Efeitos da eplerenona, um inibidor seletivo do
receptor de aldosterona, no estresse oxidativo e
disfuncao vascular na fase inicial apos o infarto do

miocardio experimental

Carmem Luiza Sartorio

Tese de Doutorado em Ciéncias Fisiologicas
(Fisiologia Cardiovascular)

Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Fisioldgicas
Universidade Federal do Espirito Santo
Vitoria, maio de 2006



Efeitos da eplerenona, um inibidor seletivo do receptor de
aldosterona, no estresse oxidativo e disfuncao vascular na
fase inicial apos o infarto do miocardio experimental

Carmem Luiza Sartorio

Tese submetida ao Programa de Poés-Graduacao em Ciéncias
Fisiologicas da Universidade Federal do Espirito Santo como requisito parcial
para a obtencado do titulo de Doutor em Ciéncias Fisiologicas — Fisiologia
Cardiovascular.

Aprovada em 29 de maio de 2006 por:

Prof. Dra. lvanita Stefanon — UFES
Orientadora

Dr. Johann Bauersachs — Universitat Klinikum Wiirzburg
Co-orientador

Prof. Dr. Dalton Valentim Vassallo — UFES
Examinador Interno

Dr. Aloir de Queiroz Araujo Sobrinho — UFES
Examinador Interno

Prof. Dr. Fabiano Elias Xavier — UFPE
Examinador Externo

Coordenador do PPGCF:

Prof. Dr. José Geraldo Mill

Universidade Federal do Espirito Santo
Vitéria, maio de 2006



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
Vitéria, maio de 2006

Sartério, Carmem Luiza, 1974

Efeitos da eplerenona, um inibidor seletivo do receptor de aldosterona, no
estresse oxidativo e disfuncao vascular na fase inicial apés o infarto do

miocardio experimental.

XVI, 145 p., 29,7 cm (UFES, D. Sc., Ciéncias Fisiolégicas, 2002)

Tese, Universidade Federal do Espirito Santo, PPGCF.

l.Infarto do Miocardio Il.Reatividade Vascular lll.Aldosterona IV.Eplerenona V.Rato




“Ainda que eu tivesse o dom de profetizar o conhecimento de todos os
mistérios e de toda a ciéncia, ainda que eu tivesse toda fé a ponto de
transportar montes, se nao tivesse o amor, eu nada seria.”

(Apdstolo Paulo, na carta | aos Corintios)

Dedico este trabalho a meu eterno e amado paizinho Gonzaga, minha mae
amada Cecy e meus irmaos Jorge, Katia e Kelly



Agradecimentos

A Deus e aos seus enviados de luz, pela vida e protecéo, e por terem me dado a
chance de participar deste projeto, aprender muito, conhecer tanta gente boa e me
dado forgas para superar os momentos mais dificeis da minha vida. A cada dia se
comprova em tudo a perfeicdo de sua suprema sabedoria.

A minha familia, por estar sempre comigo, para o que der e vier, e por tudo que
sempre fizeram por mim. Especialmente meus pais, que sempre estiveram e estao
ao meu lado, me apoiando e aconselhando, transmitindo com a sua simplicidade a
verdadeira sabedoria de vida. O amor € eterno, e longe é um lugar que nao existe
para aqueles que se amam. Amo vocés!

A Ivanita, pela orientacdo paciente, amiga e companheira de todas as horas. Seus
conselhos e direcionamentos experientes sempre me trouxeram para a direcao
correta. Sem vocé nada disto seria possivel. De coragdo um super obrigada por
tudo!

A Dalton, nosso paizdo de sempre, carinhoso e muito querido. Obrigada por estar
nas nossas vidas.

Aos meus amados amigos da PPGCF, desde os colegas do LEMC, passando pelos
outros laboratérios e também os professores e nossos funcionarios. Sem o apoio e
carinho de todos vocés a realizagcao deste sonho nao seria possivel.

A Johann, um grande homem que tive oportunidade de conviver e admirar. Sua
sabedoria associada a simplicidade e carinho cativa a todos. Obrigada por poder
compatrtilhar seus conhecimentos e ter a sua amizade.

A familia Galuppo, nono Paolo, Isaac, Nathalie, Elena e Daniela, que foi a minha
segunda familia em Wuerzburg. Sempre com seus conselhos e amizade, me
ajudaram no aprendizado profissional e humano, além do apoio nos momentos
dificeis. Especialmente a Dani, uma amiga muito querida e profissional excepcional,
una sorella para toda a vida.

A todos os colegas de trabalho da Uniklinikum Wuerzburg, pelo apoio profissional e
amizade de sempre. Ich liebe euch! Especialmente ao apoio técnico de Meike, que
além de muito capacitada € uma colega carinhosa e muito querida.

Aos meus amigos que ficaram espalhados neste mundao de Deus: Gerard, Catia,
Sara, Agnes, Lucia, Daniel, Calin, RongXue, Anna etc...tantos outros que nao ha
como escrever tantos nomes. Em meu coragado vocés estao escritos para sempre!

A minha amigona Paula, que me ajudou e apoiou desde os primeiros dias até os
ultimos na Alemanha,e se tornou uma verdadeira irma. Amiga, muchas gracias!

A Saulo por todo o apoio e carinho que me ajudaram muito em mais esta etapa.

A minha segunda familia no Brasil, a grande familia Ramos, pelo apoio fundamental,
sem o qual eu ndo conseguiria concluir este trabalho. Vocés sao maravilhosos!



Sumario

Lista de Tabelas.......ccoouiiiiiiiiiii e 8

[y e= e (= e U = T P PUPPPPPPP 9
Y= .o F PSSR 12
Y 0 1S3 (= Lo PSSP 14
(IR 10T [T o PP 16
LI 1= Ug (o3 [0 3 1 41 o o= T e o TSP 17
1.1 Aspectos epidemiolOQICOS. .......ouuurriiieiiieieee e 17
1.2 Aspectos fisiopatolOligos. .......cuuei i 18
1.3 Infarto do miocardio experimental............coocciiiiiiiieiiiiieee e 19
1.4 Infarto do miocardio e as alteragdes vasculares..........ccccceeeviieeeennnnn. 20
2. MUSCUIO [ISO VASCUIAT ...ttt ee e 22
R0 T = g o o) 1= T T PERUUU 24
4. Oxido nitrico (NO) e suas sintases (NOS)........cooveeeeererereeeereeeeseeeeens 25
4.1 ENOS. ... aaa e s 27
5. Disfungéo endotelial e estresse oxidativo vascular.............ccccccvvveeveeeennnn. 30
6. O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)........ccocoiiiiiiieeee. 33
6.1 Enzima conversora de angiotensina (ECA) e angiotensina ll............. 34
2 Y (o (o] (=] (o] o - PP PUPPPPPRPPRPR 37
7. Inibidores dos receptores de mineralocorticOides.........ccccooviuiiieiiiinnnnnee. 40
7.1 ESPIrONOIaCONa. .....eeiiiiiiiiiiiee e 41
7.2 EPIEIrENONa...cceiiiiiiiiiieee e —————————— 42
1RO 1= 111/ 0 1= SRR 45
1. ODJELIVO GEIal. ... 46
2. ODbjetivos eSPECITICOS. ....cuuieieieii e 46
[II. Materiais € MELOTOS. ......cuviieiiiiiieeee et e e e e e 47
8 N 11 0= U PP 48
2. Infarto do miocardio e intervencdo farmacologica..........cccceveeeiiiiiiieeennn. 48
3. Medidas hemOdINAMICAS........uueuiiiiiiiiieeeee e e e 49
4. Avaliagédo da area de infarto e hipertrofia cardiacas.........cccccoevecieeeeeennnes 50
5. Teste radioimunolégico (RIA) da aldosterona............cccveeeeeeeieiiiieneeeeennes 52
6. Protocolos de reatividade vascular.............cccccooviiiiiiiie i 53

7. Medida de formagao de anions superoXido..........cccuveeeeeriniiieeieeeniiieeenn. 54



7.1 Ensaio de quimilumin@SCENCIA. .......ueeeeiiiiiiiiiiiee e 54

7.2 ProduGa0 de O3 iN Sitl.......ccceeeeeeeieeeeeieeeeee et 55

8. WeESIEIN BlOt....cc i 55
9. IMUNONISTOQUIMICA. ... e 57
9.1 Cortes em parafina.........ccoeeeeiiiiiiiiii e 57
9.2 COortes CONQEIATOS. ....cccuieeeiiiee ettt e e e e e 59
10. Expressao dos dados e analise estatistica.............ccooeeeeeeiiiciiiiiiiiieeee, 60
11. Drogas € reagentes........uueeiiie it 60
V. RESURATOS. ...t a e e e e 61
1. Teste radioimunolégico (RIA) da aldosterona............ccccveeeeeeieciiiinneeeeees 62
2. Medidas hemOdINAMICAS........ueuiiiiiiiiiieeeee e e e e e e e e e 63
3. Reatividade vascular e biologia molecular.........cccccoooiiiiiiiiniiee 65
4. Estresse oxXidativo VaSCUIAT............uuuuiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 74
V. DiSCUSSA0 € CONCIUSOES. ....ceeieiieieeiiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e s 79

V1. Referéncias bibliografiCas.........cocueeeeiiiiiiii e 108



Lista de Tabelas

Tabela 1. Valores hemodinamicos e dados ponderais dos animais submetidos
a cirurgia ficticia (Sham) ou ao infarto do miocardio tratados com placebo (IM
Pla) ou eplerenona (IM Eple), 7 dias apéds a cirurgia

Tabela 2. Valores obtidos nas curvas concentracao-resposta a acetilcolina
(ACh), fenilefrina (Fenil) e DEA em animais submetidos a cirurgia ficticia
(Sham), infartados tratados com placebo (IM Pla) ou com eplerenona (IM
Eple).

Tabela 3. Valores obtidos nas curvas concentracao-resposta a angiotensina |
(Angio I) e angiotensina Il (Angio Il) em animais submetidos a cirurgia ficticia
(Sham), infartados tratados com placebo (IM Pla) ou com eplerenona (IM
Eple).

64

66

71



Lista de Figuras

Figura 1. Esquema demonstrativo da medida histologica da area de infarto com
coloracéao Picrosirus Red.

Figura 2. Concentracdo sérica de aldosterona nos animais submetidos ao

infarto do miocardio (IM Pla) e cirurgia ficticia (Sham).

Figura 3. Representacdo de curvas pressdo-volume medidas in vivo com
cateter de condutédncia em animais submetidos a cirurgia ficticia (Sham) e

infartados com tratamento placebo (IM Pla) ou eplerenona (IM Eple).

Figura 4. Curvas concentracao-resposta a fenilefrina (Fenil), acetilcolina (ACh),
e DEA nos grupos cirurgia ficticia - Sham, infartado com tratamento placebo

(IM Pla) e infartado tratado com inibidor de aldosterona eplerenona (IM Eple).

Figura 5. Expressao relativa de eNOS fosforilada (peNOS) por eNOS em
animais submetidos a cirurgia ficticia (Sham), infartados tratados com placebo

(IM Pla) ou com eplerenona (IM Eple).

Figura 6. Imunohistoquimica para a deteccao da forma fosforilada da (peNOS)
em animais submetidos cirurgia ficticia (Sham), infartados tratados com placebo

(IM Pla) ou com eplerenona (IM Eple).

Figura 7. Curvas concentragdo-resposta a angiotensina | (Angio |), angiotensina
[I' (Angio IlI) nos grupos cirurgia ficticia (Sham), infartado com tratamento
placebo (IM Pla) e infartado tratado com inibidor de aldosterona eplerenona (IM
Eple).

Figura 8. Expresséao protéica da enzima conversora de angiotensina (ECA) e a
sua forma fosforilada (pECA) nos animais submetidos a cirurgia ficticia (Sham),

infartados tratados com placebo (IM Pla) ou com eplerenona (IM Eple).

51

62

65

67

68

69

70

72



Figura 9. Correlacdo entre a expressao protéica da enzima conversora de
angiotensina (ECA) e sua forma fosforilada (pECA).

Figura 10. Imunohistoquimica para a deteccdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA) em animais submetidos a cirurgia ficticia (Sham), infartados
tratados com placebo (IM Pla) ou com eplerenona (IM Eple).

Figura 11. Producdo de anions superéxido (O,) medida pelo aumento da
quimiluminescéncia por lucigenina (5 uM) em anéis de aorta de animais
submetidos a cirurgia ficticia (Sham), infartados tratados com placebo (IM Pla)

ou com eplerenona (IM Eple).

Figura 12. Percentual de aumento na producdo de anions superoxido (O2)
medida pelo aumento da quimioluminiescéncia por lucigenina (5 uM) em anéis
de aorta incubados com LNNA por 40 min. Animais submetidos a cirurgia ficticia

(Sham), infartados tratados com placebo (IM Pla) ou com eplerenona (IM Eple).

Figura 13. Producado in situ de O2" em animais submetidos a cirurgia ficticia
(Sham), infartados tratados com placebo (IM Pla) ou com eplerenona (IM Eple).

Figura 14. Expressdo protéica da subunidade p22°">* em animais submetidos a
cirurgia ficticia (Sham), infartados tratados com placebo (IM Pla) ou com

eplerenona (IM Eple).

Figura 15. Expressao protéica da enzima MnSOD em animais submetidos a
cirurgia ficticia (Sham), infartados tratados com placebo (IM Pla) ou com

eplerenona (IM Eple).

73

74

75

76



RESUMO E ABSTRACT



12

Resumo

O sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) exerce uma influéncia
central na manutencgdo do tonus vascular, além da homeostase hidro-salina e débito
cardiaco em seres humanos. A hiperatividade do SRAA pode resultar em
consequéncias patolégicas de certos quadros clinicos como o infarto do miocardio e
insuficiéncia cardiaca (IC). A aldosterona € classicamente considerada como um
peptideo regulador do metabolismo renal de sédio e potassio, regulacao do volume
sanguineo e pressao arterial. Estudos recentes sugerem que a aldosterona pode
causar lesdo microvascular, inflamacédo vascular, estresse oxidativo e disfuncéo
endotelial. Evidéncias demonstram ainda o envolvimento da aldosterona na
patogénese da disfuncdo vasomotora na IC. Tanto evidéncias clinicas como
experimentais demonstram que o uso dos inibidores do SRAA, incluindo
aldosterona, previnem, tratam ou melhoram os sintomas da IC congestiva, com
melhoria do prognéstico apos o infarto do miocardio. Todavia, pouco se sabe sobre
os efeitos vasculares da aldosterona na fase inicial apos o infarto do miocéardio (IM),
bem como os possiveis efeitos vasculares protetores de uma inibicdo deste
mineralocorticéide nesta fase. Este estudo foi designado a investigar os efeitos
vasculares do antagonista seletivo do receptor de aldosterona, eplerenona, em ratos
sete dias ap6s o IM. Iniciando a terapia imediatamente apds a cirurgia de ligadura da
artéria coronaria, ratos Wistar machos foram tratados por gavagem com placebo (IM
Pla) ou eplerenona (IM Eple, 100 mg/kg/dia) por 7 dias e comparados a um grupo de
animais controle (Sham). A vasodilatagdo maxima dependente do endotélio,
induzida por ACh, em anéis isolados de aorta, estava acentuadamente reduzida nos
animais IM Pla (Emnax IM Pla 82+4,4% vs. Sham 98+1,6%, p<0,01). O tratamento com
eplerenona melhorou significativamente este parametro (94+3%, p<0,05). Nao foram
observadas diferencas no relaxamento independente do endotélio. A expressao da
forma fosforilada da eNOS estava reduzida na aorta dos animais IM Pla e
aumentada apds tratamento com eplerenona. A produgcdo de anions superoéxido,
medida pela quimiluminescéncia aumentada por lucigenina, aumentou apés o IM (IM
Pla 11+1 vs. Sham 6,5+0,7 cpm/mg, p<0,001) e normalizada nos animais IM Eple
(IM Eple 6,940,5 cpm/mg; p<0,001). Esta melhoria do estresse oxidativo foi também
observada na producao in situ de anions superoxido pelo corante fluorescente

hidroetidina. Além disso, a expressdo da subunidade p22°"* da NAD(P)H oxidase
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estava aumentada no grupo IM Pla e reduzida no grupo IM Eple. A expressao da
enzima antioxidante MnSOD foi aumentada pelo tratamento com eplerenona apds
infarto. A resposta vasoconstrictora a angiotensina I, bem como a expressdao da
enzima conversora de angiotensina (ECA) estavam aumentadas nos animais IM Pla
e foram reduzidas pelo tratamento com eplerenona, sem alteragées significantes na
reatividade a angiotensina Il. Em conclusdo, o antagonismo do receptor de
aldosterona com eplerenona melhorou a disfuncédo endotelial na fase inicial apés IM.
Os mecanismos basais envolvem a inibicdo da expressdo aumentada da ECA,
aumento da biodisponibilidade de NO derivado da eNOS e melhoria do estresse
oxidativo vascular pela normalizacdo da producdo vascular de anions superéxido,

reducao na expressdo da NAD(P)H oxidase e melhoria da defesa antioxidante.
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Abstract

The renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) exerts a key influence to
maintain the vascular tone, optimal salt and water homeostasis and cardiac output in
human beings. Overactivity of the RAAS can lead to pathologic consequences in
clinical conditions as myocardial infarction and congestive heart failure. Aldosterone,
the final product of the RAAS, is classically viewed as a regulator of renal sodium
and potassium handling, blood volume and blood pressure. Recent studies suggest
that aldosterone can cause microvascular damage, vascular inflammation, oxidative
stress and endothelial dysfunction. Evidences demonstrate the involvement of
aldosterone in the pathogenesis of vasomotor dysfunction in heart failure.
Accumulated basic and clinical evidences support the use of inhibitors of the RAAS,
including aldosterone antagonists, in preventing, treating or ameliorating congestive
heart failure, and optimizing the prognosis after myocardial infarction. However, little
is known about aldosterone’s vascular effects in the early phase post myocardial
infarction (MI) as well as the potential vascular effects of its inhibition in this phase.
This study was designed to investigate the vascular effects of the selective
aldosterone receptor antagonist, eplerenone, in rats seven days after acute MI.
Starting immediately after coronary ligation, male Wistar rats were treated by gavage
with placebo (Ml Pla) or eplerenone (Ml Eple,100 mg/kg/day) for 7 days and
compared to a control group (Sham). Aortic endothelium-dependent maximal
relaxation induced by acetylcholine, after pre-constriction with phenylephrine, was
markedly reduced after MI compared to Sham (Emax MI Pla 82+4,4% vs. Sham
98+1,6%, p<0.01) and ameliorated by eplerenone treatment (94+3%, p<0.05), with no
differences in the endothelium-independent relaxation. Endothelial nitric oxide
synthase (eNOS) phosphorylation was reduced in the aorta of placebo rats with
acute Ml and improved by eplerenone. Aortic superoxide anion formation in situ as
well as measured by lucigenin-enhanced chemiluminescence, was significantly
increased after Ml (MI Pla 11+1 vs. Sham 6.5+£0.7 cpm/mg, p<0.001) and normalized
in aortas from eplerenone treated rats (Ml Eple 6.9+0.5 cpm/mg, p<0.001). In
addition, the expression of the p22°™* subunit of NAD(P)H oxidase was significantly
increased in the MI group and reduced by eplerenone treatment. Moveover, the
constriction in response to angiotensin | as well as angiotensin converting enzyme

(ACE) protein levels were markedly enhanced in aortae from MI placebo rats, and



15

reduced by eplerenone, with no differences in the reactivity to angiotensin Il. In
conclusion, aldosterone receptor antagonism by eplerenone improved endothelial
dysfunction in the early phase post-MI. Underlying mechanisms involve inhibition of
vascular ACE upregulation, improvement of eNOS-derived NO bioavailability and
amelioration of oxidative stress by normalization of vascular superoxide anion
formation, reduction of NAD(P)H oxidase expression and improvement of antioxidant

defence.
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l. Introducao
1. Infarto do miocardio
1.1. Aspectos epidemiologicos

No inicio do século XX as doencas cardiovasculares foram responsaveis por
menos de 10% de todas as mortes. Hoje esta porcentagem esta em torno de 30%,
sendo que em torno de 80% desta incidéncia ocorre agora nos paises em
desenvolvimento (Gaziano, 2005). Dados da organizacdo mundial da saude
informam que a doenca cardiaca coronariana (angina de peito, infarto do miocardio,
cardiopatia isquémica crénica) é hoje a principal causa de mortes em todo 0 mundo
e que esta tendéncia tem se confirmado desde 1990. Todos os anos cerca de 3,8
milhdes de homens e 3,4 milhdes de mulheres falecem por doenca coronariana.
Esta enfermidade estd em uma fase crescente e se tornando uma verdadeira
pandemia, que nao respeita fronteiras (World Health Organization [WHO] Atlas,
Deaths from coronary heart disease). E esperado que no futuro, um aumento de
82% da mortalidade por doengca coronariana ocorrerd nos paises em
desenvolvimento, parcialmente devido ao aumento da longevidade, urbanizagcédo e
mudanca de habitos cotidianos. De grande relevancia é também o prejuizo no que
diz respeito ao mercado de trabalho, sendo a doenca coronariana a principal causa
do total de anos de vida perdidos, ajustados por incapacitagdo (AVAI; DALY —
disability adjusted life years) (10% do total de DALYs em  paises em
desenvolvimento e 18% em paises desenvolvidos) (WHO Atlas, Deaths from
coronary heart disease). Dados do ministério da saude informam que no Brasil o
principal grupo de causas de mortes, em todas as regides e para ambos 0S SEX0S,
foram as doencas do aparelho circulatério, representando em 2002 cerca de 32%
entre as causas de morte definidas (DATASUS mortalidade 2002).

Apesar dos numeros apresentados, os indices de mortalidade na fase aguda
da cardiomiopatia isquémica tém diminuido nas ultimas décadas, aumentando assim
o0 numero de individuos que sobrevivem por longo tempo com cicatriz ventricular
(Chor et al., 1995). Isto ressalta a importdncia da pesquisa direcionada a
compreensao dos processos fisiopatoldgicos do infarto do miocardio, bem como o
direcionamento de medidas terapéuticas que visem a prevencdo e minimizem o
desenvolvimento de complicagbes futuras, otimizando desta maneira a sobrevida

dos pacientes acometidos por essa doenca.
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1.2. Aspectos fisiopatoldgicos

As sindromes coronarianas agudas incluem uma série de manifestacoes
clinicas que derivam de um processo fisiopatolégico comum. Geralmente estas
decorrem de ruptura ou erosdo de uma placa ateromatosa coronariana, onde
subsequentemente ocorre trombose intraluminal, a qual pode obstruir total ou
parcialmente o limen da artéria coronaria. As manifestacdes clinicas dependerao da
area de miocardio afetado bem como da severidade da isquemia e necrose
miocardicas. Pode ocorrer desde uma angina instavel com isquemia, mas sem
necrose miocardica detectavel, até uma sindrome coronariana aguda com variaveis
graus de necrose de cardiomiécitos (Fox et al., 2004). Como resultado da isquemia
aguda ocorre uma alteracdo do processo de excitacdo-contracdo, levando a
disfuncao cardiaca sistélica e diastélica, que pode ser transiente e reversivel se
rapidamente for realizada uma reperfusdo (Braunwald & Kloner, 1982) ou, se
persistente, levar a morte celular. A necrose isquémica € patognoménica de infarto
agudo do miocardio, com a elevacdo de marcadores bioquimicos de lise celular
juntamente a um quadro clinico compativel (Alpert et al., 2000).

O infarto do miocardio é considerado a mais importante forma de cardiopatia
isquémica, no qual a duragéo e a gravidade da isquemia sao suficientes para causar
a morte do musculo cardiaco. Nesta enfermidade ocorre um desequilibrio entre o
suprimento e demanda de sangue oxigenado do coragdao. Quando o miocardio para
de receber sangue rico em oxigénio e outros nutrientes, as reservas de energia
armazenadas nas células esgotam-se em alguns minutos, e 0 musculo cardiaco
entra em sofrimento. A isquemia pode decorrer tanto pela reducédo da oferta, como
pelo aumento do consumo de oxigénio nos tecidos, e ainda por uma reducao na
disponibilidade de substratos nutrientes e remocao inadequada de metabdlitos.
(Anversa & Sonnenblick, 1990). A mortalidade e a morbidade decorrentes do infarto
do miocardio podem estar relacionadas tanto a incapacidade inadequada de
bombeamento do coracdo quanto a génese de arritmias cardiacas. A capacidade
inadequada da bomba cardiaca pode ocorrer na fase aguda do infarto e resultar,
assim, na sindrome clinica conhecida como choque cardiogénico. A disfuncao
menos severa pode persistir por longo tempo e entdo o miocardio remanescente

sofre alteracbes anatdbmicas e funcionais, conhecidas como remodelamento
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cardiaco, que acabam por favorecer o aparecimento do quadro de insuficiéncia
cardiaca (IC) (Garg et al., 1993).

O remodelamento ventricular em resposta ao dano do miocardio apos o
infarto é caracterizado por hipertrofia dos midcitos, dilatagdo da camara ventricular e
aumento do acumulo de colageno em areas remotas ao local do infarto, levando ao
prejuizo da funcdo contratil e progressivamente a IC (Pfeffer & Braunwald, 1990;
Sutton & Sharpe, 2000). Como conseqliéncia, o débito cardiaco é ainda mais
reduzido e a pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDFVE) aumenta e é
associada com subsequente congestdo pulmonar e marcante ativacdo neuro-
humoral (Parmley, 1985; Teerlink et al., 1994b; Fraccarollo et al., 2003).

1.3. Infarto do miocardio experimental

Aspectos clinicos e fisiopatoldégicos da isquemia miocardica podem ser
reproduzidos experimentalmente em diversas espécies de animais, através da
oclusao cirargica temporaria ou permanente de ramos da arvore coronariana, a qual
culmina com o infarto do miocéardio. Porém, a aplicabilidade de cada modelo em
relacdo ao infarto em humanos ainda é um fato discutivel e depende do aspecto que
se pretende avaliar. Animais de pequeno porte, como, por exemplo, o rato, tém sido
extensivamente utilizados em estudos onde se objetive avaliar as conseqliéncias da
isquemia regional do miocardio, causada pela oclusdo cirlrgica permanente da
artéria coronaria esquerda, bem como o desenvolvimento progressivo das
alteracoes da IC (Fishbein et al., 1978; DeFelice et al., 1989; Sam et al., 2000).
Embora aspectos clinicos decorrentes do infarto do miocardio em humanos sejam
diferentes daqueles decorrentes da inducdo experimental em ratos, este modelo
possui grande utilidade para a compreensdao das repercussdes cardiovasculares
pos-infarto (Pfeffer et al., 1979). Um aspecto importante neste modelo experimental
€ 0 de que, quaisquer que sejam as disfungdes funcionais que surjam apoés o infarto,
elas serdo sempre reflexos da oclusao aguda da artéria coronariana, sem qualquer
interferéncia de outros fatores de risco associados, tais como: aterosclerose,
hipercolesterolemia, diabetes ou hipertenséo.

