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RESUMO

A espironolactona é um medicamento usado hd muitas décadas na préatica clinica para o
tratamento da insuficiéncia cardiaca em associagdo com os digitalicos cardiotdnicos. No
entanto, sdo escassos 0s estudos dos efeitos cardiacos diretos da espironolactona no coragao
assim como sua acao cardioprotetora frente a intoxicacao digitalica. Para tanto, foram feitos
experimentos em coracgdes isolados de ratos machos (Wistar) montados em sistema de
perfusdo retrograda de Langendorff, com solucdo nutriente de Krebs-Henseleit (32 + 0,5°C),
sob fluxo constante (10 mL. mim™). Foram avaliados os efeitos agudos da espironolactona
(10 p.mol. L™) sobre os parametros eletrocardiogréaficos (ECG) e sobre a pressao ventricular
esquerda (PVE) que foi determinada com auxilio de um balonete de latex inflado (150
mmHg) e acoplado a um transdutor de presséo. Os protocolos foram executados na auséncia e
na presenca de drogas que inibem correntes de potéssio: tetraetilamonio (20 m.mol. L) ou
glibenclamida (100 p.mol. L") e na presenca da ouabaina (100 p.mol. L™), um inibidor da
Na'/K'-ATPase. Os resultados mostraram que a espironolactona prolongou o intervalo PR do
ECG, reduziu os intervalos QT e 0 QTc sem alterar a duracdo do complexo QRS. Na presenca
dos inibidores de canais para potassio foi observado que o TEA, mas ndo a glibenclamida,
reduziu o prolongamento do PRi gerado pela espironolactona; ao mesmo tempo, observou-se
que a reducdo do QT e QTc pela espironolactona foi atenuado na presenca destes inibidores.
A espironolactona potencializou o aumento da pressdo ventricular esquerda e reduziu as
alteracdes eletrocardiograficas induzidas pela ouabaina, tais como aumento do QTi e
bradicardia. A espironolactona também melhorou a severidade da arritmia diminuindo o
bloqueio atrioventricular (aumento do PRi) induzido pela ouabaina. Além disso, a
espironolactona melhorou o relaxamento diastolico ventricular, que € uma das metas para o
tratamento da insuficiéncia cardiaca. A resposta contratil induzida pela espironolactona
isoladamente € bifasica, ou seja, inicialmente € inotropica positiva, contudo reduz a pressao
ventricular esquerda com o decorrer da perfusdo. A primeira derivada temporal de
relaxamento do ventriculo também é reduzida pela espironolactona. Tendo em maos estes
dados, pode-se afirmar que a espironolactona atua diretamente no mdsculo cardiaco,
apresentando um potencial cardioprotetor porque atua reduzindo o tempo de repolarizacdo do
ECG por facilitar correntes de potassio e melhora o relaxamento diastolico. Além disso, ela
previne as alteracdes no ECG sem prejudicar a resposta inotropica promovida pela ouabaina.



ABSTRACT

Spironolactone is a drug that have been widely used for many decades in clinical practice to
heart failure treatment, often in association to digitalis. However, there are few reports about
its effects directly in the heart tissue as well as the cardioprotection against digitalis toxicity.
Thus, experimental protocols were carried out using isolated male rat hearts (Wistar) mounted
in Langendorff apparatus perfused with Krebs-Henseleit nutrient solution (32 = 0,5°C) under
constant flow (10 mL. mim™) in wich were evaluated the acute effects of spironolactone (10
umol L™) to electrocardiographic parameters (ECG) and left ventricular pressure using a latex
cuff inflated at 150 mmHg and coupled to transducer. Protocols were performed in absence or
presence of potassium channels blockers as tetraethylammonium (20 m.mol L) or
glibenclamide (100 w.mol L) or ouabain (100 p.mol L ™), an Na'/K*-ATPase inhibitor. Data
shown that spironolactone have increased PR interval of ECG and reduced QT and QTc in
same time without QRS duration change. To presence of potassium channel inhibitors, TEA
showed, but no glibenclamide, the reduction of PRi lengthening spironolactone-induced, in
same time, QT and QTc shortening promoted by spironolactone were reduced. Spironolactone
rises the left wventricular pressure increased by ouabain and ameliorates the
electrocardiographic changes ouabain-induced, such as QTi prolongation, bradycardia and fist
degree blockade (PRi prolongation). Diastolic ventricular relaxation was improved to
spironolactone presence while it is one of goals to heart failure treatment. The spirolonactone-
induced contractile response is double: earliest is inotropic positive however reduces the left
ventricular pressure along the perfusion. The first derivative of ventricular relaxation is
reduced by spironolactone. Having in hands these data we can prove that spironolactone acts
directly in the heart tissue shortening the ECG repolarization time by means of potassium
currents facilitation and ameliorates the diastolic ventricular relaxation, also prevents
alterations at ECG shape digitalis-induced without impairment its inotropic positive effect.
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1 INTRODUCAO

1.1 Por que a espironolactona deve ser estudada em modelos de biologia

experimental?

