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RESUMO

FERREIRA-FIGUEIREDO, C. S. R. Efeito da espironolactona sobre a funcéo e
morfologia renal de ratos hipertensos por infuséo cronica de Angiotensina I1. 2012.
83 f. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,

Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2012.

O objetivo do atual estudo foi investigar a participacdo da espironolactona, um
antagonista dos receptores MR de aldosterona, sobre as respostas renais induzidas pela
hiperatividade do SRAA. Para tal, utilizamos 2 grupos de animais tratados com Ang Il (
15 e 28 dias). Cada grupo foi subdivido em: controles (Sham), tratados com Ang Il (200
ng/kg/min), veiculos (tratados com 6leo mineral), tratados com espironolactona (100
mg/kg/dia) e tratados com Ang Il + espironolactona. O final de cada tratamento, 0s
animais foram submetidos aos experimentos de funcéo renal pelo método de clerance de
paraminohipurato de sédio e inulina, para avaliar o fluxo plasmético renal (FPR) e
Ritmo de filtracdo glomerular (RFG), respectivamente. Em seguida, se avaliou o0s
parametros eletroliticos no plasma e na urina, expressdo proteica por western blot, e
morfologia renal pela técnica de Hematoxilina Eosina (HE). Nossos resultados indicam
que, nos dois periodos, a Ang Il induziu hipertensdo arterial, queda do FPR e do RFG,
com consequente aumento da fracdo de filtracdo (FF). A Ang Il induziu também queda
no fluxo urinario e a espironolactona corrigiu os efeitos da Ang Il sobre todos os
parametros acima descritos. A Ang Il e/ou espironolactona ndo modificaram a carga
excretada de NH4, Na* ou K*. No entanto, a Ang Il aumentou a expressio de NHE3,
resposta corrigida pela espironolactona. A Ang Il aumentou a area glomerular e em
ambos o0s periodos de tratamento, a Ang Il induziu alteragdes morfologicas
essencialmente no tubulo proximal, incluindo perda da borda em escova e morte celular.
A espironolactona corrigiu parcialmente tais alteracbes. Em conjunto, os resultados
indicam que a hiperatividade do SRAA induz aumento na concentracdo plasmatica de
aldosterona e esta por sua vez, é em grande parte, a responsavel pelos efeitos deletérios
do SRAA sobre a funcéo e morfologia renal.

Palavras chave: Ang |1, Aldosterona, Renina, Hipertensdo, Funcéo renal, Eletrolitos.



ABSTRACT

FERREIRA-FIGUEIREDO, C. S. R Effect of spironolactone on renal function and
morphology of hypertensive rats by Ang Il chronic infusion. 2012. 83 p. [PhD
Thesis (Human Physiology)] — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo
Paulo, S&o Paulo, 2012.

This study investigated the effect of spironolactone (MR antagonist) on renal function
and morphology in hypertensive rats with chronic Ang Il infusion for 15 or 28 days.
Four-weeks-old male Wistar rats were divided in eight groups and respective controls:
Sham or treated with Ang 11 (200 ng/kg/min) by 15 or 28 days, vehicle or treated with
Ang Il plus spironolactone (100 mg/kg/dia), using osmotic minipumps (Alzet). Blood
pressure (BP) was monitored weekly by tail cuff plethysmography. Renal plasmatic
flow (RPF) and glomerular filtration rate (GFR) were determined by para-
aminohippurate sodium (PAH) and inulin clearance. Plasmatic levels of renin and
aldosterone were analyzed by Enzime Immunoassay Kit (EIA), Urinary excretion of
ions were also analyzed. The protein expression was analyzed by Western Blot and
renal morphology by Hematoxylin-eosin (HE) method. Our results showed that the dose
of Ang Il used was enough to induce hypertension in rats treated for 15 and 28 days
[109 + 1,5 and 111 *+ 0,8 (Sham), respectively vs 142 + 2,7 and 163 + 3,6 (Ang
11)p<0,05] (mmHg). RPF decreased [24,89 + 0,93 and 23,76 + 0,78 (Sham) vs 14,28 +
0,87 and 13,91 + 0,18 (Ang II) ml/kg/min p<0,05]. The GFR decreased [8,11 + 0,29
and 8,07 £ 0,24 (Sham) vs 5,77 £ 0,29 and 5,65 + 0,25 (Ang Il) ml/kg/min, p < 0,05].
Ang Il increased the filtration fraction (FF) and decreased the urinary flux.
Spironolactone impaired all effect of Ang Il above described. The plasma renin and
aldosterone levels increased and spironolactone amplified both. Urinary Na* and K* did
not changed in Ang Il and/or spironolactone rats treated. Ang Il increased the NHE3
expression, induced proximal tubule injury and cellular apoptosis. Spironolactone
impaired the effect of Ang Il on these parameters. In conclusion, spironolactone has a
beneficial effect on renal injury induced by hyperactivity of renin-angiotensin-
aldosterone system RAAS).