O infarto do miocardio em rato tem sido extensivamente utilizado e citado na
literatura, demonstrando assim este modelo experimental como adequado tanto para

estudar as repercussdes do infarto, quanto para desenvolver possibilidades
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terapéuticas para alteracoes sistémicas advindas desta doenca e que induzem a IC.
Outras vantagens como o baixo custo, a simplicidade de manuseio e um curso de
vida menor, o que reproduziria em menor espaco de tempo as alteracoes
decorrentes do infarto do miocardio em humanos, confirmam este modelo como
sendo de grande valia. O desenvolvimento destes modelos animais reproduziveis é
de suma importdncia também para o estudo dos mecanismos celulares e
moleculares da IC, pois o detalhado conhecimento dos processos que participam do
estabelecimento desta sindrome €& um ponto critico para o desenvolvimento de

estratégias inovadoras destinadas a combaté-la (de Tombe, 1998).

1.4. Infarto do miocardio e as alteracoes vasculares

As manifestacdes clinicas da IC geralmente refletem o esforco do organismo
em compensar a circulacao prejudicada. Dentre estas estéo incluidas a exacerbacao
da resposta neurohumoral para manter a pressao arterial e o débito cardiaco,
sinalizadores da resposta inflamatéria como citocinas atuando no coracdo
insuficiente e outros érgaos do corpo e resposta hipertréfica do midcito cardiaco
(Burkart, 1995). Na fase inicial de compensacao, a resposta neurohumoral na IC
abrange mecanismos que estimulam os rins a reter s6dio e agua, vasoconstricao
periférica que aumenta a pds-carga e estimulacao B-adrenérgica que aumenta a
frequéncia cardiaca, a contratilidade e o relaxamento ventricular. Nesta tentativa da
manutencao do débito cardiaco na fase inicial da IC merece destaque a ativacéo da
retencdo de fluidos pelo sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), o qual
aumenta a pré-carga ventricular e o débito cardiaco, até que o débito cardiaco
novamente nivele-se ao limite de ativacao do SRAA. O ponto de ativacdo do SRAA é
mantido em um nivel de regulacdo mais elevado para preservar o débito cardiaco
compensado. Porém, com a disfungdo ventricular subsequente, o débito cardiaco
ndo pode mais alcancar o limite de ativagdo do SRAA. Entdo, sendo incapaz de
alcancar um novo limite de ativacdo mais alto, o SRAA permanece constantemente
ativado em quantidade proporcional a reducao do débito cardiaco, em uma tentativa
inatil de aumenta-lo (Schrier & Abraham, 1999; Braunwald, 2001). Sendo assim, tais
respostas sdo benéficas durante eventos clinicos de curta duragcdo como choque
cardiogénico e hemorragia, para manter a pressao arterial e o débito cardiaco.
Todavia, a longo prazo, estas respostas agravam os sintomas e o prognostico da IC.
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A vasoconstricao arteriolar e a retencao de fluidos sdo adaptativas a curto-prazo por
ajudarem a manter a pressao arterial. A primeira aumentando a pés-carga e a
segunda a pré-carga. A estimulagdao simpatica do coracdao também é inicialmente
benéfica pelas respostas cronotropicas, inotropicas e lusitropicas positivas levando
ao aumento do débito cardiaco. Mas quando estas respostas se mantém
sustentadas, todas se tornam potencialmente deletérias. A retengédo hidrossalina
piora a congestdo pulmonar e promove anasarca. A vasoconstricido periférica
aumenta a demanda de energia do coragdo insuficiente, e a estimulacédo
adrenérgica do coragdo é tanto arritmogénica como energeticamente dispendiosa
(Francis, 1985; Parmley, 1985; Ertl & Kochsiek, 1993).

Devido a importancia vital dos vasos sangliineos na manutencdo da
homeostasia corporal, proporcionando, entre outras fungdes, o suprimento de gases
e nutrientes para os 6rgaos e o controle da pressao arterial, varias pesquisas tém
sido direcionadas a melhor compreensao dos fenébmenos envolvidos nas alteracdes
vasculares apés o infarto do miocardio, tanto em humanos como em modelos
experimentais. A maioria destes estudos é realizada na fase cronica desta
enfermidade ou seja, na IC. A exemplo disto, Pereira e colaboradores demonstraram
que as alteracdes da reatividade do leito arterial caudal de ratos, 30 dias ap6s o
infarto agudo do miocardio (IM), estdo relacionadas a presenca ou nao da
insuficiéncia cardiaca (Pereira et al., 2005). Outros trabalhos, bem como dados
prévios de nosso laboratério (Sartorio et al., 2005), demonstraram uma disfuncao
vascular em uma fase inicial apés IM, sem no entanto terem sido extensivamente
descritos os mecanismos envolvidos nestas alteragdes. Com relacao as alteragdes
vasculares, que ocorrem apés o infarto do miocardio, bem como na IC, estas, de
modo geral, se dao no sentido do aumento da resisténcia periférica total, reducao na
producédo de substancias vasodilatadoras derivadas do endotélio ou do prejuizo da
sua biodisponibilidade, aumento da producdo de substancias vasoconstritoras ou
ainda alteracdes intrinsecas a estrutura da parede vascular.

A seguir sera feita uma descricdo dos aspectos gerais do musculo liso
vascular e do endotélio, dado ao fato de que estas sdo as camadas da parede
vascular mais amplamente descritas na literatura bem como os sistemas

relacionados a disfuncao vascular observada neste estudo.
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2. Musculo liso vascular

O tbnus da musculatura lisa vascular é o principal fator determinante da
resisténcia vascular. A regulacdo deste & dependente de uma complexa interacao
entre estimulos vasodilatadores e vasoconstritores oriundos de horménios,
neurotransmissores, fatores derivados do endotélio e pressdo sanguinea. Assim
como todas as células musculares, as células musculares lisas vasculares requerem
um aumento na concentragdo de Ca®* citoplasmatico para deflagrar a sua contragéo.

O aumento da concentracdo de Ca?* intracelular pode resultar tanto do influxo
através de canais especificos da membrana citoplasmética, quanto da liberacédo de
Ca®* dos estoques intracelulares, como o reticulo sarcoplasmatico (RS). A
contribuicado relativa de cada um desses dois mecanismos depende do tipo de vaso
e da natureza do estimulo contratil (Low et al., 1996; Jackson, 2000).

Somlyo & Somlyo, em 1968, dividiram 0s mecanismos responsaveis pela
contragdo do musculo liso vascular em duas classes: acoplamento eletromecanico
(contracdo dependente das mudancas no potencial de membrana) e
farmacomecanico (contracdo induzida por agonistas contrateis). Ambos o0s
mecanismos culminam com o aumento da concentracdo de Ca** intracelular
(Somlyo & Somlyo, 1968).

A despolarizacdo induzida pelo aumento das concentracbes de K
extracelular € um exemplo de acoplamento eletromecénico, causando contracao
predominantemente por influxo de Ca®*, através da abertura de canais para Ca®*
sensiveis a voltagem. A interacdo de certos agonistas, como a fenilefrina (agonista
o-adrenérgico) com receptores acoplados a proteina Gs causa contragdo, por
acoplamento farmacomecanico, via liberacdo do estoque de Ca®* do RS e influxo de
Ca?* do espaco extracelular por ativacdo de canais para Ca** operados por receptor
e por canais para Ca?* ativados por despolarizagdo (Chen & Rembold, 1995).

A contribuicéo relativa desses dois mecanismos depende da concentracéo do
agonista, duracao do estimulo e das propriedades do vaso estudado (van Breemen
& Saida, 1989). Em situacdes fisiol6gicas, ambos os mecanismos contribuem para a
manutencao do ténus vascular e o conhecimento da importancia relativa de cada um
nos varios tipos de artérias é necessario para o desenvolvimento de um acesso

racional ao tratamento farmacolégico de disturbios vasculares.
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A maioria dos farmacos e hormdnios vasoconstritores como norepinefrina,
endotelina, angiotensina Il, serotonina e fenilefrina, promove contracdo da
musculatura lisa vascular por mecanismos semelhantes, agindo sobre receptores
especificos na membrana plasmatica. Estes receptores sao acoplados a proteina
Gsq, que é ativada com a unido do agonista ao seu receptor especifico, levando a
ativagcao da fosfolipase C (PLC). Esta enzima, por sua vez, deflagra a hidrolise do
4 5-bifosfato de fosfatidilinositol (PIP2), o que leva a producéo de 1,4,5- trifosfato de
inositol (IPs) e de diacilglicerol (DAG), capazes de liberar Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico, e de ativar a proteina quinase C (PKC), respectivamente. A PKC
ativada aumenta a sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca®*, fosforila a cadeia
leve da miosina e aumenta a mobilizacdo de Ca®* através dos canais da membrana
plasmatica. Todos estes mecanismos elevam a concentragcdo de Ca®" intracelular
(Rembold, 1992).

Com o aumento da concentracdo de Ca®* intracelular livre, por aumento do
influxo de Ca®* através de canais especificos da membrana plasmatica ou por sua
liberacdo das organelas celulares, como o reticulo sarcoplasmatico (RS), comecam
a funcionar uma série de processos fisioldgicos que conduzem a contracdo do
musculo liso vascular. O Ca?* se liga a uma proteina citoplasmatica chamada
calmodulina. O complexo Ca?*-calmodulina ativa a quinase da cadeia leve da
miosina (MLCK) e libera o sitio ativo da actina ao ligar-se ao caldesmon. A MLCK
ativada fosforila a cadeia leve da miosina, que sofre alteracdo conformacional, sendo
capaz de interagir com a actina e promover contracdo. Quando a concentracao de
célcio intracelular cai abaixo do requerido para deflagracdo destes processos (em
torno de 10° M) ocorre a desativacdo do complexo Ca?**-calmodulina — MLCK,
promovendo o relaxamento do musculo liso vascular (Stull et al., 1991; Marin, 1993).

E descrito que o influxo de Ca®* do meio extracelular é o principal mecanismo
de aumento da concentracdo de Ca?* citoplasmatico necesséario para a contragio do
musculo liso vascular. Para este influxo estdo envolvidos os canais para Ca®*
sensiveis a voltagem, os canais para Ca?* operados por receptor, 0os canais para
cétions nao seletivos e a troca Na*/Ca®" (Rembold, 1992; Horowitz et al., 1996).
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3. Endotélio

O endotélio vascular € uma camada Unica e continua de células cobrindo o
limen da parede vascular, separando o compartimento intravascular (sangue) do
compartimento intersticial e musculo liso vascular. Baseado na quantidade de
células (6X10'%), massa (1,5 Kg), superficie de area (1000 m?) e especialmente por
suas fungoes, o endotélio é considerado um érgao autbnomo (Munzel et al., 2005).

No principio havia uma idéia de que o endotélio representava meramente uma
barreira seletiva de difusdo entre o limen vascular e o espaco intersticial. Porém,
com a descoberta de autacdides como a prostaciclina em 1977 (Moncada et al.,
1977) e do fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF) em 1980 (Furchgott &
Zawadzki, 1980), houve uma mudanca definitiva neste conceito. Hoje o endotélio é
reconhecido como um 6rgao enddcrino, paracrino e autécrino, com capacidade de
sintetizar, modificar e liberar inUmeras substancias metabolicamente ativas que
modulam importantes funcdes organicas, tais como o ténus e a proliferacao
vascular, respostas inflamatérias, propriedades trombéticas e fibrinoliticas e
permeabilidade vascular (Campbell & Campbell, 1986; Rubanyi, 1993; Cai &
Harrison, 2000).

As células endoteliais podem liberar uma variedade de mediadores vasoativos
dilatadores e constritores a partir de sua ativagao por estimulos diversos (Furchgott
& Vanhoutte, 1989; Flavahan, 1992; Busse et al., 1993; Vanhoutte, 2003). Estes
fatores vasodilatadores e vasoconstritores derivados do endotélio sdo descritos
como os principais controladores do ténus do musculo liso vascular (Furchgott &
Vanhoutte, 1989). Os vasodilatadores mais amplamente conhecidos sado a
prostaciclina (PGl,) (Moncada et al., 1977), o éxido nitrico (EDRF — NO) (Furchgott &
Zawadzki, 1980; Palmer et al., 1987) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF) (Feletou & Vanhoutte, 1988). Entre os vasoconstritores podemos citar a
angiotensina Il (Kifor & Dzau, 1987), a endotelina-1 (Yanagisawa et al., 1988), e os
metabdlitos do acido araquidénico como o tromboxano A, (TXA.), as
prostaglandinas H, e Fo, (PGH2 e PGF2,) (Frolich & Forstermann, 1989) e os anions
superéxido (O2) (Rubanyi & Vanhoutte, 1986; Griendling et al., 2000b).

A disfuncao endotelial refere-se a um desequilibrio das funcées normais do
endotélio pelo disturbio de um ou mais dos processos acima descritos (Cai &
Harrison, 2000). Em condicdes fisiol6gicas ocorre liberacdo equilibrada dos fatores
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vasoativos derivados do endotélio, contribuindo assim para a homeostase do
sistema e manutencdo do tdénus vascular. Durante a disfuncdo endotelial pode
ocorrer uma diminuicdo do relaxamento dependente do endotélio, decorrente de
menor liberagdo e/ou biodisponibilidade de substancias vasodilatadoras, dele
derivadas ou de um aumento na liberacdo de substancias vasoconstritoras (De
Artinano & Gonzalez, 1999). Este processo pode contribuir para aumentar a
resisténcia vascular periférica bem como participar da génese, manutencgao,
agravamento ou ainda ser conseqiéncia de enfermidades como a aterosclerose,
hipertensdo e IC congestiva (Katz et al., 1993; Rubanyi, 1993; Marin & Rodriguez-
Martinez, 1997; Drexler & Hornig, 1999).

Em seguida sera dado maior detalhamento ao NO e a eNOS, bem como ao
papel do sistema renina-angiotensina-aldosterona vascular devido a serem estas as

vias mais amplamente investigadas neste estudo.

4. Oxido nitrico (NO) e suas sintases (NOS)

O 6xido nitrico (NO) é um radical livre inorganico altamente reativo. Esta
pequena molécula multifuncional tem sido demonstrada como chave em diversos
processos fisiolégicos tal como defesa imunitaria, regulacdo do ténus vascular,
agregacao plaquetaria, inflamacdo, neurotransmissdo (Moncada et al, 1991) e
inibicdo da proliferagdo do musculo liso vascular (Garg & Hassid, 1989). Muitos
desses efeitos sdo mediados pela ativagdo da guanilato ciclase solavel e
consequente aumento de guanosina 3":5°- monofosfato ciclico (¢cGMP) (Moncada et
al., 1991; Bredt & Snyder, 1994).

O NO é também um regulador enzimatico, especialmente de metaloenzimas.
A ativagédo da guanilato ciclase pelo NO se da pela sua interagcdo com o grupamento
heme (Arnold et al., 1977) ou citocromo p450 (Wink et al., 1993). Além disso, outras
metaloproteinases como aconitase, sdo moduladas por NO, sendo este identificado
neste caso como um efetor molecular da citotoxidade induzida por macréfagos
ativados (Hibbs et al., 1988). O NO participa também da inativacao reversivel e
irreversivel da proteina quinase C por S-nitrosilagdo, o que participaria dos efeitos
citoprotetores ou citotdxicos mediados por NO, respectivamente (Gopalakrishna et
al., 1993). Pelo mesmo mecanismo de S-nitrosilacdo, a gliceraldeido 3-fosfato

desidrogenase (GAPDH) foi descrita como sofrendo inativagdo por NO (Molina y
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Vedia et al., 1992). No coracao e no sistema vascular o NO é capaz de reduzir a
expressao e a atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) (Michel et al.,
1996; Fernandez-Alfonso et al., 1997; Takemoto et al., 1997a; Ackermann et al.,
1998). Desta maneira fica demonstrada a capacidade do NO em participar de
multiplos processos regulatorios, que podem sofrer alteragcdes em diversos quadros
fisiopatoldgicos.

A funcao vasodilatadora do NO ocorre ap6s sua difusdo do endotélio para as
células musculares lisas onde ativa a enzima guanilato ciclase soluvel, que é uma
proteina que possui um grupamento heme de alta afinidade para o NO. Quando
ativada, esta enzima promove a formacdo de monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc) a partir do trifosfato de guanosina (GTP). O aumento da concentracao de
GMPc leva a ativagdo da proteina quinase G (PKG), que atua por diversos
mecanismos, tais como: fosforilagdo do fosfolambam ativando assim a Ca®** ATPase
no reticulo sarcoplasmatico (Cornwell et al., 1991), estimulagdo da saida de Ca®
intracelular via ativagdo do trocador Na*/Ca?* (Furukawa et al., 1991), inibicdo dos
canais para Ca®* tipo L (Tare et al., 1990; Mery et al., 1991), fosforilagdo dos canais
para K" que induz hiperpolarizacao (Lincoln et al., 1994) e também pela estimulacao
de Ca®** ATPases de membrana. A PKG leva ainda a redugdo na sensibilidade dos
filamentos contrateis aos ions Ca®* (Rembold, 1992; Kawada et al., 1997). O GMPc
e a PKG participam da ativagdo da Na*K*ATPase (Scavone et al., 1995; Scavone et
al., 2000). O NO também pode ativar a bomba de sédio (Na*K* ATPase) (Gupta et
al., 1996), mecanismo este que foi relacionado ao aumento da producao de NO pelo
endotélio e pelo aumento da expressdo da isoforma endotelial e neuronais da
sintase de NO (Rossoni et al., 2002; Xavier et al., 2004). O NO promove ainda a
ativacao direta de canais para K*, levando ao efluxo deste ion e hiperpolarizacao da
célula muscular lisa (Bolotina et al., 1994). Em conjunto, estes mecanismos levam a
reducdo da concentragdo de Ca?' intracelular, culminando no relaxamento do
musculo liso vascular bem como reducao de respostas vasoconstritoras (Rapoport &
Murad, 1983; Bolotina et al., 1994).

O NO é produzido nas células endoteliais a partir da oxidagcdo do grupo
guanidino terminal do aminodacido L-arginina, que é transformado entdo em éxido
nitrico e L-citrulina (Palmer et al., 1988) por acdo das enzimas sintases de 6xido
nitrico (NOS) (Andrew & Mayer, 1999). Existem trés isoformas de NOS que podem

ser divididas em duas classes funcionais. Uma classe é a constitutiva e inclui a
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isoforma endotelial (eNOS), e uma neuronal (nNOS) sendo esta Ultima descrita
inicialmente (e predominatemente) no sistema nervoso central e periférico, e
posteriormente em outros tecidos. Estas sdo duas isoformas constitutivas
dependentes do complexo Ca®*- calmodulina, produzindo NO em episédios curtos e
em baixas concentragdes (nM) para finalidades fisiolégicas. A outra classe é
formada pela isoforma induzivel (iNOS) a qual produz NO em altas concentracdes
(uM) e por todo o tempo durante o qual a enzima permanecer ativada. Apesar de a
INOS expressar-se constitutivamente em alguns tecidos como epitélio pulmonar e
tubulos distais dos rins, ela é principalmente expressada em resposta a citocinas e
outros mediadores inflamatérios, e sua atividade é independente da concentracao de
Ca?* (Moncada et al, 1991; Forstermann et al, 1994; Andrew & Mayer, 1999;
Hecker et al., 1999). A sintese do NO depende ainda de outros co-fatores, dentre
eles a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma reduzida — NADPH),
tetrahidrobiopterina (BH4), flavina adenina dinucleotidio (FAD) e flavina
mononucleotidio (FMN) (Angus & Cocks, 1989; Moncada et al., 1991; Marletta,
1993; Busse et al., 1994).

4.1. eNOS

A principal fonte endotelial de NO, que €& um fator crucial para o
funcionamento normal do sistema cardiovascular, € a eNOS presente nas células
endoteliais (Palmer et al., 1987; Harrison, 1997; Vanhoutte, 1997). Outras fontes
relevantes para o sistema cardiovascular podem ser: os cardiomiocitos (Balligand et
al., 1993) e o sistema de conducéao cardiaco (Schulz et al.,, 1991). Apesar da eNOS
ser considerada uma enzima constitutivamente expressada, existem numerosos
fatores que afetam a sua expressao basal e a atividade desta enzima. Dentre eles
podemos citar 0 estresse de cisalhamento (shear stress) (Uematsu et al., 1995;
Malek et al., 1999), hormbnios como o estrogénio (Goetz et al., 1994; Ruehimann &
Mann, 2000), lipoproteinas oxidadas de baixa densidade (LDLs) (Ramasamy et al.,
1998), hipoxia (Le Cras et al., 1996; Hoffmann et al., 2001), forcas mecéanicas
(Ziegler et al., 1998), estimulos quimicos, como pela agdo da acetilcolina,
bradicinina, trombina, ionéforo de calcio (A23187), substancia P, adenina difosfato
(ADP), e agregacgao plaquetaria (Flavahan & Vanhoutte, 1995; Luscher & Noll, 1995;
Vanhoutte, 2003). Esses fatores levam a mecanismos que culminam no aumento da
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concentragao intracelular de Ca®* no endotélio, seja pelo influxo extracelular ou pela
liberacdo de calcio dos estoques intracelulares, o que ativa (em conjunto com a
calmodulina) a eNOS, levando a sintese e liberacdo de NO (Luckhoff et al., 1988;
Busse & Mulsch, 1990).

A sintase endotelial de 6xido nitrico (eNOS) é um dimero constituido por dois
idénticos monémeros de 134 kD. A enzima eNOS somente € ativa na sua forma
dimérica (Albrecht et al., 2003). A dimerizacdo da eNOS inicia-se com a ligacao
através do grupamento heme (Klatt et al., 1996), sem o qual a eNOS existe somente
como um mondmero. A ligagdo heme e a formacédo de um dimero tornam possivel a
ligacdo da tetrahidrobiopterina (BH4) a este dimero da eNOS, o que proporciona a
sua estabilidade e o protege de protedlise (List et al.,, 1997; Venema et al., 1997;
Panda et al., 2002). Os ions zinco sdo também importantes para esta estabilizacéo,
mantendo a integridade do sitio ligante para a BH, (Raman et al., 1998). A atividade
funcional do dimero da eNOS é dependente do numero de moléculas de BH4 a ela
ligada. A BH; tem um papel decisivo para o transporte de elétrons durante a
formagdo do NO. Uma disponibilidade limitada de BHs para a NOS resultara
inevitavelmente na producdo aumentada dos anions superdxido e desacoplamento
da NOS (Andrew & Mayer, 1999; Bevers et al., 2006).

Na sua forma dimérica, a eNOS é passivel de associar-se com membranas
intracelulares, o que € uma condicao necessaria para a fosforilacao e ativacéo desta
enzima em resposta a estimulos (Sessa et al, 1995; Fulton et al, 2002). A
localizacao celular exata da eNOS ¢ incerta, porém tem sido descrita como estando
situada no complexo de Golgi (O'Brien et al., 1995), membrana plasmatica (Hecker
et al., 1994) e cavéolas plasmalemais (Liu et al., 1996; Garcia-Cardena et al., 1997).
A maior parte da eNOS das células endoteliais parece estar nas cavéolas, onde esta
ligada a caveolina (Garcia-Cardena et al., 1997; Michel et al., 1997; Feron et al.,
ligacdo a calmodulina e a transferéncia de elétrons para a subunidade heme (Ghosh
et al., 1998). Outras proteinas associadas a eNOS tém sido descritas, como a
proteina de choque térmico (HSP90), a dinamina, receptores acoplados a proteina
G, diversas quinases, e a proteina de interacdo com a eNOS (eNOS interacting
protein — NOSIP), sendo estas envolvidas na modulagdo da atividade ou localizagéo
intracelular da eNOS (Fleming & Busse, 2003).
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Dentre as trés isoformas de NOS, a eNOS ¢é a mais sensivel as alteragdes do
céalcio intracelular. A ativacdo classica da eNOS nas células endoteliais por
agonistas de receptor transmembrana como a bradicinina e a acetilcolina é
acompanhado pela elevacao intracelular de calcio livre. Se durante esta estimulacao
for feita a quelagéo do calcio extracelular ou a adi¢cao de inibidores de calmodulina, o
relaxamento dependente do endotélio é abolido (Luckhoff et al., 1988). Ao ocorrer o
aumento da concentragao intracelular de célcio livre, ha a formagdo do complexo
célcio-calmodulina e com isso a ligacdo a enzima eNOS e sua dissociacao da
caveolina. Neste momento a eNOS esta ativa e assim permanecera até que haja
uma queda da concentragdo intracelular de calcio. A eNOS ativada sera produtiva
enquanto os substratos L-arginina, oxigénio e NAPDH estiverem presentes (Albrecht
et al., 2003). Apesar desta dependéncia de calcio, também foi demonstrada a
ativagdo da eNOS em situagbes onde ha um aumento transiente e ndo sustentado
de célcio, como o shear stress (Ayajiki et al., 1996) ou em niveis basais deste ion
(Presta et al., 1997).

A quantidade de NO produzida pela eNOS também é modulada pela sua
fosforilagdo. Esta enzima pode ser fosforilada nos residuos serina, treonina e tirosina
(Michel et al., 1993; Corson et al., 1996; Garcia-Cardena et al., 1996; Fleming et al.,
1998; Fulton et al, 1999; Fleming et al., 2001). Estes estudos indicam um papel
importante da fosforilacdo da eNOS na regulacdo de sua atividade. Dois
aminoacidos parecem ser particularmente importantes para regulacdo da atividade
da eNOS e estes sdo: um residuo serina no dominio reductase (na sequéncia da
eNOS humana - Ser''”” e na eNOS bovina - Ser''”®) e um residuo treonina (na
sequéncia da eNOS humana - Thr**® e na eNOS bovina - Thr*®) localizado por sua
vez dentro do dominio ligante da calmodulina (Fleming & Busse, 2003). Quando ha a

177 o fluxo de elétrons através do dominio reductase, e

fosforilacdo do residuo Ser
consequentemente a producéo de NO, aumenta de duas a trés vezes acima do nivel
basal (McCabe et al., 2000). Ja o residuo Thr*® tem papel inibitério da atividade da
eNOS e quando fosforilado inibe a ligacdo da calmodulina ao seu dominio nas
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células endoteliais, ou seja, mais calmodulina se liga a eNOS quando a Thr™" esta

desfosforilada (Fleming et al., 2001).
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5. Disfuncao endotelial e estresse oxidativo vascular

Apesar de a disfung¢ao endotelial ser um processo de origem multifatorial, uma
importancia central tem sido dada a participacdo do estresse oxidativo vascular
neste processo. A producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO) ou
uma reducdo da defesa antioxidante podem levar ao prejuizo da fungao vascular e
até mesmo ao dano tecidual, o que ja tem sido demonstrado em varias condi¢des
patolégicas como hipertensdo (Nakazono et al., 1991), diabetes (Hattori et al., 1991),
aterosclerose (White et al., 1994), isquemia miocardica e IC (Ferrari et al., 1998;
Bauersachs et al., 1999).