A espironolactona é um esteroide sintético, nomeado quimicamente como acido (3-(3-
0x0-7 a-acetil-17p-hydroxi-4-androsten-17a-il) y-lactona-propionico (HERTZ e TULLNER,
1958a), transformado em medicamento e usado na pratica clinica a partir da década de 1950
como antagonista do receptor de aldosterona para controlar a pressdo arterial e outras
condicdes cardiovasculares (HERTZ; TULLNER, 1958; HOLLANDER; WILKINS, 1966). A
partir dai, os portadores de insuficiéncia cardiaca, quando usuérios deste farmaco, passaram a
apresentar aumento da sobrevida (Wolf et al., 1966), reafirmada por estudos clinicos
multicéntricos (Pitt, 1999).
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Figura 1 — Representacdo estrutural da espironolactona, demonstrando um grupamento esteroide
associado a um anel lactonico e grupamento acetato ligado por um atomo de enxofre. E um farmaco
apolar e pouco solivel em agua (22 mg/L & 25°C), de coeficiente de parti¢do octanol/agua de 2,78;
ponto de fusdo de 134,5°C. Dados disponiveis em U.S. National Library of Medicine (Bethesda, MD,
EUA)

A eficacia da espironolactona é tradicionalmente justificada por um mecanismo
classico de acdo, pelo qual este farmaco realiza antagonismo competitivo no receptor
citos6lico de mineralocorticoide (MR), presente no citoplasma de diversas células,

prioritariamente nos rins (Corvol et al., 1975). Como consequéncia, é reduzida a


https://www.nlm.nih.gov/

probabilidade da aldosterona se associar ao receptor MR e se deslocar até o nlcleo para
induzir a sintese das proteinas induzidas pela aldosterona (Chai et al., 2005), muitas destas
proteinas sdo responsaveis pela retencdo de ions e remodelamento cardiovascular (Sheng et
al., 2016). A luz deste mecanismo se atribui o efeito anti-hipertensivo da espironolactona, no
entanto, diversas evidéncias sugerem que ha outros fendbmenos bioldgicos no corpo humano
para além da fisiologia renal, que parecem estar relacionados com a eficacia da
espironolactona (Barbato et al., 2004; Hermidorff et al., 2015; Selye, 1969).

Neste aspecto, experimentalmente tem se demonstrado efeitos imediatos da
espironolactona, certamente exteriores ao processo gendmico, que podem justificar esta
eficacia terapéutica. Ha publicacbes que descrevem a capacidade da espironolactona, quando
agudamente aplicada, de reduzir a contratilidade de vasos sanguineos isolados
(SORRENTINO et al., 2000), de reduzir correntes idnicas através de canais para célcio
(Dacquet et al., 1987; Mironneau et al., 1990), inibir um tipo especifico de canais de potassio
em células cardiacas (Caballero et al., 2005), reduzir o tbnus vascular induzido por ouabaina
(Sorrentino et al., 1996), reduzir a probabilidade de intoxicacdo induzida por cardiotdnicos
digitalicos (Selye, Mecs e Tamura, 1969) e minimizar a fibrose resultante do remodelamento

cardiovascular (Zhao et al., 2015).

Alguns pesquisadores buscaram compreender a relacdo entre espironolactona e os
cardiotonicos digitalicos porque a associacdo destas duas categorias de farmacos é
frequentemente prescrita e se mostra eficaz na melhoria dos sintomas da insuficiéncia
cardiaca (Rifka et al., 1978; Steimer, 2003; Thomas e Maddox, 1981). Além do mais, um dos
metabolitos ativos da espironolactona, a canrenona, promove bloqueio parcial da bomba de
sodio e potassio (Finotti e Palatini, 1981; Semplicini et al., 1995; Song e Du, 2014) e também
consegue inibir correntes de calcio em cardiomidcito de rato (Costa et al., 2009). Pensando
nisso, deve-se investigar a capacidade de multiplos mecanismos de acdo para a

espironolactona.

