodelagem cardíaca) induzida por aldosterona e angiotensina II (Nishioka, Hiroyasu Inada 

et al., 2007). 

A inibição da proliferação de fibroblastos ocorreu tanto quando as células eram 

tratadas (48 horas) apenas com mifepristona, como no tratamento com espironolactona + 

mifepristona e eplerenona + mifepristona (Gráfico 1B). Sugerindo que um dos mecanismos de 

cardioproteção dessas duas drogas, que baseia-se na diminuição de proliferação de 

fibroblastos cardíacos, seja dependente da via de sinalização de GR, corroborando o que já foi 

sugerido por alguns estudos (Latouche, Sainte-Marie et al., 2010).   

A principal discussão nesse ponto leva em consideração o fato da mifepristona e da 

espironolactona, sozinhas, serem capazes de diminuir a proliferação de fibroblastos, o que 

ocorre também quando elas estão juntas. Dessa forma, não 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, é sabido que a espironolactona tem afinidade tanto para MR como para GR, por isso 

não é considerada um bloqueador específico de MR (Núñez e Tamargo, 2006).  

Nossos dados sobre proliferação de fibroblastos demonstraram que tanto MR quanto 

GR participam da resposta proliferativa. Quando as células foram tratadas somente com 

eplerenona (altamente específica para MR) não houve diferença significativa de proliferação 

em relação ao controle. Porém, em células tratadas com eplerenona + aldosterona, a 

eplerenona foi capaz de reverter a proliferação celular induzida por esse hormônio (Gráfico 

1A). Além disso, células tratadas com mifepristona (antagonista de GR) apresentaram redução 

de proliferação em relação ao controle e ela também reverteu a proliferação induzida pela 

aldosterona. Podemos observar também que as combinações dos antagonistas de MR e 

mifepristona na presença de aldosterona (espironolactona + mifepristona + aldosterona ou 

eplerenona + mifepristona + aldosterona) diminuíram ainda mais a proliferação em relação as 

células tratadas somente com antagonistas de MR e aldosterona. 

Adicionalmente, pesquisas anteriores demonstraram que a aldosterona é capaz de 

aumentar a remodelagem cardíaca, fibrose e a secreção de colágeno de fibroblastos cardíacos 

(Rude, Duhaney et al., 2005). Além disso, a proliferação de fibroblastos cardíacos ativos, 

seguida de excesso de deposição de matriz são as duas principais causas de desenvolvimento 

de estados patológicos e subseqüente fibrose cardíaca. Dessa forma, a ação da espironolactona 

em fibroblastos cardíacos, reforça nossa hipótese sobre o efeito cardioprotetor exercido por 

essa droga. 

Por outro lado, a proliferação de cardiomiócitos (Gráfico 2A e 2B) apresentou um 

aumento acentuado em 24 horas de tratamento com espironolactona e eplerenona. Esse 

aumento na proliferação de cardiomiócitos promovido pela espironolactona e pela eplerenona 

pode ser um dos principais mecanismos (juntamente com a diminuição de proliferação de 

fibroblastos) envolvidos na cardioproteção promovida por essas drogas, já que os 

cardiomiócitos poderiam auxiliar na recuperação do coração lesado. Esse evento poderia 

justificar o fato de que em casos de hiperaldosteronismo primário ou secundário a 

espironolactona é capaz de induzir a melhora na sobrevida dos pacientes, embora os 

mecanismos celulares envolvidos com tal resposta ainda não sejam compreendidos (Pitt, 

Zannad et al., 1999). 

O aumento da proliferação de cardiomiócitos pela espironolactona e pela eplerenona 

ocorreu mesmo quando o receptor glicocorticoide estava bloqueado (células tratadas com 

espironolactona + mifepristona e eplerenona + mifepristona) (Gráfico 2B). Sugerindo que um 



Discussão 76 

 

dos mecanismos de cardioproteção dessas duas drogas, que baseia-se no aumento da 

proliferação de miócitos cardíacos, seja independente da via de sinalização desencadeada por 

GR,  apesar da co-expressão dos receptores mineralocorticoides e glicocorticoides em 

cardiomiócitos descrita em alguns estudos (Farman e Rafestin-Oblin, 2001).  