A producéo de ERO na parede vascular tem sido descrita no endotélio, bem
como no musculo liso e na adventicia (Jones et al.,, 1996; Griendling & Alexander,
1997; Rey & Pagano, 2002). As ERO incluem radicais livres como anions superéxido
(O2), o 6xido nitrico (NO), o peroxinitrito (ONOQO), o radical hidroxil (OH®) e néo
radicais como o peroxido de hidrogénio (H2O.). A mais importante ERO na
vasculatura é o anion superéxido (O2’), o qual é formado pela reducao univalente do
oxigénio (Droge, 2002). Apesar do O, poder diretamente promover alteragdes na
funcdo vascular, ele também ¢é fundamental na producdo de outras espécies
reativas, como quando ocorre sua reacao com o NO, a qual leva a producao de
substancias citotoxicas como o peroxinitrito (ONOQ’) e radicais hidroxil (OH")
(Beckman et al., 1990; Griendling et al., 2000b; Ortega Mateo & Amaya Aleixandre
de, 2000). Desta reacao pode ocorrer a perda da capacidade vasodilatadora do NO
(Gryglewski et al., 1986), vasoconstricdo dependente do endotélio, conseqliente da
perda da atividade do NO produzido em condi¢des basais, levando a um predominio
da resposta vasoconstritora dependente do endotélio (Carr & Frei, 2000). Vale
ressaltar que o anion superoxido reage rapidamente com o NO para formar o
peroxinitrito, reacao esta que é trés a quatro vezes mais rapida que a dismutacao do
O2 pela superéxido dismutase (Darley-Usmar et al., 1995; Beckman & Koppenol,
1996). Portanto, a formacéao de peroxinitrito representa a via potencial principal para
a reatividade do NO, dependendo da quantidade de O, produzido (Beckman, 1996).
E a quantidade basal de O, e outras ERO nas células, por sua vez, estd na
dependéncia de sua taxa de producdo, bem como da atividade dos sistemas
antioxidantes (Li & Shah, 2004; Didion & Faraci, 2005). Esta perda da atividade
bioldgica do NO pela sua associacdo com ERO na parede vascular tem sido alvo de
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muitos estudos (Cai & Harrison, 2000; Hamilton et al., 2004), sendo observada esta
condicdo em varios processos patoldgicos, incluindo isquemia miocardica e IC
(Ferrari et al., 1998; Bauersachs et al., 1999), sendo a maioria absoluta destes
estudos feitos na fase cronica destas enfermidades.

Com relacado a formacédo das ERO, esta é mediada por algumas enzimas
vasculares que incluem a NAD(P)H oxidase, xantina oxidase, mieloperoxidase,
eNOS, além da cadeia de transporte de elétrons, isoenzimas da citocromo P450,
lipooxigenase, ciclooxigenase, heme oxigenase e glicose oxidase (Kalinowski &
Malinski, 2004; Wassmann et al., 2004). A principal via € a mais comumente
estudada como principal fonte de ERO no endotélio, bem como na adventicia e nas
células musculares lisas, parece ser a das oxidases ligadas a membrana que
utilizam o NADH ou NADPH como substratos (Pagano et al., 1995; Babior, 1999; Cai
& Harrison, 2000; Griendling et al., 2000b). A NAD(P)H oxidase associada a
membrana plasmatica € a mais importante fonte de anions superéxido em paredes
de vasos sanguineos intactos (Mohazzab et al., 1994; Jones et al, 1996;
Rajagopalan et al., 1996b; Pagano et al., 1997). A NAD(P)H oxidase vascular tem
algumas das caracteristicas em comum com a enzima descrita nos neutréfilos
(Babior, 1999). Porém, a NAD(P)H oxidase endotelial difere destas, pois
continuamente produz uma baixa concentracdo de O,, mesmo em células néo
estimuladas (Lassegue & Clempus, 2003; Li & Shah, 2004). A NAD(P)H oxidase é
uma proteina composta por duas subunidades flavocitocromo bssg associadas a
membrana que sdo a gp91°"* (onde “phox” vem de phagocyte oxidase) e p22°", e
as subunidades citosélicas regulatérias p67°"*, p40P"%* pa7°"** e a proteina de
baixo peso molecular rac-1 ou rac-2 (Jones et al., 1996; Gorlach et al., 2000; Li &
Shah, 2004) que na ativagado se translocam para a membrana, associando-se com o
citocromo bssg. Este Ultimo processo ativa rapidamente a oxidase, levando a grande
producédo de O, (Lassegue & Clempus, 2003). O componente principal da NAD(P)H
oxidase é a proteina p22°"* que em juncdo com a gp91°"* forma uma proteina
heterodimérica ligada a membrana referida como flavocitocromo bssg (Knoller et al.,
1991; Babior, 1999; Cahilly et al., 2000). Este ultimo é considerado como o centro
redox da NAD(P)H oxidase (Knoller et al., 1991). A proteina p22°"* é considerada
essencial para a estruturacdo e ativacdo da NAD(P)H oxidase (Sumimoto et al.,
1996) e é um componente critico para a geracao vascular de anions superéxido,

bem como tendo um papel central para esse sistema oxidase na hipertrofia vascular
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(Ushio-Fukai et al., 1996). Apesar do padrdo de expressao de algumas destas
moléculas ter sido demonstrado, ainda devem ser determinadas quais subunidades
participam em complexos funcionais em tipos celulares especificos e se proteinas
ainda néo identificadas tomam parte da formacéao de O, (Griendling et al., 2000a).
Uma razéo importante para o interesse nos ultimos anos na pesquisa das NAD(P)H
oxidases endotelial, bem como vascular de uma forma geral, é o achado de que esta
enzima pode ser regulada por uma grande quantidade de fatores fisiol6gicos e
patologicos (Lassegue & Clempus, 2003).

Como ja previamente comentado, a eNOS também pode atuar como fonte de
anions superoxido. Na auséncia de seu substrato L-arginina ou do cofator BH4 a
eNOS pode sofrer um desacoplamento e neste estado os elétrons que normalmente
deveriam seguir de uma subunidade do dominio reductase para outra subunidade do
dominio oxigenase, sao desviados para 0 oxigénio molecular ao invés da L-arginina,
resultando em uma producédo de superdxido ao invés de NO (Xia & Zweier, 1997;
Vasquez-Vivar et al., 1998; Munzel et al., 2005).

O delicado balango entre o estado de oxidacao e reducao (redox) é mantido
por uma série de enzimas e moléculas pro-oxidantes e antioxidantes na vasculatura.
No entanto, o aumento da atividade dos sistemas oxidantes e a reduzida atividade
dos antioxidantes levam ao estresse oxidativo. Dentre as enzimas antioxidantes
vasculares de maior relevancia podemos citar a glutationa peroxidase (GPX), a
catalase, a tiorredoxina redutase e as superoxido dismutases (SODs). A glutationa
peroxidase e a catalase sao as principais enzimas antioxidantes envolvidas na
degradacao do perdxido de hidrogénio (Droge, 2002; Faraci & Didion, 2004). Ja o
sistema da tiorredoxina pode efetivamente regenerar proteinas que sao inativadas
pelo estresse oxidativo e constitui um sistema oxiredutase com papéis regulatérios
antioxidantes, sendo sensiveis ao redox e abundantemente expressado em células
endoteliais, estando a expressdo da tiorredoxina aumentada em situacdes de
estresse oxidativo (Yamawaki et al., 2003; Wassmann et al., 2004). As SODs séo a
principal defesa celular contra o superéxido em todas as células vasculares
(Wassmann et al., 2004) e portanto sera agora descrita. A SOD em mamiferos tem
sido descrita em trés isoformas. Uma delas € citosélica ou cobre-zinco SOD (CuZn-
SOD ou SOD-1) (McCord & Fridovich, 1969), uma é localizada na mitocondria (SOD
manganés — MnSOD ou SOD-2) (Weisiger & Fridovich, 1973) e uma forma
extracelular da CuZn-SOD (EC-SOD ou SOD-3) (Marklund, 1982; Hassan, 1988;
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Didion & Faraci, 2005). As SODs tém um papel fundamental na dismutacdo do Oz
em peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular. Desta maneira as SODs protegem
o organismo contra os efeitos citotoxicos do O, além de proteger o NO e a
sinalizacado mediada por ele, ja que a reatividade do NO com o O, ocorre em uma
freqUéncia trés vezes mais rapida que a sua dismutacao pela SOD (Darley-Usmar et
al., 1995; Beckman & Koppenol, 1996). Apesar da localizacao diferencial celular de
cada isoforma, apenas recentemente estudos descreveram a importancia funcional
de cada isoforma individual da SOD na parede vascular em condicoes de
normalidade e durante as doengas vasculares (Faraci & Didion, 2004). A exemplo
disto a expressdo da CuZn-SOD esta aumentada em resposta ao estresse de
cisalhamento e é relacionada ao estado redox (Inoue et al, 1996). A EC-SOD &
encontrada primariamente ligada ao sulfato de heparan na superficie celular, e pode
ser especialmente relevante para a regulacédo extracelular da atividade do NO. Em
aortas de camundongos, a expressao da EC-SOD foi descrita aumentada por
angiotensina Il (Fukai et al., 1999). A MnSOD mitocondrial também é sensivel ao
redox e pode ter a sua expressao induzida por fator de crescimento derivado do
endotélio (VEGF), via ativacao da NAD(P)H oxidase (Abid et al., 2001).

Vale lembrar que o sistema relacionado a atividade oxidante e antioxidante
pode sofrer uma modulacdo por agonistas e condi¢cées farmacoldgicas que podem
levar ao desequilibrio de expressdo e atividade das enzimas oxidantes e
antioxidantes, e, por outro lado certas intervengdes ou drogas podem reduzir o
estresse oxidativo. Como exemplos de fatores que levam ao aumento da producao
de ERO na vasculatura podem ser citados a angiotensina Il (Seshiah et al., 2002), a
aldosterona (Keidar et al., 2004), fatores de crescimento e citocinas (Stralin &
Marklund, 2000; Stralin & Marklund, 2001) e lipidios como o LDL oxidado (Meilhac et
al., 2000). Exemplos de fatores que reduzem a produg¢ao ou aumentam a inativagao
de ERO na vasculatura sao o estrogénio (Wagner et al., 2001a; Laufs et al., 2003), o
NO (Fukai et al., 2000), e os antioxidantes como a vitamina C e E (Hornig et al.,
1998D).

6. O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)

O sistema-renina-angiotensina-aldosterna (SRAA) tem sido reconhecido como
possuindo um importante papel na preservacdo da estabilidade hemodinamica. O



Introducéao 34

SRAA complementa e interage também com os efeitos hemodindmicos produzidos
por outros sistemas vasomotores como o sistema nervoso simpatico e horménios
vasoativos. Em suma, sua acado é regular o volume do fluido extracelular, o balanco
eletrolitico e a funcao cardiovascular através de efeitos diretos e indiretos em
diversos 6rgaos e sistemas (Skeggs et al., 1976). O sistema SRAA é estimulado por
situacdes que comprometam a estabilidade da pressédo sanguinea e homeostase do
volume do fluido extracelular. Isto inclui perda excessiva de volume sanguineo,
deficiéncia na ingestdo de sdédio, excessiva perda de sédio e agua, redugdo do
débito cardiaco, baixa perfusdo renal, alteracbes posturais e outras sindromes
hipotensivas (Erdos, 1990; Weber et al., 1995).

Apesar da descricdo classica renal dos componentes do sitema renina-
angiotensina no que diz respeito a sua sintese e acao, estes componentes tém sido
descritos como estando presentes tanto no coragdo como na parede vascular,
funcionando de maneira autocrina e paracrina (Dzau, 1988a). A aldosterona tem
sido demonstrada nao somente atuando como também sendo sintetizada em tecidos
nao renais como o tecido vascular, cardiaco e cerebral (Takeda et al., 1995; Gomez-
Sanchez et al., 1997; Silvestre et al., 1998). O SRAA esta marcadamente ativado na
IC (Struthers, 1996; Wollert & Drexler, 1999), motivo pelo qual alguns componentes
deste sistema, com relevancia para o presente estudo, serdo detalhados a seguir.

6.1. Enzima conversora de angiotensina (ECA) e angiotensina Il

A angiotensina Il € um polipeptidio formado por 8 aminoacidos e que exerce
diversos efeitos cardiovasculares. A via classica de formagao da angiotensina Il
advém de reacOes ocorridas inicialmente na circulacao renal e depois na circulacao
sistémica. Esta se inicia com a liberacao de renina pelas células justaglomerulares
das arteriolas aferentes renais quando estimuladas por uma reducao da pressao
arterial ou desequilibrio hidro-eletrolitico. A renina atua sobre o angiotensinogénio,
produzido no figado, formando assim a angiotensina |, um decapeptideo. Esta, sob a
acado da ECA é convertida em angiotensina Il, com potente acdo vasoconstritora
(Skeggs et al., 1976; Peach, 1977; Erdos, 1990).

A ECA é uma zinco-metalopeptidase de 150-180 kDa que foi primeiramente
descrita por Skeggs e colaboradores (Skeggs et al., 1956). Esta enzima promove a

clivagem dipeptidica carboxi-terminal de alguns peptidios e se expressa em diversos
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tecidos como o endotélio vascular, o endotélio dos tubulos proximais renais, coracao
pulmao, macréfagos ativados e algumas regides do cérebro (Dzau, 1988a). Seu
papel é central na regulacdo do tdnus vascular pela conversao do peptideo inativo
angiotensina | ao vasoconstrictor e tréfico angiotensina I, além de inativar o
vasodilatador bradicinina e substancia P (Vanhoutte et al.,, 1989; Linz et al., 1995;
Blais et al., 2000). Estudos demonstram que o K, da ECA para a bradicinina é
substancialmente mais baixo que para a angiotensina |, indicando uma cinética mais
favoravel a hidrélise da bradicinina que para a conversdao de angiotensina | a
angiotensina Il (Jaspard et al., 1993).

A conversao da angiotensina | em angiotensina Il ocorre primariamente no
endotélio pulmonar (Ng & Vane, 1968), embora a presenca da ECA ja tenha sido
descrita em diversos outros tecidos como coragdo (Roth et al., 1969), glandulas
adrenais (Plunkett et al., 1985), testiculos (Howard et al., 1990) e vasculatura (Dzau,
1988b), sendo chamado entdo de sistema renina-angiotensina tecidual. O sistema
renina angiotensina local pode ser potencialmente mais importante que o sistémico
(Dzau & Hirsch, 1990). Tem sido sugerido que enquanto o sistema neuroendécrino
circulatorio esta ativado na fase aguda da IC, o sistema tecidual torna-se dominante
em uma situacdo hemodindmica estavel (Dzau & Hirsch, 1990; Dzau, 1992). A via
para a sintese de angiotensina Il no interior da parede vascular tem sido alvo de
diversos estudos. Ja foi demonstrado que todos os componentes deste processo
estdo presentes nos vasos sanguineos como a renina (Okamura et al., 1992) e o
angiotensinogénio (Campbell & Habener, 1986; Rakugi et al., 1993). As células do
endotélio vascular podem sintetizar angiotensina Il, que também é considerada
como um fator vasoconstritor derivado do endotélio (Kifor & Dzau, 1987).

A ECA vascular é uma ectoenzima que se expressa principalmente nas
células endoteliais (Ryan et al.,, 1976; Alhenc-Gelas et al., 1990). No endotélio a
expressao da ECA pode estar aumentada por diversos fatores como hip6xia (King et
al., 1989), glicocorticéides (Mendelsohn et al., 1982), endotelina (Kawaguchi et al.,
1990), iondforos de calcio, fatores de crescimento (Dzau et al., 2001) e aldosterona
(Sugiyama et al.,, 2005). A expressao da ECA em células endoteliais em cultura
também depende do estado de crescimento celular, sendo que a expressao da ECA
aumenta exponencialmente quando a confluéncia intercelular é obtida (Shai et al.,
1992). A regulacéao endotelial da ECA parece entdo ser um determinante da funcao
vascular na saude e na enfermidade (Dzau et al., 2001).
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Uma forma soluvel da ECA também é encontrada no plasma, a qual
possivelmente € derivada da forma ligada a membrana plasmatica através de
clivagem enzimatica, ocorrendo esta tanto intracelularmente quanto na membrana
plasmatica (Erdos, 1990). Porém, medidas bioquimicas da atividade da ECA
demonstraram que esta € uma enzima de base tecidual, sendo que menos que 10%
foi encontrada no plasma circulante (Cushman & Cheung, 1971). A funcao precisa
da ECA plasmatica ainda nao foi esclarecida. Todavia, como esta representa apenas
uma pequena porcao da atividade total da ECA, seu papel parece ser minimo (Dzau
et al., 2001). Estudos demonstram também que os efeitos dos inibidores da ECA na
atividade da ECA circulante correlacionam-se muito pouco com o0 que acontece no
nivel tecidual (Teerlink et al., 1993; Farquharson & Struthers, 2002b).

Os inibidores da ECA tém sido considerados um dos principais avangos na
terapia da IC crbnica, porém outros estudos demonstram que a quantidade de
angiotensina Il plasmatica ndo permanece suprimida em todos os pacientes com IC
durante o tratamento crénico com inibidores da ECA (Swedberg et al., 1990;
MacFadyen et al., 1999). Uma das possiveis razbes seria aumento da ECA
plasmatica e tecidual em resposta a inibidores da ECA (King & Oparil, 1992) ou a
conversdo de angiotensina | a angiotensina Il por outras vias que nao a da ECA.
Esta via de conversdo alternativa, ndo proveniente da ECA, pode contribuir para a
reativacao da producao de angiotensina Il em situacdes de inibicdo crénica da ECA,
e, portanto, aumentar as doses do inibidor da ECA nos ultimos estagios da doenca
poderia ter um impacto pequeno na geracdo de angiotensina Il (Farquharson &
Struthers, 2002b).

Apesar de a ECA ser descrita como a principal via de conversdo da
angiotensina | a angiotensina Il, ela nao é a unica. Esta conversao também pode ser
efetuada pela quimase, catepsina G, tonina e outras proteases (Dzau et al., 1993;
Weber et al., 1995; Weir & Dzau, 1999; Perazella & Setaro, 2003). Destas enzimas,
a quimase parece ser a principal via alternativa de conversado de angiotensina Il na
vasculatura de humanos (Okunishi et al., 1984; Dell'ltalia & Husain, 2002) e alguns
animais experimentais (Takai et al., 1996; Takai et al., 1997; Miyazaki & Takali,
2001).

Os efeitos vasoconstritores da angiotensina Il sdo, em sua maioria, obtidos
pela estimulacado de receptores AT; no musculo liso vascular, acoplados a proteina

Gso- Estes receptores ao serem estimulados ativam a fosfolipase C de membrana,



Introducéao 37

aumentando assim a formagéo de trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG).
Isto resulta em elevagdo dos niveis intracelulares de calcio, proveniente dos
estoques intracelulares e o do meio extracelular, culminando com a contracéao
muscular (Katusic & Shepherd, 1991; Luscher & Tanner, 1993). As células do
endotélio também possuem receptores AT que atuam ativando a fosfolipase C e
induzindo a liberacdo de NO e prostaciclina, fazendo contraposicdo a seu efeito
vasoconstritor. Os receptores AT, endoteliais ao serem ativados pela angiotensina
(1-7) e angiotensina Il também promovem relaxamento dependente do endotélio
(Gohlke et al., 1998). A angitoensina Il além do seu potente efeito vasoconstritor,
estimula a liberacdo de catecolaminas das terminacbes nervosas, a secrecao de
aldosterona, reduz a natriurese e diurese e estimula o crescimento do musculo liso
vascular e cardiaco (Yamazaki et al, 1996). Outros efeitos vasculares da
angiotensina Il que podem ser citados sdo a ativacdo inflamatéria em células
musculares lisas (Kranzhofer et al.,, 1999), inducdo da expressdo de fatores de
crescimento autécrinos no musculo liso vascular (ltoh et al., 1993), modulagdo da
migracao celular e reducao da apoptose do musculo liso vascular (Pollman et al.,
1996), alteragdo da composicdo da matriz extracelular (Scott-Burden et al., 1991;
Takagishi et al., 1995) e acao pro-trombética (Ridker et al., 1993). A angiotensina |l
também € considerada como principal mediador do estresse oxidativo vascular,
sendo esta uma potente ativadora da NAD(P)H oxidase que resulta na producgéao de
anions superoxido (Griendling et al., 1994).

6.2. Aldosterona

De acordo com a idéia classica sobre a aldosterona, esta é o mais importante
mineralocorticéide, produzido na zona glomerular da glandula adrenal (Simpson &
Tait, 1953) em resposta a angiotensina IlI, horménio adrenocorticotréfico (ACTH),
potassio e inibida, por exemplo, pelo fator natriurético atrial (Muller, 1987). Sua
producdo se da a partir do colesterol através de reagdes enzimaticas envolvendo
algumas monooxigenases denominadas P450. Durante este processo um metabdlito
intermediario, 11-desoxicorticosterona, € hidroxilado no carbono 11-B para formar
corticosterona e entdo hidroxilado no carbono 18 a 18-hidroxicorticosterona e
finalmente oxidado no carbono 18 formando aldosterona. O gene necessario para
esta sintese é o citocromo mitocondrial P450 aldo (CYP11B2). A aldosterona
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interage com as células epiteliais situadas no néfron distal e coletor cortical do rim,
cblon, glandulas salivares e sudoriparas. A aldosterona circulante regula o
transporte de sodio e potassio nas células endoteliais ao ligar-se com a forma inativa
do receptor de mineralocorticdides (Arriza et al., 1987). O cortisol liga-se com igual
afinidade que a aldosterona ao receptor de mineralocorticéides, e a especificidade
tecidual para a aldosterona é conferida pela expressédo local da enzima 11pB-
hidroxiesteroide dehidrogenase (11BHSD) tipo 2. Esta é responsavel pela conversao
do cortisol e corticosterona a metabdlitos inativos cortisona e 11-
dehidrocorticosterona (Funder et al., 1988). Quando ha a ligagdo da aldosterona
com o receptor de mineralocorticéides, este receptor se dissocia de um complexo
multiprotéico contendo acompanhantes moleculares (molecular chaperones) (Trapp
& Holsboer, 1995). Estes ultimos farao entao a translocacao do receptor através dos
poros nucleares até a cromatina em regides regulatérias de promotores génicos alvo
(Fejes-Toth et al., 1998). Quando no nucleo, no caso no néfron distal do rim, este
receptor ativado atuara como um fator de transcricdo positivo, modulando a
expressao de multiplas proteinas, dentre estas a SGK-1 (serum and glucocorticoid
inducible kinase 1) (Chen et al., 1999a). A expressdao da SGK-1 deflagra uma
cascata de eventos que culmina com a absorcdo de ions Na* e agua através do
canal de sddio e indiretamente aumentara a excregao de K* (Bhargava et al., 2001).
Desta maneira ha uma expansdo do volume intravascular e aumento da pressao
sanguinea (Booth et al., 2002).

Apesar da descricdo dos componentes renais e supra-renais envolvidos na
producdo e atuacao da aldosterona, atualmente ja se sabe que existem sitios de
producdo de aldosterona extra-adrenais. J& foram descritos em diferentes tecidos
corporais a producao local de aldosterona, entre eles cérebro, vasos sanguineos e
miocardio (Takeda et al., 1995; Gomez-Sanchez et al., 1997; Silvestre et al., 1998).
A regulagao da sintese extra-renal de aldosterona parece ser ditada pelos mesmos
estimulos que regulam a sintese na glandula adrenal (Takeda et al., 1996; Silvestre
et al, 1998). A localizacdo dos receptores de mineralocorticéides, além da
localizagdo classica nas células epiteliais renais, colon, glandulas salivares e
sudoriparas, também ja foi descrito nos tecidos cerebral (Roland et al., 1995),
cardiaco (Pearce & Funder, 1987; Lombes et al., 1995) e na vasculatura (Kornel et
al., 1988; Funder et al., 1989; Hatakeyama et al., 1994; Takeda et al., 1997). Isto
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indica uma gama de novos possiveis efeitos da aldosterona mediados pela ativagao
dos receptores de mineralocorticéides nestes tecidos.

Destacando os efeitos vasculares da aldosterona, esta ja foi descrita como
capaz de causar danos a vasculatura, independentes de seus efeitos na pressao
sanguinea. Alguns exemplos destes prejuizos sdo suas propriedades fibrética
(Benetos et al., 1997), pré-inflamatoria (Rocha et al., 1998; Rocha et al., 2002),
redutora da complacéncia vascular (Duprez et al, 1998), pro-trombdética e
antifibrinolitica (Brown et al., 2000). Além disso, a aldosterona promove a reducao da
biodisponibilidade do NO (lkeda et al., 1995; Farquharson & Struthers, 2000) e
aumenta a producao de ERO vasculares (Rajagopalan et al., 2002). Vale ressaltar
que a maioria destes efeitos deletérios nos estudos acima descritos pode ser
revertida pelo blogueio da aldosterona pelo tratamento com espironolactona ou
eplerenona.

De grande importancia e alvo de diversos estudos € a interrelagdo existente
entre os diversos componentes do SRAA. Tem sido demonstrado que a aldosterona
modula a expressdao de alguns componentes do sistema renina-angiotensina
vascular. A aldosterona é capaz de potencializar o efeito sinalizador da angiotensina
Il nas células musculares lisas (Mazak et al, 2004). A producédo local de
aldosterona, via estimulacao de receptores ATy por angiotensina Il, é responsavel
pelos efeitos desta Ultima na estimulacao da proliferacado do musculo liso vascular de
ratos (Xiao et al., 2000). Também, a inibicdo da aldosterona reduz os efeitos
negativos da angiotensina no que diz respeito ao estresse oxidativo vascular (Virdis
et al., 2002). A aldosterona promove a estimulacdo da atividade da ECA na
vasculatura (Farquharson & Struthers, 2000), além de ser capaz de aumentar a
expressdao da ECA em cardiomiocitos (Harada et al,, 2001) e células endoteliais
(Sugiyama et al., 2005). Desta maneira fica demonstrado que a aldosterona
promove um feedback positivo no sistema-renina angiotensina vascular, formando
um verdadeiro ciclo vicioso, que ainda deve ser elucidado quanto a possivel
participacdo no desenvolvimento e/ou progressao da disfuncdo endotelial e lesédo
vascular induzidas por aldosterona nas diversas enfermidades que envolvem
alteracoes cardiovasculares.

Por outro lado, a producado de aldosterona nas células endoteliais também
pode ser estimulada por angiotensina Il, sendo este aumento através da estimulacao
da enzima sintase de aldosterona vascular, que também pode ser estimulada por K*
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e horménio adrenocorticotréfico (ACTH) (Takeda et al., 1996). Originalmente, havia
sido estabelecido que os inibidores da ECA blogueariam a secrecdo renal de
aldosterona. Porém, a secrecédo de aldosterona também pode estar aumentada por
mecanismos independentes de angiotensina Il, o chamado escape de aldosterona
(aldosterone escape) (Staessen et al., 1981; Borghi et al., 1993). O mecanismo pelo
qual isto ocorre ainda nao foi esclarecido. Uma das possibilidades seria a reativacao
da producdo de angiotensina Il, ja comentada anteriormente, durante o tratamento
crébnico com os inibidores da ECA (MacFadyen et al., 1999; Roig et al., 2000). As
vias alternativas de producédo de angiotensina Il, acima descritas, como a quimase,
poderiam ser uma explicacdo para o escape de aldosterona (Urata et al., 1995).
Todavia, este ndo deve ser o0 Unico mecanismo, uma vez que O escape de
aldosterona foi observado também em pacientes sem reativagao da angiotensina Il
(Lee et al., 1999). Outra possibilidade seria 0 aumento de K* promovido pela inibicao
da ECA , e ainda outros estimuladores da secrecao de aldosterona como o ACTH
(Struthers, 1996; Struthers, 2004b).

Apesar de diversos estudos ja realizados, investigacbes adicionais sao
necessarias para elucidar a fisiopatologia dos componentes do SRAA vascular bem
como a interrelacdo entre seus componentes na instalacdo e progressao das

diversas enfermidades cardiovasculares.