Key words: Angiotensin 1l, Aldosterone, Renin, Hypertension, Renal function,
Electrolytes.
Financial Support: CNPq and FAPESP.
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1 INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais

A hipertensdo arterial € uma das doencas com maior prevaléncia no mundo moderno e
é caracterizada pelo aumento da pressao arterial. Considera-se hipertenso o individuo que
mantém permanentemente uma pressdo arterial acima de 140 por 90 mmHg. Em 2004, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) informou que, 20% da populacdo mundial
apresentavam hipertensao arterial. No Brasil, 35% da populacédo brasileira acima de 40 anos
sdo de hipertensos Mancia et al. 2009. Desses, cerca de 5% apresentam causas conhecidas
para 0 aumento da pressdo arterial, geralmente um distarbio enddcrino como, por exemplo, a

resisténcia a insulina. Esses casos enquadram-se na classificacdo de hipertensdo secundaria.

Na grande maioria dos pacientes, entretanto, ndo ha uma causa especifica que possa justificar

a elevacdo mantida de pressdo arterial. Assim, considera-se uma hipertensdo primaria ou

essencial, associada a inimeros fatores, incluindo os genéticos e ligados aos habitos de vida
(HAMEL et al., 1998). Em ambos os casos, a hipertensdo arterial, pode induzir alteraces no
sistema cardiovascular e aumentar o risco de doencas como: hipertrofia cardiaca, infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral (AVC) e insuficiéncia renal (FROHLICH, 2001;
KAMPER; PEDERSEN; STRANDGAARD, 2009).

Entre os mecanismos gerais de regulacdo da pressao arterial, destacam-se: 1) 0s
controles neurais, feitos pelo sistema nervoso autbnomo (SNA), que atua tanto no coracdo
quanto nos vasos periféricos, principalmente nas arteriolas e 2) o0s controles humorais feitos
essencialmente por uma variedade de hormonios e mediadores quimicos, que interferem,
principalmente, na modulagdo do ténus arteriolar. Neste caso, se destaca a importancia do

sistema renina-angiotensina-aldosterona.

1.2 Sistema Renina-Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) ¢ altamente conservado em muitas espécies de
vertebrados (TAKEI et al., 2004) e além de ser essencial na regulacdo da pressdo arterial,
também participa do controle do volume do fluido extracelular. Este controle depende de
diversos efeitos do hormonio angiotensina Il (Ang I1), incluindo: vasoconstricdo e aumento da
reabsorcéo de sodio, tanto por acdo direta do hormonio no tubulo proximal renal quanto por
acao indireta, através de seus efeitos hemodinamicos (FENTON; KNEPPER, 2007; PETI-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kamper%20AL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Takei%20Y%22%5BAuthor%5D
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PETERDI; BELL; WARNOCK, 2002; SUBRAMANYA et al., 2006). O SRA (Figura 1) é
representado como uma cascata bioldgica multienzimatica, na qual o angiotensinogénio é o
substrato mais importante. A sintese de Ang Il € iniciada e principalmente regulada pela
renina, enzima sintetizada essencialmente pelas células justaglomerulares renais, (MINDEL,
MORRISON, 2005; YOO et al., 2007). A renina cliva o angiotensinogénio circulante,
produzido principalmente no figado, para liberar o decapeptideo angiotensina I, que por sua
vez, sofre acdo da enzima conversora de angiotensina | (ECA) e libera o octapeptideo ativo,
angiotensina Il. Esta por sua vez, pode atuar em varios tecidos via receptores especificos (AT,
e AT,) e pode também ser clivada pela enzima conversora de angiotensina Il (ECA2) para
liberar a angiotensina 1-7, cujo efeito bioldgico nos diferentes tecidos depende de sua

interacdo com o receptor do tipo Mas.

