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RESUMO

CASSIA COSTA LORES. Participacdo dos Canais de K* Dependentes de ATP na
Cardioprotecdo Induzida pela Espironolactona. Rio de Janeiro, 2007. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Bioldgicas — Fisiologia)- Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2007.

Espironolactona, um antagonista de receptor de mineralocorticdide, apresenta
eficacia no tratamento de pacientes com insuficiéncia cardiaca e hipertensdo. Este
trabalho tem como objetivo avaliar a acdo protetora da espironolactona contra
injurias de isquemia e reperfusdo miocardica e os efeitos da glibenclamida
(bloqueador néo seletivo de canais Katp) € 0 5-HD (bloqueador seletivo de canais
mitoKatp ) na cardioprotegéo induzida pela espironolactona.

Coragées isolados de ratos foram submetidos ao protocolo de isquemia-
reperfusao (I/R): 30 min de isquemia global, seguidos de 120 min. de reperfusdo. Os
grupos experimentais foram: CONTROLE: somente I/R; PCI: pré-condicionamento
isquémico (3 ciclos de 5 min de isquemia e 5 min de reperfusdo) antes da I/R; ESP-
PRE: perfusdo de 1 uM de espironolactona por 10 min., antes de I/R; ESP-POS:
perfusdo de 1 uM de espironolactona por 10 min., no inicio da reperfusdo; ESP4 ou
ESP24: os ratos foram tratados com dose Unica de espironolactona (20mg/kg) 4 ou
24 horas, respectivamente, antes da realizacado de I/R; 5HD: perfusao de 100 uM de
5-HD 5 min. antes e durante os 10 min. de perfusdo da espironolactona antes da I/R;
e GLY: perfusdo de 10 uM de glibenclamida 5 min. antes e durante os 10 min. de
perfusdo da espironolactona antes da I/R. Foram avaliadas pressao diastélica e
pressdo desenvolvida do ventriculo esquerdo e a area de infarto.

A perfus@o de espironolactona antes da isquemia e o pré-condicionamento
isquémico reduziram a pressdo diastdlica, aumentaram a recuperagdo pos-
isquémica da pressédo desenvolvida e diminuiram a area de infarto dos grupos ESP-
PRE e PCI, respectivamente, comparados ao grupo CONTROLE. A perfusdo de
espironolactona no inicio da reperfuséo e os pré-tratamentos com espironolactona, 4
e 24 hs antes da I/R, produziram resultados similares ao do grupo CONTROLE. Os
efeitos cardioprotetores da perfusdo pré-isquémica de espironolactona foram
inibidos pelo 5-HD, bloqueador seletivo de canais mitoKatp, mas nédo pela
glibenclamida, bloqueador ndo seletivo de canais Karp. Em conclusdo, nossos
resultados fornecem evidéncias de que os efeitos cardioprotetores do pré-
condicionamento farmacoldgico com espironolactona envolvem a ativagado de canais
Katp mitocondriais.
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ABSTRACT

CASSIA COSTA LORES. Participacdo dos Canais de K* Dependentes de ATP na
Cardioprotecdo Induzida pela Espironolactona. Rio de Janeiro, 2007. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Bioldgicas — Fisiologia)- Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2007.

Spironolactone, a mineralocorticoid receptor antagonist, improves the
treatment of patients with hypertension and heart failure. The objective of the present
study was to investigate the protective action of spironolactone against myocardial
ischemia and reperfusion injuries and the effects of glibenclamide (non-selective
blocker of Karp channels) and 5-HD (selective blocker of mitoKatp channels) on
spironolactone induced cardioprotection.

Isolated rat hearts were subjected to ischemia-reperfusion protocol (I/R): 30-
min of global ischemia, followed by 120-min reperfusion. Experimental groups were:
CONTROL: only I/R; PCI: ischemic preconditioning (three cycles of 5-min ischemia
and 5-min reperfusion) before I/R; ESP-PRE: perfusion of 1 uM spironolactone by 10
min, before I/R; ESP-POS: perfusion of 1 uM spironolactone during the first 10 min of
reperfusion; ESP4 or ESP24: rats were treated with 20 mg/kg of spironolactone
(20mg/kg), 4 or 24 hours, respectively, before I/R; 5-HD: 10-min perfusion of
spironolactone in presence of 100 uM 5-HD, before I/R; and GLY: 10-min perfusion
of spironolactone in presence of 10 uM glibenclamide, before I/R. The parameters
measured were diastolic and developed pressures of left ventricle and infarct size.

Both, perfusion of spironolactone before ischemia and ischemic
preconditioning reduced diastolic pressure, improved post-ischemic recovery of
developed pressure, and reduced infarct size in the groups ESP-PRE and PCl,
respectively, compared to CONTROL group. Perfusion of spironolactone at
beginning of reperfusion and pretreatment with spironolactone, 4 and 24 hs before
I/R, produced findings similar to CONTROL group. The cardioprotective effects of
preischemic perfusion of spironolactone were inhibited by 5-HD, selective blocker of
mitoKatp channels, but not by glibenclamide, non-selective blocker of Katp channels.

In conclusion, our findings provide evidences that the cardioprotective effects
of pharmacological preconditioning with spironolactone involve activation of
mitochondrial Katp channels.
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1.  INTRODUCAO
1.1  DOENGCAS CARDIOVASCULARES

As doencas cardiovasculares (DCV) apresentam grande prevaléncia e, no
ano de 2002, foram responsaveis por 7,2 milhdes de mortes no mundo, segundo
estimativa da Organizagcado Mundial da Saude (WHO, 2004).

Pelas estimativas da Associacdo Americana do Coragao (AHA), a cada ano,
desde 1900, com exce¢ao do ano de 1918, as DCVs tem sido apontadas como a
maior causa de morte nos Estados Unidos, sendo responsavel por
aproximadamente 2400 mortes por dia neste pais, ou seja, uma morte a cada 36
segundos. Esses numeros sdo maiores do que a soma das mortes causadas por
cancer, doencgas respiratorias crénicas, acidentes e diabetes mellitus. Os gastos
diretos e indiretos gerados pelas DCVs nos EUA, estimados para o ano de 2007,
sao de aproximadamente 431,8 milhdes de dolares (AHA, 2007).

De acordo com as estimativas do Ministério da Saude do Brasil, as doencas
do aparelho circulatério ocupam o primeiro lugar nas causas de morte e, no ano de
2004, foram responsaveis por mais de 30% das mortes em nosso pais (DataSUS,
2007).

Uma projecéo feita pela Organizacdo Mundial da Saude em 2007, estima
aproximadamente 9 milhdes de mortes no mundo no ano de 2030 causadas
somente por doencgas cardiacas isquémicas (WHO, 2007).

As principais causas das doencas cardiovasculares s&o hipertenséo,
hipercolesterolemia, tabagismo, diabetes mellitus, o aumento dos niveis de
homocisteina sérica, ma alimentacdo, sedentarismo, envelhecimento e
predisposicdo genética que através de diferentes mecanismos causam injuria e

disfuncao endotelial ( WHO, 2005, Chatzizisis e cols., 2007).



Uma das DCV é a doenca coronariana, responsavel por mais de 50% das
mortes por DCV nos EUA em 2004, como mostrado na figura 1 (AHA, 2007). Ela
causa angina e o infarto do miocardio. A aterosclerose e a formagao de trombos
devido a agregagdo plaquetaria causam a obstrucdo da artéria coronariana e
consequente isquemia, com reducdo ou interrupgdo do aporte sanguineo ao
miocardio e, 0 aumento gradativo da severidade e duragéao da isquemia pode levar a

necrose celular, o infarto do miocardio (Opie, 1998, Chatzizisis e cols., 2007).

Percentage Breakdown of Deaths From

Cardiovascular Diseases
United States: 2004

Rheumatic
Fever/Rheumatic

Heart Disease 04%  Other 13%
Coronary Heart

Disease 52%

Congenital
Cardiovascular
Defects 0.5%

High Blood
Pressure 6%

Source: CDC/NCHS.

Figura 1: Porcentagem de mortes causadas por DCV nos Estados Unidos no Ano de 2004. A
doenga arterial coronariana (coronary heart desease) foi responsavel por mais da metade do
numero de mortes registrados naquele ano, representado no grafico pela area vermelha (AHA,
2007).



A interrupcao do fluxo sangliineo para uma regidao do tecido e conseqliente
reducao do suprimento de oxigénio e nutrientes, associado ao acumulo de produtos
residuais, inicia uma fase de lesao irreversivel. Durante a isquemia ha reducao do
pH interno da célula, aumento da concentragdo do célcio interno e aumento da
fragilidade do citoesqueleto e do sarcolema aléem do aumento da osmolalidade
intracelular. A restauracdo do fluxo sanglineo é necesséria para salvar o tecido,
mas nao é um procedimento inteiramente benigno (Williams, 1996; Liem e cols.,
2007). Como ilustrado na figura 2, a rapida normalizagdo do pH interno e a re-
energizacao celular na presenca da alta concentracao citosoélica de calcio gerada no
periodo anterior, possibilitam o aumento da forca contratili produzindo uma
hipercontratura do tecido cardiaco. Essa em conjunto com o aumento da fragilidade
sarcolemal potencializada pelo estresse oxidativo gerado na reperfusao e a possivel
turgéncia celular devido ao aumento da osmolalidade intracelular potencializada pela
normalizacdo da osmolalidade extracelular sdo fatores responsaveis pelo

rompimento sarcolemal (Piper, 1998, Heyndrickx, 2006, Liem, e cols., 2007).
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Figura 2: Esquema de fatores que contribuem para a imediata injuria de reperfusdo letal ao
cardiomidcito. Fatores que agravam estdo marcados com o sinal positivo e fatores que inibem estao
indicados com sinal negativo (adaptado de Piper, 1998).