7. Inibidores dos receptores de mineralocorticéides

Concentragdes excessivas de aldosterona podem ser prejudiciais em diversos
aspectos. A aldosterona aumenta a retencdo de sédio e agua e mantém o volume
circulante, aumenta a pré-carga cardiaca, aumenta a perda de potassio e magnésio,
reduz os niveis de colesterol de alta densidade (HDL) e prejudica a funcédo do
endotélio vascular. Além disso, a aldosterona estimula o crescimento celular
hipertréfico e a fibrose, levando ao remodelamento ventricular. Este
mineralocorticoide promove ainda a depressdo da sensibilidade do baroreflexo
(Wang, 1994) e seus potenciais efeitos vasculares podem levar a uma
vasoconstricdo generalizada. Estas condi¢cdes tém sido observadas na IC (Zannad,
1995). Devido a grande quantidade de efeitos deletérios cardiovasculares das altas
concentracdes de aldosterona em quadros patolégicos como a hipertensao e IC, ha
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um grande direcionamento aos estudos dos inibidores do receptor de
mineralocorticéides (RM).

Os principais antagonistas do RM disponiveis até o presente momento sao a
espironolactona e a eplerenona, que tém demonstrado possuir excelentes efeitos no
tratamento da IC (Pitt et al., 1999; McMahon, 2001; Pitt et al., 2003), porém com
algumas limitacées. Apesar dos efeitos benéficos, tém sido descritos efeitos
colaterais com relac&o aos inibidores do RM. Dentre os principais efeitos colaterais
esta a hipercalemia. Entretanto, a freqiiéncia e a severidade da hipercalemia durante
a administracdo por eplerenona, por exemplo, parece estar especialmente
exacerbada em pacientes com insuficiéncia renal, diabetes e microalbuminuria
(Brown, 2003). Por outro lado, a hipocalemia também contribui para a patogénese
da doenga cardiovascular, e muitas desordens cardiovasculares como infarto do
miocardio, IC, hipertensdo e o uso de algumas drogas agravam este quadro. Por
isso, é importante ressaltar que estes pacientes que recebem diuréticos que poupam
potassio, como a espironolactona ou eplerenona, tém uma reducao na mortalidade
tanto pela progressao da IC como por morte subita em comparacao aos diuréticos
regulares (Macdonald & Struthers, 2004).

7.1. Espironolactona

A espironolactona é um antagonista do RM que tem sido tradicionalmente
utilizado como um diurético poupador de potassio e magnésio no tratamento da
hipertensdo e IC (Brest, 1986; Pitt et al., 1999). Este farmaco foi sintetizado na
década de 70 (Sadee et al., 1972) e, até 2002, quando houve a aprovagdo da
eplerenona pela FDA (U.S. Food and Drug Administration) para o tratamento da
hipertensao, e, em 2003, com a aprovacao para o tratamento da IC apés infarto do
miocardio, era a unica possibilidade terapéutica para o blogueio da aldosterona
(Delyani, 2000). A espironolactona é um inibidor competitivo do receptor de
aldosterona (Hofmann et al., 1974; Delyani, 2000). Sua estrutura € similar a outros
esteréides com um anel lactona substituido no C-17. Seu clearance é em torno de
10 minutos em animais (Sadee et al., 1972) e rapido também em humanos (Sadee
et al., 1973). Seus metabdlitos ativos (canrenoato e canrenona) tém meia vida em
torno de 17 a 22 h (Karim et al., 1976). A espironolactona tem seus efeitos

antagonistas mediados via receptor androgénico e seus efeitos agonistas mediados



Introducéao 42

via receptor progesterdnico (McMahon, 2001; McMahon, 2003). Sua especificidade
reduzida para o receptor de aldosterona traz problemas que limitam o seu uso em
longo prazo, como a ginecomastia, ciclos menstruais anormais e impoténcia
(Delyani, 2000).

7.2. Eplerenona

A eplerenona é um novo inibidor especifico para o receptor de aldosterona
(specific aldosterone receptor antagonist - SARA). Em contraste com a
espironolactona, este farmaco demonstrou uma alta seletividade para o receptor de
aldosterona e uma pequena afinidade para o receptor de progesterona (<1%) e
receptores de andrégenos (0,1%) (Delyani, 2000; Weinberger et al., 2002). Esta
maior seletividade e baixa afinidade para outros receptores de hormoénios
esteroidais, minimiza efeitos colaterais observados no tratamento com
espironolactona como ginecomastia, impoténcia, mastodinia e sangramento vaginal
(Krum et al., 2002; Weinberger et al., 2002; Zillich & Carter, 2002).

A eplerenona é também chamada de SC-66110, CGP-30083 e
epoximexrenona, € representa uma nova possibilidade terapéutica seletiva para o
bloqueio da aldosterona como tratamento terapéutico em pacientes hipertensos ou
com |IC pés-infarto (Rudolph et al., 2004). Sua estrutura quimica difere daquela
encontrada no inibidor ndo seletivo espironolactona, pela introdu¢cdo de uma ponte
9a, 11a-epoxi e pela substituicdo do grupo 17a-tioacetil por um grupo carbometoxi
(Brown, 2003).

?Ifllrl:l —_

CQ4H3204S CZ4H3006
Espironolactona Eplerenona
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Esta diferenca estrutural da eplerenona com relacdo a espironolactona,
confere excelente seletividade para o receptor de aldosterona com relacao a outros
esteroides. Além disso, esta substituicdo quimica produz uma molécula que possui
uma atividade desprezivel na enzima citocromo P-450 de érgdos enddcrinos
(Delyani, 2000). Um exemplo de sua seletividade € o relato de que em ratos o ICs
da eplerenona para o receptor de aldosterona foi de 360 nmol/l, enquanto o ICsg
para androgeno, progesterona, e receptores de estrogénio foi de >10000 nmol/l. O
clearance da eplerenona se da primariamente via 0 metabolismo por CYP4503A4 a
metabolitos inativos (com uma meia vida de eliminagdo de 4 a 6 horas) (Brown,
2003). Estudos in vitro revelaram que a eplerenona tem uma afinidade 10 a 20 vezes
menor para o receptor de aldosterona que a espironolactona (de Gasparo et al.,
1987), apesar de estudos recentes em humanos demonstrarem que a eplerenona
possui 50 a 70% da poténcia da espironolactona (Weinberger et al., 2002). Todavia
quando comparado a espironolactona a eplerenona é praticamente desprovida de
uma ligacdo consideravel ao receptor de androgénio e progesterona, e tem uma
reduzida capacidade de ligar-se aos receptores de glicorticéides (de Gasparo et al.,
1987), 0 que o torna mais seguro para o tratamento crénico.

Trabalhos experimentais e clinicos demonstraram que a eplerenona promove
acentuada protecao cardiaca, cerebral, vascular e renovascular na IC apés IM
(Rudolph et al., 2004). Dentre estes podemos citar os trabalhos nos quais o
tratamento por longo prazo com eplerenona promove uma melhoria da funcgéo
ventricular bem como uma melhoria da fungdo vascular em ratos cronicamente
infartados (Fraccarollo et al.,, 2003; Schafer et al., 2003). Em um grande estudo
clinico (EPHESUS - Eplerenone Post-Acute Myocardial Infarction Heart Failure
Efficacy and Survival Study) o inibidor especifico para receptor de aldosterona,
eplerenona, foi relatado como promotor de reducdo na morbidade e mortalidade em
pacientes com infarto agudo do miocardio com complicacao por disfuncéo ventricular
esquerda e IC (Pitt et al., 2003). Quando analisados os dados do mesmo estudo 30
dias apdés a randomizagao e inicio do tratamento, foi demonstrado houve maior
reducado nos indices de mortalidade, por todas as causas, quando o tratamento foi
iniciado em torno de 7 dias ap6s o infarto do miocardio (Pitt et al., 2005). Hayashi e
colaboradores demonstraram os efeitos benéficos da administracdo imediata (nas
primeiras 24 horas) do inibidor do espironolactona apés o infarto agudo do miocardio
em pacientes (Hayashi et al, 2003). Nestes foi observada a prevengdo do
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remodelamento ventricular esquerdo, demonstrado através da reducdo de um
marcador plasmatico da sintese de colageno.

No entanto, permanece ainda a questao: quao precoce deve ser o inicio da
terapia com o blogueio do receptor de aldosterona pés-infarto do miocardio? Ha uma
caréncia de dados, até o presente momento, que demonstrem 0s possiveis
beneficios do tratamento com eplerenona na fase inicial apdés infarto do miocardio,
especialmente no que diz respeito a fungao vascular, ja que esta pode estar alterada

nesta fase, bem como 0os mecanismos envolvidos.
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Il. Objetivos
1. Objetivo geral

Avaliar os possiveis efeitos vasculares do inibidor especifico do receptor de

aldosterona, eplerenona, em uma fase inicial (7 dias) apds o infarto do miocardio.
2. Objetivos especificos

Investigar a alteracdo de componentes vasculares em aortas de ratos 7 dias
apos o infarto do miocardio em animais sham, infartados placebo, ou infartados

tratados com eplerenona através de:

Protocolos de reatividade vascular:
e Vasodilatacdo dependente do endotélio (acetilcolina)
e Vasodilatacao independente do endotélio (DEA NONOate)
e Vasoconstricao por agonista a1 adrenérgico (fenilefrina)

e Vasoconstricdo por angiotensina | e |l

Biologia molecular:
e Expressao protéica da eNOS e sua forma fosforilada (peNOS) (Western Blot)
e Expressao protéica da ECA e sua forma fosforilada (pECA) (Western Blot)

e Imunohistoquimica para ECA e peNOS

Avaliar o estresse oxidativo vascular nos grupos estudados através da avaliacao da:
e Producao de anions superdxido em ensaio bioquimico (lucigenina)
e Producao in situ de radicais livres (hidroetidina)
e Quantificacdo protéica da NAPDH oxidase (subunidade p22°") (Western
Blot)
e Quantificagdo protéica de enzima antioxidante vascular (MnSOD) (Western
Blot)
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lll. Materiais e métodos

1. Animais

Para a realizacdo deste trabalho experimental foram utilizados ratos Wistar
machos (Rattus norvegicus albinus) pesando entre 200 e 250 g. Estes foram
fornecidos pelo biotério da Univesitat Klinikum Wrzburg adquiridos da Charles River
(Sulzfeld, Germany). Todos os ratos foram mantidos em gaiolas com livre acesso a
racdo e agua, sob condicdes controle de temperatura e um ciclo claro-escuro de 12
horas. Os procedimentos executados nesta pesquisa estavam em conformidade
com o “Guia para o cuidado e uso de animais de laboratério® (Guide for the care and
use of laboratory animals) publicado pela NIH (National Institutes of Health, n® 85-23,

revisado em 1996).

2. Infarto do miocardio e intervencao farmacolégica

O infarto do miocardio experimental foi produzido pela ligadura do ramo
descendente da coronaria anterior esquerda como descrito inicialmente por Pfeffer e
cols.(Pfeffer et al., 1979). Os animais foram anestesiados com isoflorano, intubados
e ventilados a um volume constante pela area corpérea com uma bomba de
respiracao artificial (UB 7025, Hugo Sachs Eletronik, Harvard Apparatus, March,
Germany) conectada a um cilindro de carbogénio (95% O, e 5% CO,) e a um difusor
de isoflorano (Aerrane- Isofluran®, Ohio Medical Anesthetics) para a manutengéo da
anestesia e uma bomba de vacuo (Fluovac, Harvard Apparatus) para absorver os
residuos toxicos do anestésico. O coracao foi cuidadosamente exposto apds o a
separacado do musculo peitoral e uma pequena abertura toracica no nivel do quinto
espaco intercostal esquerdo. A artéria coronariana descendente anterior esquerda
foi ligada com um fio de polipropileno (Ethicon 5-0) na zona entre a artéria pulmonar
e 0 atrio esquerdo. O grupo controle (cirurgia ficticia — Sham) passou pelas mesmas
etapas citadas acima, com excecao da ligadura da artéria coronariana. O coragao foi
entdo retornado a sua posicdo normal e o térax foi fechado. Apds o retorno da
respiracdo espontdnea a intubacado foi removida. Com este procedimento a
mortalidade dentro das primeiras 24 h foi de 40-50 %. Os animais sobreviventes
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foram aleatoriamente divididos em trés grupos e tratados por gavagem, uma vez ao
dia, com as seguintes solugdes:

a. Sham (Sham) — solucao placebo de goma arabica.

b. Infarto Placebo (IM Pla) — solucéo placebo de goma arabica.

c. Infarto Eplerenona (IM Eple) — solucdo com o inibidor especifico para o
receptor de aldosterona: eplerenona (100 mg/kg/dia).

O tratamento com as solucdes acima indicadas teve inicio logo em seguida
ao procedimento cirirgico. Os animais foram alocados em gaiolas com no
maximo cinco animais e receberam agua e ragdao balanceadas “ad libitum”,

passando por ciclo claro/escuro a cada 12 h.

3. Medidas hemodinamicas

Ao sétimo dia apds a cirurgia de infarto os animais foram novamente
anestesiados em uma cuba com isoflorano (Aerrane- Isofluran®, Ohio Medical
Anesthetics), uma céanula de polietileno foi inserida na traquéia para a respiracao
artificial e foram ventilados a um volume constante (volume por minuto de 1 mL/100g
de peso corporal e com freqgliiéncia respiratéria de 88 ipm) com uma bomba de
respiracao artificial, através dos mesmos aparatos acima descritos durante a cirurgia
de infarto. Em seguida foi procedida a canulagéo da artéria carétida e da veia jugular
com um cateter de polietileno (PE-50) preenchido com salina heparinizada (100 U/
mL), conectado via uma valvula triplice a um microman6metro (Millar) e um
transdutor (Statham), ligado, por sua vez, a um sistema de aquisicdo de dados
(PowerLab 4SP, AD intruments, Castle Hill, Australia), acoplado a um computador
(PC Pentium) através do software (PowerLab Chart 5, v 5.1.1). Foram entao
registradas a pressao ventricular sistélica esquerda (PSVE), a pressao diastélica
final ventricular esquerda (PDFVE), o valor maximo da derivada temporal do
aumento e declinio da pressao ventricular esquerda (dP/dtnax € dP/dtmin
respectivamente), a pressao arterial média (PAM) e freqiéncia cardiaca (FC). A
constante de tempo da decaida da pressao ventricular esquerda (regressao do log
[pressao] vs. tempo) foi calculada pelo método de Weiss (Weiss et al., 1976). Os
valores das pressées sistolica e diastolica inicial e final ventriculares foram coletados
apos estabilizacao do cateter dentro do ventriculo, e medidos de uma média de 10
ciclos consecutivos, sob ritmo cardiaco regular.
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Apébs as medidas iniciais supracitadas foram obtidos os registros in vivo de
curvas pressao-volume pela introducdao de um cateter de condutancia de ponta
(SPR-774, Millar Instruments, Houston, Texas). O cateter 1.4 F foi avangcado da
artéria carétida direita até o ventriculo esquerdo, através de um cateter de polietileno
(PE-50) preenchido com salina. Os sinais de pressdo e volume foram registrados em
um sistema de aquisicao de dados (BioBench software, National instruments, Austin,
Texas). O Software Pvan 2.9 (Millar Instruments) foi usado para analisar todos os
dados das curvas pressao-volume registrados usando a injecao de salina hiperténica
para a calibracdo do volume de condutancia paralela (Ito et al., 1996). O volume
ventricular esquerdo foi calculado para cada rato pelo volume de condutancia

corrigido pelo volume de condutancia paralelo relativo.
4. Avaliacao da area de infarto e hipertrofia cardiacas

Apoés a realizagao dos registros hemodinamicos os animais foram sacrificados
e o0s coragdes removidos para avaliagdo ponderal das camaras, bem como a
avaliagdo da area de infarto.

As camaras cardiacas foram separadas em solugdo salina resfriada com
nitrogénio liquido e pesadas. O septo interventricular foi considerado parte do
ventriculo esquerdo. O peso Uumido foi corrigido pelo peso corporal para estimar a
hipertrofia cardiaca.

A quantificacdo da area de infarto foi procedida histologicamente por
planimetria. O ventriculo esquerdo foi cortado em 3 secgdes transversas: apice, anel
mediano (aproximadamente 3 mm) e base. O anel mediano foi conservado em
formalina 4% e depois incluido em parafina. Para tal os seguintes passos foram
seguidos:

a) etanol 70% por 30 minutos
) etanol 80% por 30 minutos
) etanol 100% por 30 minutos
d) xilol+etanol (1:1) por 30 minutos
) xilol por 30 minutos
f) xilol +parafina (1:1) por 30 minutos
g) parafina a 60°C por 60 minutos
h) parafina a 60°C rapidamente
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i) inclusdo em parafina a 60°C em formas e secagem

Foi entao feita a secagem por no minimo 24 horas destes blocos de parafina
e deste anel foram realizados cortes de 5 um sendo feitos a intervalos de 100 um.
Procedeu-se entdo a coloracdo com o corante Picrosirius red, o qual promove uma
coloracdo avermelhada na area cicatricial necrotica e amarelada no tecido nao
infartado. A imagem foi entdo gravada utilizando-se uma camera (Insight Fire Wire,
DIAGONSTIC instruments, USA) conectada a um computador (Pentium) e acoplada
a um microscoépio Optico (Axioscop 2 plus, Zeiss, Germany) através do software
através do software Metamorph. As imagens adquiridas foram analisadas utilizando
o programa SigmaScan® Pro 5.0. O célculo da porcentagem de infarto foi feito pela
divisdo do perimetro da cicatriz na superficie endocardica (CEN) pelo perimetro
endocardico total (PEN) mais o perimetro da cicatriz epicardica (CEP) dividido pelo
perimetro epicardico total (PEP) (figura 1) dividido por 2 e multiplicado por 100
([CEN/PEN + CEP/PEP] x 2/100). O tamanho do infarto dos grupos (porcentagem do
ventriculo esquerdo infartado) foi calculado pela média de todos os cortes avaliados
e expressado como porcentagem da extensdo. Apenas infartos maiores que 40%

foram incluidos neste estudo.

Figura 1. Esquema demonstrativo da medida histologica da area de infarto com
coloragao Picrosirus Red. Perimetro epicardico total (PEP), perimetro endocardico
total (PEN), perimetro da cicatriz epicardica (CEP) e perimetro da cicatriz na

superficie endocardica (CEN).
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5. Teste radioimunolégico (RIA) da aldosterona

O soro dos animais foi obtido pela centrifugagcdo das amostras de sangue,
coletadas em tubos NUNC Cryo®, e centrifugadas em 1500g durante 15 minutos a 4°
C. Apds a centrifugacdo o soro (sobrenadante) foi pipetado em aliquotas de
aproximadamente 1 mL em frascos NUNC®, e entdo acondicionadas a -80° C até o
dia do ensaio bioguimico. Neste dia as amostras foram descongeladas
progressivamente em um recipiente com gelo e foram utilizados 200 uL de plasma
para cada frasco de medida. Para a determinacao quantitativa da aldosterona nas
amostras de plasma foi utilizado o kit comercial ALDOCTK-2 (DiaSorin Inc.). O
principio deste ensaio consiste na competicao entre a aldosterona marcada e aquela
aldosterona contida nos calibradores ou nas amostras para o numero fixo e limitado
de sitios de anticorpos. Apds a incubagado, a quantidade de aldosterona marcada
ligada ao anticorpo fixado nos tubos revestidos é inversamente proporcional a
concentragdo de aldosterona ndo marcada presente nos calibradores ou nas
amostras. O método adotado para a separacdo livre/ligado baseia-se no uso de
tubos revestidos, onde o anticorpo é ligado a parede dos tubos. Os tubos revestidos
com anticorpo foram do tipo anti-soro de coelho anti-aldosterona. Os frascos
calibradores, com aldosterona liofilizada em quantidades crescentes, também foram
utiizados para a realizacdo de uma curva-padrdo. Estes frascos foram
reconstituidos com 1mL de agua destilada e as solucdes resultantes continham
quantidades crescentes de 0 — 50 -100 - 250 - 500 — 1000 pg/mL de aldosterona.
Uma solugdo de aldosterona marcada (‘I vermelho), soro humano sem esterdides,
tampao fosfato, conservante e um corante vermelho inerte, com radioatividade
maxima de 85 kBq (2,3 uCi) foi adicionada aos frascos em um volume de 500 uL e
entdo agitadas (vortex) e incubados por 18-22h em temperatura ambiente. No dia
seguinte os tubos foram aspirados e entdo se procedeu a medida da radioatividade

em um contador gama para a contagem de iodo'? (

definicdo da janela do contador:
15-80 KeV; eficiéncia do contador: 70%; tempo de contagem: 1 min). Os valores

obtidos foram expressos em pg/mL.
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6. Protocolos de reatividade vascular

Apo6s os procedimentos hemodinamicos a aorta toracica foi removida e imersa
em solucdo de Krebs fria (42 C). O tecido conectivo foi entdo cuidadosamente
dissecado e o arco da aorta e a extremidade inferior foram descartados. A aorta foi
seccionada em um segmento superior de aproximadamente 10 mm, o qual foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido para posterior analise de Western
blot. Outra seccao (~6 mm) foi usada para a medida da produgdo de anions
superéxido. O que restou foi cortado em anéis de 3 mm de comprimento os quais
foram montados em um banho de 6rgaos (Féhr Medical Instruments, FMI, Seeheim,
Germany) para a medida de forca isométrica. Dois pequenos anéis a partir dos
segmentos inferiores foram feitos do restante da aorta (quando possivel), sendo um
congelado em gel especial para congelacéo (Tissue Teck®) e guardado a -80°C e o
outro conservado em formalina 4% e posteriormente incluido em parafina. Estes
ultimos 2 segmentos foram usados para a medida da producdo de anions
superoéxido in situ e imunohistoquimica.

Os anéis foram entdo posicionados no banho de érgaos e estabilizados por
30 minutos em uma tensao basal de 2 g em solucdo de Krebs-Henseleit (NaCl 118
mM; KCI 4,7 mM; MgSO, 1,2 mM; CaCl, 1,6 mM; KoHPO4 1,2 mM; NaHCO3; 25 mM;
glucose 12 mM; pH 7,4 a 37°C), contendo diclofenaco (1uM) e gaseificada com
mistura carbogénica (95% O. e 5% CO,). Os anéis foram entdo contraidos com KCl
(com um maximo de concentracdo de 100 mM) até a obtencdo de respostas
reproduziveis. Apos lavar e obter novamente os valores basais estaveis os anéis
foram contraidos com fenilefrina 10°M e relaxados com uma concentracdo de
acetilcolina de 10°M para testar a viabilidade endotelial. Apds trés ciclos de lavagem
e estabilizacdo do valor basal dos anéis, foi realizada uma curva concentragédo-
resposta a fenilefrina (10° a 10°M) para a verificacdo da funcdo contratil a esta
agonista oy-adrenérgico. Em seguida foi verificado o relaxamento dependente do
endotélio com uma curva concentragdo-resposta a acetilcolina (10° a 10°M). O
relaxamento independente do endotélio foi testado pela curva concentracdo-
resposta ao doador de 6éxido nitrico DEA NONOate (2-(N,N-diethylamino)-
diazenolate-2-oxide, 10° a 10°M). As curvas de acetilcolina foram realizadas ap6s

pré-contracao com fenilefrina a niveis similares entre os grupos. As curvas com DEA
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foram realizadas apés a incubacao por 40 minutos com LNNA (N,-Nitro-L-arginina,
10*M) para a avaliacdo do relaxamento independente do endotélio, sem a influéncia
das sintases de éxido nitrico (NOS). Em alguns anéis foram realizadas apds a curva
de acetilcolina uma curva concentragdo-resposta cumulativa para angiotensina | e |l
(10° a 10® M) ja que o contato prévio com doadores de NO poderia modificar a
resposta a estes agentes (Ackermann et al, 1998). O intervalo entre as curvas
concentracdo-resposta descritas foi de 20 minutos. O registro da reatividade
vascular aortica foi feito através do software FMI VitroDat 2.4.

7. Medida da formacao de anions superoéxido
7.1. Ensaio de quimiluminescéncia

A formacdo vascular de anions superoxido (O.) foi feita pela medida do
aumento da quimiluminescéncia por lucigenina. A reacdo luminosa entre O, e
lucigenina (5 uM) (Bauersachs et al., 1998; Skatchkov et al., 1999) foi detectada por
um lumindmetro (Wallac, Freiburg, Germany) durante a incubacado dos anéis de
aorta em uma solucao de HEPES-Krebs modificada (HEPES 9,4 mM; NaCl 132 mM;
glucose 5 mM; KCI 4 mM; MgCl, 0,49 mM; CaCl, 1mM; pH 7,4 a 37°C). Os valores
foram obtidos a partir da subtracdo do valor basal (obtido pela medida de HEPES
mais lucigenina) pelo valor obtido com o tecido (anel de aorta no HEPES mais
lucigenina), em uma média de 10 medidas consecutivas, com tempo de integragcao
de 30 segundos cada. Ao inicio de cada medida, era aplicada uma pulsacao no tubo
com a amostra a ser quantificada. Apdés a medida os anéis foram secos em uma
estufa a 40°C por 24 horas para a obtengéo do peso seco. O sinal especifico de
quimiluminescéncia foi expresso como counts por minuto por unidade de peso do
tecido em miligramas (cpm/mg). Em alguns animais dos grupos, ap6s a medida
basal e a primeira medida, foi avaliada a participacédo exercida pela liberacdo basal
de NO na producao de anions superoéxido. Isto foi feito através da incubacao por 40
min com um inibidor inespecifico das sintases de 6xido nitrico (LNNA). Em seguida
foi realizada uma segunda medida e o dado foi expresso como percentual de

aumento relativo a primeira medida.
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7.2. Producao de O’ in situ

O corante fluorescente hidroetidina (HE) foi utilizado para avaliar a producao
de anions superéxido in situ. A HE é livremente permeavel as células e na presenca
de O, é oxidada a brometo de etidio (EtBr), onde é preso por interagir com o DNA
(Rothe & Valet, 1990). O EtBr é excitado em 488 nm com um espectro de 610 nm.
Em ensaios sem células, a adicdo de perdxido de hidrogénio a HE ndo aumenta
significativamente a fluorescéncia do EtBr (Carter et al., 1994; Miller et al., 1998).
Cortes de anéis de aorta congelados em Tissue Tek, em uma expessura de 5 um,
foram acondicionados em laminas de vidro superfrost Plus®, e secos por 15 minutos
a temperatura ambiente, apds a criotomia. Em seguida estes cortes nao fixados
foram incubados com uma solugéo de dihidroetidina 2 uM (diluido no mesmo tampao
HEPES utilizado para a medida por quimiluminescéncia). Apés serem recobertos por
uma laminula, as laminas de vidro foram acondicionadas em uma camara
umedecida e foto protegida e entdo incubadas, a 37°C, por 30 minutos. As imagens
deste ensaio foram obtidas em um microscopio confocal (Bio-Rad MRC-1024)
equipado com um laser krypton/argon. Os anéis de aorta dos animais SHAM, PLA e
EPLE foram processados e as imagens registradas em paralelo. Os parametros
estabelecidos para o laser utilizados foram idénticos entre os grupos pesquisados. A
fluorescéncia foi detectada com um filtro “long-pass” de 585 nm (Schafer et al.,
2004).