Figura 1 - Esquema representativo dos principais componentes do sistema renina-
angiotensina.

Angiotensinogénio

l Renina
ECA

Angiotensina 1 l

ECA
1 2 2 a & Al 7 l ) _> 1 | 2 | 2 A 3 R 7
Angiotensina/l\ l Angiotensina 1-7
\ () Y ™
AT, AT, AT, Mas Membrana Celular

ECA: enzima conversora da angiotensina I, ECA2: enzima conversora da angiotensina II,
ATl e AT2: receptores para angiotensina Il (isoformas 1 e 2), Mas: receptor para
angiotensina 1-7.

Fonte: O autor.
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1.2.1 Angiotensinogénio

O angiotensinogénio é uma alfa-2 globulina com 411 amino&cidos de origem
essencialmente hepética e cuja producdo é estimulada em resposta aos glicocorticdides,
estrogénios e citocinas inflamatdrias como a interleucina-1 e o fator de necrose tumoral
(MORGAN; BROUGHTON; KALSHEKER, 1996). Além do tecido hepatico, sabe-se
também que o angiotensinogénio pode ser sintetizado em outros tecidos como o cérebro, 0
sistema imune e os rins (MATTHEW et al., 2006). Nos rins, a sintese dessa proteina ocorre
predominantemente no tabulo proximal, onde é regulada pela angiotensina Il (KOBORI et al.,
2001; NAVAR et al., 2011). No plasma, o angiotensinogénio circula como um peptideo
biologicamente inativo, cuja concentracdo € variavel e fica muito préxima do valor
correspondente & metade da velocidade maxima de atividade (Km) da renina (SEALEY;
GERTEN-BANES; LARAGH, 1972).

1.2.2 Renina

A renina é uma enzima proteolitica do grupo das aspartil-proteases, que cliva o
angiotensinogénio no aminoacido denominado aspartato e foi descrita pela primeira vez por
Tigerstedt, Bergman et al., (1898), utilizando extrato de cortex renal de coelho. A transcricédo
do gene para renina é estimulada essencialmente pela cascata de sinalizacdo celular regulada
pelos elementos AMPCc/PKA/CREB. A adenosina monofosfato ciclico (AMPc) estimula a
proteina quinase A (PKA), que em seguida, é translocada para o nucleo celular e fosforila o
fator de transcrigdo conhecido como cAMP response element-binding (CREB). Uma vez
ativado, o CREB interage com a sequéncia CAMP response element (CRE), caracteristico da
regido promotora do gene da renina e modula a transcricdo da enzima (KLAR; KURTZ;
VITZTHUM, 2002; MONTMINY, 1997, PAN et al., 2001).

Inicialmente, a renina é sintetizada como uma proteina denominada pré-pré-renina, a
qual é rapidamente transformada em pré-renina. Esta por sua vez, é armazenada em granulos
das células justaglomerulares renais, de onde pode ser secretada para exercer seus efeitos
biolégicos (DEINUM, 1999) ou por acdo das proteases intracelulares, ser convertida em
renina ativa (PRATT et al., 1987). Segundo Toffelmire et al. (1989), a secrecdo de pré-renina
e renina é complexa. Quando o estimulo é agudo predomina-se a exocitose de granulos
contendo apenas renina. Porém, quando o estimulo € crbnico, aumentam as concentracGes