Os dados sobre proliferação de cardiomiócitos apoiam a hipótese que a inibição de 

MR estaria envolvida na proliferação destas células. Nossa idéia é que quando o MR está 

ativado na célula promoveria síntese de uma ou mais proteínas que impediriam a proliferação 

celular. Essa hipótese é baseada no fato de que a mifepristona não foi capaz de modular a 

proliferação em relação ao controle, assim como não reverteu a proliferação promovida pelos 

antagonistas de MR. 

Apesar de, aparentemente, o GR não participar no processo de proliferação de 

cardiomiócitos, o bloqueio deste receptor promoveu uma resposta mais robusta (na presença 

de aldosterona) que a resposta fornecida pela espironolactona e pela eplerenona, quando se 

encontravam sozinhas (Gráfico 2A). Demonstrando uma possível comunicação entre essas 

vias. 

Aqui não podemos esquecer que, apesar de nossas conclusões sobre proliferação tanto 

de fibroblastos quanto de cardiomiocitos envolvendo os receptores GR e MR, não podemos 

descartar a participação de vias diretas evocadas por estes fármacos, que com certeza, também 

contribuíram para as respostas observadas. 

Para verificar se nas culturas de cardiomiócitos as células continuavam viáveis, 

mesmo após as 48 horas de tratamento em que foram submetidas nos ensaios de proliferação 

célular, nós realizamos ensaios de verificação de viabilidade através da incorporação de 

iodeto de propídio e leitura em citômetro de fluxo. Através da análise do gráfico 3 podemos 

notar que não houve diferença na viabilidade das células tratadas em relação ao controle, 

validando o ensaio de proliferação de cardiomiócitos. Entretanto, as células tratadas com 

aldosterona se apresentaram menos viáveis 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 proliferação dessas células frente ao tratamento com os antagonistas de 

MR e de aldosterona, pois já existem alguns estudos sobre as vias evocadas nesse processo. 

Dessa forma, na tentativa de entender os mecanismos de ação ou as rotas bioquímicas 

evocadas na cardioproteção promovida pela espironolactona e pela eplerenona, nós também 

estudamos os principais segundos mensageiros (Ca
+2

, AMPc e GMPc) envolvidos na 

sinalização celular de cardiomiócitos. Essas vias foram escolhidas em função de sua 
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importância no mecanismo cardioprotetor evocado pelas dorgas em estudo. Nesses ensaios, 

nós avaliamos os efeitos de uma possível via direta, ou seja, efeitos de membrana (não 

envolvendo receptores nucleares MR e GR). Portanto, não usamos mifepristona, uma vez que 

os efeitos esperados da espironolactona e da eplerenona estariam relacionados a uma via 

distinta de sua via clássica (antagonismo de MR).  

 Estudos anteriores demonstraram que a espironolactona e a eplerenona também são 

capazes de antagonizar algumas ações da via direta da aldosterona, como por exemplo, efeitos 

que se originam da ativação de vias de sinalização de MAPK, PKC e IP3K (Núñez e 

Tamargo, 2006). Além disso, a eplerenona consegue antagonizar o aumento da reabsorção de 

Na
+ 

e água nos túbulos distal e coletor produzido pela aldosterona, aumentar a excreção de K
+ 

(Faiez Zannad, Karl Swedberg et al., 2011) e bloquear efeitos de vasoconstrição em vasos de 

resistência (Michea, Delpiano et al., 2005). 

Nos ensaios sobre a participação do Ca
2+ 

na cardioproteção promovida pela 

espironolactona e pela eplerenona nossos dados mostram que a espironolactona e a 

eplerenona foram capazes de aumentar as concentrações intracelulares desse segundo 

mensageiro
 
(Gráfico 4). O que colabora com estudos que demonstraram que mesmo em 

células que não são capazes de expressar o receptor MR da aldosterona, a espironolactona é 

capaz de promover um aumento nas concentrações desse segundo mensageiro (Haseroth, 

Gerdes et al., 1999; Grossmann, Benesic et al., 2005). Sugerindo, dessa forma, que as 

respostas de Ca
2+ 

são independentes da via clássica da espironolactona (antagonista de 

receptor MR).  