Considerando que a espironolactona faz parte de diversos protocolos terapéuticos
atualmente preconizados na pratica clinica (Ferreira et al., 2014; Johnston, 2016; Pitt et al.,
2014), resolvemos analisar a resposta aguda deste farmaco no coracdo isolado de rato,
avaliando o fendmeno da contratilidade do miocardio por meio dos parametros de pressdo do

ventriculo esquerdo e de eletricidade cardiaca, aferida pelo eletrocardiograma (ECG).
4



Pretende-se com isso, tentar mostrar se ha uma acao direta e aguda da espironolactona sobre o
funcionamento do coracdo, sempre pensando que tal investigacdo podera contribuir com o
esclarecimento de novos mecanismos de acdo para este farmaco e gerar insights para outros

grupos de pesquisa que porventura atuem na pesquisa clinica.

1.2. Como o coragdo dos mamiferos funciona?

A capacidade que o coracdo tem de funcionar espontaneamente gerava indagagdes por
importantes pensadores como Galeno (129-199 a.C.) e Leonardo da Vinci (1452-1529). Os
fildsofos eram curiosos acerca dos mecanismos que permitiam o batimento cardiaco como
sinal da vida e porque este 6rgdo continuava funcionando por alguns segundos quando

retirado do corpo dos animais.

Com o uso do galvandmetro utilizado por Einthoven foi possivel a medicGes de
correntes elétricas existentes simultaneamente ao batimento cardiaco (Noble, 1979) e
captados na superficie do corpo (Garcia, 1997). Descobriu-se entdo que ha um fenémeno
elétrico, gerado por fluxo de ions (Miller, 2004), que precede o batimento do coracao para que
este orgdo realize o bombeamento de sangue do ventriculo esquerdo para 0s vasos sanguineos
(Garcia, 2002) e para o melhor entendimento deste processo, convencionou chama-lo de

acoplamento excitagcdo-contracdo (Bers, 2002; Brady, 1963; Fabiato e Fabiato, 1972).

1.2.1 Excitacdo cardiaca

A automaticidade é a propriedade relacionada a capacidade do coracdo gerar estimulos
elétricos espontaneamente, por meio de variacbes na permeabilidade seletiva a ions,
consequentemente excitando as demais fibras miocardicas (Garcia, 2002; Matheus
Nascimento, J.H.; Campos de Carvalho, 2009). Esta excitacdo surge em células
especializadas, de maior permeabilidade aos ions calcio e relativamente baixo limiar de
despolarizacdo: sdo as células de marcapasso (Shibata e Giles, 1985). O conjunto destas
células forma o nodo sinoatrial (ou sinusal) (Garcia, 2002; Guyton e Hall, 1997), que se
agrupam no atrio direito. Estas células se despolarizam espontaneamente, mediante influxo de
fons, prioritariamente fons Ca™ (Noble, 1979; Paes de Carvalho, 1976) e se repolarizam por

efluxo de fons K™ , em um processo repetitivo que contribui com a frequéncia cardiaca e
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denomina-se automaticidade.(Baruscotti, Bucchi e DiFrancesco, 2005; Dale Dubin, 2004;
Deccache, 1971)

Entdo, os estimulos elétricos gerados no nodo sinoatrial sdo modulados pelo nodo
atrioventricular e, posteriormente, distribuidos pelos tecidos condutores: feixe de His e fibras
de Purkinje para a estimulacdo do miocérdio, especialmente os que formam as camaras
ventriculares; processo este denominado excitabilidade (Garcia, 2002).

Predominam neste processo de excitabilidade celular a geracao de potenciais elétricos,
que sdo potenciais de acdo. Estes podem ser classificados em lentos ou nodais e rapidos ou
ndo-nodais (Matheus-Nascimento; Campos de Carvalho, 2009).

Figura 2 — Interpolacéo temporal dos potenciais de agdo do nodo sinusal (SA) que séo os potenciais de
marcapasso, capazes de excitar as outras células do coragdo gerando outros potenciais de a¢éo no atrio
(A), no nodo atrioventricular (AV), feixe de His (H), Fibras de Purkinje (PJ), endocardio ventricular
(VEN) e epicérdio ventricular (VEP). A resultante vetorial de todos os potenciais de a¢do gerados no
coracdo permite a formagdo do tracado do eletrocardiograma (ECG). Superiormente esta desenhado
um potencial de agdo lento (SA) e logo abaixo um potencial de acdo rapido (A). Imagem adaptada
(Paes de Carvalho, 1976).