circulantes tanto de pré-renina quanto de renina.
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A secrecdo de renina ativa é regulada basicamente por quatro mecanismos distintos: 1)
o0s barorreceptores intra-renais localizados na face endotelial das arteriolas aferentes, junto ao
aparelho justaglomerular, que detectam alteracdes na pressao de perfusdo renal; 2) alteractes
na concentracdo de cloreto de sodio (NaCl) detectadas pelas células da méacula densa do tubo
distal; 3) estimulagdo nervosa simpatica via receptores adrenérgicos B-1; e 4) feedback
negativo por acdo direta da Ang Il nas células justaglomerulares (BELL,. 2003; BOCK, 1992;
BROWN, 2006; HAMEL et al., 1998). Sua concentracdo plasmatica é¢ de 900 a 2.200 ng/mL
e sua atividade é bastante varidvel: de 0.5 a 2.8 ng/ml/hora (quando a excrecdo de sodio € de
150 mEg/dia) ou cerca de 21 ng/ml/hora (quando a excrecdo de sédio é de 50 mEg/dia)
(SEALEY; GERTEN-BANES; LARAGH, 1972). Uma vez no plasma, a renina cliva 10
aminoacidos no dominio amino-terminal do angiotensinogénio para formar o decapeptideo
angiotensina | (Ang 1) (PAECH, 1977). Esta, por acdo da enzima conversora de angiotensina
(ECA), presente no endotélio, da origem ao octapeptideo biologicamente ativo denominado
angiotensina I (CAREY; SIRAGY, 2003).

Além da classica funcdo da renina, estudos realizados por Nguyen et al., (2002)
sugerem que varios tecidos (placenta, cérebro, coracdo, endotélio vascular e rim) expressam
receptores de membrana especificos para a pré-renina e renina. Segundo os autores, estes
receptores tém uma acdo pro-fibrética e pro-inflamatéria, estimulam a proliferagdo celular e
poderdo contribuir para o desenvolvimento de nefropatias. Outros estudos mais recentes
revelam que em camundongos e humanos, a atividade da renina pode ser diretamente inibida

pelo agente farmacol6gico denominado alisquireno (RASHIKH et al., 2012).

1.2.3 Angiotensina Il

A Ang Il é o mais potente dos produtos biologicamente ativos do sistema renina
angiotensina (SRA). Em condigdes fisiologicas, a concentracdo de Ang Il no plasma é de 1-10
pM e sua meia vida é de aproximadamente 2 minutos, devido a rapida clivagem em Ang Ill e
IV, através da remocgdo de aminoacidos da porcdo N-terminal por aminopeptidases. Existe
ainda um heptapeptideo [Ang (1-7)] formado a partir da Ang | ou da clivagem da Ang Il, por
acao de peptidases, uma das quais possui homologias estruturais com a ECA, designando-se
ECA2 (REUDELHUBER, 2005).

A Ang Il sisttmica atua como vasoconstritor em células da musculatura lisa vascular,
aumenta a contratilidade miocéardica, estimula a sintese de aldosterona e de catecolaminas na

glandula adrenal, aumenta a atividade do sistema nervoso simpatico (SNS), estimula o apetite


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rashikh%20A%22%5BAuthor%5D

22

ao sal, a sede, a liberagdo de AVP e o transporte de sodio em células epiteliais do intestino e
do rim (BADER, 2010; KOBORI et al., 2007). O conceito de que o SRA é puramente
enddcrino tem sido motivo de discussdo nas Ultimas décadas. Hoje se sabe que o cérebro,
coracdo, vasos, tecido adiposo e rim sdo capazes de produzir angiotensinogénio, renina, ECA
e Ang Il, indicando a presenca de SRA locais. (BADER, 2010; DZAU et al.,, 1987,
KLICKSTEIN ; KAEMPFER, 1982 ; LOMEZ et al.,, 2002; MULLER et al., 1995;
PINTEROVA ; KRIZANOVA ; ZORAD, 2000).

Os rins sdo os 6rgdos que mais contribuem para a formacdo de Ang Il sistémica, uma
vez que as celulas justaglomerulares possuem alta capacidade de sintese e liberacéo de renina.
No entanto, em humanos, ratos e camundongos, as células dos tabulos proximais e dos ductos
coletores também sintetizam e secretam todos os elementos do SRA, sugerindo a presenca
deste nos distintos segmentos do néfron, o que justifica a concentracdo do horménio na urina
(= 1nM) ser superior a do plasma (DARBY; SERNIA, 1995; KOBORI et al., 2007).