Dessa forma, assim como nossos resultados, outro estudo do nosso laboratório 

também demonstrou níveis aumentados de Ca
2+ 

em células tratadas com espironolactona. Esse 

mesmo estudo também mostrou que a aldosterona promoveu baixas concentrações de AMPc, 

quando os cardiomiócitos eram tratados também com BAPTA-AM (éster que sofre 

esterificação dentro da célula tornando-se um quelante de cálcio intracelular), sugerindo que o 

aumento de Ca
2+

 promovido pelo hormônio estimularia uma adenilil ciclase responsiva ao 

mesmo (Morais. C, 2013).  

De acordo com estudos anteriores, existe uma expressão 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 

cardiomiócitos de camundongos. Sabendo-se que algumas dessas isoformas de adenilil ciclase 

(AC1) são moduladas positivamente pelo Ca
2+

 (Gros, 2006) e, portanto, sujeitas à modulação 

pela espironolactona, uma possível explicação para os altos níveis de AMPc encontrados seria 
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de que o Ca
2+

 oriundo da via de proteína Gq, ativaria diretamente uma adenilil ciclase e esta 

estimularia a produção de AMPc, oriundo da via de proteína Gs. Pois, o AMPc é gerado por 

adenilil ciclase na ativação de receptores acoplados a proteínas G em resposta a uma 

variedade de hormônios e neurotransmissores (Stangherlin, Gesellchen et al., 2011). 

Adicionalmente, os resultados sobre participação de AMPc no processo de 

cardioproteção, evocado pelas drogas em estudo, demonstram que a espironolactona foi capaz 

de aumentar os níveis intracelulares desse segundo mensageiro tanto na ausência como na 

presença de aldosterona (Gráfico5). Estudos anteriores do nosso laboratório, também 

demonstraram que os níveis basais de AMPc intracelular são maiores quando as células são 

tratadas com espironolactona (Morais. C, 2013). Portanto, como os níveis de AMPc são 

aumentados de forma similar pela espironolactona e pela aldosterona, e quando essas duas 

drogas estão juntas (Espiro + aldo) esse aumento é acentuado, nós sugerimos um sinergismo 

entre suas vias. 

Adicionalmente, canais de mitocondriais de K
+ 

sensíveis a ATP (mitoKATP), e ativados 

por Ca
2+

 (mitoKCa), estão presentes em miócitos cardíacos e desempenham papel chave na 

cardioproteção. Estudos relataram que o influxo de K
+ 

através de canais mitoKATP ou mitoKCa 

ocorrem independentemente um do outro. Além disso, a ativação de mitoKATP é aumentada 

pela PKC, ao passo que o canal mitoKCa é ativado por PKA (Isoldi, Pereira et al., 2004; 

Nishida, Sato et al., 2009). Além disso, vários estudos têm demonstrado que uma breve 

exposição pré-isquêmica a β-agonistas, inibidores de PDE3 e a um análogo de AMPc celular, 

é capaz de  produzir  ativação rápida de PKA e também proteger o miocárdio in vivo, 

independentemente da PKC (Fukasawa, Nishida et al., 2008). Esse fato também poderia ser 

suportado por nossos resultados sobre aumento de concentração de AMPc (Gráfico 4) e cálcio 

(Gráfico 3) por espironolactona, onde o AMPc poderia estar ativando uma PKA que, 

juntamente, com o cálcio ativaria mitoKCa e aumentaria o influxo de K
+ 

levando a um quadro 

de cardioproteção. Infelizmente não foram feitas medidas de K
+
, que comprovam essa idéia. 

Porém ensaios complementares já estão sendo planejados para confirmar essa hipótese. 