A reperfusdo esta associada a uma série de manifestagbes como arritmias de
reperfusao, disfuncao contratil do miocardio (stunning), geragdo de radicais livres,
aumento da sobrecarga de célcio e infiltracdo de neutréfilos que levam a uma
exacerbacao da lesao tecidual (Park, 1999; Heyndrickx, 2006).

Tal situagdo leva a uma debilitagdo da funcdo contratii do ventriculo e
diminuigdo do débito cardiaco. As arritmias sdo muito comuns durante o infarto do
miocardio e constituem a principal causa de morte (Théroux, 1999; llebekk e cols.,

2006).

1.2 CONDICIONAMENTO CARDIACO

Com o objetivo de entender os danos causados pela reperfusdo, Murry e cols.
(1986) utilizaram um modelo e oclusdo de uma das artérias coronarianas com
consequiente isquemia regional em cachorros vivos, e concluiram que o pré-

condicionamento isquémico cardiaco (PCI), definido como um fenémeno pelo qual



um ou mais ciclos de isquemia de pequena duracao (5 a 10 minutos) com pequenos
ciclos de reperfusao, proporcionou protecao do miocardio contra um subseqlente e
prolongado periodo de isquemia miocardica e reperfusao.

A protecao cardiaca no PCl ocorre em dois momentos distintos: um primeiro
momento, descrito por Baxter & Yellon (1994), a protecdo cardiaca ocorre logo apds
o PCI e dissipa-se dentro de um periodo de 1 a 2 horas (pré-condicionamento
isquémico classico), e um segundo periodo, chamado de pré-condicionamento
tardio, onde a protecéo reaparece em 24 a 72 horas apés o PCI (Yellon & Baxter,
1995).

Além do pré-condicionamento isquémico, ja foi demonstrado que a perfusao
de algumas substancias como, por exemplo, a bradicinina, adenosina, opioides e a
espironolactona antes da isquemia prolongada pode desencadear alteracdes
celulares capazes de proteger o coracdao de uma subsequente isquemia prolongada.
A esse processo deu-se o nome de pré-condicionamento farmacolédgico (Bailes e
cols., 1999; Itaim e cols., 2000; Zaugg e cols., 2002; Chai e cols., 2005).

Ja o pds-condicionamento isquémico, primeiramente descrito pelo grupo de
Vinten-Johansen, consiste na aplicacdo de pequenos ciclos de isquemia-reperfusdo
no inicio do periodo de reperfusdo. Este protocolo possibilita a redugcéo da area de
infarto e de apoptose de modo similar ao pré-condicionamento (Zhao e cols., 2003;
Cristomo e cols., 2006). Em 2005, o grupo de Staat testou o conceito de poés-
condicionamento em humanos em um estudo prospectivo, randomizado e
multicéntrico, utilizando um baldo de stent de forma segura, induzindo a 4 ciclos de 1
min de I/R. O estudo demonstrou que ndo houve reagdes adversas ao uso do stent e
foi verificado uma diminuicdo na liberacdo de enzimas que pode representar uma

diminuicao da area de infarto (Staat e cols., 2005).



Embora as vias de sinalizacdo e o efetor final relacionado ao fenébmeno de
cardioprotecdo causada pelo pré-condicionamento isquémico ainda nao estejam
claros, a ativagdo dos canais para potassio sensiveis a ATP (Karp) foi relatada como
possiveis efetores finais ou desencadeadores de PCl (Cohen e cols., 2001; Shintani
e cols., 2004).

Como ilustrado na figura 3, o canal de potassio sensivel a ATP (Katp) € um
complexo octamérico (SUR/Kig6.x)s com quatro subunidades Kig6.2 que constituem
o poro e quatro subunidades SUR (receptores de sulfonilurea) regulatérias (Moreau
e cols., 2005). Eles estao presentes em células de diversos tecidos, como células
cardiacas, nervosas, vasculares e pancredticas, e atuam no acoplamento do
metabolismo energético a atividade elétrica da célula (Ashcroft, 2005). A regulacao
metabdlica dos canais Katp € mediada por mudangas na concentragao intracelular
de ATP. A redugcao do metabolismo celular abre os canais Katp, produzindo efluxo
de K%, hiperpolarizagdo da membrana e supressdo da atividade elétrica, com
consequente inibicdo da contragdo muscular, da liberacdo de neurotransmissores ou
da secrec¢éo de hormaonios (Ashcroft, 2005).

Os cardiomiécitos possuem alta densidade de canais Kate na membrana
sarcolemal e na membrana mitocondrial (Clement e cols., 1997; Aguilar-Bryan &
Bryan, 1999; Moreau e cols., 2005). A ativacdo desses canais tem sido apontada
como um fator importante na cardioprotecao contra injurias de isquemia/reperfuséo.
A abertura dos canais Karp antes da isquemia, durante os ciclos de pré-
condicionamento isquémico ou com agentes farmacoldgicos, poderia agir como
gatilho e causar protecdo contra as lesdbes de uma subseqiente isquemia (Pain e

cols., 2000; Forbes e cols., 2001).
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Figura 3: Estrutura hipotética do canal de K a1p cardiaco. Ele é composto por quatro subunidades
Kir6.x (Kir6.1 ou Kir6.2) e quatro subunidades SUR2A formando um estrutura octamérica funcional
(SUR/K|g6.x)4. A subunidade Kir6.x possui duas hélices transmembrana M1 e M2, e um grande
dominio citoplasmatico contendo um sitio de ligagao de ATP inibitoria, e duas algas citoplasmaticas
terminais (N e C). A subunidade SUR possui 3 dominios transmembrana (TMDO,1 e 2) e dois
nucleotideos citoplasmaticos de ligacao (NBD1 e 2), alga terminal N extra celular e alga C terminal
citoplasmatica. Esta subunidade possui duas algas citoplasmaéticas LO e L1, indicadas na figura. A
al¢a citoplasmatica LO faz a ligagédo entre a ultima hélice de TMDO e a primeira de TMD1 e L1 conecta
NBD1 a primeira hélice de TMD2. (adaptado de Moreau e cols., 2005).

Feng e cols. (2006) concluiram que os canais Katp e€stdo envolvidos no pré-
condicionamento farmacolégico do miocardio pela bradicinina, uma vez que seus
resultados demonstraram que a glibenclamida, um bloqueador nao seletivo de
canais de Kartp, inibiu o efeito da bradicinina.

Pan e colaboradores (2006) mostraram que os efeitos de cardioprotecao
gerados pelo sulfeto de hidrogénio em midcitos ventriculares de ratos eram

atenuados pela glibenclamida. Embora esses autores ndo tenham observado



inibicdo da cardioprotecdo pelo 5-HD (acido 5-hidroxidecandico), um bloqueador
seletivo do canal mitoKarp, outros estudos demonstraram efeito inibitério desta droga
sobre a cardioprotecdo induzida por outros farmacos pré-condicionantes que
mimetizam o pré-condicionamento isquémico, tais como diazéxido (Wang e cols.,
2001), isoflurano (Chen e cols., 2007) e sildenafil (Ockaili e cols., 2002).

Assim, inimeras evidéncias sustentam a participagdo de ambos os canais
Katp NOS mecanismos de cardioprotecdo, embora exista a defesa de um papel

principal para o canal Katp mitocondrial (Gross & Peart, 2003).

1.3 ACAO DA ALDOSTERONA NA DOENCA CARDIOVASCULAR

A aldosterona € um mineralocorticdide que tem grande importédncia na
modulacdo da fungdo cardiaca e na homeostase de sédio e potassio. Alguns
trabalhos mostraram que elevados niveis plasmaticos de aldosterona podem
ocasionar efeitos deletérios na fungao cardiaca como inflamagéo, fibrose miocardica
e vascular e eventos pro-arritmicos (Delcayre & Silvestre, 1999; Beggah e cols.,
2002; Sun e cols., 2002; Young & Funder, 2002; Ahokas e cols., 2005). A
aldosterona possui receptores nos rins e em alguns tecidos extra-renais, como o
coracdo (Lombés e cols., 1995; Mazak e cols., 2004; Oberleithner e cols., 2004) e
ja foi sugerido que a aldosterona pode ser produzida também no coracao
(Silvestre,1998 e 1999).

Os efeitos da aldosterona podem ser separados em dois grupos: efeitos
gendmicos e nao gendmicos. Os efeitos gendmicos sdo aqueles mediados por
receptores de mineralocorticéides, ou seja, envolvem a ligagdo da aldosterona ao
receptor de mineralocorticoide intracelular e a translocacdo do complexo receptor-

esteréide para o nucleo onde entdo age como regulador transcripcional, gerando



efeitos apds algumas horas. O outro grupo, os efeitos ndo gendmicos, ocorrem
dentro de alguns minutos e parecem envolver um receptor de membrana especifico,
proteina kinase C, Ca®* e o transportador sédio-hidrogénio (Christ e cols., 1993;
Wehling e cols., 1995; Young & Funder, 2002). De acordo com Chai e cols., 2005,
os efeitos ndo gendmicos da aldosterona incluem inotropismo positivo e
vasoconstricdo e podem potencializar os efeitos da angiotensina Il.

A espironolactona € um antagonista de receptor de aldosterona
(mineralocorticéide). Antigamente, a sua utilizagdo restringia-se ao tratamento da
hipertensdo devido ao seu efeito diurético poupador de potassio (Delyani, 2000),
mas teve a sua utilizagdo aumentada apés a indicagdo de sua adicdo, em baixas
doses, no tratamento convencional de paciente com insuficiéncia cardiaca pelo
Randomized Aldactone Evaluation Study (RALES), por reduzir a morbidade e
mortalidade dos pacientes com insuficiéncia cardiaca (Pitt e cols., 1999).