8. Western blot

As amostras de aorta coletadas foram congeladas em nitrogénio liquido e
mantidas a -80°C até o momento da extracdo protéica. A extracdo de proteinas foi
procedida com a homogeneizagao das aortas em tampao RIPA (NaCl 150 mM; Tris-
HCI 50 mM, EDTA 5mM; Nonidet-P 40 1% vol/vol; deoxicolato 0,5% peso/vol; NaF
10 mM; pirofosfato de sédio 10 mM; fluoreto de fenilmetisulfonil 100 mM; aprotinina 2
ug/mL; leupeptina 2 pug/mL) em temperatura fria (4°C). Para obter um resfriamento
ainda maior, o gral e pistilo de porcelana utilizados para a homogeneizacdo das
aortas foram resfriados com nitrogénio liquido, antes e durante este procedimento.

Ap6s a homogeneizacdo do tecido, esta mistura foi acondicionada em tubos
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eppendorf safe lock e centrifugada a 8000g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi entdo separado e o “pellet” desprezado. Foram feitas aliquotas e estas foram
mantidas a -80°C até o /momento da realizagdo dos ensaios. Quando realizado o
Western blot as amostras foram adicionadas de um tampéao de carregamento das
amostras (sample loading buffer) contendo um agente redutor (DTT) e SDS 3x (Cell
Signaling) em uma diluicdo 1:9 respectivamente. As amostras foram entdo
adicionadas deste tampdo em uma proporcdo de 1:1,5 (sample loading
buffer:amostra) e aguecidas a 95°C por 5 minutos. Em seguida foram carregados os
géis SDS-poliacrilamida 12% imersos em um tampéo de eletroforese (iris base 25
mM, glicina 190 mM, SDS 16 mM, pH 8,3) e submetidos a uma amperagem de 20
mA. Apés o término da eletroforese foi feita a transferéncia elétrica das proteinas
para uma membrana PVDF (polyvinylidene difluoride membrane, Immun-blot®, Bio-
Rad, Minchen, Germany) durante a noite, em um tampao de transferéncia (tris base
25 mM, glicina 192 mM, metanol 15%, pH 8,3) numa temperatura de 4°C usando 20
V em um Criterion Blotter (Bio-Rad). Apds a transferéncia as membranas foram
bloqueadas por uma hora em uma solugdo bloqueadora de leite desnatado
(Amersham, Freiburg, Germany) diluida a 5% em um tampao TBS — tween (Tris
base 200 mM, NaCl 1370 mM, HCI 1M, pH 7,6). As bandas foram detectadas
utiizando um composto fluorescente (ECL e ECL+ plus, Amersham, Freiburg,
Germany). Os anticorpos primarios utilizados foram para eNOS (1:2500) monoclonal
(BD Biosciences), eNOS fosforilada na Ser''”’(1:2000) monoclonal (BD
Biosciences), ACE (ECA) (1:1000) monoclonal (ABCAM), ECA fosforilada
(gentilmente cedido pela Dra. Karin Kohlstedt da Universidade Johann Wolfgang
Goete, Frankfurt) rabbit policlonal (1:1000), MnSOD (ABCAM) (Rabbit policlonal,
1:50000)., p22°"* (Santa Cruz biotecnotolgy) goat policlonal (1:1000) e GAPDH
(ABCAM) monoclonal (1:50000). Os anticorpos secundarios foram anti-mouse
monoclonal IgG, anti-rabbit policlonal IgG (Cell Signaling) e anti-goat policlonal IgG
(Santa Cruz biotecnology) (1:10000), incubados por uma hora. As proteinas

pesquisadas foram corrigidas pela quantidade de GAPDH detectado.
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9. Imunohistoquimica

Para corroborar os dados encontrados nos ensaios de Western blot foram
realizadas algumas imunohistoquimicas para a visualizacdo da expressao protéica

no tecido vascular.
9.1. Cortes em parafina

Pequenos segmentos de aorta (~ 2-3 mm) foram conservados em formalina a
4% por 24 h e posteriormente acondicionados em solucédo de KCI 0,5 M e mantidos
em refrigeracdo (4°C) até a sua inclusdo em parafina. Esta inclusdo compreende os
seguintes passos, onde o tecido € imerso em:
a) etanol 70% por 30 minutos
) etanol 80% por 30 minutos
c) etanol 100% por 30 minutos
) xilol+etanol (1:1) por 30 minutos
) xilol por 30 minutos
f) xilol +parafina (1:1) por 30 minutos
g) parafina a 60°C por 60 minutos
h) parafina a 60°C rapidamente
i) inclusdo em parafina a 60°C em formas e secagem
Apbs a secagem dos blocos de parafina por 24h foram feitos cortes de 5um
cada e posicionados em laminas de vidro (superfrost Plus®). Ap6s a secagem em
uma estufa a 60°C durante a noite, foi iniciado o processo de desparafinizagéo. Este
compreende os seguintes passos de imersao das laminas com os cortes:
a) xilol 2 vezes por 10 minutos

b) xilol+etanol (1:1) por 10 minutos
c) etanol 100 % por 3 minutos

d) metanol + 3% H20>

e) etanol 100 % por 2 minutos

f)  etanol 95% por 3 minutos
g) etanol 75% por 3 minutos
h) etanol 50 % por 3 minutos
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i) &gua destilada rapidamente

Para a imunohistoquimica da ECA foi usada a técnica de recuperagcdo do
antigeno mediado por calor (heat-mediated antigen retrieval) como recomendo pelo
fabricante do anticorpo (ABCAM). Os reagentes utilizados pertencem ao kit
Vectastain® ABC Elite PK-6200 e kit DAB vector SK-4100. As laminas foram entdo
lavadas em tampao fosfato (PBS) por 5 minutos. Todas as lavagens descritas foram
feitas sob agitacdo da camara onde estavam imersas as laminas. Em seguida estas
foram mergulhadas em um tampéo citrato (2,94 g Trisodio citrato; 0,5 mL Tween 20;
pH 6,0) em um recipiente de polietileno com a tampa semi-aberta. Este foi colocado
em um forno de microondas caseiro na sua poténcia maxima (aproximadamente 800
W). Nesta etapa o nivel do tampéao foi observado de modo a ndo expor os tecidos a
secagem. As laminas foram entdo resfriadas progressivamente a temperatura
ambiente imersas no tampao PBS. Procedeu-se a lavagem com PBS trés vezes por
2 minutos e feitio da margem do tecido (ImmEdge, Vector Laboratories). Sobre cada
aorta foi gotejada uma solugéo 1% de H2O, e incubadas por 20 minutos. Mais uma
vez as laminas foram lavadas em PBS. Foi preparada a solucao bloqueadora em (10
mL de PBS + 3 gotas de horse serum) e incubadas as laminas por 30 minutos. Apds
este periodo a solucéo blogueadora foi escoada e o anticorpo primario, diluido nesta
mesma solucdo, para ECA (1:100) monoclonal (ABCAM) foi aplicado. A incubacao
foi feita durante a noite em uma camara umedecida, a 4°C. No dia seguinte as
laminas foram lavadas em PBS e na seqléncia foram incubadas com o anticorpo
secundario por 30 minutos (10 mL PBS + 3 gotas de horse serum + 1 gota do
anticorpo secundario universal). Mais uma vez foram lavadas em PBS e incubadas
com os reagentes A e B por 30 minutos (2,5 mL PBS + 1 gota do reagente A + 1
gota do reagente B). Ap6s lavar em PBS foram entdo expostas as laminas ao DAB
(diaminobenzidina) por um periodo de aproximadamente 4 minutos, o que fornece
uma coloracao café ao tecido nas partes onde haja a proteina procurada. Foram
entdo lavadas em agua destilada. Seguiram-se os procedimentos de coloracdo com
hematoxilina (10 segundos) e apds lavar em agua da torneira e agua destilada foi
feita a sequéncia para a montagem final das laminas com as laminulas. Este
compreende a imersao das laminas em:

a) etanol 50 % rapidamente

b) etanol 100 % rapidamente

c) xilol+etanol (1:1) por 5 minutos
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d) xilol 2 vezes por 2 minutos cada

As laminulas foram permanentemente fixadas usando um meio ndo aquoso
(Vecta Mount). Apds a secagem as imagens foram adquiridas em um microscépio
(Axioscop 2 plus, Zeiss, Germany) acoplado a uma camera (Insight Fire Wire,
DIAGONSTIC instruments, USA) e a um computador (Pentium) através do software

Metamorph.
9.2. Cortes congelados

Pequenos segmentos de aorta (2-3 mm) foram congelados em Tissue Teck®
(OCT compound, CA) com isopentano resfriado pela adicdo de nitrogénio liquido.
Depois foram acondicionados a -80°C até o momento da criotomia. Cortes de 5 um
foram feitos e entdo secos em temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida os
mesmos foram imersos em acetona fria (-20°C) em um agitador por 5 minutos. As
laminas foram deixadas expostas ao ar para a secagem por 30 minutos e depois
incubadas por 30 minutos com uma solucdo de H>O, 0,3%. ApGs a lavagem em
tampao PBS foram escoadas e incubadas com uma solugcédo bloqueadora por 30
minutos. Esta solucdo e todas as demais descritas neste protocolo a seguir foram
feitas com os produtos do kit comercial Vectastain® ABC Elite PK-6200 e kit DAB
vector SK-4100. Escoada esta solugao foi entdo aplicado o anticorpo para a forma
fosforilada da eNOS (Ser''””) em uma concentracdo de 1:500, diluida na mesma
solucdo bloqueadora. Os cortes foram entdo incubados durante a noite em um
refrigerador (4°C) em uma camara fechada e umedecida. No dia posterior as laminas
foram lavadas em PBS expostas por 30 minutos ao anticorpo secundario.
Novamente lavadas em PBS, foram os cortes incubados com os reagentes A e B do
kit (30 minutos). Depois de lavadas mais uma vez em PBS foram expostas ao DAB
por aproximadamente 1 minuto. Lavadas em agua destilada duas vezes, foram
entao procedidas as etapas para a montagem permanente com as laminulas sendo
estes passos 0s mesmos descritos para os cortes em parafina.

Em todas as técnicas de imunohistoquimica realizadas foram incubados
cortes em paralelo com o anticorpo primario mouse IgG (1:15000) que serviram

entao como controle negativo para os anticorpos especificos utilizados.
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10. Expressao dos dados e analise estatistica

Os resultados de reatividade vascular das curvas concentracao-resposta de
contracdo foram expressos como delta da tensdao isométrica em gramas (tensao
desenvolvida a concentracdo aplicada menos a tensdo basal). As respostas de
relaxamento a acetilcolina e DEA foram expressas como porcentagem relativa a pré-
contracédo com fenilefrina antes da execugao da curva.

Os resultados estdo descritos como média + EPM. Para a determinacao do
log de ECsq (valor das concentragdes que produziram 50% da resposta maxima) foi
realizada uma analise de regressao nao linear, obtida através da analise das curvas
concentracdo-resposta, utilizando o programa GraphPad Prism Software (San
Diego, CA, USA). Os testes estatisticos utilizados foram o teste t de Student nao
pareado e a andlise de variancia de uma via (ANOVA 1 via) seguida, quando o
p<0,05, pelo teste post-hoc de Fisher. Os valores foram considerados significantes
para um minimo de p<0,05. Os programas de andlise estatistica utilizados foram o
GraphPad Prism Software (San Diego, CA, USA) e StatView for Windows versao
5.0.1.

11. Drogas e reagentes

Todos os reagentes de alta pureza foram comprados através da firma Sigma
(Deisenhofen, Germany). Angiotensina | e Il foram obtidas pela Bachem (Germany).
Eplerenona foi provida pela Pharmacia (Erlangen, Germany). Dihidroetidina foi

fornecida pela Fluka (Buchs, Switzerland).
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IV. Resultados

1. Teste radioimunolégico (RIA) da aldosterona

Inicialmente foi observada a concentragdo de aldosterona sérica encontrado
sete dias apds a cirurgia de infarto. Isto foi feito tendo em vista a necessidade de
validar o modelo de infarto experimental em uma fase precoce como tendo indicacéao
para o uso de um inibidor especifico para o receptor de aldosterona. Houve aumento
na concentracao de aldosterona no soro dos animais infartados quando comparados

com os Sham (Figura 2; p<0,05).
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Sham IM Pla
(n=7) (n=7)
Aldosterona (pg/mL) 175,215 521,7+128,5*

Figura 2. Concentracdo sérica de aldosterona nos animais submetidos ao infarto do
miocardio (IM Pla) e cirurgia ficticia (Sham). Os valores estdo representados como

médiatEPM. Teste t de Student nao pareado; *p<0,05 vs. Sham.
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2. Medidas hemodinamicas

Sete dias apos a cirurgia de infarto (IM) ou ficticia (Sham) e o tratamento (IM
Eple) ou ndo com o inibidor do receptor de aldosterona, eplerenona (100 mg/kg/dia),
foram obtidas as medidas dos parametros hemodindmicos e os dados ponderais.
Estes valores podem ser observados na tabela 1. A pressao sistolica do ventriculo
esquerdo (PSVE) esteve reduzida no grupo infartado quando comparado ao Sham
(p<0,05) e o tratamento com eplerenona ndo se mostrou capaz de alterar este
parametro. A pressdo diastdlica final ventricular esquerda (PDFVE) estava
aumentada no grupo infartado tratado com placebo quando comparado ao grupo
Sham (p<0,05). Uma significativa reducao deste parametro foi encontrada no grupo
infartado tratado com o inibidor do receptor de aldosterona eplerenona (IM Eple vs.
IM Pla p<0,01). O valor maximo da derivada temporal do aumento da presséo
ventricular esquerda (dP/dtmax) também esteve reduzido no grupo IM Pla quando
comparado ao grupo Sham (p<0,05). O tratamento com eplerenona foi capaz de
aumentar significativamente este parametro em comparacao ao grupo IM Pla (IM
Eple vs. IM Pla p<0,01). O valor maximo da derivada temporal do declinio da
pressao ventricular esquerda (dP/dtyn) foi diminuido no grupo IM Pla quando
confrontado ao grupo Sham (IM Pla vs. Sham p<0,05). O grupo IM Eple teve este
parametro significantemente aumentado com relagdo ao placebo, porém nao
totalmente normalizado (IM Eple vs. IM Pla p<0,01; IM Eple vs. Sham p<0,05).
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Tabela 1. Valores hemodinamicos e dados ponderais dos animais submetidos a
cirurgia ficticia (Sham) ou ao infarto do miocardio tratados com placebo (IM Pla) ou
eplerenona (IM Eple), 7 dias apds a cirurgia. IM (%) - porcentagem infartada do
ventriculo esquerdo; PAM - pressao arterial média; FC - freqtiéncia cardiaca; PSVE -
pressao sistdlica do ventriculo esquerdo; PDFVE — pressdo diastdlica final do
ventriculo esquerdo; VSFVE — volume sistdlico final do ventriculo esquerdo; VDFVE
— volume diastolico final do ventriculo esquerdo; dP/dtnax - valor maximo da derivada
temporal do aumento da pressao ventricular esquerda; dP/dtyi, — valor maximo da
derivada temporal do declinio da pressao ventricular esquerda; VE/PC — peso do
ventriculo esquerdo corrigido pelo peso corporal; VD/PC — peso do ventriculo direito

corrigido pelo peso corporal; PC — peso corporal.

Sham IM Pla IM Eple
IM (%) - 44,9422 46,2+1,4
PAM (mmHg) 12743 94+5* 105+4*
FC (bpm) 399+7 362+12 367+10
PSVE (mmHg) 13743 99+4* 106+4*
PDFVE (mmHg) 5,4+0,4 23,9+2* 14,9421t
VSFVE (uL) 20016 505+53* 392+31*11
VDFVE (uL) 446+38 771+50* 633+26*1"
dP/dt max 79504526 4108+386* 5325+381*1"
dP/dt min 5461+424 3052+315* 4062+183*™"
VE/PC (mg/g) 2,23+0,08 2,13+0,05 2,08+0,05
VD/PC (mg/g) 0,55%0,02 0,69+0,03 0,61+0,02
PC (g) 29045 27846 277+4

Os valores estdo representados como médiatEPM (n= 9-12). Analise estatistica
utilzada foi ANOVA 1 via, post-hoc de Fisher; *p<0,05 vs. Sham; {1 p<0,01 vs. IM
Pla.

A curva pressao-volume do grupo IM Pla foi acentuadamente deslocada para
direita quando comparada ao grupo Sham. O grupo infartado tratado com
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eplerenona (IM Eple) obteve um significativo deslocamento para a direita neste
registro, demonstrando uma melhoria de sua funcdo ventricular esquerda. A
representacdo grafica de alguns exemplos das curvas obtidas pode ser observada
na figura 3 e os valores na tabela 1. Os valores do volume sistélico final do
ventriculo esquerdo do grupo infartado estiveram aumentados quando comparados
ao grupo Sham (VSFVE IM Pla vs. Sham p<0,05) e o tratamento com eplerenona
promoveu uma significativa reducdo deste parametro nos animais infartados (IM
Eple vs. IM Pla p< 0,01), porém ndo uma completa normalizacdo (IM Eple vs. Sham
p<0,05). Também o volume diastélico final do ventriculo esquerdo apresentou-se
aumentado no grupo IM Pla quando comparado ao Sham (VDFVE IM Pla vs. Sham
p<0,05) e foi observada uma reducédo deste pelo tratamento com eplerenona (IM
Eple vs. IM Pla p<0,01).

160
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Figura 3. Representacao de curvas pressao-volume medidas in vivo com cateter de
condutancia em animais submetidos a cirurgia ficticia (Sham) e infartados com

tratamento placebo (IM Pla) ou eplerenona (IM Eple).

3. Reatividade Vascular e Biologia Molecular

Inicialmente procedeu-se a curva concentragao-resposta ao agonista oy

adrenérgico fenilefrina. Nesta ndo foram observadas diferencas significativas entre
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0s grupos, como observado na figura 4A e tabela 2. Em seguida, apdés uma pré-
contragdo em niveis similares com fenilefrina, foram feitas as curvas concentragéo-
resposta para a avaliacao do relaxamento dependente do endotélio com o agonista
muscarinico colinérgico acetilcolina. O relaxamento percentual do grupo IM Pla foi
observado significativamente diminuido quando comparado ao grupo Sham, tanto
guando observada a sensibilidade (pD,) quanto o efeito maximo (Emax) (figura 4B e
tabela 2; p<0,01). O tratamento com o inibidor especifico para o receptor de
aldosterna eplerenona foi capaz de normalizar o efeito maximo vasodilatador no
grupo IM Eple sem, no entanto, alterar a sua sensibilidade a este agonista (figura 4B
e tabela 2; Enax IM Eple vs. IM Pla p<0,05; pD, IM Eple vs. Sham p<0,01).

Também foi avaliado o relaxamento independente do endotélio com o uso do
doador de 6xido nitrico DEA. Previamente a esta curva procedeu-se a incubagao por
40 minutos com o inibidor inespecifico das sintases de oOxido nitrico LNNA para
prevenir qualquer participacdo destas sintases. Apds a pré-contragédo com fenilefrina
foi feita a curva concentragao-resposta com DEA, sem serem observadas diferencas
significativas entre os grupos (figura 4C e tabela 2).

Tabela 2. Valores obtidos nas curvas concentragdo-resposta a acetilcolina (ACh),
fenilefrina (Fenil) e DEA em anéis de aortas de ratos submetidos a cirurgia ficticia

(Sham), infartados tratados com placebo (IM Pla) ou com eplerenona (IM Eple).

Sham IM Pla IM Eple
(n=9) (n=11) (n=11)

pD2(-Log ECs0)  Emax  PDa(-Log ECs) Ermax pDa(-Log ECso) Emax
ACh  7,18+0,58  98+1,61  6,78+0,12**  82+4,43**  6,75+0,08**  94+2 98!
DEA  6,71+0,23  98+1,70  6,63+0,15  101+0,96  6,71%0,25  101%1,06
Fenil  7,19%0,12  2,7+0,24 7,3+0,12 2,540,12  7,31%#0,15  2,5+0,21

Os valores sao expressos como meédiatEPM sendo o valor do efeito maximo (Emax)
expresso como percentual de relaxamento relativo a pré-contracdo obtida com
fenilefrina nas curvas de ACh e DEA e como a diferenca entre o valor basal e obtido,
em gramas, para as curvas de fenilefrina. ANOVA 1 via, post-hoc de Fisher;
**p<0,01 vs. Sham; 1 p<0,05 vs. IM Pla.
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Figura 4. Curvas concentracao-resposta a (A) fenilefrina (Fenil), (B) acetilcolina
(ACh), e (C) DEA nos grupos cirurgia ficticia (Sham O), infartado com tratamento
placebo (IM Plam) e infartado tratado com inibidor de aldosterona eplerenona (IM
Eple [0) em anéis de aorta. Os valores sao expressos como médiatEPM. ANOVA 1
via, post-hoc de Fisher; **p<0,01 vs. Sham; 1 p<0,05 vs. IM Pla.
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Para observar a possivel origem da disfuncdo endotelial observada foram
feitos Western blots para a deteccdo da enzima oxido nitrico sintase endotelial
(eNOS), bem como para a sua forma fosforilada (peNOS). Observou-se um aumento
da razao da expressao protéica da forma fosforilada desta enzima (peNOS) com
relacdo a forma nao fosforilada (eNOS) no grupo tratado com eplerenona quando
comparado ao grupo IM Pla (IM Eple vs. IM Pla p<0,05; figura 5).

Para corroborar este achado, foram feitas analises imunohistoquimicas de
cortes de aorta de animais de cada grupo para investigar a expressao da forma
fosforilada da eNOS. Tal resultado pode ser observado na figura 6, onde a coloragéao
amarronzada no endotélio indica a expressdo da forma fosforilada da eNOS
(peNOS), estando esta reduzida no grupo infartado tratado com placebo quando
comparado ao grupo Sham e o tratamento com eplerenona preveniu esta reducao.

PeNOS wmme S v - s e
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Figura 5. Expressao relativa de eNOS fosforilada (peNOS) por eNOS na aorta de
ratos submetidos a cirurgia ficticia (Sham), infartados tratados com placebo (IM Pla)
ou com eplerenona (IM Eple). Os valores sao expressos como médiaztEPM (n= 8-
21). ANOVA 1 via, post-hoc de Fisher; 1 p<0,05 vs. IM Pla.
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Sham . . IMPIa

Figura 6. Imunohistoquimica para a deteccao da forma fosforilada da (peNOS) em
aortas de ratos submetidos a cirurgia ficticia (Sham), infartados tratados com
placebo (IM Pla) ou com eplerenona (IM Eple). As figuras mostradas sao
demonstrativas de dois resultados representativos. A figura assinalada com IgG
representa o controle negativo, isto é , os cortes incubados sem o anticorpo primario
para a peNOS e apenas com IgG. A coloragdo amarronzada representa a expressao
protéica corada por DAB. Aumento 250X. As cabecas de setas indicam o endotélio.

Foi avaliada também a participacdo de componentes do sistema renina-
angiotensina na reatividade vascular dos grupos estudados. Em um primeiro
momento foram feitas curvas concentragdo-resposta a angiotensina | como
observado no gréafico A da figura 7. Um aumento significativo da resposta contratil a
este agonista foi observado no grupo infartado quando comparado ao Sham, tanto
na sensibilidade (pD. IM Pla vs. Sham p<0,05) quanto na resposta maxima obtida
(Emax IM Pla vs. Sham p<0,01). O tratamento com o inibidor especifico para o
receptor de aldosterona, eplerenona, foi capaz de reduzir significativamente a
sensibilidade (pD2 IM Eple vs. IM Pla p<0,05) além de diminuir a resposta maxima no
grupo tratado com este farmaco (Emax IM Eple vs. IM Pla p<0,05).

A reatividade vascular a angiotensina Il também foi avaliada, porém nao foi
significativamente alterada quando conflitados os grupos estudados (figura 7B). Os
valores representativos dos parametros citados para as curvas de angiotensina | e |l
estao descritos na tabela 3.
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Figura 7. Curvas concentracao-resposta a (A) angiotensina | (Angio 1), (B)
angiotensina Il (Angio Il) em anéis isolados de aorta dos grupos cirurgia ficticia
(Sham O), infartado com tratamento placebo (IM Plam) e infartado tratado com
inibidor de aldosterona eplerenona (IM Eple ). Os valores sdo expressos como
médiatEPM. ANOVA 1 via, post-hoc de Fisher; **p<0,01 vs. Sham; 1 p<0,05 vs. IM
Pla.
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Tabela 3. Valores obtidos nas curvas concentragdo-resposta a angiotensina | (Angio
[) e angiotensina Il (Angio Il) em anéis isolados de aorta de ratos submetidos a
cirurgia ficticia (Sham), infartados tratados com placebo (IM Pla) ou com eplerenona
(IM Eple).

Sham IM Pla IM Eple
(n=9) (n=11) (n=11)

pDa(-Log ECs)  Emax(9)  pD2(-Log ECsp) Emax (9) PDy(-Log ECsp) Emax (9)
Angiol 7,740,083 0,640,1  7,9+0,07* 1,9+0,1** 7,740,047 1,5+0,1**"
Angioll  8,0+0,04 1,340,2 8,2+,0,17  1,740,2 7,9+0,08 1,4+0,2

Os valores sao expressos como médiatEPM. ANOVA 1 via, post-hoc de Fisher;
*p<0,05, ** p<0,01 vs. Sham; 1p<0,05 vs. IM Pla.

Para investigar a possivel origem do aumento a resposta contratil a
angiotensina |, procedeu-se a quantificacdo da expressdo protéica da enzima
conversora de angiotensina (ECA) nas amostras de aorta destes animais. Os
resultados indicaram um aumento significativo da expressao desta enzima na
vasculatura dos animais infartados tratados com placebo quando comparados aos
Sham (ECA IM Pla vs. Sham p<0,05). O tratamento com eplerenona reduziu este
parametro (figura 8A). Ao observarmos a expressao da forma fosforilada da ECA
(pECA), nao foi demonstrada uma diferenca significativa entre os grupos, apesar da
tendéncia dos grupos seguir 0 mesmo padrao observado para a ECA (Figura 8B).
Houve correlagdo positiva entre estes dois parametros, indicando que a expressao
da ECA aumenta proporcionalmente a pECA (Figura 9).
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Figura 8. (A) Expresséao protéica da enzima conversora de angiotensina (ECA) e (B)

a sua forma fosforilada (pECA) na aorta de ratos submetidos a cirurgia ficticia

(Sham), infartados tratados com placebo (IM Pla) ou com eplerenona (IM Eple). Os

valores sdo expressos como médiatEPM (n= 10-21). ANOVA 1 via, post-hoc de

Fisher; *p<0,05 vs. Sham.
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1.54

pECA

Figura 9. Correlagdo entre a expressdo protéica da enzima conversora de
angiotensina (ECA) e sua forma fosforilada (pECA) expressa em unidades
arbitrarias, em aortas de ratos de todos os grupos avaliados. indice de Pearson
r=0,84; p<0,0001.