1.2.2 Contracgéo cardiaca

O estimulo primario para a contracdo cardiaca é o potencial de acdo que excita as
células do coracdo aumentando a permeabilidade aos fons calcio (Ca™), que ocorre
prioritariamente pelos canais para célcio do tipo L (Berridge, Lipp e Bootman, 2000; Bers,
2002, 2008). Por sua vez, este Ca™* promove liberagio de outros ions célcio provenientes dos
estoques intracelulares de célcio, prioritariamente o calcio abrigado no interior do reticulo
sarcoplasmatico. Este processo é denominado CIC-R ou calcium-induced calcium release
(Fabiato e Fabiato, 1972; Fabiato, 1983). No sentido inverso, a uma bomba de célcio (SERCA
ou Ca'*-ATPase) realiza recaptura dos ions calcio de volta para o reticulo sarcoplasmatico,
reduzindo a forca contratil no musculo cardiaco (Bidwell et al., 2009; Chen, 2014). A
fosfolambam € uma proteina da celula, ativada por AMP ciclico (Bidwell et al., 2009) que
atua fosforilando a SERCA, aumentando assim a capacidade de sequestro de ions célcio pelo

reticulo sarcoplasmatico (Chen, 2014; Mattiazzi et al., 2005).

O aumento da concentracgéo intracelular de Ca™ no citoplasma permite que este se
associe a troponina C que, interagindo com a troponina I, tropo miosina e actina, promovera o
fendmeno contréatil (Katz e Lorell, 2000; Katz, 1967). Posteriormente este fendmeno cessa,
por conta da reducdo temporaria de afinidade dos microfilamentos contrateis pelo célcio, que
desfazem as pontes cruzadas e também pela extrusdo de parte destes ions do citoplasma
(Chapman, 1973) e se repete harmonicamente este processo. Na auséncia de calcio no meio

extracelular ndo ocorre contratilidade no coracdo de mamiferos (Ringer e Buxton, 1887).

A variacdo da forca contratil do musculo cardiaco € denominada inotropismo. Assim,
as variacOes que promovem aumento de forca sdo denominadas de efeito inotropico positivo e

as que reduzem a forca cardiaca de efeito inotropico negativo (Katz, 1967)

1.3 Usando o eletrocardiograma como ferramenta de pesquisa

O eletrocardiograma é o registro grafico da atividade elétrica cardiaca, resultante do
trafego da corrente elétrica ao longo do coragdo, provendo informag6es sobre a frequéncia, o
ritmo e a morfologia cardiaca, tendo-se um tipo padrao de tracado (Dale Dubin, 2004; Ding et

al., 2015; Nasario-Junior et al., 2013). Nele, uma onda P representa a despolarizacao atrial,



um complexo QRS representa a despolarizacdo ventricular e uma onda T que representa a

repolarizacdo ventricular conforme a frequéncia cardiaca (Wang et al., 2008).

As modificacbes nos intervalos das ondas do eletrocardiograma podem proporcionar
inferéncias sobre o funcionamento dos canais idnicos que regulam a excitabilidade cardiaca.
Pode-se esperar, por exemplo, que variaveis que porventura alterem correntes de sodio, célcio

ou potéassio expressem alteracfes no tracado de ECG.

Os canais para potéssio sdo importantes no processo de excitabilidade cardiaca. Eles
sdo proteinas de membrana capazes de promover o efluxo de ions potassio (K*) da célula por
transporte passivo (Tamargo et al., 2004). O coragdo de mamiferos expressa grande variedade
de canais para potassio e o funcionamento deles regula o potencial de repouso, a
refratariedade e a duracdo do potencial de acdo cardiaco (Chiamvimonvat et al., 2016;
Ramodn, 1982). Além disso, eles contribuem com a cardioprotecdo (Nichols, 2016; Randall,
1995; Shao et al., 2013) porque condicGes patoldgicas como o diabetes e a doenca arterial
coronariana prejudicam a repolarizacdo cardiaca, configurando-se um risco cardiaco
(Coutinho et al., 2014). Alteracdes no funcionamento destes canais podem ser indiretamente
identificadas por variacbes no sinal do eletrocardiograma (Tikkanen e Huikuri, 2015), nas
configurac6es do potencial de acdo cardiaco (fig. 3) ou aferidas diretamente pelas correntes de
potassio (Xu, Guo e Nerbonne, 1999; Xu, Haodong, Li e Nerbonne, 1999) mensuraveis em

células isoladas pela técnica de patch clamp (Sakmann e Neher, 1984).