De forma complementar, a regulação da resposta hipertrófica cardíaca pode ocorrer 

pelo complexo de proteína adaptadora de quinase A, presente em cardiomiócitos (mAKAP) 

(Kapiloff, Schillace et al., 1999), quando a proteína quinase tipo A dependente de AMPc 

(PKA) ancorada pela mAKAP, fosforila e ativa fosfodiesterase (PDEs). A estimulação dos 

receptores promotores gp130/fator inibidor da leucemia (LIF) ativa a via de MEK5 e ERK5 

regulando negativamente a PDE4D3 através de um caminho ainda desconhecido. Na via não 

genômica, a ERK5 fosforilada pode inibir PDEs. Finalmente, as altas concentrações de AMPc 



Discussão 79 

 

irão estimular Epac1 que por sua vez, ativa a GTPase Rap1, que exercem uma efeito inibitório 

sobre a via ERK5/MEK5 (Diviani, 2008). 

De acordo com Kapiloff e colaboradores, proteínas adaptadoras de quinases A (AKAPs) 

desempenham um papel importante na compartimentalização da sinalização e ancoragem de PKA, 

servindo de estruturas que montam e localizam uma cascata de sinalização. Em miócitos 

cardíacos, a PKA, coordena cálcio e MAP quinases e é importante para a prevenção de hipertrofia 

celular (Kapiloff, Piggott et al., 2009). De forma semelhante, estudos de nosso laboratório 

também conseguiram demonstrar que uma AKAP está relacionada com o processo hipertrófico de 

miócitos cardíacos (Morais. C, 2013). 

Além disso, alguns estudos sugerem que uma das principais situações responsáveis por 

promoverem a hipertrofia cardíaca são os baixos níveis de AMPc intracelular (Dodge-Kafka, 

2005 ). Assim, pode-se inferir que um dos mecanismos de cardioproteção da espironolactona 

é o aumento das concentrações desse segundo mensageiro.  

Assim como o AMPc, o GMPc também está diretamente envolvido na função cardíaca 

tanto em condições normais como patológicas, desse modo nós também avaliamos a 

participação desse segundo mensageiro nas culturas de cardiomiócitos após tratamento com as 

drogas em estudo.  

Nossos dados demonstram que tanto a espironolactona, como a eplerenona são 

capazes de aumentar os níveis de GMPc intracelular em cardiomiócitos (Gráfico 6). 

Adicionalmente, sabe-se que o GMPc é responsável por mediar alguns efeitos cardíacos de 

óxido nítrico e peptídeos natriuréticos além de estar envolvido com efeitos inotrópicos (força 

de contração do coração) e mecanismos cardioprotetores (Stangherlin, Gesellchen et al., 

2011), o que nos auxilia a sugerir que a cardioproteção promovida pela espironolactona e pela 

eplerenona envolvem também a participação de GMPc.  

Porém, ainda falta uma completa compreensão dessas vias. O que se sabe é que GMPc 

está envolvido na regulação de vários processos fisiológicos do sistema cardiovascular, 

incluindo contratilidade cardíaca, tónus vascular além de remodelagem cardíaca. Além disso, 

o GMPc é capaz de modular o relaxamento funcionando como regulador negativo nos 

processos de hipertrofia e remodelagem cardíaca (Kass e Takimoto, 2010), melhorando os 

danos causados por isquemia e cardiomiopatia (Takimoto, 2012), além de promover 

vasodilatação (via NO-GCs-GMPc-PKG) (Pereira, Paulo et al., 2011). 

Este segundo mensageiro é formado, principalmente, por NO (óxido nítrico), que ativa 

guanilato ciclase solúvel (GCs), e peptídeos natriuréticos (ANP e BNP) que ativam GC 

ligadas à membrana. cGMP exerce sua ação fisiológica através de PKG (proteína quinase 
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dependente de GMPc), PDEs e canais de cGMP, de forma que PKG, normalmente, é o 

mediador primário (Takimoto, 2012).  