Outros estudos mostraram que o tratamento com a espironolactona reduz a
incidéncia de arritmias ventriculares desses pacientes (Hallstrom e cols., 1995,
Ramires e cols., 2000), aumenta a prevencao dos efeitos deletérios da aldosterona
na hipertrofia ventricular esquerda e da insuficiéncia cardiaca (IC), incluindo a
fibrose perivascular e intersticial e arritmias (Brilla e cols., 1993,; Brilla e cols.,
1993y,; Brilla e cols, 1994; MacFAdyen e cols, 1997; Zannad & Radauceanu, 2005;
Zannad e cols, 2000; Ramires e cols, 2000; Modena e cols, 2001). Recentemente foi
demonstrado o aumento da sobrevida, em longo prazo, de pacientes internados em
hospitais com insuficiéncia cardiaca tratados com espironolactona (Ouzounian e
cols., 2007).

Alguns trabalhos mostraram que a espironolactona promove um aumento da
atividade do 6xido nitrico endotelial, melhorando a funcédo endotelial (Farquharson &

Struthers, 2000), reduz a hipertrofia miocardica em pacientes hipertensos (Sato e
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cols., 2002), e melhora a fragdo de ejecdo e o volume diastélico final em portadores
de infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca nao isquémica (Hayashi e cols.,
2003).

Outros trabalhos buscaram o entendimento dos mecanismos benéficos
envolvidos na agéo da espironolactona.

Barbato e cols. (2004) mostraram que o efeito mediado pela espironolactona
no fluxo cardiaco é possivelmente mediado por receptores diferentes daqueles
envolvidos com os efeitos na contracdo. Eles descreveram que a espironolactona
parece diminuir a magnitude do transiente de célcio em cardiomiécitos isolados.

Um trabalho em 1996 (Sorrentino e cols.) sugeriu que a espironolactona e
seus metabodlitos canrenona e canrenoato de potassio devem agir como
antagonistas no sitio de ligacdo da ouabaina na Na*-K*-ATPase da musculatura lisa
vascular pois aumentaram o ténus basal de anéis de aorta.

Em estudo recente, com colaboracdo do nosso laboratério, Costa e cols.
(artigo submetido a publicagdo), mostraram que a canrenona induz efeito entrépico
negativo em musculos papilares e em cardiomidcitos ventriculares de ratos por meio
de reducao do influxo de Ca**, provavelmente diminuir o estoque de Ca?* do reticulo
sarcoplamético e o transiente de Ca®' intracelular. Adicionalmente, este mesmo
grupo observou uma agdo anti-apoptética da canrenona em cardiomiécitos
incubados com aldosterona (Costa e cols., 2006). Resultados similares foram
relatados para a espironolactona (Burniston e cols., 2005).

Em 2005, Chai e cols., relataram pela primeira vez um efeito cardioprotetor da
perfusao pré-isquémica de espironolactona em um modelo experimental de isquemia
e reperfusdo miocardica. O mesmo grupo observou efeito similar com outro inibidor

de receptor de aldosterona, a eplerenona (Chai e cols., 2006).
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Visto que trabalhos anteriores descrevem a participacdo dos canais de K*
dependentes de ATP em mecanismos de pré-condicionamento isquémico e
farmacologico, é de grande importancia avaliar a participacdo desses canais nos
mecanismos da cardioprotecdo induzida pela espironolactona em coragdes
submetidos a isquemia-reperfusdo. Os bloqueadores de canais Katp, glibenclamida
e 5-HD, constituem uma ferramenta muito utilizada na avaliagdo da participagéao
desses canais nos diferentes mecanismos de cardioprotecao. Por outro lado, dada a
limitacdo do uso clinico do pré-condicionamento isquémico ou farmacolégico, torna-
se importante avaliar também se a cardioprotecao ocorre quando a espironolactona

€ aplicada apés a isquemia ou varias horas antes da isquemia.
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2. OBJETIVOS
Esse trabalho tem como objetivo avaliar as propriedades cardioprotetoras da
espironolactona contra lesdes de isquemia-reperfusdo miocardica em coracao

isolado de rato

Objetivos especificos:

1. Avaliar a acdo cardioprotetora da espironolactona aplicada 4 h, 24 h,
imediatamente antes ou apods a isquemia global, na recuperacao poés-
isquémica das pressdes diastélica e desenvolvida do ventriculo
esquerdo, € na area de infarto;

2. Comparar o pré-condicionamento farmacoldgico pela espironolactona
com o pré-condicionamento isquémico;

3. Avaliar os efeitos de bloqueadores de canais de potassio dependentes

de ATP no pré-condicionamento farmacolégico pela espironolactona.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 CORACOES ISOLADOS

Nesse estudo foram utilizados 45 corages isolados de ratos Wistar machos
(peso corporal 200-300g), de acordo com os preceitos do “Guia para o Uso de
Cuidado de Animais de laboratério” (Publicagdo da National Academic Press, edigéo
revisada em 1996, USA). Os animais foram heparinizados com injec¢ao intraperitonial
(5 Ul/grama de peso do animal), anestesiados por inalagdo de dietil éter e
sacrificados por deslocamento cervical. A remocao dos coracdes foi realizada
através de toracotomia e em seguida os coragdes foram submersos em solucao
salina fisiolégica [Krebs-Henseleit, em mM: NaCl (118), KCI (4,7), NaHCO3; (25),
KH.PO4 (1,2), MgSO, (1,2), glicose (11), e CaCl, (1,25)] em temperatura ambiente.
Imediatamente, os cora¢des foram canulados em aparato de Langendorff modificado
e perfundidos retrogradamente através da aorta com solugdo Krebs-Henseleit
equilibrada com mistura carbogénica (95% O,/ 5% CO,), aquecida a 365 °C e com

o fluxo constante de 10 mL/min (figura 4).
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Figura 4: Montagem do coragéo isolado (Técnica de Langendorff modificada). (1) solugéo de Krebs;
(2) bomba peristéltica; (3) interface analdgica/digital; (4) aquisicdo dos dados no computador; (5)
sistema de aquecimento a 37 oc; (6) amplificador diferencial; (7) transdutor de presséo; (8) coragao
isolado com o baldo inserido no ventriculo esquerdo.

3.2 REGISTRO DE PRESSAO INTRAVENTRICULAR

O regqistro da pressao intraventricular esquerda foi obtido através de um
pequeno baldo de latex com dimensbes aproximadas de 3 mm x 7 mm,
confeccionado artesanalmente, conectado por um tubo plastico a um transdutor de
pressao (MLT0380). A insercao do baldo de latex, totalmente vazio, foi realizada por
uma pequena incisdo na base do atrio esquerdo, feita com uma pinga curva. Em
seguida o baldo foi preenchido com um volume de &gua destilada suficiente para

ocupar a camara ventricular e atingir uma pressao diastélica final de 10 mmHg.
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O transdutor estava ligado a entrada de um amplificador (ADInstruments,
ML110/D Bridge amplifier) conectado ao conversor digital-analdgico (ADInstruments,
PowerlLab/400). O sinal digitalizado era armazenado em um computador utilizando-
se o programa Chart (ADInstruments), para posterior analise com o mesmo
programa. A regido inferior do tracado de pressdo como visto na figura 5,
corresponde a presséao diastélica, ou seja, a pressao intraventricular no periodo de
diastole, relaxamento ventricular, e o pico do tragado corresponde a pressao
sistolica, ou seja, a pressao gerada devido a contracdo ventricular. A diferenca entre
a pressao sistdlica e a pressao diastdlica corresponde a pressao desenvolvida pelo
ventriculo.

Antes da colocacdo do balédo era verificado se ndao havia bolhas de ar dentro
do conjunto baldo mais tubo de conexao. A seguir, era realizada a calibracdo do
sistema de registro do sinal de pressao onde, com a utilizacdo de uma coluna de
mercurio ligada ao transdutor de pressao através de tubos ligados a um selo d’agua

é possivel fazer a calibragdo voltagem-pressdo (mmHg).

120 -

100 - f\

g0 -

TR b

PRESSAO DESENVOLVIDA
40 -

SRR LNN L

§ PRESSAQ DIASTOLICA

&0 -

n-

Figura 5: Tragado digitalizado da pressao intraventricular utilizando o programa Chart
(ADInstruments), A regido inferior do tragado corresponde a pressdo no momento de relaxamento
ventricular, pressao diastélica. O pico do tragado corresponde a pressao sistélica, ou seja a pressao
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maxima gerada pela contragdo do ventriculo. A diferenca entre essas duas pressdes corresponde a
pressao desenvolvida pelo ventriculo.

3.3 DETERMINAGAO DA AREA DE INFARTO

Apb6s a realizacao do protocolo experimental, os coracées foram retirados
imediatamente do aparato de Langendorff. Com a utilizacdo de um bisturi, os atrios e
a base da aorta foram retirados e a porgao ventricular foi fatiada transversalmente
em quatro ou cinco fatias e incubadas por 4 minutos a 37 °C em solugio de 1% de
cloreto de trifenil-tetrazdlio (TTC). A utilizagdo desta técnica permite avaliar devido a
reacbes enzimaticas, o tecido viavel o qual se apresenta com cor préxima ao
vermelho carmim (Figura 6) . Quando a parte do tecido apresenta uma inviabilidade
para a ocorréncia da reacao enzimatica, o tecido apresenta uma coloracao amarelo
palido, o que pode ser interpretado como uma incapacidade do tecido de sobreviver
ou que esta destinado a morrer. Em seguida, foi imerso em paraformaldeido a 10%
por 12 horas para fixagdo do corante (Chopra & Sabherwal, 1988).

A planimetria da area de infarto foi realizada a partir da digitalizagdo dos
cortes adquiridos em um scanner (HP Scanjet 5370C) utilizando programa
Photoshop com a resolugdo maxima permitida. Posteriormente, as imagens foram
analisadas em um programa de analise de imagens (Imaged, NIH, Baltimore, USA).
Apoés, foi calculada a porcentagem da area de infarto, correspondente a area de

infarto dividida pela area total multiplicada por cem.
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INFARTO

Figura 6: Corte do coracéo de rato corado com TTC. Regido de cor vermelha, onde ocorreu a reagao
enzimatica, corresponde ao tecido viavel enquanto a regido com cor amarelo palido, corresponde a
parte do tecido incapaz de sobreviver ou destinado a morrer, ndo ocorreu a reagdo enzimatica.
Utilizando o programa imageJ foi realizada a marcagéo € calculo das éarea total do coragéo e a
infartada e em seguida, calculada a porcentagem de area de infarto. % AREA DE INFARTO =
(AREA INFARTO/AREA TOTAL) X 100.