As multiplas acdes da Ang Il dependem de sua interacdo com receptores especificos
do tipo ATl e AT2 e sdo mediadas por complexas vias de sinalizacdo intracelular
(GRIENDLING; LASSEGUE; ALEXANDER, 1996). O receptor AT1 é sensivel a varios
inibidores como losartan e candesartan (DAHLOF; DEVEREUX; KJELDSEN, 2002;
JULIUS; KIDELDSEN; WEBER, 2004) e a interacdo da Ang Il com o AT1 estimula a
proteina Gg, que por sua vez, modula inimeras vias de sinalizacdo celular. Os efeitos da Ang
Il via AT1, sdo classificados como eventos de curto ou longo prazo. Entre os eventos de curto
prazo, incluem: 1) ativacdo da fosfolipase C (PLC) que por sua vez, induz a formacdo de
inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), promovendo subsequente liberagcdo de célcio
dos estoques intracelulares e ativacdo da PKC, respectivamente; 2) ativacdo da fosfolipase A2
- PLA2, enzima que cliva os fosfolipidios da membrana celular em &cidos graxos, liberando
acido aracdonico (AA) e 3) ativagdo da fosfolipase D (PLD), tirosina quinase (TK)
fosfatidilinisitol 3 quinase (PI3K) e MAP quinases (MAPKS). Ja nos eventos de longo prazo,
a Ang Il permite a amplificagdo dos eventos de curto prazo acima descritos e, além disso, ao
estimular a PLA; e PLD, induz aumento de espécies reativas de oxigénio como 0 anion super-
oxido (0O73) e o peréxido de hidrogénio (H.O,), os quais estimulam o crescimento,
diferenciacdo e migracdo celular, apoptose, deposicdo de matriz extracelular e hipertrofia,
além de regular a expressdo génica e sintese proteica (CASTROP et al., 2010; NAVAR et al.,
2000; RHIAN; ERNESWT, 2000; TIMMERMANS et al., 1993).

Os receptores AT2 sdo abundantes em varios tecidos durante o periodo fetal, mas o
seu namero é reduzido apds o nascimento (SHANMUGAN; SANDBERG, 1996). A ativacdo
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desses receptores produz efeitos benéficos, como a vasodilatacdo, anti-proliferacdo
(fibroblastos, endotélio e midcitos), melhora da funcdo cardiaca e queda na reabsorcdo de
sodio pelo tabulo proximal renal (HERNADEZ; ZHOU, 2007). A atividade dos receptores
AT2 ¢ eficientemente bloqueada pelo antagonista denominado PD 123177. Contudo, o
proprio AT2, por dimerizacdo, pode atuar como antagonista do receptor AT1 (ABDALLA et
al., 2001).

1.2.4 Angiotensina 1-7

Santos et al., (1988) caracterizaram a Ang 1-7 como um peptideo derivado da
clivagem da Ang Il pela ECA2. Além disso, 0 mesmo grupo passou a investigar os principais
efeitos bioldgicos da Ang 1-7 sobre os tecidos cardiovascular e cerebral (CAMPAGLIONE-
SANTOS et al., 1989; SCHIAVONE et al., 1988). A partir desses estudos, a Ang 1-7 se
tornou alvo de pesquisas, essencialmente por ter sido observado que os seus efeitos bioldgicos
se opdem aos efeitos deletérios induzidos por altas concentracdes plasmaticas de Ang Il
(FERRARIO et al., 1997; SANTOS; ANDRADE; CAMPAGLIONE-SANTOS, 2000). Em
condicBes fisiologicas, a concentracdo plasmatica de Ang 1-7 encontra-se na faixa de
picomolar como a Ang Il. Além disso, a Ang 1-7 pode também ser encontrada em
concentracOes elevadas nos diferentes segmentos do néfron, incluindo os tibulos proximais,
distais e ductos coletores e é excretada pela urina (DILAURO; BURNS, 2009).