Adicionalmente, as três isoenzimas de NO sintase, incluindo óxido nítrico sintase 

neuronal (nNOS), óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e óxido nítrico sintase endotelial 

(eNOS) são expressas em cardiomiócitos (Heo, Fujiwara et al., 2011). Sabe-se ainda que 

nNOS e eNOS são ativadas por Ca
+2

/calmodulina (Takimoto, 2012), o que também explicaria 

nossos dados, já que tanto a espironolactona como a eplerenona foram capazes de aumentar 

tanto os níveis de cálcio (Gráfico 4) como de GMPc (Gráfico 6).  

GMPc também é descrito como regulador negativo de PDEs, principalmente, PDE2, 

PDE3 e PDE5, que já foram descritas no coração (Mujoo, Krumenacker et al., 2011) e estão 

relacionadas com a degradação de AMPc. Sendo assim, a via de sinalização de AMPc 

também pode ser modulada por GMPc (Takimoto, 2012), auxiliando na explicação de nossos 

resultados, já que a espironolactona foi capaz de aumentar tanto os níveis intracelulares de 

AMPc (Gráfico 5) como os de GMPc (Gráfico 6). Nossos dados também demonstram que os 

níveis aumentados de GMPc pela espironolactona se mantiveram mesmo na presença de 

aldosterona (em casos de cardiopatia e através da ativação da RAAS esse hormônio se 

encontra em níveis elevados no organismo) diferentemente ao ocorrido com a eplerenona. 

Como visto, o aumento das concentrações de GMPc está associado a uma série de ações 

cardioprotetoras. Aqui, também cabe uma melhor elucidação clínica relacionada a essa ação 

exercida pelos dois fármacos. 

Além do estudo dos segundos mensageiros, nós também realizamos análises sobre a 

atividade de proteína quinase C (PKC) e demonstramos que o tratamento com aldosterona foi 

capaz de aumentar a atividade dessa enzima em relação ao grupo controle (Gráfico 7). 

Corroborando com alguns estudos anteriores que demonstraram que a aldostrona é capaz de 

induzir a fosforilação de moléculas de sinalização, incluindo PKC, c-Src e MAP quinase em 

cardiomiócitos (Mihailidou e Funder, 2005; Kobayashi, Yoshida et al., 2006).  

As células tratadas com espironolactona e eplerenona não sofreram alteração nos 

níveis de atividade de PKC quando comparadas com as células controle (Gráfico 7). Porém, 

as células que foram tratadas com espironolactona + aldosterona e eplerenona + aldosterona 

tiveram a atividade de PKC diminuída em relação às células tratadas somente com 

aldosterona. Indo de encontro com o estudo de Kobayashi e colaboradores de 2006, que 

conseguiram demonstrar que em cardiomiócitos de ratos resistentes a sal e com insuficiência 

cardíaca, a terapia crônica com eplerenona apresentou efeito cardioprotetor, independente da 

pressão sanguínea, através da diminuição de fosforilação de diversas quinases entre elas a 
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PKC (Kobayashi, Yoshida et al., 2006). PKC está envolvida na via de sinalização intracelular 

da aldosterona na indução da constrição de artérias de resistência (Michea, Delpiano et al., 

2005). Esse efeito indica que na presença de espironolactona e eplerenona as artérias tendem a 

se apresentar menos contraídas, portanto com o fluxo sanguíneo aumentado. 

Além disso, o aumento de atividade de PKC também está relacionado com o 

aparecimento de fenótipos como hipertrofia e insuficiência cardíaca e proliferação de 

fibroblastos (Nishida, Sato et al., 2009). 

Estudos revelaram que há pelo menos doze isoformas diferentes de PKC e que elas 

produzem uma variedade de respostas celulares dependendo da atividade da isoforma e do 

contexto fisiológico (Zhao, Wang et al., 2010). No tecido cardíaco, as isoformas expressas de 

PKC variam de acordo com a espécie, tipo celular e estágio de desenvolvimento, sendo que 

em miocárdio de mamíferos adultos estão expressas PKCα, β1, β2, δ, ε, e λ/δ (Bowling, 

Walsh et al., 1999).  