3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Ap6s a colocagdo do baldo na cavidade intraventricular esquerda, os
coragOes foram submetidos a um periodo de estabilizagdo de ritmo cardiaco sinusal
de 10 minutos onde os registros de ECG e pressao foram monitorados. Apés, foi
iniciada a gravacao dos registros por um periodo de 15 minutos (periodo basal) e

entdo, foi aplicado o protocolo experimental de um dos grupos abaixo citados:
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Grupo Controle

10 min 12 min. 30 min. 120 min.
estabilizacdo  baszal isrUeEmis reperfusdo

Figura 7. Protocolo experimental do grupo CONTROLE. Os coragdes foram submetidos ao protocolo
de isquemia/reperfusao (I/R): 30 minutos de isquemia global, seguido de 120 minutos de reperfusao

(N=9).

Grupo PCI _
10 min 15 min. dx & min. 'R 20 min. 120 rin.
izguemia reperfusin

estabiizacdo  baszal

Figura 8. Protocolo experimental do grupo submetido ao precondicionamento isquémico, PCl. Os
coragdes foram submetidos a trés ciclos de 5 min. de isquemia/5 min. de reperfusado, imediatamente

antes do protocolo I/R (N=6).

Grupo ESP-PRE
30 rmin. 120 min.

10 min 15 min. 10 min
[ ] I A

reperfusdo

estakiizagzdio  basal T i=quUemia

[Espironaolactona |

Figura 9. Protocolo experimental do grupo ESP-PRE. Os coragbes foram sujeitos ao pré-
condicionamento farmacoldgico com a perfusdo de 1 uM de espironolactona, por 10 min, antes do

protocolo I/R (N=12).
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Grupo ESP-POS

10 rmin 15 min. 30 min. 10 min 120 rmin.
| | /i |
izcUemia T reperfus3o

estabilizagio ba=al

[E=pironolactana |

Figura 10. Protocolo experimental do grupo ESP-POS. Os coragoes foram sujeitos ao pos-
condicionamento farmacoldgico com a perfuséo de 1 uM de espironolactona, por 10 minutos, no inicio

da reperfusao (N=7).

Grupo ESP4
10 min 19 min. 30 min. 120 min.

I ] A

reperfusan

T estabilizagio  basal isCUEmis

Eszpironolactona
4 hs antes

Figura 11. Protocolo experimental do grupo ESP4. Os animais foram tratados com dose Unica de
espironolactona (20 mg/Kg), via gavagem, 4 horas antes da retirada do coracdo e a realizagéo de

protocolo idéntico ao grupo CONTROLE (N=6).

Grupo ESP24

10 min 15 min. 30 min. 120 min.
[T ] ] A
i=quemia reperfusan

T estabilizacio  basal

E=zpironolactona
24 h=. antes

Figura 12. Protocolo experimental do grupo ESP24. Os animais foram tratados com dose Unica de
espironolactona (20 mg/kg), via gavagem, 24 horas antes da retirada do coragéo e a realizagao de

protocolo idéntico ao grupo CONTROLE (N=5).
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Grupo 5-HD
15 min.

10 min 12 mine — a0 rmin. 120 min.

[ [ B /A

estabilizacéo  basal ] i=quemia reperfussn
10 min.

Ezpironalactons

Figura 13. Protocolo experimental do grupo 5-HD. Foi realizada a perfusao de 5-HD (100 yM) por 5
minutos, seguidos da perfusdo simultanea de 5-HD (100 uM) e espironolactona (1 pM) por 10 minutos

antes da I/R (N=5).

Grupo Glibenclamida

Glibenclamida
15 min.
10 min 15 min. —————— 30 min. 120 min.
estabilizacio ha=al - izouemia reperfusan
10 min.

|Espirnnnlan::tnna |

Figura 14. Protocolo experimental do grupo Glibenclamida (GLY). Foi realizada perfusao de 10 uM de
glibenclamida por 5 minutos, seguidos da perfusdo simultanea de glibenclamida (10 yM) mais 1 yM
de espironolactona por 10 minutos antes da I/R (N=5).

3.5 DROGAS E REAGENTES

Espironolactona (Aldactone, Pfizer) foi dissolvida em etanol e diluida em
solugdo salina de Krebs para obter a concentragdo final de 1uM. O 5-HD (5-
hydroxydecanoate, SIGMA) foi preparado em &agua e a glibenclamida (glyburide,
SIGMA) em DMSO e diluidos em solucéo salina de Krebs para obter a concentracao

final de uso. A concentracao maxima de etanol presente na solucao de perfusao foi
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de 0,01% e de DMSO foi de 0,037%. Em experimentos controles verificamos que o
etanol e o DMSO nestas concentragcdes nao tinham nenhum efeito significativo sobre

a funcao cardiaca.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de pressao e area de infarto foram apresentados como média +
erro padrao da média. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA e post test
Bonferoni, com nivel de significancia de p<0,05, realizados no programa GraphPad

Prism.
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4. RESULTADOS
41 ACAO DO PRE-CONDICIONAMENTO ISQUEMICO

A figura 15 mostra um registro representativo da pressao do ventriculo
esquerdo de coragdes do grupo CONTROLE (N = 9). Os coragbes submetidos ao
protocolo de isquemia/reperfusdo apresentaram incremento da presséo diastolica
durante o periodo de isquemia (contratura isquémica), atingindo 48,57 + 2,03 mmHg
aos 30 min. de isquemia. No inicio do periodo de reperfusdo ocorria um incremento
adicional da pressao diastolica (contratura pds-isquémica), que atingiu um maximo
de 110,2 + 4,43 mmHg no inicio da reperfusédo, decaindo posteriormente para 87,06
* 5,35 mmHg aos 30 min. e 84,96 + 5,10 aos 60 min. de reperfusao (figuras 18, 19 e
20). A figura 16 mostra um registro representativo da pressao do ventriculo esquerdo
do grupo PCI (N = 6), cujos coragdes foram pré-condicionados isquemicamente.
Como ilustrado na figura 16, o pré-condicionamento isquémico reduziu a contratura
pds-isquémica. Este grupo apresentou pressdo diastélica de 56,46 = 7,92 mmHg
aos 30 minutos e de 52,69 + 6,05 mmHg aos 60 minutos de reperfusdo. Esses
valores foram estatisticamente menores do que os apresentados pelo grupo
CONTROLE (p<0,05), nos respectivos tempos analisados (figuras 18, 19 e 20).

Como esperado, a recuperacao pés-isquémica da pressado desenvolvida pelo
ventriculo esquerdo, expressa como porcentagem do valor pré-isquemia (% LVDP),
foi maior no grupo que sofreu pré-condicionamento isquémico. O grupo PCI
apresentou %LVDP de 38,33 + 9,46 % aos 30 minutos e 53,90 + 5,71% aos 60
minutos de reperfusdo. Ambos os valores foram estatisticamente maiores que os
apresentados pelo grupo controle, onde as %LVDP medidas aos 30 e 60 min. de
reperfusdo foram 10,87 = 2,33 % (p<0,05) e 24,87 + 4,80% (p< 0,001),

respectivamente (figuras 21, 22 e 23).
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Figura 15: Registro representativo da pressdo do ventriculo esquerdo do grupo CONTROLE,
submetido ao protocolo de isquemia e reperfusao (I/R).
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Figura 16: Registro representativo da pressao do ventriculo esquerdo do grupo PCI, submetido aos
protocolos de pré-condicionamento isquémico e de isquemia e reperfusao (I/R).

4.2 AGAO DA ESPIRONOLACTONA
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4.2.1 Perfusdo da Espironolactona Antes da Isquemia

Nos primeiros experimentos realizados para avaliar a acao protetora da
espironolactona contra as lesdes de isquemia/reperfusao (I/R) de coracédo de ratos
isolados, 1 uM de espironolactona foi perfundida durante os 10 min. imediatamente
antes da isquemia, podendo ser observado na figura 17 um registro representativo
da pressao do ventriculo esquerdo durante o protocolo experimental.

O grupo ESP-PRE tratado com espironolactona (N=12) apresentou pressao
diastolica de 55,06 * 5,83 mmHg aos 30 min. e 53,69 *+ 5,31 mmHg aos 60 min. de
reperfusdo. Estes valores s&o estatisticamente menores que os encontrados no
grupo CONTROLE 87,06 + 5,35 mmHg e 84,96 = 5,10 mmHg, respectivamente
(p<0,01) representando menor contratura de VE a qual foi similar ao pré-
condicionamento isquémico (56,46 + 7,92 mmHg e 52,69 * 6,05 mmHg,
respectivamente), uma vez que nao houve diferenga estatistica entre os grupos
ESP-PRE e PCI.