Para observar in situ a expressao da ECA procedeu-se a imunohistoquimica
da mesma em cortes dos animais dos diferentes grupos pesquisados. Na figura 10
sao observados cortes representativos destas imunohistoquimicas, onde se pode
observar a coloracdo acentuada no endotélio no grupo IM Pla quando comparado

aos grupos Sham e IM Eple.
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Figura 10. Imunohistoquimica para a deteccdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA) em aorta de ratos submetidos a cirurgia ficticia (Sham),
infartados tratados com placebo (IM Pla) ou com eplerenona (IM Eple). As figuras
apresentadas sdo demonstrativas de dois resultados representativos. Os controles
negativos foram incubados sem o anticorpo primario para a ECA e com IgG e nao
mostraram coloragcdo ao DAB (dados n&o mostrados). A coloracdo amarronzada
representa a expressao protéica da ECA corada por DAB. Os cortes foram contra-
corados com hematoxilina para a coloragdo nucléica. As setas indicam as células

endoteliais. Painel superior 250x painel inferior 400x.
4. Estresse oxidativo vascular
Foi realizada também a investigacdo relativa a possivel participacdo de

estresse oxidativo na vasculatura deste modelo experimental, dada a sua relevante

correlacado com a disfuncdo vasomotora.
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O primeiro protocolo proposto foi a avaliacdo da producdo de anions
superoxido (O2) nos anéis de aorta dos grupos estudados. Para isto foi realizada a
medida do aumento da quimiluminescéncia por lucigenina (5 uM). Foi observada um
significativo aumento da producdao de O, no grupo infartado placebo quando
comparado ao Sham (IM Pla vs. Sham p<0,001) e o tratamento com eplerenona foi
capaz de normalizar este parametro (IM Eple vs. IM Pla p<0,001) (figura 11).
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Figura 11. Producdo de anions superoxido (O.) medida pelo aumento da
quimiluminescéncia por lucigenina (5 uM) em anéis de aorta de animais submetidos
a cirurgia ficticia (Sham), infartados tratados com placebo (IM Pla) ou com
eplerenona (IM Eple). Os valores sdo expressos como médiatEPM (n= 8-14).
ANOVA 1 via, post-hoc de Fisher; **p<0,001 vs. Sham; t1p<0,001 vs. IM Pla.

Visando demonstrar o papel protetor da liberacdo basal de NO na producéo
de radicais livres foi feita a avaliagcdo do aumento da producéo de anions superdxido
por uma prévia incubagao com o composto LNNA. Os dados percentuais relativos as
primeiras medidas estdo mostrados na figura 12. Apesar de nao significantes, a
tendéncia mostra que no grupo infarto placebo (IM Pla) ha uma menor participacédo
do NO na producdo de radicais livres quando comparado ao grupo tratado com
eplerenona (IM Eple).
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Figura 12. Percentual de aumento na producéo de anions superoxido (O2) medida
pelo aumento da quimioluminiescéncia por lucigenina (5 uM) em anéis de aorta
incubados com LNNA por 40 min. Animais submetidos a cirurgia ficticia (Sham),
infartados tratados com placebo (IM Pla) ou com eplerenona (IM Eple). Os valores
séo expressos como médiatEPM do percentual de aumento com relagédo a primeira
medida (n=6).

Para ilustrar a producao de Os in situ foi realizado o ensaio de fluorescéncia
oxidativa com o corante fluorescente hidroetidina. Na figura 13 estdo as fotografias
representativas dos grupos estudados. Foi observado um aumento da fluorescéncia,
e, portanto, de O, no grupo IM Pla, sendo que o tratamento com eplerenona
preveniu este aumento, corroborando desta maneira os dados previamente obtidos

com a quimiluminescéncia.
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Figura 13. Producéao in situ de O, em aortas de ratos submetidos a (A) cirurgia
ficticia (Sham), (B) infartados tratados com placebo (IM Pla) ou (C) com eplerenona
(IM Eple). As figuras mostradas sao demonstrativas de dois resultados

representativos.

Dada a importante correlacédo entre a producao de radicais livres pela NADPH
oxidase, e sua ativacao por componentes do SRAA, buscou-se a possivel alteracédo
na expressao da subunidade p22°"°* desta enzima. Esta subunidade é de essencial
importancia para a ativagao da NADPH oxidase nas células vasculares (Ushio-Fukai
et al., 1996). Os resultados estdo apresentados na figura 14, onde se observa um
aumento da expressao desta subunidade no grupo IM quando comparado ao Sham.
O tratamento com eplerenona (IM Eple) foi capaz de reduzir significativamente a

expressdo da p22P"°%,
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Figura 14. Expressdo protéica da subunidade p22°"* em aortas de ratos

submetidos a cirurgia ficticia (Sham), infartados tratados com placebo (IM Pla) ou

com eplerenona (IM Eple). Os valores sao expressos como médiatEPM (n= 7-9).
ANOVA 1 via, post-hoc de Fisher; **p<0,001 vs. Sham; 1 p<0,05 vs. IM Pla.

Investigando o possivel mecanismo protetor do tratamento com eplerenona foi

feita a avaliacdo da expressao protéica da isoforma mitocondrial da enzima

superoxido dismutase (MnSOD). Foi entdo observado um aumento significante no

grupo tratado com eplerenona quando comparado ao tratado com placebo (IM Eple
vs. IM Pla p<0,05; figura 15).
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Figura 15. Expressao protéica da enzima MnSOD em aortas de ratos submetidos a

cirurgia ficticia (Sham), infartados tratados com placebo (IM Pla) ou com eplerenona

(IM Eple). Os valores sdo expressos como médiatEPM (n= 8-20). ANOVA 1 via,
post-hoc de Fisher; T p<0,05 vs. IM Pla.
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V. Discussao e Conclusoes

O principal resultado deste estudo foi a demonstracao de que em uma fase
inicial apos o infarto do miocardio experimental a aldosterona promove alteracoes
vasculares que induzem a disfuncdo endotelial. Dentre os mecanismos envolvidos
estdo o0 aumento da expressao da ECA, reducao da bioviabilidade do NO pela eNOS
além do estresse oxidativo vascular por aumento da expressdao e atividade da
NAD(P)H oxidase e reducao das reservas antioxidantes. Estes eventos parecem ser
mediados via receptores de mineralocorticdides, uma vez que o uso do inibidor
especifico do receptor de aldosterona, eplerenona, promoveu melhorias
significativas nestes parametros.

InUmeros estudos tém sido desenvolvidos no intuito de conhecer os
mecanismos envolvidos nas alteracdes cardiacas e sistémicas decorrentes do IM,
bem como possibilidades terapéuticas para evitar a instalagdo ou minimizar as
manifestacbes da sindrome da IC. Apesar dos esforcos para tal, a maioria dos
trabalhos tém demonstrado alteracdes vasculares na fase crbnica onde ja se
estabeleceu a IC, posto que € nesta etapa que se realizam a grande maioria das
investigagbes experimentais e clinicas. Da mesma maneira, o tratamento com
eplerenona, inibidor especifico do receptor para aldosterona, tem sido avaliado
geralmente em uma fase crénica apds o IM, ou apds longo tempo de terapia com
este farmaco, tanto em investigacdes clinicas (Pitt et al., 2003) quanto experimentais
(Fraccarollo et al., 2003; Schafer et al., 2003). Apesar disso, estudos ressaltam que
0 mais alto risco de incidéncia de mortalidade ocorre no periodo inicial apds o infarto
(Wu et al., 2002; Steg et al., 2004). E, em relagdao ao tratamento com os inibidores
do receptor de mineralocorticéides, foi demonstrado que os pacientes apds IM
obtiveram uma reducdo maior nos indices de mortalidade quando o tratamento com
eplerenona foi iniciado em torno de 7 dias apos o infarto do miocardio (Pitt et al.,
2005). Da mesma forma, a administragdo imediata (nas primeiras 24 horas) do
inibidor do receptor de mineralocorticéides, espironolactona, apés o IM em pacientes
foi mais eficaz (Hayashi et al., 2003). Portanto, parece ser mais prudente que se
inicie o tratamento hospitalar com eplerenona subseqiente a estabilizacdo
hemodinamica apds o IM (Pitt et al, 2005). No entanto, os mecanismos basais
envolvidos nestes beneficios observados pelo tratamento na fase inicial com a

eplerenona ap6s o IM ainda ndo foram elucidados, especialmente no que diz
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respeito aos mecanismos vasculares. O presente trabalho foi dedicado a investigar
as alteracdes vasculares, bem como os possiveis beneficios do tratamento com
eplerenona aos sete dias apds o infarto agudo do miocardio.

No inicio deste estudo foi realizada a medida da concentracdo sérica de
aldosterona para corroborar 0 modelo experimental proposto como indicado ao uso
de um inibidor do receptor de aldosterona. Os resultados demonstraram haver
aumento na concentracdo sérica deste mineralolcorticéide aos sete dias apds
infarto. A concentracdo plasmatica de aldosterona esta aumentada apés o IM e na
IC, sendo relacionada com a severidade desta enfermidade (Swedberg et al., 1990;
Rouleau et al., 1994; Fraccarollo et al., 2003). A concentracao sanguinea aumentada
de aldosterona ja foi considerada como um fator de risco independente para o
aumento da mortalidade em pacientes portadores de IC (Swedberg et al., 1990). O
principal mecanismo envolvido no aumento da producdo da aldosterona pelas
adrenais parece ser a atividade sustentada do sistema renina angiotensina (Laragh,
1962; Anand et al., 1989). Este sistema por sua vez se mostra ativado na fase inicial
da descompensacao cardiaca pela reducao do volume circulante efetivo, culminando
com a retencdo hidro-salina na tentativa de restabelecer este volume, o que néo &
restaurado em pacientes com IC (Palmieri et al., 2002). Apesar de freqlientemente
associada ao aumento da angiotensina Il, a concentracdo de aldosterona foi
encontrada aumentada em pacientes com IC mesmo com a completa inibicido da
ECA, sugerindo uma via de producédo independente de angiotensina Il (Jorde et al.,
2002). Um outro estudo clinico detectou concentracdes elevadas de aldosterona em
mais de 40% dos pacientes com IC crénica sintomatica, apesar do uso do inibidor da
ECA (MacFadyen et al, 1999), fenbmeno este conhecido como “escape de
aldosterona” (aldosterone scape). Este mecanismo relaciona-se a uma concentracao
elevada de aldosterona circulante na presenca de inibicdo da atividade da ECA e
baixos niveis de angiotensina Il, o que sugere entdo um mecanismo de producéo de
aldosterona independente daquele induzido pelo sistema renina-angiotensina
(Staessen et al.,, 1981; Duprez et al., 1998). Em pacientes tratados cronicamente
com os inibidores da ECA, o escape de aldosterona foi inversamente correlacionado
com a diminuicdo da complacéncia arterial da aorta nos seus maiores ramos, 0 que
por sua vez poderia levar a uma piora adicional do processo da IC, devido ao
aumento da impedancia ao fluxo ventricular (Duprez et al., 1998). O mesmo grupo

de estudiosos demonstrou também esta correlagdo inversa no que diz respeito a
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capacitancia venosa (Rietzschel et al., 2000) o que seria um fator a mais para o
prejuizo do quadro da IC. Por outro lado, Hodsman e colaboradores ndo observaram
diferencas na concentracao plasmatica de aldosterona entre ratos submetidos ao
infarto e os controles, um més apds a cirurgia de IM (Hodsman et al.,, 1988). Um
estudo com pacientes demonstrou que nao houve evidéncia de correlacao entre a
atividade dos componentes do SRAA plasmaticos e a atividade da ECA na
vasculatura (Farquharson & Struthers, 2002b). Este fato ressalta a dissociacao entre
0s componentes do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) circulantes e
locais. Da mesma forma, a infusdo de aldosterona em doses que nao alteram a
pressdo sanguinea foi capaz de produzir agudamente disfuncdo endotelial em
humanos (Farquharson & Struthers, 2002a), mostrando desta maneira que a
aldosterona promove prejuizos independentes de seus efeitos hemodinamicos. Em
conjunto estes dados sugerem que a concentracdo sanguinea de aldosterona tem
uma importancia relativa, ndo podendo ser considerada como um indicador absoluto
dos efeitos deletérios que este mineralocorticbide pode promover nos diversos
tecidos do organismo.

Na andlise aqui realizada dos dados hemodindmicos foi observado um
aumento na pressao diastélica final do ventriculo esquerdo (PDFVE) nos animais
infartados quando comparados aos Sham. O tratamento por 7 dias com eplerenona
promoveu uma significativa melhora deste parametro. Com relacdo as curvas
pressao-volume, houve um deslocamento marcante das mesmas para a direita nos
animais infartados e o tratamento com eplerenona promoveu uma prevencgao parcial
desta alteracdo, como observada no deslocamento menos acentuado para a direita
nas curvas do grupo IM Eple. Os valores obtidos na curva pressao-volume indicam
esta melhoria sendo que os volumes sistdlico e diastélico finais do ventriculo
esquerdo (VSFVE e VDFVE, respectivamente) se mostraram aumentados nos
animais infartados e o tratamento com eplerenona reduziu estes valores
significativamente. Parametros indicativos de contratilidade miocardica como
dP/dtmax € dP/dimin mostraram-se significativamente reduzidos no grupo IM Pla
quando comparados aos animais Sham. O tratamento por sete dias com eplerenona
foi capaz de promover uma significativa melhoria em ambos os parametros
descritos.

Alguns estudos corroboram as melhorias hemodinamicas e de contratilidade
observadas aqui. Fraccarollo e colaboradores demonstraram melhorias semelhantes
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em estudos crénicos apés IM, onde o tratamento com eplerenona promoveu uma
reducao significativa na PDFVE, VSFVE e VDFVE comparados ao grupo placebo
(Fraccarollo et al., 2003; Fraccarollo et al., 2005). Nestes mesmos relatos a dP/dt
minima e maxima também se mostraram diminuidas ap6s o infarto e o tratamento
com eplerenona mostrou apenas uma tendéncia a melhoria, o que sé foi alcancado
com o tratamento combinado com um inibidor da ECA ou com antagonistas dos
receptores AT;. Os mecanismos envolvidos nestas melhorias estariam relacionados
a prevencao da fibrose intersticial, hipertrofia cardiaca e alteracbes moleculares
responsaveis pela progressiva disfuncdo contratil apés o infarto. Em um trabalho
prévio em pacientes, a espironolactona também promoveu uma reducdo marcante
na dilatacdao do ventriculo esquerdo e uma melhoria da fracdo de ejecao, podendo
assim melhorar a capacidade ao exercicio e reducao de mortes por IC (Cicoira et al.,
2002). Em ratos senis com infarto de pequeno a moderado, a eplerenona se mostrou
capaz de normalizar as evidéncias hemodinamicas e ecocardiogréaficas de disfuncao
diastélica, bem como a quantidade de colageno intersticial e fibrose aértica (Masson
et al, 2004). Também em outro modelo experimental, tratado com
desoxicorticosterona (DOCA), os animais mostraram um aumento progressivo na
quantidade de colageno intersticial e a terapia com eplerenona nao apenas preveniu
a fibrose cardiaca, mas a reverteu uma vez estabelecida (Young & Funder, 2004).
Por outro lado, Delyani e colaboradores demonstraram que a eplerenona nao
retardou a cicatrizacao ventricular aos 3, 7 ou 28 dias ap6és o infarto, com relacéao a
deposicao de colageno reparador e o indice de expansao do infarto, mas protegeu
em uma fase mais avancada (28 dias) o miocardio vidvel de uma fibrose reativa
(Delyani et al., 2001). Também no que diz respeito a contratilidade, foi demonstrado
que a aldosterona promove um efeito inotropico negativo em trabéculas de
miocardio humano e espironolactona e eplerenona nao bloquearam este efeito (Chai
et al., 2005). Apesar das alteragdes hemodindmicas aqui descritas, existem relatos
onde fica claro que a aldosterona, bem como seus inibidores, possuem efeitos
independentes das alteracbes hemodinamicas. Importante se faz ressaltar que a
protecao tecidual observada com o bloqueio de aldosterona é obtida mesmo quando
estes farmacos bloqueadores sdo administrados em doses tao baixas que néo
sejam capazes de alterar a pressao arterial. A exemplo disso, um estudo clinico
demonstrou que a administracdo de espironolactona dentro das primeiras 24 h a

pacientes apds o infarto trouxe melhorias a funcdo e ao remodelamento ventricular
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esquerdo, associadas a reducdo de um marcador da sintese de colageno, no
entanto sem significativa hipotensao (Hayashi et al., 2003). Também em um estudo
experimental, utilizando o modelo de IM em caes, foi demonstrado que mesmo
administrando eplerenona em doses que nao afetavam a pressdo arterial ou a
freqiéncia cardiaca houve uma reducdo significativa da PDFVE e estresse de
parede do ventriculo (Suzuki et al., 2002). Rocha e colaboradores demonstraram
claramente que em animais experimentais o uso do inibidor de aldosterona impediu
a fiborose miocardica e aodrtica, bem como as lesbes nefroesclerticas e
cerebrovascuolares, mesmo na auséncia de mudancas na pressao sanguinea
(Rocha et al., 2000). Estes estudos vém ao encontro dos resultados aqui
apresentados, que demonstram também uma redugdo na pressao sistdlica do
ventriculo esquerdo (PSVE) bem como na pressao arterial média (PAM) nos animais
infartados quando comparados aos Sham, sem alteracdo significante destes
parametros ap6s 7 dias de tratamento com eplerenona. Também em dois grandes
estudos clinicos, o RALES (Randomized Aldactone Evaluation Study) onde foi
administrado espironolactona a pacientes com IC congestiva (Pitt et al.,, 1999) e o
EPHESUS (Eplerenone Post-Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and
Survival Study) (Pitt et al., 2003) que administrou eplerenona a pacientes com
disfuncado ventricular esquerda apds infarto do miocardio, houve reducdo da
mortalidade com a administracdo dos antagonistas do receptor de
mineralocorticéides em doses que nao promoveram reducao na pressao arterial. Ou
seja, o efeito tecidual protetor do bloqueio de aldosterona em estudos clinicos e
experimentais ndo €, em absoluto, devido a um mero efeito anti-hipertensivo
(Struthers, 2004a).

Uma outra vertente relevante para explicar os beneficios aqui observados diz
respeito a producéo e efeitos locais da aldosterona. De fato, a aldosterona tem sido
descrita como sendo produzida localmente em diversos tecidos do corpo como, por
exemplo, o tecido vascular e coracao (Takeda et al., 1995; Silvestre et al., 1998).
Seus receptores ja foram encontrados em tecido cardiaco (Pearce & Funder, 1987;
Lombes et al., 1995; de Resende et al., 2006) e foi demonstrado recentemente que
apds o infarto ha um aumento significativo da expressdo dos receptores de
mineralocorticéides no miocardio ventricular esquerdo (de Resende et al., 2006).
Apo6s infarto do miocardio ocorre ainda uma ativacao tecidual cardiaca especifica da
via de producdo de aldosterona (sintase de aldosterona) e fibrose intersticial,
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relacionada a producado local e nao sistémica de angiotensina Il (Silvestre et al.,
1999). Estes fatos abrem uma gama de possibilidades para efeitos da aldosterona
mediados pela ativacdo dos receptores de mineralocorticoides nestes tecidos “nao
classicos”. Isto seria uma das muitas razdes pela qual o nivel de aldosterona
sanguineo parece néo predizer a eficacia do bloqueio da aldosterona e seus efeitos
deletérios sendo, porém, um indicativo para o uso destes agentes bloqueadores
(Struthers, 2004a).

Apesar dos relatos acima descritos, o objetivo central deste trabalho foi
estudar as respostas locais, vasculares, na fase inicial apdés infarto do miocardio e
observar possiveis efeitos do inibidor especifico do receptor de aldosterona,
eplerenona, neste modelo experimental. Para tal foram realizados inicialmente
protocolos de reatividade vascular. Para avaliar a resposta vasoconstritora, foi
utilizado o agonista a4-adrenérgico fenilefrina, que promove a contragcdo da
musculatura lisa vascular agindo em receptores especificos na membrana
plasmatica acoplados a proteina Gg. Isto ativa mecanismos que elevam a
concentragdo de Ca?®" intracelular (Rembold, 1992) e promovem a contragdo do
musculo liso (Stull et al., 1991; Marin, 1993; Horowitz et al., 1996). Nas curvas
concentracao-resposta a fenilefrina realizadas no presente estudo nao foram
observadas diferencas significativas entre os grupos estudados. Diversos estudos,
todavia, indicam para um aumento da resposta a agonistas vasoconstritores em
diversos leitos vasculares apos infarto do miocardio. Teerlink e colaboradores
demonstraram haver aumento da reatividade vascular a norepinefrina em anéis de
aorta, também aos 7 dias apds o infarto (Teerlink et al., 1994a). Esta resposta seria
endotélio dependente, ocorrendo devido a uma reducdo no efeito modulatério
negativo do endotélio pela menor liberagcao basal de NO. Foi observado ainda um
decréscimo na sensibilidade dos receptores ay-adrenérgicos na contracao mediada
por cloreto de potassio em anéis sem endotélio de animais com IC. Indo ao encontro
destes relatos, um estudo com hamsters cardiomiopaticos mostrou aumento da
resposta maxima vasoconstritora a norepinefrina em aortas (Crespo, 1999) sendo
sugerido para tal modelo experimental um aumento dos receptores o4-adrenérgicos
(Kagiya et al., 1991). A analise da reatividade da artéria caudal em ratos demonstrou
que a reatividade vascular a norepinefrina e fenilefrina estava aumentada apés

infarto do miocardio (Meerson et al, 1993). Também em um trabalho de nosso
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laboratério foi demonstrado um aumento da resposta contratil a fenilefrina no leito
vascular caudal tanto aos trés (Sartorio et al., 2005) quanto aos 30 dias (Pereira et
al., 2005) apo6s o infarto do miocardio em ratos. Em outro estudo com vasos
mesentéricos ficou demonstrado que em artérias com endotélio intacto de ratos com
IC havia um aumento da resposta contratii a fenilefrina, o que também foi
relacionado a um aumento de anions superoéxido pela iINOS, provavelmente por uma
deprivacdo de seu substrato L-arginina (Miller et al., 2000). O aumento da resposta
vasoconstritora apds o infarto poderia ser relacionado também com a reducdo na
expressao ou sensibilidade de receptores ap-adrenérgicos endoteliais (Feng et al.,
1996) e aumento da producdo de agentes vasoconstritores endoteliais como a
endotelina (Stewart et al., 1991; Paulus, 1994) e os prostandides da via da
ciclooxigenase (Vanhoutte, 1996). Indo de encontro a esses achados, Stassen e
colaboradores, ao estudarem a reatividade vascular cinco semanas ap6s infarto do
miocardio, demonstraram reducdo da reatividade vascular vasoconstritora em
artérias mesentéricas a norepinefrina, fenilefrina, serotonina e vasopressina,
enquanto ndo observaram nenhuma alteracdo em anéis de aorta (Stassen et al.,
1997). Outro grupo de pesquisadores observaram hiporeatividade vasoconstritora ao
potassio em artérias musculares periféricas de ratos 2 semanas apoés infarto, o que
indicaria disfuncdo vasoconstritora ndo especifica ao receptor e sim um defeito
contratil generalizado(Ceiler et al., 1999). Dados prévios de nosso laboratério,
usando aneis de aorta, ndo demonstraram diferencas na resposta vasoconstritora na
IC, um més apbs infarto, e até mesmo um aumento na producao basal de NO nestes
animais (da Cunha et al., 2004). Estes ultimos relatos corroboram o do presente
estudo, porém com diferencas no que diz respeito a resposta mediada pelo
endotélio, que sera discutida mais adiante.

Além dos mecanismos ja citados, a aldosterona pode promover efeitos
rapidos nao-genémicos que levam a um aumento rapido da concentracao
intracelular de calcio tanto no endotélio como no musculo liso vascular. Isto sugere
que a aldosterona poderia atuar como vasoconstritora pelo aumento do célcio nas
células do musculo liso vascular (Wehling et al., 1994; Christ et al., 1995a; Christ et
al., 1995b). Em um estudo onde foi feita a infusdo de aldosterona em voluntarios
adultos saudaveis, foi demonstrado que este mineralocorticdide promove efeitos
rapidos e nao genémicos de aumento da resisténcia vascular sistémica, alterando,

porém, a pressao arterial sistémica e o controle autonémico (Schmidt et al., 1999).
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Romagni e colaboradores observaram um efeito rdpido de vasoconstricdo pela
infusdo de aldosterona (2,5 pmol/min) (Romagni et al., 2003). Foi demonstrado ainda
que a aldosterona tem efeito agudo em parametros cardiovasculares como a
resisténcia vascular periférica, o débito e o indice cardiaco em homens com suspeita
de doenca coronariana (Wehling et al., 1998). Por outro lado, a infusdo de 10, 50 ou
100 ng/min de aldosterona nao promoveu qualquer efeito no antebraco de pacientes
saudaveis (Gunaruwan et al., 2002). Liu e colaboradores demonstraram que a
infusdo de aldosterona em concentragbes fisiolégicas levou a uma reducao
concentragdo-dependente da contracdo mediada por fenilefrina em anéis de aorta,
efeito este dependente do endotélio, jA que a aldosterona aumentou a resposta a
fenilefrina nos anéis sem endotélio (Liu et al., 2003). O tratamento com o inibidor do
receptor de aldosterona eplerenona no presente estudo ndo promoveu qualquer
efeito na contratilidade a fenilefrina quando comparado aos demais grupos. Vale
lembrar que o presente trabalho refere-se a um modelo experimental e os dados
supracitados se baseiam em infusées agudas para a avaliacdo dos efeitos a curto-
prazo exercidos pela aldosterona. Apesar disto, estes efeitos agudos da aldosterona
podem ser relevantes e contribuir para o entendimento de suas acdes
fisiopatolégicas na IC e na hipertensao arterial (Farquharson & Struthers, 2002a; Liu
et al., 2003). Um exemplo do efeito direto da aldosterona na reatividade endotelial foi
dado por Farquharson e Struthers, que descreveram este mineralocorticoide como
sendo capaz de induzir agudamente a disfuncdo endotelial, por reducdo da
biodisponibilidade do NO, mesmo sem alteracbes na pressao arterial sistémica,
fenbmeno este descrito como vasculopatia induzida por aldosterona (“aldosterone-
induced vasculopathy”) (Farquharson & Struthers, 2002a). Estes relatos em conjunto
sugerem que a aldosterona pode exercer também efeitos em curto prazo na
reatividade vascular, e que o tratamento com o inibidor de aldosterona parece ser
uma importante terapéutica na fase inicial da IC, sem, no entanto, ter sido elucidado
até entdo os possiveis mecanismos relacionados aos efeitos benéficos na
vasculatura destes farmacos nesta fase.