A família PKC tem sido classificada, atualmente, em quatro grupos sendo eles: 

Clássicas – α, β1, β2 e γ que são ativadas por Ca
2+

, fosfatidilserina (PS), diacilglicerol (DAG) 

ou éster de forbol; não clássicas – δ,  ε, μ, ϴ, as quais são ativadas por PS e DAG ou éster de 

forbol, mas são independentes de Ca
2+

; atípicas – ι, ξ e λ que são independentes Ca
2+

 e 

insensíveis a DAG e a estér de forbol, mas são ativadas por PS; e PRKs – semelhantes às 

atípicas, são insensíveis a Ca
2+

, DAG e a éster de forbol, sendo ativadas pelas proteínas G 

monoméricas (Isoldi, 2003) . 

Além das análises de atividade de PKC, nós também estudamos a atividade de 

ERK1/2 e encontramos que a aldosterona foi capaz de aumentar a atividade dessa quinase 

(Gráfico 8). Colaborando com alguns estudos que demonstraram que esse hormônio é capaz 

de mediar alguns efeitos não genômicos como, por exemplo, ativação de ERK1/2 (Touyz, 

2004; Ishizawa, Izawa et al., 2005; Mceneaney, Dooley et al., 2010; Walczak, Gaignier et al., 

2011) e MAPK, através da ativação do receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR) e 

via c-Src. Da mesma forma, Grossmann e colaboradores em um trabalho de 2005, mostraram 

que a aldosterona foi capaz de induzir respostas sinalizadoras para estímulos extracelulares 

regulados por quinase ERK1/2 e JNK1/2 (Grossmann, Benesic et al., 2005).  

Adicionalmente, estudos em cardiomiócitos de ratos adultos demonstraram que além 

da aldosterona ser capaz de aumentar a atividade de ERK1/2, esse aumento pode ser via PKC, 

já 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 participação de PKC ε (não clássica) nessa via, pois 
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estudos demonstraram que essa PKC está relacionada com a ativação de ERK1/2 (Zhang S, 

2011) e subsequente apoptose de cardiomiócitos e proliferação 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 proteína quinase como de ERK1/2 em cardiomiócitos de 

ratos neonatos.  

Além disso, tanto a espironolactona como a eplerenona quando sozinhas ou mesmo na 

presença de mifepristona (GR antagonizado) aumentaram a atividade de ERK1/2 (Gráfico 8). 

Esse fato também foi demonstrado por Grossmann e colaboradores em estudos anteriores 

(Grossmann, Benesic et al., 2005). Porém, assim como eles, nós também esperávamos que a 

espironolactona fosse capaz de diminuir a atividade dessa quinase, pois quando as células 

foram tratadas com aldosterona essa atividade também foi aumentada, não explicando a 

diminuição 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 não é compreendido (Grossmann, Benesic et al., 2005). 

Entretanto, nós sugerimos que a via de ativação de ERK1/2 não é a mesma para 

espironolactona e para aldosterona. Da mesma forma, a eplerenona per se também foi capaz 

de aumentar a fosforilação de ERK1/2 em coração isolado de rato (Schmidt, Tissier et al., 

2010). 

Entretanto, quando as células eram tratadas com espironolactona e estimuladas com 

aldosterona houve uma reversão do aumento da atividade de ERK1/2 promovida por esse 

hormônio, 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 hormônio mineralocorticoide, isso também foi demonstrado 

em diversos estudos anteriores (Ishizawa, Izawa et al., 2005; Nagai, Miyata et al., 2005; 

Zhang, Jia et al., 2007; Schmidt, Tissier et al., 2010).  

 Alguns estudos têm demonstrado que o aumento de atividade de matriz 

metaloproteínase (MMP) em miócitos cardíacos está 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 é mais uma vez confirmado, já que sabe-se que as MMPs 

desempenham papel crítico da remodelagem do ventrículo esquerdo em resposta a espécies 

reativas de oxigênio (Kinugawa, Tsutsui et al., 2000), citocinas inflamatórias (Siwik, Chang 

et al., 2000) e angiotensina II (Brilla, Zhou et al., 1994).  
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 Complementarmente, alguns estudos comprovaram que a ERK1/2 quando fosforilada 

nos sítios de Thr202/Tyr204 está relacionada com indução de hipertrofia cardíaca 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 proteção do coração, sendo elas, inibição ou diminuição da 

proliferação de fibroblastos, o que diminui a fibrose cardíaca, e o aumento da proliferação de 

cardiomiócitos, que auxiliaria da recuperação do coração lesado. Além disso, conseguimos 

mostrar que essas drogas possuem efeitos cardioprotetores (proliferação de cardiomiócitos) 

independentes de sua ligação ao receptor glicocorticoide.  