A figura 18 mostra o curso temporal das variagdes da pressao diastolica do
ventriculo esquerdo de coragdes dos grupos CONTROLE, PCl e ESP-PRE, durante
os 30 min. de isquemia global e os 60 min. iniciais da reperfusdo. Os valores médios
(x EPM) determinados aos 30 min. e 60 min. da reperfusdo sdo mostrados nas

figuras 19 e 20, respectivamente.
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Figura 17: Registro representativo da pressdo do ventriculo esquerdo do grupo ESP-PRE, tratado
com 1 uM de espironolactona imediatamente antes de ser submetido ao protocolo de isquemia e
reperfusao (I/R).
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isquemia/reperfusdo, nos grupos CONTROLE (N=9), PCI (N=6) e ESP-PRE (N=12).
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Figura 19: Pressao diastdlica aos 30 min de reperfusdo dos grupos CONTROLE (N=9), PCI (N=6) e
ESP-PRE (N=12). *P < 0,05 e **P < 0,01 comparados ao grupo CONTROLE.
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Figura 20: Pressao diastélica aos 60 minutos de reperfusao dos grupos CONTROLE (N=9), PCI (N=6)
e ESP-PRE (N=12). *P < 0.05 e **P < 0,01 comparados ao controle.
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A perfusdo da espironolactona imediatamente antes da isquemia, nos
coracOes do grupo ESP-PRE, proporcionou uma melhor recuperagdo da pressao
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (% LVDP), em comparacdo ao grupo
CONTROLE (Fig. 21). As figuras 22 e 23 mostram que os valores médios da %
LVDP do grupo ESP-PRE, determinados aos 30 min. (43,87 = 6,32 %) e aos 60 min.
de reperfuséo (64,04 + 3,06 %), foram estatisticamente maiores que os encontrados
no grupo CONTROLE, que apresentou 10,87 + 2,33 % aos 30 min. e 24,87 + 4,80%
aos 60 min. de reperfusao (p<0,001). Nao houve diferengas significativas em relagéo

ao grupo PCI (38,33 £ 9,46 e 53,90+ 5,71, respectivamente).
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Figura 21: Curso temporal da variagao da pressé@o desenvolvida pelo ventriculo esquerdo durante o
protocolo de isquemia-reperfusdo. Pressdo desenvolvida expressa como porcentagem do valor pré-
isquemia. Grupos CONTROLE (N=9), PCI (N=6) e ESP-PRE (N=12).
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Figura 22: Porcentagem de pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (% LVDP) medida aos 30
min. de reperfusdo. Grupos CONTROLE (N=9), PCI (N=6) e ESP-PRE (N=12). *P < 0,05 e **P <
0,001 comparados ao controle.

% LVDP

CONTROLE PCI ESP-PRE
60 min reperfusao

Figura 23: Porcentagem de pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo medida aos 60 min. de
reperfusdo nos grupos CONTROLE (N=9), PCI (N=6) e ESP-PRE (N=12). *P < 0,001 comparado ao
controle.

4.2.2 PERFUSAO DA ESPIRONOLACTONA APOS A ISQUEMIA
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Para avaliar se o tratamento pds-isquémico com espironolactona produziria os
mesmos efeitos observados no grupo ESP-PRE, os coragcées do grupo ESP-POS
foram submetidos ao protocolo de isquemia-reperfusdo. O registro de pressao do
ventriculo esquerdo durante o protocolo pode ser visualizado na figura 24. Nos 10
min. iniciais da reperfusdo, 1 uM de espironolactona foi adicionado a solucao de
perfusdo. A figura 25 mostra o curso temporal da variagdo da pressao diastdlica,
durante o protocolo de isquemia-reperfusao, nos coragdes do grupo ESP-POS, em
comparacao aos grupos CONTROLE e PCIl. Os valores médios da pressao
diastélica do grupo ESP-POS foi 102,5mm + 9,26 mmHg aos 30 min.e 103,6 + 9,62
mmHg aos 60 min. da reperfusdo, nao tendo diferencas estatisticas em relacéo ao
grupo CONTROLE (Figuras 26 e 27), ou seja, o tratamento poés-isquémico com

espironolactona nao foi capaz de reduzir a contratura pés-isquémica do VE.
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Figura 24: Registro representativo da pressao do ventriculo esquerdo do grupo ESP-POS, submetido
a perfuséo de espironolactona (1uM) durante os primeiros 10 minutos do periodo de reperfuséao.
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Figura 25: Curso temporal da variagdo da pressao diastélica dos grupos CONTROLE (N=9), PCI

(N=6), e ESP-POS (N=7), durante os periodos de isquemia e reperfusao.
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Figura 26: Pressdo diastélica do ventriculo esquerdo aos 30 min. de reperfusdo dos grupos
CONTROLE (N=9), PCI (N=6), e ESP-POS (N=7). P < 0,05 comparado ao grupo CONTROLE e **P <
0,001 comparado ao grupo PCI.
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Figura 27: Pressdo diastélica do ventriculo esquerdo aos 60 min de reperfusdo dos grupos
CONTROLE (N=9), PCI (N=6), e ESP-POS (N=7) *P < 0,05 comparado ao grupo CONTROLE e **P <
0,001 comparado ao grupo PCI.
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A perfusdo da espironolactona nos 10 min. iniciais da reperfusdo nao
melhorou a recuperacao pos-isquémica da forca contratil de VE, representado pela
pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (Fig. 28). Os valores médios da
%LVDP do grupo ESP-POS foi de 5,38+ 1,46 % aos 30 min. e 15,31+ 4,74% aos 60
min. de reperfusédo. Estes valores foram estatisticamente menores que os valores
correspondentes do grupo PCl e ndo apresentam diferengas significativas em

relacdo aos valores do grupo CONTROLE (Figuras 29 e 30).
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Figura 28: Curso temporal da variagdo da pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo dos grupos
CONTROLE (N=9), PCI (N=6), e ESP-POS (N=7), durante os periodos de isquemia e reperfusao.
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Figura 29: Porcentagem de pressdo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo aos 30 min. de
reperfusdo, dos grupos CONTROLE (N=9), PCI (N=6), e ESP-POS (N=7) *P < 0,05 comparado ao
grupo CONTROLE e **P < 0,001 comparado ao grupo PCI.
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Figura 30: Porcentagem de pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo aos 60 min. de
reperfusdo, dos grupos CONTROLE (N=9), PCI (N=6), e ESP-POS (N=7) *P<0,001 para PCI versus
CONTROLE e ESP-POS versus PCI .

4.2.3 ADMINISTRACAO DA ESPIRONOLACTONA IN VIVO
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Foram avaliados também se as propriedades cardioprotetoras da
espironolactona eram mantidas quando administrada in vivo, em dose Unica
20mg/kg ( Resende e cols., 2006) , via gavagem, 4 ou 24 horas antes da isquemia
do coracao isolado do rato. Dois grupos experimentais foram formados, os grupos
ESP4 (N = 6) e ESP24 (N = 5), com administragdo da espironolactona 4 horas e 24
horas antes da I/R, respectivamente. Nas figuras 31 e 32 podem ser verificados os
registros de pressdo do ventriculo esquerdo dos grupos ESP4 e ESP24
respectivamente.

A figura 33 mostra que o tratamento com espironolactona, 4 horas antes da
isquemia, ndo atenuou a contratura diastolica (elevacao da pressao diastolica) do
ventriculo esquerdo no periodo de reperfusdo. Resultados similares foram obtidos
no grupo tratado in vivo com espironolactona 24 horas antes da isquemia (Figura
34). Os valores médios da pressao diastolica aos 30 minutos de reperfusdo foram:
81,92 = 4,67 mmHg (ESP4) e 81,65 + 3,59 mmHg (ESP24). Estes valores nao
diferiram do grupo CONTROLE (Figura 35). Os valores obtidos aos 60 minutos de
reperfusdo: 87,02 + 8,53 mmHg (ESP4) e 81,28 + 5,42 mmHg (ESP24), também nao
apresentaram diferengas significativas em relagcao ao grupo CONTROLE (Figura 36).
De acordo com esses dados, o tratamento com 20mg/kg de espironolactona, via
gavagem, 4 ou 24 horas antes da isquemia do coracao isolado nao foi capaz de

reduzir a contratura diastélica do VE na reperfusao.
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Figura 31: Registro representativo da pressao ventricular esquerda do grupo ESP4 tratado com dose

Unica de espironolactona 4 horas antes da aplicagao do protocolo de Isquemia/Reperfusao.
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Figura 32: Registro representativo da pressdo ventricular esquerda do grupo ESP-24 (tratado com

espironolactona em dose Unica 24 horas antes da aplicagao do protocolo de I/R.
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Figura 33: Curso temporal da variagdo da pressao diastolica do ventriculo esquerdo, durante os
periodos de isquemia e reperfusao, nos grupos CONTROLE (N=9), PCI (N=6) e ESP4 (N=6).
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Figura 34: Curso temporal da variacdo da pressdo diastolica do ventriculo esquerdo, durante os
periodos de isquemia e reperfusao, nos grupos CONTROLE (N=9), PCI (N=6) e ESP24 (N=5).
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Ao avaliarmos a recuperacao pés-isquémica da funcéo contratil do ventriculo
esquerdo verificamos que o tratamento in vivo com espironolactona, aplicada 4 ou
24 horas antes da isquemia, ndo melhorou a recuperagao poés-isquémica da funcao
contratil (Figura 37). Os valores médios de porcentagem de pressao desenvolvida no
ventriculo esquerdo dos grupos ESP4 e ESP24, medidos aos 30 minutos de
reperfusdo foram 11,72 + 2,03% e 8,13 + 2,25%, respectivamente. Ambos valores
nao diferem em relagdo ao grupo CONTROLE (Figura 38). Os valores médios de
%LVDP medidos aos 60 minutos de reperfusao foram 22,09 + 6,16% (ESP4) e 19,92
+ 2,82% (ESP24), que também nao mostraram diferenga em relacdo ao grupo

CONTROLE (Figura 39).
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Figura 37: Curso temporal da variagcdo da pressédo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (%LVDP)
dos grupos CONTROLE (N=9), PCI (N=6), ESP4 (N=6) e ESP24 (N=5), durante os periodos de
isquemia e reperfusao.
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Na tentativa de verificarmos a participagdo dos canais de K* dependentes de
ATP (Katry no mecanismo de pré-condicionamento farmacologico pela
espironolactona, utilizamos as drogas 5-HD, um bloqueador seletivo do canal Karp
mitocondrial (mitoKatp) € a glibenclamida, um bloqueador n&o seletivo de canais

Katp, na tentativa de bloquear a agdo da espironolactona.