A disfungdo endotelial tem sido descrita como estritamente relacionada ao
risco de eventos cardiovasculares futuros (Suwaidi et al., 2000; Gokce et al., 2002).
A fungado endotelial é, portanto, considerada como um forte sinalizador do risco
cardiovascular (Vita & Keaney, 2002), sendo assim um tema bastante enfocado para

a investigacdo clinica e experimental. No presente estudo foi empregada a
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acetilcolina (ACh) para a avaliagdo da funcdo endotelial, que medeia um
relaxamento dependente do endotélio ao atuar em receptores muscarinicos
endoteliais (Moncada et al, 1991). Aqui a resposta maxima e a sensibilidade
vasodilatadora mediada por ACh apresentou-se reduzida ja em uma fase inicial apos
infarto. A vasodilatacdo dependente do endotélio esta acentuadamente alterada na
IC congestiva, contribuindo para a resisténcia periférica aumentada e a
vasoconstricdo sistémica (Drexler et al, 1992). O prejuizo no relaxamento
dependente do endotélio tem sido descrito em pacientes com IC crénica (ICC) (Kubo
et al.,, 1991; Katz et al., 1992; Hornig et al., 1998b), contribuindo para o aumento da
resisténcia vascular. Foi demonstrado que em artérias de condutancia de pacientes
com IC houve prejuizo no relaxamento induzido por ACh, enquanto os efeitos da
adenosina e trinitrato de glicerina estavam preservados (Ramsey et al, 1995).
Também estudos experimentais em ratos com ICC apés IM (Ontkean et al.,, 1991;
Drexler & Lu, 1992; Mulder et al., 1996; Bauersachs et al., 1999) demonstram esta
reducdo na capacidade vasodilatadora dependente do endotélio-NO em diversos
leitos vasculares. Apesar disto, outros estudos demonstram nao haver diferencas
neste parametro. Em membro posterior de ratos ndo foram demonstradas diferencas
nas curvas de vasodilatacdo a ACh realizadas em ratos 1, 3, 5 e 13 semanas ap6s o
infarto (Ceiler et al., 1999). Em artérias caudais de ratos, apés infarto do miocardio
experimental, ndo foram observadas alteracbes nas respostas vasodilatadoras a
ACh e nitroprussiato de sédio (NPS) (Meerson et al, 1993). Um outro estudo
demonstrou até mesmo o aumento do relaxamento a ACh em ratos 4 semanas apds
infarto (da Cunha et al.,, 2004). A explicacdo possivel para estas diferencas na
literatura, pode ser devido a realizacdo dos estudos em diferentes periodos de
tempo, leitos vasculares e severidade da IC. A exemplo disto, um estudo clinico
demonstrou que a reducao da resposta a ACh e NPS esta relacionada a severidade
clinica da IC (Carville et al., 1998). Ressalta-se ainda que a maioria dos estudos
supracitados foi realizada na fase crénica da IC.

A presenca de disfuncao endotelial avaliada pela vasodilatacido a ACh na fase
inicial ap6s o infarto ndo se apresenta uniformemente descrita na literatura. Por
exemplo, ha estudos realizados sete dias apds a cirurgia de infarto, que nao
observaram diferencgas significativas nas curvas concentracao-resposta a ACh apds
pré-contracao com norepinefrina quando comparadas ao grupo Sham (Teerlink et

al., 1993; Teerlink et al, 1994a). O primeiro estudo mostrou diferencas no



Discussao e conclusées 89

relaxamento a ACh apenas 4 ou 16 semanas apos IM, ressaltando que a disfungao
endotelial seria um processo de evolugcao tempo-dependende, exercendo um papel
minoritario na fase inicial da IC. Todavia, um estudo de Wagner e colaboradores
demonstrou uma redugdo significativa no relaxamento a ACh em aortas de ratos
apenas 2 horas apés a cirurgia do infarto (Wagner et al., 2001b). Hasegawa et al.
estudando coronarias de coelhos duas semanas apds infarto do miocardio,
encontraram a funcdo vasodilatadora prejudicada (Hasegawa et al, 2000). Da
mesma maneira, resultados prévios de nosso laboratério demonstraram haver uma
reducao da resposta vasodilatadora a ACh em artérias caudais de ratos aos 30 e ja
aos 3 dias apds infarto do miocardio (Pereira et al., 2005; Sartorio et al., 2005).

O tratamento com eplerenona foi capaz de normalizar a resposta maxima
vasodilatatora a ACh, sem, entretanto, alterar a sensibilidade. A aldosterona tem
sido considerada como uma importante influenciadora da funcao vascular, o que é
bastante razoavel ja que esta pode ser produzida no endotélio (Takeda et al., 1996)
e musculo liso vascular (Hatakeyama et al, 1994). Também os receptores de
mineralocorticéides se fazem presentes neste tecido (Kornel et al., 1988;
Hatakeyama et al., 1994; Takeda et al., 1997). Os efeitos deletérios da aldosterona
que levam a disfuncéo vascular incluem, além da retencao hidro-salina, redugéo da
complacéncia arterial e venosa (Rietzschel et al., 2000), aumento da resisténcia
vascular periférica (Wehling et al., 1998) e prejuizo do controle vascular autonédmico
parasimpatico levando a disfuncao do baroreflexo (Yee & Struthers, 1998; Duprez et
al., 2000). A maioria dos relatos que demonstram a aldosterona como uma
promotora de efeitos danosos a vasculatura provém de resultados a partir de um
bloqueio crénico da aldosterona por espironolactona ou eplerenona. Em primatas em
dieta pré-aterosclerotica, o tratamento com eplerenona recuperou o relaxamento a
ACh que estava reduzido nos animais placebo (Takai et al,, 2005). Em pacientes
com IC, a espironolactona promoveu melhora significativa na vasodilatacao
dependente do endotélio mediada por ACh e aumentou a biodisponibilidade do NO
(Farquharson & Struthers, 2000). Bauersachs e colaboradores demonstraram
experimentalmente em ratos que a espironolactona adicionada ao tratamento com
inibidor da ECA, em um tratamento crénico, promove uma melhora na disfuncao
vasomotora atribuida a uma normalizacdo da resposta vasodilatadora mediada por
NO, além de uma modulacdo benéfica no balanco entre a producdo de NO e
producédo e anions superoxido (Bauersachs et al., 2002). Mais recentemente outro
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estudo demonstrou a eplerenona promovendo a normalizacdo do relaxamento
dependente do endotélio quando associado ao inibidor da ECA trandolapril (Schafer
et al., 2003) por mecanismos similares aos acima descritos. Todavia, todos estes
estudos foram referentes a avaliagbes realizadas na fase cronica da IC, seja
experimental ou clinica. O atual estudo é pioneiro ao buscar os mecanismos
envolvidos nos beneficios do tratamento com eplerenona na disfuncao endotelial em
uma fase inicial ap6s o infarto.

Para avaliar se a reducao do relaxamento dependente do endotélio poderia
estar relacionada a disfuncdo dos mecanismos vasodilatadores intrinsecos ao
musculo liso vascular em resposta ao NO, foram feitas curvas concentracao-
resposta com um doador de NO, o DEA NONOate. Estas foram realizadas apés
incubagdo com um composto inibidor da NOS, o LNNA, para prevenir a participagao
da liberacao basal de NO. A vasodilatacao independente do endotélio mediada pelo
DEA NONOate, néo foi diferente entre os grupos estudados. Por outro lado, Katz e
colaboradores relataram reducdo na resposta vasodilatadora a nitroglicerina em
pacientes com IC congestiva, comparados a individuos normais, sugerindo uma
reatividade reduzida do musculo liso vascular a vasodilatagdo mediada por GMPc
(Katz et al., 1993). Isto demonstraria prejuizo no mecanismo vasodilatador nas
células musculares lisas, o que poderia contribuir inclusive para a reducao da
resposta vasodilatadora a ACh. Em ratos infartados apés 8 semanas, ficou
demonstrada uma reducao na producao de cGMP sob estimulo com NPS, apesar do
aumento na expressao da guanilato ciclase soluvel (GCs) (Bauersachs et al., 1999).
Esta resposta foi normalizada apds a adicdo do varredor de radicais livres Tiron, o
que se justifica pela atividade da GCs ser susceptivel aos anions superoxido. Foi
demonstrado também que o tratamento “per se” com espironolactona em ratos por
11 semanas apds o infarto reduz a sensibilidade ao NPS, o que mascararia em parte
o beneficio trazido por este farmaco ao relaxamento induzido por ACh (Bauersachs
et al., 2002). Em outro estudo em animais infartados tratados cronicamente com
eplerenona foi observada a mesma alteragao anteriormente citada, sendo justificada
pela reducédo da atividade da GCs induzida pela angiotensina Il circulante, ja que
com o uso combinado da eplerenona com o inibidor da ECA, trandolapril, esta
alteracao nao foi observada (Schafer et al., 2003). Todavia, numerosos estudos, em
sua maioria, demonstram resultados semelhantes aos aqui apresentados,

corroborando-os. A exemplo disto, o relaxamento independente do endotélio
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permaneceu inalterado em aortas de ratos apés infarto do miocardio (Teerlink et al.,
1993; Teerlink et al.,, 1994a; Bauersachs et al., 1999; Bauersachs et al., 2000) bem
como em outros leitos vasculares como artérias coronarias (Hasegawa et al., 2000),
pulmonares, mesentéricas (Baggia et al., 1997) e do membro posterior (Gaballa &
Goldman, 1999). Aos 7 dias apods infarto, aortas de rato ndo apresentaram
diferencas significativas com relacdo ao grupo Sham na vasodilatacdo a um doador
de NO, o NPS (Teerlink et al., 1993). Da mesma forma um estudo em hamsters
cardiomiopaticos nao detectou diferencas da resposta ao NPS, tanto em uma fase
onde nao havia sinais de IC como quando esta ja se encontrava estabelecida
(Crespo, 1999). Outro resultado demonstrou ndo haver diferencas no relaxamento
ao NPS em aortas de ratos nas primeiras horas apds o infarto (Wagner et al.,
2001b). Os resultados aqui demonstrados sugerem que a reduzida resposta a
acelticolina observada neste estudo ndo parece estar relacionada a uma reduzida
responsividade do musculo liso vascular ao NO, mas a outros possiveis mecanismos
relacionados, como, por exemplo, devido a disfuncdo da via do NO e estresse
oxidativo vascular.

Em vasos de grande calibre como a aorta, o NO tem sido descrito como o
vasodilatador predominante liberado no relaxamento dependente do endotélio
(Moncada et al., 1991; Nagao et al.,, 1992). O mecanismo chave sugerido para a
explanacao da reducao do relaxamento dependente do endotélio é a reducédo da
biodisponibilidade de NO. Esta por sua vez esta relacionada ao balango entre a sua
producéo e degradacgdo. Alteracdes na via do NO tém sido extensivamente descritas
em estudos clinicos e experimentais apdés o infarto do miocardio e IC. Ja foi
observada na IC experimental, em ratos e caes, a reducao da biodisponibilidade do
NO pelo decréscimo na expressdo vascular da principal enzima responséavel pela
sua liberacdo, a eNOS (Comini et al., 1996; Smith et al, 1996). Em artérias de
resisténcia de ratos, 3 semanas apos infarto, a expressao aumentada da eNOS, por
transfeccao de seu cDNA, promoveu uma melhoria na vasodilatacdo por ACh, bem
como nos niveis de eNOS, previamente demonstrados reduzidos nos ratos com IC
(Gaballa & Goldman, 1999). Tem sido sugerido que os niveis circulantes de citocinas
na IC crbnica, especialmente TNF-o, poderiam ser responsaveis por uma resposta
prejudicada a agonistas como acetilcolina, via um prejuizo direto na liberagdo de NO
e desestabilizando os niveis do mMRNA da eNOS (Yoshizumi et al., 1993; Mendes

Ribeiro et al., 2001). Em pacientes com cardiomiopatia, a atividade significativa da
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enzima induzivel (iNOS) é acompanhada pela reducdo da atividade da sintase
constitutiva (eNOS) (de Belder et al., 1993). Indo de encontro a esses resultados,
Bauersachs e colaboradores demonstraram um aumento na expressao vascular da
eNOS 8 semanas ap0s infarto do miocardio, concomitante ao aumento do estresse
oxidativo vascular, o que promoveria uma disfungcdo endotelial apesar deste
aumento (Bauersachs et al., 1999). A liberacao basal de NO também foi encontrada
aumentada na IC em pacientes (Drexler et al., 1992; Habib et al., 1994).

Apesar da maioria destes relatos terem demonstrado a redugcdo da eNOS,
estes foram realizados em uma fase crénica apés infarto e ha uma caréncia de
dados sobre o0 que ocorreria com esta enzima em uma fase mais inicial. Os
resultados obtidos pela técnica de Western blot no presente estudo demonstraram
que apesar da expressao da eNOS estar inalterada aos 7 dias apdés infarto, houve
uma diminuicdo da expressédo desta enzima em sua forma fosforilada no residuo
Ser'"” (peNOS) com significativa reducdo da razdo peNOS/eNOS nos animais
infartados quando comparados aos Sham, e este parametro foi normalizado pelo
tratamento com eplerenona. Estes dados foram corroborados ainda por analises
imunohistoquimicas, onde se observou uma tendéncia similar aos resultados obtidos
com Western Blot. Estudos prévios demonstraram a importancia da fosforilacdo da
eNOS na regulacdo da quantidade de NO produzido. A fosforilacdo deste residuo
Ser''"7 esta associada com um aumento na producdo de NO e ativagdo da enzima
em concentragdes muito mais baixas de calcio/calmodulina do que a eNOS nao
fosforilada (Chen et al., 1999b; Dimmeler et al., 1999; Michell et al., 1999). Um outro
estudo, onde foi analisada a fosforilagdo da eNOS, mostrou haver o aumento do
fluxo de elétrons através do dominio reductase desta, e consequentemente a
producéo de NO, aumentou de duas a trés vezes acima do nivel basal (McCabe et
al., 2000; Fleming & Busse, 2003). Estudos que compararam o potencial de
fosforilacdo de diferentes residuos Ser, concluiram que o residuo Ser''”” exerce um
papel central na producdo de NO, enquanto no outro residuo avaliado (Ser®?)
nenhuma fosforilacdo foi detectada ou nenhuma consequiéncia da fosforilacdo foi
evidente (Dimmeler et al., 1999; Fulton et al., 1999). Estes relatos sugerem a
importancia da fosforilacdo da eNOS para a sua atividade e producao de NO. Sendo
assim, a reducao desta forma fosforilada aqui observada poderia ser um indicativo
de reducdo da atividade desta enzima no grupo IM. Stathopulos et al. também

encontraram uma reducao na atividade da isoforma calcio-dependente da NOS em
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aorta de ratos, oito semanas ap6s infarto do miocardio (Stathopulos et al., 2001).
Smith e colaboradores, analisando aortas de caes com IC, demonstraram haver
reducao na producao de nitrito, uma medida indireta da atividade da eNOS, tanto em
resposta a estimulacao pela ACh como pela bradicinina (Smith et al.,, 1996). Com
isto, estes autores sugeriram que a vasodilatacdo dependente do endotélio estaria
atenuada devido a uma reducéo da atividade da eNOS. Fraccarollo e colaboradores
demonstram aumento dos niveis de peNOS miocéardicos pelo tratamento crénico
com eplerenona associada a trandolapril em ratos com IC, o que foi relacionado aos
a prevencao do remodelamento ventricular (Fraccarollo et al., 2003). Diferentemente
dos resultados do presente trabalho, foi relatado um aumento na expressdo da
eNOS pela monoterapia com eplerenona em aortas de ratos com IC crénica, que
tinham este parametro inicialmente reduzido (Schafer et al., 2003). O mesmo grupo
havia demonstrado previamente que a combinacédo da terapia com espironolactona
e inibidor da ECA promoveu o aumento da expressdo da eNOS em aorta de ratos
apos infarto (Bauersachs et al., 2002).

Em suma, este importante mecanismo modulador da eNOS poderia contribuir
para elucidar a melhoria da disfuncao endotelial observada nos animais tratados
com eplerenona, bem como participar da reducdo do estresse oxidativo vascular
pelo balango positivo entre a producéo e inativagdo do NO. Foi descrito também que
um dos estimulos capazes de promover a fosforilacdo da eNOS é o estresse de
cisalhamento (shear stress), pela ativacdo da serina quinase Akt e proteina quinase
A (PKA), que fosforila a Ser''”” e aumenta a atividade eNOS (Go et al., 1998;
Dimmeler et al., 1999; Fisslthaler et al., 2000). Desta maneira, resta a duvida de que
este aumento na proporcao de peNOS/eNOS seja efeito primario da droga ou ocorra
como consequiéncia das melhorias hemodindmicas promovidas pela eplerenona.
Porém este efeito hemodindmico ndo parece ser a razao central para este aumento
da peNOS/eNOS na presente avaliagcao, ja que apesar de haver prejuizo de diversos
parametros hemodindmicos, como por exemplo a funcdo ventricular esquerda
(reduzida dP/dt minima e maxima), nos animais IM e melhoria destes com o
tratamento com eplerenona, a PSVE e PAM se mostraram reduzidas no grupo IM e
o tratamento com eplerenona nao foi capaz de alterar este parametro.

Tendo em vista a inter-relacao entre os componentes do SRAA, bem como a
sua ativacdo apdés o IM, correlacionando-o com a disfuncdo vasodilatadora,

avaliamos também a resposta vascular constritora a angiotensina | e Il. Nossos
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resultados demonstraram um aumento na reatividade a angiotensina | nos animais
infartados e uma reducao significativa tanto na sensibilidade quanto na resposta
maxima pela terapia com eplerenona, sem, no entanto, ser observada diferenca na
reatividade a angiotensina Il. Corroborando estes dados funcionais, em paralelo, os
estudos de biologia molecular por Western Blot e imunohistoquimica demonstraram
que houve um aumento da expressdo da ECA vascular nos animais infartados,
tendéncia esta significativamente reduzida pelo tratamento com eplerenona.

Como a angiotensina | ndo possui efeito vasoconstritor préprio, as contracoes
promovidas por este peptideo refletem de uma maneira indireta a conversao de
angiotensina | a angiotensina Il, ou seja, a atividade da ECA, j4 que as vias
alternativas de formacdo da ECA, como a quimase, tém sido descritas como
praticamente ndo atuantes na vasculatura de ratos (Okunishi et al., 1993). Outros
estudiosos relataram que a presenca de vias alternativas em artérias de ratos existe,
porém nao exerce papel funcional central na conversdo de angiotensina | em |l
(Inoue et al., 1999), indo de encontro a dados provenientes de ensaios enzimaticos
bioquimicos que mostraram a predominancia de outras vias que ndo a da ECA em
artérias de ratos (Akasu et al., 1998). Saye e colegas também descreveram a
angiotensina | como o analogo mais potente testado em preparacdes de aorta de
coelho com endotélio intacto (Saye et al., 1984).

Um dos motivos para explicar o aumento da resposta vasoconstritora a
angiotensina | seria o0 aumento da expressao ou atividade da ECA. Um estudo
demonstrou que a aldosterona induz um aumento na expressao e atividade da ECA
em cardiomidcitos neonatais de ratos (Wang et al., 2002). O estudo de Harada e
colaboradores vem ao encontro destes dados, ja que demonstrou o0 aumento
expressivo no mRNA da ECA em cultura de cardiomiocitos neonatais na presenca
de aldosterona (Harada et al., 2001). Keidar e colaboradores mostraram que a
aldosterona pode promover tanto o aumento da atividade da ECA quanto a
expressao macrofagica do seu mRNA, relacionando a ela um efeito aterogénico
(Keidar et al, 2004). Em outro trabalho, estudiosos demonstraram
experimentalmente que a aldosterona aumentava a densidade de receptores da
ECA em modelos experimentais (Sun et al.,, 1993). Também em celllas endoteliais
de aortas de ratos (RAECs) em cultivo foi atualmente demonstrado que a
aldosterona induz um aumento na expressao da ECA (Sugiyama et al., 2005). Estes

dados indicam um mecanismo de feedback positivo da aldosterona e ECA, no
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sistema renina-angiotensina-aldosterona, possivelmente envolvido no
desenvolvimento da disfuncédo endotelial e patologias cardiovasculares induzidas por
aldosterona. Estudos ressaltam que a aldosterona potencializa os efeitos mediados
pela angiotensina |l. Hatakeyama e colaboradores mostraram que a aldosterona
adicionada ao meio de cultura de células musculares lisas vasculares humanas
potencializa a hipertrofia induzida por angiotensina |l (Hatakeyama et al., 1994). Em
outro estudo ficou demonstrado que a aldosterona, sintetizada localmente, pode
mediar os efeitos proliferativos da angiotensina I, via receptor AT1, no musculo liso
vascular de ratos (Xiao et al., 2000), além de potencializar a sinalizacao induzida
por angiotensina Il (Mazak et al., 2004).

A atividade aumentada da renina plasmatica em ratos com IC foi pobremente
correlacionada a disfuncdo endotelial em ratos (Teerlink et al., 1993). A primeira
evidéncia em humanos demonstrando a dissociacdo entre a ativagdo dos
componetes do SRAA plasmatica e atividade da ECA vascular in vivo foi relatado
por Fargharson e Strhuthers (Farquharson & Struthers, 2002b). Este estudo mostra
que a atividade da ECA circulante correlaciona-se muito pouco com o que acontece
no nivel tecidual. Isto condiz com a observacdo de camundongos Knockout para
ECA, onde os efeitos fisiolégicos desta resultaram da ECA tecidual (Esther et al.,
1997). A atividade da ECA tecidual parece ser mais importante que a atividade da
ECA circulante e um estudo de Hornig e colaboradores confirma claramente a maior
importancia dos inibidores da ECA com maior afinidade tecidual que aqueles com
menor (Hornig et al., 1998a).

O aumento da atividade da ECA tecidual tem sido relacionado com a
disfuncao endotelial apés infarto. Nesse sentido, o aumento da atividade da ECA
resultaria no aumento da degradagéao da bradicinina e da formagao de angiotensina
II, além da possibilidade da inducdo local da producdo de aldosterona (Yan et al.,
2003). A angiotensina Il, que tem seus niveis plasmaticos aumentados na IC, por
sua vez estimula a formacao local de anions superédxido pela estimulagdo de uma
NAD/NADPH oxidase, podendo contribuir para um quadro de estresse oxidativo
(Rajagopalan et al., 1996a; Drexler & Hornig, 1999), o que sera discutido mais
adiante. Outros achados demonstram que a inibicdo da ECA melhorou a funcao
endocardica e do endotélio vascular em ratos apds infarto. A exemplo disso, o
captopril foi capaz de prevenir a reducao do mRNA da eNOS cardiaco e aumentar a
producao basal de NO em artérias de resisténcia (Ceiler et al.,, 1999; Qi et al., 1999).
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O estudo clinico TREND (Trial on Reversing Endothelial Dysfunction) foi o primeiro a
demonstrar que a inibicdo sustentada da ECA melhora a disfungdo endotelial
(Mancini et al., 1996). Além da vasodilatacdo melhorada nos pacientes fazendo uso
deste medicamento (Quinapril), foi observada uma concentracdo mais baixa de
angiotensina Il vascular e maior viabilidade do NO por reduzida produgéo de anions
superoxido e aumento de cininas. O captopril também foi capaz de prevenir a
reducdo do mRNA da eNOS cardiaco e aumentar a producao basal de NO em
artérias de resisténcia (Ceiler et al., 1999; Qi et al., 1999).

1270 & fosforilavel

A porgéo citoplasmatica da ECA, mais especificamente a Ser
e considerada o mais importante sitio de fosforilacdo da ECA. Esta fosforilacdo
aumenta a estabilidade e expressdo desta enzima na membrana plasmatica
endotelial (Kohlstedt et al., 2002). Apesar da caréncia de dados que demonstrem a
participacao desta fosforilagdo da ECA como um mecanismo modulador (Kohlstedt
et al., 2004; Kohlstedt et al., 2005), procedeu-se a investigacdo da expressao da
ECA fosforilada (pECA) no extrato de aorta dos grupos estudados no presente
trabalho. Na expressdo da pECA por Western Blot foi observada uma tendéncia
similar aquela da expressao da ECA, observando-se uma correlacao positiva entre
as duas medidas. Isto sugere a possibilidade de um mecanismo regulatério comum
para estes dois fatores.

Estudiosos observaram um aumento da atividade da ECA em artérias sem
endotélio quando comparadas com artérias com endotélio, provavelmente devido a
presenca de ECA na adventicia € no muasculo liso vascular (Arnal et al., 1994;
Fernandez-Alfonso et al., 1997). Crespo descreveu um importante aumento na
atividade da ECA em aortas em uma fase inicial no desenvolvimento da IC em
hammsters, sem alteracdo deste pardmetro no plasma ou miocardio destes animais
(Crespo, 1999). O aumento da atividade da ECA tecidual também tem sido
relacionado com a disfun¢do endotelial apos infarto.

Alguns trabalhos tém demonstrado uma inter-relagdo entre a atividade da
ECA e a via do NO. Um exemplo disso sao relatos onde a administracao crénica de
N-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) promoveu o aumento da atividade da ECA
cardiaca e vascular, sem, no entanto, alterar este parametro no soro e em outros
orgdos (Takemoto et al, 1997b). Com um tratamento similar, Michel e colegas,
demonstraram um aumento vascular da atividade da ECA, restrito a camada média
e adventicia, sem afetar a atividade da ECA no soro (Michel et al, 1996). A
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expressao da ECA também se mostrou aumentada 2 dias ap6s a remocao endotelial
por balao na artéria carétida de ratos (Fernandez-Alfonso et al., 1997). Akermann et
al. (1998) demonstraram que NO e compostos doadores de NO inibem a atividade
da ECA, plasmatica e vascular, em car6tidas de ratos, de uma dependente de
maneira concentracao e competitiva, sugerindo que o NO poderia interagir com o(s)
centro(s) ativos da enzima. O mesmo estudo mostrou ainda que a liberagdo de NO
pelo endotélio reduz fisiologicamente a conversdo de angiotensina | a angiotensina
II. Contrastando com estes dados foi descrita uma reducdo da poténcia contratil da
angiotensina | apds a remocao do endotélio em femorais de caes (Mombouli et al.,
1991). Este resultado possivelmente € devido a uma redugdo da conversdo de
angiotensina | em angiotensina ll, j& que a ECA estéa localizada primordialmente no
endotélio vascular.

Apesar do atual estudo nao ter demonstrado diferencas significativas na
reatividade a angiotensina Il, Didion e colaboradores, estudando arteriolas de
musculo esquelético 8 semanas apds infarto do miocardio, encontraram resposta
vasoconstritora aumentada a vasopressina e angiotensina Il, inferindo que isto
poderia ser conseqiéncia de reducao na biodisponibilidade do NO (Didion et al.,
1997). A preincubacado de anéis de aorta com aldosterona leva a quase o dobro da
resposta contratii a angiotensina Il, enquanto a contracdo ao KCI| permanece
inalterada (Ullian et al., 1996). Em artérias de hamsters cardiomiopaticos em
diversos periodos de evolucdo da cardiomiopatia a resposta vascular
vasoconstrictora a angiotensina Il estava aumentada (Crespo, 1999). Em coronarias
a aldosterona potencializou o efeito vasoconstritor da angiotensina Il (Chai et al.,
2005). Também Ullian e colaboradores mostraram que a aldosterona promove um
aumento dependente de tempo e concentracdo no nimero de receptores AT1, sem,
no entanto, aumentar a afinidade destes, além de previnir a sua downregulation e
desensibilizagdo induzida por angiotensina Il. Isto demonstra que a aldosterona
pode potencializar as respostas pressoricas da angiotensina Il via efeitos nos seus
receptores (Ullian et al., 1992; Ullian et al., 1993; Ullian & Fine, 1994). Este aumento
pela aldosterona nos receptores de angiotensina Il parece ocorrer independente da
atividade da renina plasmatica, o que levaria ao feedback negativo da angiotensina Il
(Schiffrin et al., 1985). Todavia, corroborando os resultados aqui demonstrados, um
estudo em humanos encontrou um aumento na resposta vascular a angiotensina |,

indicando uma maior conversao de angiotensina | a angiotensina Il, sem, no entanto,
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ter sido observada alteracao na resposta vascular a angiotensina Il (Farquharson &
Struthers, 2002b).