Os efeitos da Ang 1-7 dependem de sua interacdo com o receptor do tipo Mas o qual é
acoplado a proteina G e sensivel ao antagonista A-(779) (CHAPPELL et al., 2004). O
receptor Mas é amplamente distribuido no cérebro, coracdo, vasos e rins (CHRISTENSEN;
BIRN, 2002, ZIMPELMANN; BURNS, 2009) e quando esta sob efeito da Ang 1-7, induz a
geragdo de dxido nitrico (NO) e vasodilatacdo (HEITSCH et al., 2001), atenua a hipertrofia
cardiaca, processos inflamatorios e o estresse oxidativo (BROSNIHAN; FERRARIO, 1996).
Sobre a hemodindmica renal, os efeitos da Ang 1-7 sdo bastante conflitantes, uma vez que a
vasculatura renal é muito sensivel a Ang Il (DILAURO; BURNS, 2009). Contudo, a Ang 1-7
apresenta um efeito “dose-dependente” sobre o transporte de Na® no tlbulo proximal renal.
Ou seja, em abaixas concentracfes estimula e em altas concentracdes inibe a reabsorcdo do
ion (GARCIA; GARVIN, 1994).
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1.2.5 Aldosterona

E um mineralocorticoide sintetizado e secretado pelas células glomerulosas
localizadas no cortex da glandula adrenal. Seu efeito fisiologico sobre a funcdo renal foi
descrito por Simpson et al. (1953), ano em que a aldosterona foi oficialmente integrada ao
SRA, que passou a se chamar sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Estudos com
ratos indicam que em condigdes fisioldgicas, a concentracdo plasmatica de aldosterona é cerca
de 1 nM (GEERING et al.,1985). Os principais fatores estimuladores da sintese e secrecao de
aldosterona sdo potassio (K*) e Ang Il. Assim, o aumento do fon K* no meio extracelular
induz despolarizacdo da membrana das células glomerulosas e conseqlientemente, a abertura
de canais de Ca**. O aumento da [Ca®] estimula a sintese e secrecdo de aldosterona, que por
sua vez, modula a reabsorcido renal de Na* e secrecdo de K* no néfron distal (GIEBISH,
2002). A Ang 1l se liga ao receptor AT1 na membrana das células glomerulosas e via ativacdo
da PGocq/PLC/DAG-IP3/Ca2i ou Ca?/calmodulina, estimula a secrecdo de aldosterona (SPAT;
HUNYADY, 2004). Além das células glomerulosas, outros tecidos como midcitos cardiacos,
células da musculatura lisa vascular e células mesangiais glomerulares também podem
sintetizar aldosterona (HATAKEYAMA et al., 1994; NISHIKAWA et al., 2005;
SILVESTRE et al., 1999)

O efeito da aldosterona nos diferentes tecidos depende de sua interacdo com receptores
de membrana (mAR) e receptores nucleares de alta afinidade, como os de mineralocorticdides
(MR, com K de 0,5 — 3 nM) ou de baixa afinidade, como os de glicocorticéides (GR, com
Ky de 20 — 65 nM) (ARRIZA et al., 1987). Os receptores do tipo mAR estdo associados aos
efeitos ndo gendmicos e gendmicos da aldosterona, que através das vias de sinalizacéo celular
moduladas por AC/AMPc/PKA; RhoA (familia das pequenas GTPases); phosphoinositide 3-
quinase (PI3K) e PKC, podem modular o deslocamento e atividade do ENaC (Canal epitelial
de s6dio), da subunidade alfa da Na*/K*- ATPase (WARREN; BRIAN, 2011), da H*-ATPase
do tipo vacuolar e do trocador Na'/H" (BRAGA-SOBRINHO; LEITE-DELOVA; MELLO-
AIRES, 2012; LEITE-DELLOVA; MALNIC; MELLO-AIRES, 2011). Os receptores MR e
GR sdo preferencialmente associados aos efeitos gendmicos da aldosterona. Neste caso, a
ativacdo da via AC/AMPc/PKA/CREB modula a transcricdo génica para a sintese proteica
(WARREN; BRIAN, 2011). Contudo, foi observado recentemente, um efeito gendmico da
aldosterona sobre a atividade da isoforma 1 do trocador Na'/H" (NHE1) (BRAGA-
SOBRINHO; LEITE-DELOVA; MELLO-AIRES, 2012).
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No rim, os receptores MR sdo expressos nas celulas mesangiais, células
justaglomerulares, poddcitos e nos diferentes segmentos do néfron, incluindo o tubulo
proximal, segmento espesso da alca de Henle, tubulo distal e ducto coletor (LEITE-
DELLOVA et al., 2008; WARREN; BRIAN et al., 2011). O receptor GR é ubigquamente
distribuido em todo o tecido renal (ACKERMANN et al., 2010). Em doses fisiologicas, a
aldosterona modula o transporte renal de Na* e a secrecéo de K* tubular (GIEBISCH, 2002,
NISHIKAWA et al., 2005). Em doses supra-fisioldgicas decorrentes, por exemplo, de uma
hiperatividade crénica do SRAA, a interacdo da aldosterona com o receptor MR pode induzir
um aumento na expressao do receptor para o fator de crescimento epidermal (EGFR) e do
fator-alfa de necrose tumoral (TNF-a), condi¢do que favorece a expressao de citocinas pro-
inflamatoérias (WARREN; BRIAN, 2011). Estudos “in vitro” complementam esses achados e
indicam que a aldosterona via ativacdo do EGFR pode estimular a proliferacdo de células
mesangiais por ativar a ERK1/2 (NISHIYAMA et al., 2005).