431 ACAO DO 5-HD NO PRE-CONDICIONAMENTO FARMACOLOGICO PELA
ESPIRONOLACTONA

A figura 40 mostra o registro da pressao do ventriculo esquerdo durante a
realizagdo do protocolo experimental no grupo 5HD. A perfusdo de 100uM de 5-HD
juntamente com a espironolactona no periodo pré-isquemia removeu o efeito
atenuador da espironolactona sobre a contratura pds-isquémica (Figura 41). As
figuras 42 e 43 mostram os valores médios da presséo diastolica do grupo 5-HD,
medida aos 30 min. (85,64 + 6,97 mmHg) e aos 60 min. (90,07 = 6,14 mmHg) de
reperfusdo, respectivamente. Estes valores foram significativamente maiores que os
valores correspondentes do grupo ESP-PRE (p<0,05 e p<0,01, respectivamente),
mas nao diferiram estatisticamente dos respectivos valores obtidos no grupo
CONTROLE. Logo, o blogueio do canal mitoKatp N0 periodo pré-isquémico causou
reducao da acao cardioprotetora do pré-condicionamento com espironolactona sobre

a contratura pés-isquémica do VE.
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Figura 40: Registro representativo da pressao ventricular esquerda do grupo de coragbes pré-tratados
com espironolactona, na presenca de 5-HD (100uM) antes da aplicagdo do protocolo de isquemia

reperfusdo.
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Figura 41: Curso temporal da variacdo da pressdo diastolica do ventriculo esquerdo, durante os
periodos de isquemia e reperfusao, nos grupos CONTROLE (N=9), ESP-PRE (N=12) e 5-HD (N=5).
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Figura 42: Pressdo diastolica do ventriculo esquerdo aos 30 minutos de reperfusdo dos grupos
CONTROLE (N=9), ESP-PRE (N=12) e 5HD (N=5). *P < 0,01 comparado ao CONTROLE e **P <0.05
comparado ao grupo ESP-PRE.
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Figura 43: Pressdo diastolica do ventriculo esquerdo aos 60 minutos de reperfusdo dos grupos
CONTROLE (N=9), ESP-PRE (N=12) e 5HD (N=5). *P < 0.01 comparado ao grupo CONTROLE e **P
< 0,001 comparado ao grupo ESP-PRE.
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A perfusdo da espironolactona na presenca de 100 uM de 5-HD, antes da
isquemia, resultou em menor recuperacao da funcao contratil do ventriculo esquerdo
durante a reperfusédo, sendo similar ao grupo controle (Figura 44). A %LVDP do
grupo 5-HD, medida aos 30 min. e 60 min. de reperfusdo foram respectivamente
7,39 £ 1,69 % (Figura 45) e 18,49 + 4,44% (Figura 46), ndo apresentando diferencas
significativas quando comparadas ao grupo CONTROLE, mas sendo
significativamente menores do que o grupo ESP-PRE (p<0,001). De acordo com
esses dados, o bloqueio dos canais mitoKatp, pelo uso do 5-HD, bloqueou a
melhora da funcao contratil pos-isquémica do VE gerada pelo pré-condicionamento

farmacol6gico com espironolactona.
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Figura 44: Curso temporal da variagao da pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo dos grupos
CONTROLE (N=9), ESP-PRE (N=12) e 5HD(N=5), durante os periodos de isquemia e reperfusao.
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Figura 45: Porcentagem de pressdo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo aos 30 minutos de
reperfusdo dos grupos CONTROLE (N=9), ESP-PRE (N=12) e 5HD(N=5). *P < 0.001 ESP-PRE vs.
CONTROLE e 5-HD vs. ESP-PRE.
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Figura 46: Porcentagem de pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo aos 60 minutos de
reperfusdo dos grupos CONTROLE (N=9), ESP-PRE (N=12) e 5HD(N=5). *P < 0,001 para ESP-PRE
vs. CONTROLE e 5-HD vs. ESP-P,RE.
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4.3.2 ACAO DA GLIBENCLAMIDA NO PRE-CONDICIONAMENTO

FARMACOLOGICO PELA ESPIRONOLACTONA .

Nesse estudo foi utilizada a concentracao de 10 uM da glibenclamida devido
aos nossos experimentos controles demonstrarem que a concentragdo do veiculo
DMSO presente na solugao de Krebs com concentragéo de glibenclamida maior que
10 uM produzia efeito deletério no coragdo no periodo de reperfusédo, ocasionando
aumento da presséao diastolica e diminuigao da pressao desenvolvida pelo ventriculo
esquerdo, como pode ser verificada nos registros da pressao intraventricular nas
figuras 48 e 49. A figura 47 representa o registro de pressdao de um coracao
pertencente ao grupo GLY. A perfusdo de 10 uM de glibenclamida (bloqueador nao
seletivo de canais Katp) juntamente com a espironolactona no periodo pré-isquémico
ndo bloqueou o efeito da espironolactona de atenuar o aumento da pressao
diastélica do ventriculo esquerdo durante o periodo de reperfusdo (Figura 50). O
grupo GLY apresentou pressao diastolica de 35,34 + 6,62 mmHg aos 30 min. de
reperfusdo (Figura 51) e 43,47 + 5,87 mmHg aos 60 min. de reperfusao (Figura 52).
Estes valores foram significativamente menores que os respectivos valores do grupo
CONTROLE (p<0,001) e nao apresentaram diferencas significativas quando

comparados aos do grupo ESP-PRE.
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Figura 47: Registro representativo da pressao ventricular esquerda dos coragdes do grupo GLY, pré-

tratados com espironolactona em presenga de glibenclamida (10 puM), antes da aplicagdo do
protocolo de isquemia e reperfuséo.
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Figura 48: Registro representativo da pressdo ventricular esquerda de coragdes pré-tratados com
espironolactona em presenga de 100 uM de glibenclamida, imediatamente antes da aplicagdo do
protocolo de isquemia e reperfusdo. Houve aumento da presséo diastélica e diminuicdo do retorno da
fungao do ventriculo esquerdo na reperfusao.
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Figura 49: Registro representativo da pressao ventricular esquerda de coragbes pré-tratados com
375ul de DMSO (correspondente ao volume de DMSO presente na solugdo com 100 uM de
glibenclamida), por 15 minutos antes da aplicagdo do protocolo de isquemia e reperfusao.
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Figura 50: Curso temporal da variagdo da pressao diastdlica do ventriculo esquerdo dos grupos
CONTROLE (N=9), ESP-PRE (N=12) e GLY (N=5), durante os periodos de isquemia e reperfusao.
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Figura 51: Pressdo diastélica do ventriculo esquerdo aos 30 min. de reperfusdao dos grupos
CONTROLE (N=9), ESP-PRE (N=12) e GLY (N=5). *P < 0,01 e **P < 0.001 quando comparados ao
grupo CONTROLE.
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Figura 52: Pressdo diastdlica do ventriculo esquerdo aos 60 min. de reperfusdo dos grupos
CONTROLE (N=9), ESP-PRE (N=12) e GLY (N=5). *P < 0,01 ¢ **P < 0.001 em relagdo ao grupo
CONTROLE.

A glibenclamida também nao bloqueou os efeitos do tratamento pré-
isquémico com a espironolactona sobre a recuperacao pés-isquémica da funcao
contratil do ventriculo esquerdo. Como mostra a figura 53, o grupo tratado com
espironolactona + glibenclamida (GLY), no periodo pré-isquemia, apresentou maior
recuperacao da pressao ventricular esquerda do que o grupo tratado somente com
espironolactona (ESP-PRE). Os valores médios de %LVDP do grupo GLY medidos
aos 30 e 60 minutos de reperfusao foram, respectivamente: 73,59 £+ 9,60 % e 75,35
* 5,88 % (figuras 54 e 55) Estes valores médios foram significativamente maiores
que os respectivos valores do grupo CONTROLE (p<0,001) e também
significativamente maior do que o grupo ESP-PRE, quando comparados as %LVDP
medidas aos 30 minutos de reperfusdo (p<0,01). Assim, 10 uM de glibenclamida
além de nao bloquear, potenciou os efeitos do pré-condicionamento com

espironolactona.
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Figura 53: Curso temporal da variagado da pressdo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (%LVDP)
dos grupos CONTROLE (N=9), ESP-PRE (N=12) e GLY (N=5), durante os periodos de isquemia e

reperfusdo.
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Figura 54: Porcentagem de pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (%LVDP) aos 30 minutos
de reperfusdo dos grupos CONTROLE (N=9), ESP-PRE (N=12) e GLY (N=5). *P < 0.01 e **P < 0,001
em relagao ao grupo CONTROLE. ***P < 0.01 em relagdo ao grupo ESP-PRE.
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Figura 55: Porcentagem de pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (%LVDP) aos 60 minutos
de reperfusao dos grupos CONTROLE (N=9), ESP-PRE (N=12) e GLY (N=5). *P < 0,001 comparado
ao controle.

4.4  AREA DE INFARTO
4.4.1 PRE-CONDICIONAMENTO ISQUEMICO

Na figura 56 pode-se observar que a area de infarto determinada aos 120
min. de reperfusao, apds 30 min. de isquemia global, foi de 32,33 * 4,66 % Nno grupo
CONTROLE. Como esperado, o pré-condicionamento isquémico (PCI) reduziu

significativamente a area de infarto para 11,39 + 1,45% (p<0,001).

4.4.2 ESPIRONOLACTONA

O tratamento pré-isquémico com a espironolactona (1uM) também reduziu o
tamanho do infarto produzido pela isquemia-reperfusdo. Como mostrado na figura
56, a area de infarto do grupo ESP-PRE (14,24 = 1,25 %) foi significativamente

menor (P < 0,001) que a area de infarto do grupo CONTROLE (32,33 + 4,66 %) e
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nao apresentou diferenga significativa quando comparado ao grupo PCI (11,39 *
1,45%).

A perfusdo com espironolactona (1uM) imediatamente apdés o periodo de
isquemia ndo reduziu o tamanho do infarto produzido pela isquemia-reperfusao
(figura 57). A area de infarto do grupo ESP-POS (45,03 + 6,69%) néao foi
significativamente diferente do grupo CONTROLE (32,33 £ 4,66 %).