Porém, ainda não sabemos se os mecanismos que envolvem essa proteção estão 

relacionados com MR ou um outro receptor desconhecido ou ambos. Uma possibilidade para 

desencadear todos esses mecanismos de cardioproteção seria a ativação de canais iônicos, 

pois a literatura vem descrevendo várias funções desses canais na fisiologia de diversos 

processos, tais como regulação da pressão sanguínea, relaxamento de músculos e nervos, 

transdução sensorial e proliferação celular, além de doenças cardíacas e insuficiência renal 

(Bagal, 2013). Nós acreditamos que o principal canal iônico envolvido no processo 

cardioprotetor promovido pelas espironolactona e eplerenona possa ser os canais de potássio 

(K), pois sabe-se que tanto os canais de potássio dependentes de ATP (KATP) como os canais 

voltagem-dependentes (Kv) são expressos em cardiomiócitos e estão envolvidos em uma série 

de condições patofisiológicas, inclusive infartos agudos de miocárdio (Saito, 2002). 

Entretanto, pouco se sabe sobre a relação de mudanças de atividade desses canais e as 

doenças cardiovasculares. 

Considerando-se todos esses dados e o embasamento bibliográfico, nós conseguimos 

construir um esquema que pode representar as vias evocadas pela espironolactona e pela 

eplerenona no desenvolvimento de respostas cardioprotetoras, independente da via clássica 

(Figura 8). 
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Figura 11: Esquema de um possível mecanismo das vias de ação de espironolactona e eplerenona. Em destaque 

(vermelho) as vias que são coincidentes para as duas drogas e em preto as vias ativadas somente por 

espironolactona.
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6 – CONCLUSÃO 

 

Estudos de novas drogas necessitam de exaustivos ensaios e testes laboratoriais para 

poderem, com segurança, serem utilizadas na clínica médica. Peculiarmente, novos efeitos 

relacionados aos antagonistas de receptor mineralocorticoide, focando, principalmente, na 

cardioproteção, estão sendo levantados pela clínica médica frequentemente, sendo que muitas 

dessas ações ainda encontrm-se sem uma justificativa teórica que as embasem. Isso ocorre em 

função desses agentes terem sido inicialmente utilizados, unicamente, como simples 

antagonistas de MR. Em nosso estudo, que pela primeira vez, avaliou comparativamente os 

mecanismos intracelulares cardioprotetores da espironolactona e da eplerenona, podemos 

concluir que: 

A. Ambas promovem aumento da proliferação de cardiomiócitos e reversão de 

proliferação de fibroblastos induzida pela aldosterona; 

B. Sobre a participação dos segundos mensageiros, ambas são capazes de 

mobilizar Ca
2+

 e GMPc, além de ativarem ERK1/2 e reverterem a ativação de 

PKC promovida pela aldosterona; 

 

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

como: 

A. Aumento de AMPc somente pela espironolactona; 

B. Aumento de GMPc, promovido pela eplerenona e revertido na presença de 

aldosterona, diferente do que foi encontrado para a espironolctona; 

C. Redução da proliferação de fibroblastos em relação ao controle, pela 

espironolactona, o que não ocorreu com a eplerenona; 

 

A análise do conjunto de nossos dados implica em uma possível resposta 

cardioprotetora mais robusta da espironolactona em relação à eplerenona, apesar desse efeito 

necessitar ser demonstrado clinicamente. E finalmente, fica claro que não podemos considerar 

esse grupo farmacológico 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 já vem 

sido descrito para aldosterona. 
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