As repostas bioldgicas da aldosterona podem ser atenuadas com espironolactona, um
potente antagonista do receptor MR (FUNDER et al., 1988). No rim, a espironolactona entra
na célula através da membrana basolateral, liga-se aos receptores MR e atua como inibidor
competitivo, interrompendo a translocacdo dos MRs para o nicleo (COURETTE et al., 1992;
FANESTIL, 1988) e portanto, impedindo a transcricdo génica induzida por aldosterona via
MR. Em doses de até 100 mg/dia), a espironolactona apresenta uma discreta acao natriurética,
por estimular levemente a excrecdo de sddio (1% — 2%) (KAGAWA, 1960; LIDDLE, 1966).
Por isso, é utilizada na clinica para corrigir a pressdo arterial de pacientes com moderada
hipertenséo arterial (LIEW; KRUN, 2003). Em doses acima de 150 mg/dia, a espironolactona
pode no entanto, induzir queda na excrecdo de potassio e hidrogénio (BRADLEY; MARON,
2008).

Sabe-se também que no hiperaldosteronismo primario ou secundario (ex. sindrome
nefrtica ou cirrose), a espironolactona induz uma melhora na sobrevida, embora os
mecanismos celulares envolvidos com tal resposta ainda ndo sejam conhecidos (PITT;
ZANNAD; REMME, 1999). Estudos atuais revelam que a espironolactona corrigiu a
hipertrofia cardiaca de ratos tratados com o beta-adrenérgico isoproterenol (MARTIN-
FERNANDEZ et al., 2012), por reduzir a expressdo da proteina “Serum and glucocorticoid
regulated kinase type 1” (SGK-1), aumentada por aldosterona. O efeito da espironolactona

sobre o reparo de lesdes no tecido renal ainda nao foi elucidado.
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1.3 Justificativa

Considerando o exposto acima, pode-se afirmar que em condices fisioldgicas, 0 eixo
renina-angiotensina-aldosterona tem fungdo essencial na regulacdo da presséo arterial e do
volume do fluido extracelular, principalmente por conduzir respostas celulares através de
receptores especificos.

Contudo, sabe-se também que inimeras patologias sdo associadas as irregularidades
funcionais de um ou de todos os elementos do SRAA, que de uma maneira ou de outra, afeta
a funcdo de células, tecidos e consequentemente, de varios 6rgdos vitais. Estudos clinicos
demonstram que além de contribuir com a hipertensdo arterial, a Ang Il em altas
concentragcdes plasmaticas, também induz lesdes no tecido renal, levando o rim a uma
condicdo de gerador e mantenedor da hipertensdo arterial (NAVAR, 2005, PAUL; MEHR;
KREUTZI, 2006). Outros achados com modelos animais demonstram que, em ratos, a infuséo
cronica de Ang Il induz a ativacdo do SRA intrarenal, hipertensdo arterial, aumento da sintese
e liberacdo de aldosterona e proteindria, sendo esta Gltima associada as alteracGes da
expressao de nefrina e apoptose de podécitos (KOBORI; HARRISON-BERNARD; NAVAR,
2001; JUNYA et al., 2008; PRIETO-CARRASQUERO et al., 2004). O efeito intrarenal da
Ang Il nesse modelo animal pode contribuir com a freqiiente queda na excrecdo de Na®,
devido as alteracdes na expressio e atividade dos trocadores Na*/H", cotransportador Na*-ClI’,
canal epitelial de sodio (ENaC), Na'/K*-ATPase e canais de K", proteinas que podem ser
moduladas tanto por Ang Il, via AT1 ou AT2, quanto por aldosterona (FENTON; KNEPPER,
2007; McENEANEY; HARVEY; THOMAS, 2008; PETI-PETERDI; WARNOCK; BELL,
2002; SUBRAMANYA et al., 2006; WELLING et al., 1993). Por outro lado, a participacao
da aldosterona nos processos celulares envolvidos com o desenvolvimento de doengas renais,
ainda é pouco conhecida.