Como apresentado na figura 57, a administragéo in vivo da espironolactona,
em dose unica (20mg/kg), 4 e 24 horas antes da isquemia-reperfusédo, também nao
produziu alteracdes significativas na area de infarto (ESP4: 35,03 + 4,58 %; ESP24:

21,14 + 2,95%), quando comparados ao grupo CONTROLE.

4.4.3 ACAO DOS BLOQUEADORES DE CANAIS Katp

O grupo tratado com 100uM de 5-HD antes e durante a perfusdo da
espironolactona (1uM), antes da isquemia-reperfusdo, apresentou area de infarto
(36,22 + 4,92%) significativamente maior (P < 0,001) que a do grupo tratado
somente com a espironolactona (p < 0,001), porém sem diferenga significativa em
relacdo ao grupo CONTROLE (figura 58). Esse resultado demonstra que o bloqueio
do canal mitoKatp inibiu o efeito da espironolactona sobre a area de infarto.

O tratamento com a glibenclamida (10 pM) antes e durante a perfusdo da
espironolactona (1uM), antes da isquemia, reduziu o tamanho do infarto produzido
pela isquemia-reperfusdo. A area de infarto do grupo GLY (5,81 = 0,86%) foi
significativamente menor (P < 0,001) que a do grupo CONTROLE e nao teve
diferenca significativa em relagdo o grupo ESP-PRE (figura 58). Sendo assim, o
bloqueio ndo seletivo dos canais Katp pela glibenclamida ndo afetou a reducédo da

area de infarto gerado pela espironolactona.
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FIGURA 56: Imagens representativas de cortes dos coragdes dos grupos Controle (N=8), PCI
(N=) e ESP-PRE (N=11), corados com TTC. As areas brancas ou amareladas representam as
areas de infarto. O gréafico representa o tamanho médio do infarto dos trés grupos
experimentais. O tamanho do infarto foi calculado como descrito em Materiais e Métodos. *P <
0,001 comparado ao grupo Controle.
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Figura 57: Imagens representativas de cortes dos coragdes, corados com TTC, dos grupos
CONTROLE (N=8), ESP-POS (N= 5), ESP4 (N=6) e ESP24 (N=5). O grafico representa o tamanho
médio do infarto dos coragdes. Nao ha diferenga significativa em relagdo ao grupo CONTROLE.
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Figura 58: Imagens representativas de cortes dos coragdes, corados com TTC, dos grupos
CONTROLE (N=8), ESP-PRE (N=11), 5HD (N=6) e GLY (N=6). O gréfico representa o tamanho
médio do infarto dos coragdes. *P < 0,001 comparado ao grupo CONTROLE. **P<0,001 comparado
ao grupo ESP-PRE.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou os efeitos cardioprotetores da espironolactona,
antagonista de receptor de mineralocorticbdes, em coragcédo isolado de rato
submetido a 30 minutos de isquemia global seguidos de 120 minutos de reperfuséo.
Os nossos resultados demonstraram que a perfusdo de 1 uM de espironolactona
durante 10 minutos imediatamente antes da isquemia reduz a contratura poés-
isquémica (figuras 18, 19 e 20), aumenta a magnitude da recuperacao da funcao
contratil do ventriculo esquerdo durante a reperfusao (figuras 21, 22 e 23) e reduz o
tamanho do infarto medido ao final da reperfusdo (figura 56). Adicionalmente,
nossos dados mostraram que a protecédo induzida pela espironolactona envolve a
ativagao de canais Katp mitocondriais (figuras 41-46 e 58).

Os efeitos cardioprotetores da aplicagdo pré-isquémica da espironolactona
foram similares aos observados nos coragbes que foram submetidos ao pré-
condicionamento isquémico antes da isquemia de 30 minutos. Desde o trabalho
primordial de Murry e cols. (1986), inumeros estudos tém demonstrado em diferentes
espécies, inclusive em humanos, que diferentes protocolos de pré-condicionamento
isquémico, com diferentes duragdes e numero de ciclos de isquemia e reperfusao,
sdo eficazes em promover protecdo contra as lesées de isquemia e reperfusao
miocardica (Schott e cols., 1990; Liu & Downey, 1992; Leesar e cols., 1997; Serejo e
cols., 2007).

O pré-condicionamento farmacolégico com diferentes drogas pode também
induzir protecao contra lesées de isquemia e reperfusdo miocardica (Baines e cols.,
1999; Pain e cols., 2000; Zaugg € cols., 2002). Chai e cols. (2005) relataram agao
protetora da espironolactona em coracao isolado de rato submetido a 45 min. de

isquemia regional, por ligadura da artéria coronaria esquerda descendente anterior.
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Eles observaram uma melhor recuperacado da pressao desenvolvida do ventriculo
esquerdo durante a reperfusdo e menor area de infarto, quando o coracao era
perfundido com 100 nM de espironolactona durante 15 minutos antes da isquemia.
Outro trabalho do mesmo grupo (Chai e cols., 2006), demonstrou cardioprotecao
similar ao utilizar a eplerenona, bloqueador de receptor de mineralocorticéide mais
seletivo, perfundida sozinha ou juntamente com aldosterona no periodo
imediatamente anterior a isquemia. Em nosso estudo, conseguimos reproduzir 0os
efeitos da espironolactona descritos no estudo de Chai e cols. (2005), entretanto, em
nosso modelo experimental usamos o método de perfusdo do coracdo isolado a
fluxo constante, com isquemia global de 30 minutos e 120 minutos de reperfusao.
Outras diferengas entre nosso estudo experimental e o de Chai e cols. (2005), foram
a concentracao de espironolactona dez vezes maior (1 uM) e o tempo de perfusao
menor (10 minutos) usados em nossos protocolos experimentais. Nossos resultados
(figuras 18, 19 e 20) mostraram aumentos progressivos da pressao diastolica
durante a isquemia miocardica (contratura isquémica) e reperfusdo (contratura pés-
isquémica) mais pronunciados que os relatados no trabalho de Chai e cols. (2005).
Entretanto, corroborando com os dados desse grupo nosso estudo mostrou
resultados similares, em que a perfusdo pré-isquémica de 1 uM de espironolactona
induziu protecdo cardiaca, evidenciada pela reducdo das contraturas isquémica e
pds-isquémica, melhora do desempenho contratil e redugéo da &rea de necrose.

A contratura isquémica € devido primariamente ao rigor miofibrilar em
resposta a deplecdo de ATP nos cardiomiécitos (Piper e cols., 1998). O inicio da
reperfusdo miocardica e consequiente reoxigenacao celular restabelece rapidamente
o suprimento de ATP, que na presenca de alta concentragdo de Ca®* intracelular
acumulado durante a isquemia, ativa os miofilamentos, produzindo um incremento

adicional na pressao diastélica, a contratura pds-isquémica (Piper e cols., 1998;
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Ladilov e cols., 2003). Ambas contraturas, isquémica e poés-isquémica, podem
causar lesées e morte celular ao produzir hipercontratura celular que resulte em
rompimento sarcolemal (Piper e cols., 1998). A espironolactona, ao reduzir a
contratura miocdrdica, reduziria o risco de lesdo sarcolemal e morte celular,
refletindo em melhor recuperagdo da forgca contrati e menor area de infarto.
Mironneau (1990) demonstrou antagonismo da espironolactona sobre a
contratilidade e a corrente de calcio de musculo liso vascular. Costa e cols. (2007)
mostraram em cardiomiécitos isolados a inibicdo da corrente de Ca®* tipo L e a
reducdo do transiente intracelular de Ca®* pela canrenona, um metabdlito ativo da
espironolactona. O bloqueio do influxo de calcio pela espironolactona ou seu
metabdlito poderia reduzir a sobrecarga de calcio citosolico na isquemia miocardica,
diminuindo a contraturas isquémica e pés-isquémica.

Os parametros mais frequentemente utilizados na avaliagdo das lesdes pés-
isquémicas de coragao isolado submetido a isquemia e reperfusdo miocardica séo a
recuperacdo da forga contrétil e o tamanho do infarto. Entretanto, alguns estudos
sugerem que a reducdo do tamanho do infarto € um parametro mais confiavel do que
a recuperacgao funcional na avaliagdo de mecanismos cardioprotetores (Gelpi e cols.,
2002; Lochner e cols., 2003). Esses autores argumentam que a fungao contratil apds
um evento de isquemia/reperfusdo expressa dois tipos de atordoamento do
miocardio: um relacionado a producdo de radicais livres e o0 outro ao tecido
sobrevivente. O primeiro ndo € atenuado pelo pré-condicionamento, enquanto o
segundo € afetado primariamente pelo pré-condicionamento. Em nosso estudo, o
pré-condicionamento farmacolégico com a espironolactona aumentou a recuperagcao
da funcao contratil e diminuiu o tamanho do infarto (figuras 21, 23 e 56). Esses
efeitos da espironolactona poderiam ser explicados por uma inibicdo da producao de

radicais livres e/ou inibicdo de mecanismos de morte celular. Mejia-Villet e cols.
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(2007) mostraram protecao renal induzida pela espironolactona, caracterizado pela
reducao do estresse oxidativo, em rim sujeito a isquemia/reperfusdo. William e cols.
(2006) mostraram uma acgado anti-apoptética da espironolactona em células
endoteliais submetidas a deprivacdo de soro, através da inibicdo da atividade da
caspase-3, da liberacdo de citocromo C e da clivagem da poli(ADP-ribose)
polimerase nuclear. Costa e cols. (2006) relataram uma acdo anti-apoptética da
canrenona, principal metabdlito da espironolactona, em midcitos ventriculares de

ratos expostos a aldosterona.

Nossos resultados mostraram que o bloqueio de canais Katp mitocondriais
pelo 5-HD, um antagonista seletivo de canais Katp mitocondriais, reverteu os efeitos
benéficos de reducdo da contratura pds-isquémica, aumento da recuperagdo da
funcéo contratil e reducado do tamanho do infarto promovidos pela espironolactona
(figuras 41-46 e 58). Este dado sugere uma participacdo importante dos canais
mitoKatp N0 mecanismo de pré-condicionamento  farmacolégico pela
espironolactona.