Da mesma maneira que os resultados aqui relatados, estudos indicam para os
beneficios da inibicdo dos receptores de mineralocorticéides e melhoria da funcao
vascular relacionados ao SRAA. Em primatas ndo humanos em dieta pré-
ateroscleroética, foi demonstrado que aldosterona promove um aumento da atividade
da ECA vascular, o que foi suprimido com o tratamento por eplerenona (Takai et al.,
2005). Um estudo no qual pacientes com IC receberam terapia considerada 6tima (B
bloqueadores, estatinas e inibidor da ECA) também demonstrou uma melhoria
adicional no relaxamento dependente do endotélio mediado por ACh com o
tratamento por espironolactona (Macdonald et al., 2004). A contracdo induzida por
angiotensina | foi reduzida pela espironolactona nestes pacientes, indicando que
houve uma menor conversdao de angiotensina | a angiotensina Il, além daquela
inibicdo obtida pelo tratamento com o inibidor da ECA. O mesmo fato foi
demonstrado em pacientes com IC mais severa (Farquharson & Struthers, 2000).
Em recente estudo Fraccarollo e colaboradores demonstraram em ratos com IC que
a eplerenona previne a upregulation da ECA no coracéao insuficiente (Fraccarollo et
al., 2005). A adicao de espironolactona a terapia com inibidor da ECA em ratos com
IC apdés IM se mostrou eficiente nos vasos sanguineos, aumentando a
biodisponibilidade do NO, associada com reduzida producdo de O, (Bauersachs et
al.,, 2002). Também o uso da eplerenona associado ao trandolapril promoveu a
normalizacado da disfungcédo endotelial em ratos com IC (Schafer et al., 2003). O uso
da eplerenona, bem como a terapia inibindo a ECA ou o receptor AT1, foram
capazes de reduzir o citado efeito, bem como o efeito pro-oxidante e pré-aterogénico
da aldosterona.

De fundamental importancia para biodisponibilidade do NO é, além de sua
producdo, a sua taxa de degradacgéo. Evidéncias sugerem que a disfuncao endotelial
poderia resultar da reducao da liberacao ou da inativacao aumentada do NO (Comini
et al., 1996; Katz et al., 1999). Os anions superdxido parecem ser a principal fonte
de inativacdo do NO (Gryglewski et al., 1986), e ao combinar-se com este forma o
reativo radical peroxinitrito (ONOO’) (Beckman et al, 1990; Beckman, 1996;
Denninger & Marletta, 1999; Griendling et al., 2000b; Ortega Mateo & Amaya
Aleixandre de, 2000) o qual pode formar radicais hidroxil e promover a nitracdo de
residuos de tirosina (Bouloumie et al., 1997). O peroxinitrito pode, além de reduzir a
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biodisponibilidade do NO, oxidar grupos sulfidril teciduais (Radi et al, 1991b),
desoxirribose (Beckman et al.,, 1990) e lipidios (Radi et al., 1991a; Rubbo et al.,
1994). Esta ultima pode levar a formacao de lipoproteina de baixa densidade
oxidada (oxLDL) (Tomasian et al, 2000) que por sua vez, juntamente a outros
produtos de peroxidacao lipidica, pode reduzir a expressdo da eNOS em células
endoteliais (Liao et al., 1995).

Trabalhos com animais experimentais (Bauersachs et al., 1999; Schafer et al.,
2003; Schafer et al., 2004) e também com pacientes apds infarto do miocardio
(Hornig et al., 1998b; Katz et al., 1999), sugeriram ou demonstraram um aumento na
producdo de anions superdxido, o que estaria reduzindo a viabilidade do NO e
levando a disfungdo endotelial. O aumento dos niveis de citocinas, como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (Heba et al.,, 2001) também pode estar envolvido
nessas alteracbes do metabolismo oxidativo apds o infarto. O TNF-o pode causar
disfungcdo endotelial por aumentar a producdo de radicais livres derivados do
oxigénio, os quais, a seu turno, destroem o NO produzido pelo endotélio. O TNF
também induz a apoptose do endotélio mediada pelo estresse oxidativo (Ferrari et
al., 1998; Hornig et al., 1998b; Landmesser et al., 2000) além de inibir a expressao
da SOD extracelular (Marklund, 1992). Evidéncias experimentais sugerem que 0
TNF-a é capaz de prejudicar a liberacao estimulada de EDRF (Aoki et al., 1989).
Katz et al. demostraram ainda que os niveis plasmaticos de TNF-a, em pacientes
com IC, se relacionam ao grau de disfuncao endotelial como por estimulo a ACh
(Katz et al., 1994).

A producado de anions superoxido nos resultados aqui apresentados estava
aumentada nos anéis de aorta dos animais IM Pla em um ensaio bioquimico de
aumento de quimioluminescéncia por lucigenina. Este dado foi confirmado também
in situ com o corante sensivel ao O, hidroetidina que, ao ser oxidado a brometo de
etidio, produz fluorescéncia. Em ambos os protocolos, este aumento na producao de
Oz no grupo IM Pla foi significativamente reduzido nos animais tratados com
eplerenona. O efeito da aldosterona como promotora de estresse oxidativo vascular
tem sido enfaticamente sugerido por estudos em diversos vasos sanguineos como
coronarias (Sun et al., 2002) e vasos periféricos (Bauersachs et al., 2002; Virdis et
al., 2002; Schafer et al., 2003). Uma sugestao possivel para o beneficio promovido

no estresse oxidativo pela eplerenona seria 0 aumento de potassio circulante. O
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potassio inibe a formacao endotelial de radicais livres (McCabe et al., 1994; Young
et al., 1995; Yang et al, 1998), e, portanto, os efeitos poupadores de K" da
eplerenona poderiam contar para a reducao da geracao de O". Alguns estudos em
humanos, no entanto, mostraram que o tratamento com eplerenona, em doses
comparaveis, ndo promoveu aumentos na concentragdo sérica de K* (Delyani,
2000). Porém o grande estudo clinico EPHESUS mostrou incidéncia de hipercalemia
nos individuos com disfuncao ventricular esquerda tratados com eplerenona, apés
infarto do miocardio (Pitt et al., 2003). Outros efeitos seriam aqueles mediados pela
inibicdo dos receptores de mineralocorticoides. O tratamento com o inibidor
espironolactona atenua o efeito da aldosterona tanto no estresse oxidativo como em
uma resposta pré-inflamatéria (Sun et al., 2002). Em coelhos alimentados com uma
dieta pro-aterosclerética, a eplerenona promoveu um efeito protetor normalizando a
producao de anions superoxido e melhorando a disfungéo endotelial (Rajagopalan et
al., 2002). A espironolactona promoveu a normalizagdo da produgao vascular de
anions superoxido quando medida pela quimioluminescéncia aumentada por
lucigenina, em ratos com IC crbénica (Bauersachs et al, 2002). Também e a
eplerenona em um tratamento cronico apds infarto experimental, mostrou o mesmo
beneficio anteriormente descrito e também a normalizagcdo da producdo de Oy
quando avaliada in situ (Schafer et al., 2003). Nestes dois estudos a melhoria da
producédo de radicais livres foi observada tanto quando associada a espironolactona
ou eplerenona a um inibidor da ECA, como nos grupos tratados apenas com um
destes farmacos. Nestes ratos com IC foi sugerido que tanto o aumento da
expressao e atividade da eNOS como a normalizagdo da formacao de O, devem ser
cruciais para o efeito benéfico do tratamento com o inibidor do receptor de
mineralocorticoides no balanco NO/O, (Bauersachs et al., 2002).

Apo6s um periodo de incubagdo dos anéis com o inibidor das sintases de
oxido nitrico (LNNA), foi observado uma tendéncia de aumento na porcentagem de
producéo de radicais livres nos grupos Sham e IM Eple quando comparados ao IM
Pla, apesar de nao haver significativa. Esta alteragcdo percentual na producéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) com o uso do LNNA, mesmo que tendencial,
pode sugerir a contribuicdo de uma disfuncédo na via da NOS na producédo de ERO.
Quando ha um desacoplamento da eNOS, esta passa a representar uma fonte
potencial de anions superoxido (Wever et al., 1997; Raman et al., 1998; Vasquez-

Vivar et al., 1998). Um prejuizo do relaxamento dependente e independente do
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endotélio, associado a uma menor producdo de NO derivado de plaquetas foi
relatado como associado ao desacoplamento desta enzima em pacientes com IC
congestiva (Dixon et al.,, 2003). Isto sugere ainda a possibilidade de haver uma
menor liberacdo basal de NO para a protecdo destes vasos contra a producédo de
anions superoéxido. Alguns relatos indicam uma redugédo na liberagdo basal de NO
tanto em modelos animais (Teerlink et al., 1994a) como em estudos em pacientes
(Mohri et al., 1997) ou nao observam alteracées nesta liberacédo (Kubo et al., 1994).
Para elucidar as outras possiveis fontes deste estresse oxidativo vascular associado
a disfuncao endotelial, foi investigada a participacao relativa da enzima pré-oxidante
NAD(P)H e antioxidante MnSOD.

Apesar de alguns sistemas de producdo de ERO terem sido descritos na
vasculatura, as niconidamida adenina dinucleotideo/nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidases reduzidas (NAD(P)H oxidases) agora séao
reconhecidas como a principal fonte de ERO (Griendling et al., 2000b; Gorlach et al.,
2002; Bokoch & Knaus, 2003; Lassegue & Clempus, 2003). A geracao vascular de
anions superoxido tem sido relacionada a NAD(P)H oxidase presente nas células
inflamatérias, células endoteliais, musculo liso e fibroblastos adventiciais (Mohazzab
et al., 1994; Pagano et al., 1995; Jones et al., 1996; Rajagopalan et al., 1996a;
Pagano et al., 1997; Wang et al., 1998). A subunidade p22°"* da NAD(P)H-oxidase
foi reconhecida como sendo de fundamental importancia na atividade desta dltima
no musculo liso vascular, um componente critico para a geracao vascular de anions
superoxido, bem como tendo um papel central para esse sistema oxidase na
hipertrofia vascular (Ushio-Fukai et al.,, 1996). Esta sububnidade foi encontrada nas
trés camadas da vasculatura, nas células endoteliais, musculo liso da média e
fibroblastos da adventicia, tanto em animais experimentais como em humanos (Van
Heerebeek et al., 2002). Um estudo demonstrou que para a indugdo de ERO no
musculo liso vascular, foram necessarias diferentes concentracées de H>Oo,
sugerindo que as NAD(P)H oxidases do endotélio e musculo liso devem diferir com
relacdo a sua sensibilidade redox e atividade (Li et al,, 2001). Recentemente foi
demonstrado que antioxidantes reduzem a producdo de ERO e a expressdo da
p22P"°* em células endoteliais expostas a altas concentracdes de glicose (Quagliaro
et al., 2003), o que fortaleceria a idéia de que ERO regulam a expressao e atividade
da NAD(P)H oxidase nas células endoteliais. A deplecdo da p22°" reduziu a
proliferacao das células endoteliais (Djordjevic et al., 2005) e musculo liso vascular
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(Jeong et al., 2004) sugerindo que as NAD(P)H oxidases exercem um papel
importante na regulagéo da proliferagdo destas células. Citocinas inflamatorias tém
sido envolvidas no aumento da producédo de ERO no tecido vascular. O TNF-a, que

PhoX am cultura de células musculares

esta elevado apds o infarto, aumenta a p22
lisas vasculares de ratos hipertensos, o que é abolido com um “antisense” para a
p22°"* indicando que esta subunidade da NAD(P)H oxidase seria de fundamental
importancia como fonte de ERO (De Keulenaer et al., 1998). Também o uso deste
“antisense” para p22°" em células musculares lisas de aorta de ratos, inibiu a
formagédo de ERO induzida por angiotensina Il (Ushio-Fukai et al., 1996). A infusdo
de angiotensina Il por sete dias aumentou trés vezes a expressao da subunidade
p22°"° (Mollnau et al., 2002). Viedt e colaboradores sugeriram que as ERO
produzidas por p22°"* medeiam a acdo da angiotensina sobre quinases protéicas
que poderiam contribuir para a patogénese da aterosclerose (Viedt et al., 2000).
Interessantemente foi sugerido que a producdo de ERO vascular, possivelmente
gerada por NAD(P)H oxidase, leva ao aumento da expressdo da p22°"* e dai uma
geracao sustentada de ERO é observada na disfuncao endotelial, tornando-se um
verdadeiro feedback positivo (Djordjevic et al, 2005). A funcdo endotelial
prejudicada em modelos de hipertensdo foi associada ao aumento da atividade da
NAD(P)H oxidase e aumento da expressdo da sua subunidade p22P"°* (Rajagopalan
et al., 1996a; Fukui et al.,, 1997; Ulker et al., 2003). Nestes mesmos estudos o
relaxamento foi parcialmente restaurado pela administracao in vivo e in vitro de SOD
(Rajagopalan et al, 1996a; Fukui et al, 1997). Polimorfismos da p22°"* sdo
relacionados a atividade desta enzima e ao risco de doenga coronariana
(Gardemann et al.,, 1999; Soccio et al., 2005). Apés o infarto foi demonstrado o
aumento da expressdo das subunidades p22°"* e gp91 P"°% estando relacionadas
ao remodelamento ventricular e a peroxidacao lipidica (Fukui et al.,, 2001). Também
o aumento da expressdo das subunidades p22P"%% p47P"%* pE7P* @ gp91 PMoX
sugeriu que a NAD(P)H oxidase expressada em cardiomiécitos é a principal fonte de
ERO envolvida na geracao de sobrecarga de pressao na hipertrofia do ventriculo
esquerdo, e pode também contribuir para mudancas fisiopatolégicas como a
ativacao de quinases sensitivas ao redox e progressao da IC (Li et al., 2002). Uma
oxidase NAD(P)H-dependente também foi identificada na parede vascular adrtica,
em ratos com IM crénico, como a principal fonte de anions superéxido (Bauersachs
et al., 1999). Um relato de Widder e colaboradores encontraram em aortas de ratos
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cronicamente infartados um aumento da geracao de O, acompanhado pelo aumento
da expressdo de outra subunidade da NAD(P)H, a p47°"* (Widder et al., 2004). Os
resultados aqui apresentados relatam um aumento significativo da expressao
protéica da subunidade p22°" da NAD(P)H oxidase nas aortas dos animais IM Pla
quando comparados aos Sham. O tratamento com eplerenona foi capaz de reduzir
significativamente este parametro. Isto poderia ser explicado em parte pela
aldosterona promover a ativacdo da NAD(P)H oxidase (Sun et al, 2002). Um
aumento nos niveis de mRNA da subunidade p22°"* da NAD(P)H oxidase em ratos
DOCA-sal foi demonstrada quando em comparacado aos sham, sugerindo que este
fenbmeno seria responsavel pelo aumento da producédo de O, que contribuiria para
0 aumento da pressdo arterial neste modelo experimental (Beswick et al., 2001).
Estes e os presentes resultados apresentados sdo confirmados pelo estudo de
Bauersachs et al. (2002), no qual a espironolactona reduziu a expressao vascular do
mRNA da p22°"* em ratos apds o infarto. Em parte esta seria a razdo para a
producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio nos animais IM Pla quando
comparados ao grupo IM Eple.

Outra explicacao seria o aumento da expressdo da subunidade vascular da
NAD(P)H ou aumento da atividade da oxidase pela concentracdo elevada de
angiotensina Il (Griendling et al., 1994; Rajagopalan et al., 1996a; Mollnau et al.,
2002) ou da ECA vascular (Jalil et al., 2005). Foi descrita a atividade aumentada da
ECA tecidual e plasmatica apés infarto (Wollert et al., 1994; Duncan et al., 1997). A
concentragdo de angiotensina |l estava aumentada em extratos de aortas de ratos
infartados aos sete dias ap6s infarto (Duncan et al., 1997). Isto poderia levar a uma
inducao do estesse oxidativo vascular por angiotensina Il. Porém, mesmo o aumento
da expressao da ECA nas aortas dos animais IM e com a reducdo aqui observada
pelo tratamento com eplerenona da expressao e atividade da ECA vascular, este
nao parece ser o0 Unico meio para explicar a reducao na producao de O, observada
com esta terapia. Em estudo prévio havia sido relatado que a monoterapia com
espironolactona por nove semanas em ratos com IM, reduz a producdo de O ,
efeito este apenas levemente observado no grupo tratado com um inibidor da ECA,
o trandolapril (Bauersachs et al., 2002). Da mesma forma, utilizando tratamento
crénico com eplerenona, Shafer e colaboradores mostraram que a producao de Oy
foi significativamente reduzida apenas com a administracdo de eplerenona (Schafer
et al., 2003). O mesmo efeito ndo foi observado utilizando-se trandolapril, bem como
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a associacao de eplerenona ao trandolapril, ndo trouxe beneficio adicional a este
parametro. Isto sugere que existem outros mecanismos independentes da
estimulacao pela angiotensina Il, na inducao do estresse oxidativo vascular apds o
infarto do miocardio, provavelmente relacionados a aldosterona e via receptores de
mineralocorticéides. J& foi relatado que o aumento da producao vascular de Oz pela
angiotensina |l é pelo menos em parte mediado por aldosterona (Virdis et al., 2002).
Por outro lado estudos demonstram que a aldosterona contribui para a toxicidade
cardiovascular em humanos, independentemente dos efeitos da angiotensina |l
(Brown, 2003). Em um modelo de aterosclerose experimental a terapia com apenas
eplerenona reduziu a atividade da NAD(P)H oxidase sugerindo pela primeira vez a
interacdo do receptor de mineralocorticoides com oxidases geradores de O, na
vasculatura (Rajagopalan et al., 2002), levando, assim como os dados do presente
estudo, a uma melhoria da funcédo endotelial nestes animais. Este ultimo relato vem
ao encontro dos resultados aqui apresentados, sugerindo um mecanismo da
aldosterona “per se” na promocao do estresse oxidativo vascular, provavelmente por
atuacao nos receptores de mineralocorticéides.

O outro mecanismo proposto para elucidar a disfungcdo endotelial e o
estresse oxidativo seria 0 desequilibrio entre producdo de ERO e sua degradacéo.
Isto seria devido a um prejuizo no que diz respeito aos mecanismos antioxidantes. A
principal defesa celular vascular contra os anions superéxido tem sido descrita como
sendo as diversas formas da enzima superdéxio dismutase (SOD), a forma
mitocondrial contendo Mn (SOD manganés — MnSOD ou SOD-2), a citosélica
contendo Cu/Zn (CuZnSOD, SOD-1) e a extracelular (EC-SOD) (Wassmann et al.,
2004). As SODs tém um papel fundamental na inativacdo do O, e formacao do
peréxido de hidrogénio e oxigénio molecular, protegendo o organismo contra os
efeitos citotoxicos do O, além de protejer o NO e seus efeitos bioldgicos, ja que a
reatividade do NO com o Oz ocorre em uma frequéncia trés vezes mais rapida que a
sua dismutacao pela SOD (Darley-Usmar et al., 1995; Beckman & Koppenol, 1996).
As trés isoenzimas SOD séao diferentemente reguladas, indicando papéis fisiol6gicos
diferentes (Wong et al., 1989; Marklund, 1992; Stralin & Marklund, 2000).

A infusdo de SOD potencializa e aumenta a meia vida do fator de relaxamento
derivado do endotélio (Gryglewski et al., 1986; Rubanyi & Vanhoutte, 1986). A
atividade da superoxido dismutase ligada ao endotélio (EC-SOD) esta reduzida em
pacientes com doenca coronariana (Landmesser et al, 2000). Um estudo
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demonstrou que a reducdo do relaxamento a acetilcolina em aortas de ratos 3
semanas apds o infarto do miocardio era devida em parte a uma degradacao
excessiva do NO provavelmente relacionada a um decréscimo da atividade da SOD
vascular, e parcialmente revertida pela adigdo de SOD (Indik et al., 2001). Apesar
da isoforma EC-SOD, localizada entre o endotélio e o0 musculo liso vascular, ter sido
descrita inicialmente como a principal responsavel por “varrer” (scavenging) o0s
anions superéxido e prevenir a degradacao do NO (Stralin et al.,, 1995) as demais
isoformas da SOD tém recebido crescente atencdo e importancia em recentes
estudos que demonstram sua participacao em diversos processos fisiopatologicos.

A cadeia de transporte de elétrons mitocondrial € uma fonte enzimatica de
ERO e também um alvo contra o dano causado por oxidacdo. O aumento na
producdo de ERO na mitocondria pode levar a um ciclo vicioso, onde ocorre o dano
do DNA mitocondrial, bem como um declinio funcional que gera ainda mais ERO e
culmina com a lesdo celular (Tsutsui, 2001). A isoforma da SOD localizada na
mitocéndria (Weisiger & Fridovich, 1973) foi o alvo da investigacdo no presente
estudo. A MnSOD tem um papel essencial para a manutencdo da funcao
mitocondrial, como demonstrada pela letalidade neonatal de camundongos knockout
para esta enzima (Li et al., 1995). A estimativa de que 1 a 2% de todos os elétrons
da cadeia respiratéria resultam na formacao de superoéxido, justifica a importancia da
MnSOD para a sobrevivéncia em mamiferos (Robinson, 1998). Esta importancia foi
ainda ressaltada pelo trabalho de Copin e colaboradores, onde o aumento da
expressao da Cu/ZN-SOD n&o compensou a falta de MnSOD, e a letalidade destes
animais mutantes permaneceu inalterada (Copin et al., 2000). Esta enzima é sujeita
a regulagao positiva (upregulation) em resposta a ERO, TNF-a, IL-1-a, IFN-a e
estresse de cisalhamento (shear stress) (Mclntyre et al., 1999; Stralin & Marklund,
2000). A MnSOD é normalmente abundante em células endoteliais relativamente a
outros tipos celulares, e parece exercer um importante papel protetor contra o
estresse oxidativo em situagdes como isquemia e inflamagao (Suzuki et al., 1993). A
MnSOD teve a sua inducao demonstrada em células endoteliais por niveis basais de
ERO gerados por NAD(P)H-oxidase, via VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular) (Abid et al., 2001). Os niveis aumentados de MnSOD protegeriam a
mitocéndria dos efeitos tdxicos do peroxinitrito e da ativacdo de vias apoptoéticas.
Também a MnSOD, que é a principal defesa antioxidante da mitocondria, é

susceptivel a rapida inativacdo por relativamente baixos niveis de peroxinitrito
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(MacMillan-Crow et al., 1998). O ONOQO™ promove este efeito através da nitracdo da
tirosina (Yamakura et al, 1998), o que pode ocorrer em diversos estados
patoldgicos, inclusive no infarto, onde o ONOQO™ se encontra aumentado (Bauersachs
et al., 1999; Mihm et al., 2001). Esses mecanismos levariam a um feedback positivo,
gerando um verdadeiro ciclo vicioso envolvendo o metabolismo oxidativo e
ressaltando a importancia desta isoforma da SOD (Macmillan-Crow & Cruthirds,
2001). Também a aldosterona pelo marcante estimulo a citrato sintase miocardica
(Marver, 1984) uma enzima do ciclo de Krebs, ou Na'/K* ATPase, pode estar
envolvida no aumento da fosforilagdo oxidativa endotelial e formacao de radicais
livres de oxigénio (Stier et al., 2002). Jones e colaboradores descreveram que 0
aumento da expressdo da MnSOD previne a necrose miocardica por isquemia e
reperfusdo, enquanto o aumento da expressado da glutationa peroxidase e Cu/Zn-
SOD nao promoveu efeito protetor nestes animais (Jones et al., 2003). No presente
estudo foi demonstrado um aumento significativo da expressao protéica da MnSOD
apos o tratamento com eplerenona com relagdo aos animais infartados. Nao houve
diferenga significativa entre a expressdo da MnSOD entre os animais Sham e
aqueles submetidos ao infarto, o que indiretamente demonstra um débito na
resposta antioxidante nos animais IM Pla, ja que em uma situacao de estresse
oxidativo vascular, como foi anteriormente confirmada neste grupo IM Pla, seria
esperado um aumento em paralelo das reservas antioxidantes como um mecanismo
compensatério.

Na IC clinica e experimental, terapias que visam reduzir as espécies reativas
de oxigénio, como pela administracdo de antioxidantes, tém se mostrado eficazes na
promoc¢ao do aumento da biodisponibilidade do NO e fung¢éao endotelial (Hornig et al.,
1998b; Bauersachs et al., 2001). A reducdo da atividade da SOD vascular foi
descrita como um dos mecanismos envolvidos na excessiva degradacao do NO que
leva a alterag@o no relaxamento dependente do endotélio em aortas de ratos com IC
(Indik et al, 2001). O relaxamento de anéis de aorta a ACh foi parcialmente
restaurado pelo pré-tratamento com SOD exdgena em animais com IC (Bauersachs
et al.,, 1999). Estudos posteriores mostraram que o tratamento antioxidante crénico
com vitamina E normalizou o relaxamento induzido pela ACh, em aortas de ratos 12
semanas apos infarto. Os mecanismos especulados para tal seriam o aumento na
viabilidade do NO pela reducao na producéo de O, além do aumento na expressao
e atividade da guanilato ciclase soluvel, sugerindo que uma reducdao dos
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mecanismos antioxidantes estariam inicialmente reduzidos, promovendo a redugao
no relaxamento dependente do endotélio (Bauersachs et al., 2001). Outros estudos
mostraram que o relaxamento induzido por fluxo em pacientes com IC foi melhorado
pelo antioxidante vitamina C, e este relaxamento ndo foi afetado em pacientes
saudaveis. Isto ocorreria, ao menos em parte, como conseqiéncia do aumento na
viabilidade do NO devido as propriedades antioxidantes da vitamina C (Hornig et al.,
1998b). Foi relatado posteriormente que a atividade vascular da SOD extracelular
(EC-SOD) estava diminuida em artérias coronarias e radiais de pacientes com IC,
sugerindo que a reducdo na atividade da SOD contribuiria para a reduzida
viabilidade do NO na IC, bem como a vasodilatacdo mediada por NO prejudicada
nestes pacientes (Landmesser et al., 2000). Miller e colaboradores relataram
reducao na sensibilidade a ACh em mesentéricas de ratos 6 semanas apds infarto,
sem alteracdo na resposta maxima. Esta resposta vasodilatadora foi
significativamente aumentada na presenca de um mimético da SOD, o MnTMPyP
(Miller et al., 2000). Estes trabalhos, juntamente aos dados aqui apresentados,
sugerem que o aumento da expressao da MnSOD nos animais IM Pla contaria como
mecanismo antioxidante protetor que melhoraria consequentemente a funcgao

endotelial.

Em conclusdo, o presente estudo demonstrou que o tratamento com o
antagonista especifico para o receptor de aldosterona, eplerenona, promoveu
melhoria na fungdo endotelial em uma fase inicial apds infarto. Os mecanismos
envolvidos estao relacionados a inibicdo da expressdo aumentada da ECA vascular,
aumento da biodisponibilidade do NO derivado da eNOS e reducdo do estresse
oxidativo. Este ultimo fator foi constatado pela normalizacdo da producao vascular
de anions superéxido, reducao da expressdao da NAD(P)H oxidase bem como pela
melhoria das defesas antioxidantes.

Os dados aqui apresentados juntamente aos indicios fornecidos por alguns
estudos clinicos realizados levantam a possibilidade de que a terapia com o bloqueio
de aldosterona realizada em uma fase inicial apés o IM possa ser indicada como
uma medida terapéutica eficaz. Estudos clinicos e experimentais adicionais se
fazem necessarios para a confirmagao destes e outros beneficios do bloqueio de
aldosterona a curto prazo.
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