Nas Ultimas décadas, os estudos sobre 0 SRAA, foram enriquecidos com abordagens
sobre a eficacia dos diversos antagonistas, incluindo: Alisquireno (para renina), losartan e
cadesartan (para AT1) e ramipril (para ECA). Tais antagonistas, além de bloquear etapas
especificas do SRAA, podem induzir o reparo de lesdes geradas por esse sistema no tecido
cardiaco ou renal. Por outro lado, pouco se sabe a respeito do possivel efeito protetor da
espironolactona (antagonista do MR) sobre esses tecidos.

O efeito da infuséo cronica de Ang Il vem sendo investigado em modelos animais,
cujo tratamento varia de 7 a 15 dias, porém com doses muito variadas do hormonio (80 a 400
ng/kg/min, respectivamente) (JUNYA et al., 2008; KOBORI; HARRISON-BERNARD;
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NAVAR, 2001; PRIETO-CARRASQUERO et al., 2004), o que gera conflitos entre os
resultados obtidos. Um fato interessante é que independente da dose de tratamento observa-se
um aumento na sintese de renina, independentemente do grau de hipertensdo (PRIETO-
CARRASQUERO et al., 2005; PRIETO-CARRASQUERO et al., 2008). Tais fatos nos
levaram escolher uma dose intermediéria (200 ng/kg/min) e estender o periodo de tratamento
(15 a 28 dias), condi¢cBes que nos permitiria investigar os parametros associados a fungéo
renal no periodo em que a pressdo arterial esta se deslocando (15 dias de infusdo) e no periodo

em que os animais ja estdo definitivamente hipertensos (28 dias de infuséo).
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6 CONCLUSOES

Os resultados indicam que:

O tratamento cronico com Ang Il na dose de 200 ng/kg/min induziu um acentuado
deslocamento da pressdo sanguinea nos primeiros 15 dias e manteve a hipertensao arterial até
0 28° dia de tratamento. A espironolactona reduziu o efeito pressérico da Ang 11, indicando a

participacdo da aldosterona via receptores MR sobre este parametro.

O tratamento com Ang Il por 15 dias aumentou a concentracao plasmatica de renina e
com 28 dias ndo alterou este parametro, indicando um possivel inicio de mecanismo de
“feedback” negativo para a secre¢do de renina ao final do tratamento. A espironolactona
amplificou o efeito estimulatério da Ang Il sobre a liberacdo de renina, indicando a

participacdo dos receptores MR nesse processo modulatério.

Nos dois periodos de tratamento (15 e 28 dias), a Ang Il reduziu o fluxo plasmatico
renal, o ritmo de filtracdo glomerular e o fluxo urinario. A espironolactona reverteu os efeitos
da Ang Il sobre todos os parametros acima citados, indicando uma participacdo da

aldosterona, via receptor MR no controle da hemodinamica renal.

No grupo de 28 dias, a Ang Il reduziu a fragdo de excrecdo do Na®, indicando
reabsor¢do do ion. Por outro lado, ndo alterou a fragdo de excrecdo do K*, fato que pode ser
justificado pela queda do fluxo urinario observado nesse grupo. A espironolactona nédo alterou

a resposta da Ang Il sobre este parametro.

O tratamento com Ang Il nos dois periodos ndo mudou significantemente os niveis de
aldosterona no plasma. No entanto, a espironolactona induziu um grande aumento do
mineralocoirticoide no plasma, indicando uma resposta compensatoria do organismo pela

falta de receptores MR funcionais.
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