Varios estudos relatam a participacao dos canais Katp N0s mecanismos de
pré-condicionamento isquémico e farmacoldgico (para revisao ver: Gross & Fryer,
1999; O’Rourke, 2000). Gross & Auchampach (1992) foram os primeiros a
mostrarem evidéncias da participagdo de canais Karp no pré-condicionamento
isquémico de coracao canino. Essas evidéncias baseavam-se no fato que drogas
ativadoras dos canais Katp, como diazoxida (Garlid e cols., 1997), cromakalim
(Grover e cols., 1990), bimakalim (Yao & Gross, 1994), pinacidil (Gaudette e cols.,
2000) e nicorandil (Imagawa e cols., 1998), produziam o mesmo efeito do pré-
condicionamento isquémico, quando perfundidas antes da isquemia, enquanto
bloqueadores dos canais Katp, como glibenclamida e 5-HD (Grover & Gross, 1992),

inibiam a cardioprotecao induzida pelo pré-condicionamento isquémico. Estudos
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mais recentes tém mostrado evidéncias de um papel dominante dos canais Katp
mitocondriais, em detrimento dos canais Karp sarcolemais, nos mecanismos de pré-
condicionamento isquémico e farmacolégico (Garlid e cols., 1997; Liu e cols., 1999;
Fryer e cols., 2000; Sato e cols., 2000; O’'Rourke, 2000). De acordo com o trabalho
de Fryer ECT al. (2000), a cardioprotecdo induzida pelo pré-condicionamento foi
inibida pelo bloqueador seletivo do canal Katp mitocondrial (5-HD), mas nao pelo
bloqueador seletivo do canal Karp sarcolemal (HMR-1098), quando essas drogas
foram administradas antes do pré-condicionamento isquémico. Os coragdes preé-
tratados com diazoxida (um ativador seletivo do canal mitoKarp), também tiveram
seus efeitos benéficos diminuidos pela acdo do 5-HD, indicando uma participacao
desse canal no pré-condicionamento farmacol6gico pela diazoxida. Alguns trabalhos
mostraram a participacdo dos canais Katp no pré-condicionamento cardiaco em
humanos. Ghosh e cols. (2000) demonstraram que a utilizacdo de 5-HD e a
glibenclamida blogquearam os efeitos do pré-condicionamento isquémico em
amostras de atrio de coragbes de pacientes com doencga cardiaca isquémica ou
disfuncdo da valvula aértica e que ativadores de canais Katp geraram reducdo na
area de infarto similar ao pré-condicionamento isquémico.

O mecanismo da cardioprotecao induzida por abertura de canais mitoKatp Nndo
esta bem definido. Segundo alguns autores, a abertura dos canais mitoKatp
produziria despolarizagdo da membrana mitocondrial, dissipando o gradiente
eletroquimico que determina a recaptacdo de Ca** pela mitocondria. Isto evitaria a
sobrecarga de Ca®* e preservaria a fungdo mitocondrial durante a isquemia e
reperfusdo (Holmuhamedov e cols., 1999; Wang, 1998). Outros sugerem que a
ativacdo dos canais mitoKarp durante a isquemia gera cardioprotecao através da
prevencao da hidrélise de ATP, sem influenciar a producao de ATP, possibilitando a

sua conservagao durante a isquemia e possibilitando a diminuigcéo do influxo de Ca®*
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para a mitocondria, o qual em excesso pode produzir lesdo mitocondrial (Belisle,
2002; Murata, 2001).

A ativacdo dos canais de mitoKarp pode ser desencadeada por ativacdao da
PKC e pode envolver vias dependentes de PKCe e PKG (Ardehali, 2006). Wang e
cols. (1999) mostraram possiveis translocacoes de diversas isoformas de PKC para
a mitocondria e a potencial participacdo do Ca®* intracelular e da PKC na abertura
desses canais. Sato e cols. (2000) utilizando um modelo com células ventriculares,
demonstraram que a ativacdo de receptores para adenosina pode desencadear
ativacdo de canais mitoKatp por uma via dependente de PKC. Segundo Costa e
cols., (2005), que utilizaram mitocondrias isoladas, a ativagdo desse canal pode ser
desencadeada por acdao da PKG tendo como um dos intermediarios a PKCe.
Adicionalmente, outro estudo (Jaburek e cols., 2006) demonstrou uma persistente e
funcional associacao entre PKCe mitocondrial € mitoKatp.

Alguns trabalhos relatam que a glibenclamida pode inibir a
cardioprotecdo induzida por pré-condicionamento isquémico ou farmacoldgico
(Ghosh e cols., 2000; Pan, 2006), enquanto outros ndo observaram tal efeito (Fralix
e cols., 1993; Grover e cols., 1993; Feng, 2006). Em nosso trabalho, a administragéo
de 10 pM de glibenclamida n&o bloqueou os efeitos cardioprotetores da
espironolactona (figuras 51, 52, 54, 55 e 58). Ao contrario, nessa concentracdo a
glibenclamida pareceu potencializar os efeitos da espironolactona (figura 52). Em
concentracbes maiores de glibenclamida (50 e 100 uM), os efeitos da
espironolactona foram atenuados (figura 48). Entretanto, ndo podemos afirmar que a
glibenclamida bloqueou a cardioprotecdo induzida pela espironolactona, pois a
mesma resposta foi produzida pelo DMSO (solvente usado na solubilizacdo da
glibenclamida), quando administrado em concentra¢cdes equivalentes as presentes

nas solucées com 50 uM ou 100 uM de glibenclamida (figura 49).
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Embora a perfusdo da espironolactona no periodo pré-isquémico tenha
induzido protecéo, a sua perfusdao na mesma concentragéo, nos dez minutos iniciais
da reperfusdo do coracado isolado, nao se mostrou eficiente para diminuir a
contratura poés-isquémica, nem para recuperar a forgca contrati do ventriculo
esquerdo durante a reperfusdo, ou mesmo reduzir o tamanho do infarto (figuras 25-
30 e 56). Nao esta claro por que a administracdo de espironolactona na reperfusdo
nao reproduziu os efeitos do pds-condicionamento isquémico, pois foi mostrado
recentemente que a cardioprote¢do induzida por pdés-condicionamento isquémico
envolve também a ativagdo de canais mitoKarp (Penna e cols., 2006).

Nosso trabalho mostrou que a agado cardioprotetora da espironolactona sé
ocorre quando administrada imediatamente antes da isquemia. Estes efeitos néo
foram observados quando a espironolactona foi administrada in vivo 4 ou 24 horas
antes do coracao ser submetido ao protocolo de isquemia/reperfusao (figuras 35, 36,
38, 39 e 57). A espironolactona é um antagonista dos efeitos gendmicos da
aldosterona mediados através de receptores de mineralocorticdides (RM),
entretanto, a sua agéo néo é restrita aos RM. A espironolactona pode também ligar-
se como agonista em receptores para progesterona ou antagonista para receptores
de andrégenos, e também aos receptores de glucocorticoides (Gordon e cols., 1978;
Tracy e cols., 2006; Garthwait, 2004). Esta ndo especificidade pode explicar alguns
efeitos colaterais associados ao uso da espironolactona, tais como a ginecomastia,
irregularidades na mestruacdo e reducado de libido. Segundo Grossman e cols.
(2005) as vias de sinalizacdo da aldosterona podem ser divididas em genO6micas
dependentes de RM, ndao gendmicas via RM e ndo genbmicas independentes de
RM. Nesse estudo, a espironolactona inibiu a fosforilagao de ERK1/2 induzida pela
aldosterona em células expressando o receptor de mineralocorticéide. Este efeito foi

considerado, segundo esses autores, um efeito ndo genémico mediado por receptor
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de mineralocorticéide. Fujita e cols. (2005) mostraram uma acado ndo gendémica da
aldosterona por vias dependentes de PKC, que poderia ocasionar vasoconstricao e
piora da funcao contratil e metabdlica de coracdes de cdes submetidos a isquemia,
porém esses efeitos ndo foram bloqueados pela administracdo de espironolactona.
Outros efeitos conhecidos da espironolactona ou seu metabdlito (canrenona)
incluem o bloqueio dos canais de Ca®* dependentes de voltagem (Mironneau, 1990;
Costa e cols., 2007) e canais de K" dependente de voltagem (Caballero e cols.,
2003).
Em futuros estudos deveremos verificar a participacdo da PKC e das vias

relacionadas com a cardioprotecéo induzida pela espironolactona.
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CONCLUSOES

. Nossos dados demonstraram que somente a perfusdo da espironolactona
imediatamente antes da isquemia global induziu cardioprotecao contra lesdes
de I/R, reduzindo a contratura do VE e a area de infarto do coragédo e
aumentando a forga de contracéo do VE.

. A aplicagéo da espironolactona 4h ou 24h antes da I/R, ou imediatamente
apos a isquemia nao produziu cardioprotecao;

. O resultado do pré-condicionamento farmacolégico utilizando 1 uM de
espironolactona foi similar ao pré-condicionamento isquémico em todos os
parametros analisados;

. A utilizacdo de 100 uM de 5-HD, bloqueador seletivo de canais mitoKate,
inibiu a cardioprotecdo induzida pelo pré-condicionamento com a
espironolactona, aumentando a contratura pds-isquémica, a area de infarto e
diminuindo a recuperacao pés-isquémica da forga contratil.

. Por outro lado, a utilizagdo de 10 uM da glibenclamida, bloqueador néo-
seletivo de canais Katp, N0 bloqueou os efeitos da espironolactona e ainda
potencializou a recuperacao da forca contratil na reperfusao.

. Esses resultados sugerem a participacdo dos canais mitoKatp N0 mecanismo
de cardioprotecdo pelo pré-condicionamento  farmacolégico com

espironolactona.
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