===
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Figura 3 — Imagem representando (A) o tracado tipico do potencial de acdo do ventriculo com duragédo
normal e (B) a mesma medicdo na presenca do inibidor de canais para potassio, tetraetilamonio,
demonstrando um potencial de acdo que se sustenta por mais tempo mediante a reduzida capacidade
dos canais para potassio realizarem a repolarizacdo (Nayler e Emery, 1964). Este fenbmeno pode ser
indicado por prolongamento do intervalo QT no ECG.

1.4 Estudo da funcéo do ventriculo esquerdo

A camara ventricular esquerda recebe o sangue das veias pulmonares e ejeta para a
aorta por meio de uma contracdo. Este processo garante o aporte de sangue para 0 COrpo
inteiro; sendo assim, alguns parametros frequentemente sdo empregados para medir a
eficiéncia e a eficacia deste processo (Campos-Filho, 1976; Guyton e Hall, 1997). As
extremidades do registro da contracdo ventricular demonstram uma pressdo sistélica com o
valor maximo da contracdo e uma pressao diastolica final (Fig. 5), que € 0 momento em que 0

ventriculo esquerdo relaxa e se enche de sangue para a proxima sistole (Katz, 1977).

A sistole pode ser dividida em pelo menos 2 momentos: um inicial em gque nao ocorre
alteracdo no volume da camara ventricular (contracdo isovolumica ou isovolumétrica) seguida
de uma fase de ejecdo, pela qual nos mamiferos, o0 sangue atravessa a valvula adrtica para ser
distribuido por todo o corpo. A diastole também apresenta um comportamento isoténico e
isovolimico. O comprometimento desta capacidade contratil do coracdo corresponde a um
sinal de doencas como a insuficiéncia cardiaca (Albaghdadi, Gheorghiade e Pitt, 2011;

Barbato et al., 2004; Fukuta e Little, 2007) e a dinamica dos ions calcio no citosol do
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cardiomidcito, a capacidade de encurtamento das células ventriculares, a formagdo das pontes
cruzadas pelos microfilamentos contrateis e a responsividade das valvulas cardiacas

participam da regulacdo da contragéo e do relaxamento ventricular (Hinken e Solaro, 2007).

Em raciocinio semelhante, farmacos na circulacdo sanguinea podem modificar o
funcionamento ventricular, em funcionamento espontaneo em condigdo experimental (Katz,
1977), podendo-se a partir disso inferir fendmenos que possam oOcorrer N0 Processo

circulatério como um todo, aprimorando fatores que possam melhorar a eficiéncia cardiaca.
Assim, foram escolhidos o0s seguintes parametros para estudo:

(A)Pressao ventricular esquerda: tensdo maxima que o ventriculo desenvolve frente
uma pdés-carga, capaz de abrir a valvula cardiaca e ejetar o sangue via aorta.

(B) Presséo diastolica final: € um nivel basal de tenséo que permite inferéncia sobre a
capacidade do ventriculo se encher de sangue.

(C) Derivadas temporais da curva de contracdo (+dp/dt) e de relaxamento (-dp/dt):
taxa de contracdo ventricular pelo tempo, que permite inferéncias sobre a

velocidade do trabalho cardiaco e do consumo energético.

1.5 Variagdo na performance cardiaca promovida pelo bloqueio da bomba de sodio e

potéassio

A proteina de membrana denominada Na'/K*-ATPase desempenha uma importante
funcdo no coracdo ao promover a retirada de ions sédio e internalizacdo de ions potassio
mediante consumo de ATP(Katz, 1985), denominando-a entdo de bomba de sodio e potassio.
Neste transporte de ions ela gera um gradiente eletroquimico negativo no cardiomiocito,
permitindo condicBes para a despolarizacdo cardiaca. Porém, quando se bloqueia a bomba de
sodio e potéassio ela gera adaptacdes instantaneas na célula que refletem na eletricidade e na
contratilidade do coracdo (Altamirano et al., 2006; Katz, 1985; Scheiner-Bobis, 2011).

Séo capazes de bloquear a bomba de sddio e potassio 0s compostos inorganicos de
litio e vanadio (Brody, 1981) ou compostos organicos; sendo o principal deles os glicosideos
cardiotonicos (ou digitalicos) (Fisch e Knoebel, 1985; Wang et al., 2010). Estes glicosideos
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tém origem natural em plantas e animais e sdo usados como farmacos, sendo exemplo deles a

digoxina, a digitoxina e a ouabaina.

Classicamente, quando a bomba de sodio é bloqueada por um glicosideo cardiotdnico
ocorre 0 acumulo de ions sddio e o trocador sodio/célcio modifica sua configuragdo passando
a promover influxo de célcio e efluxo de sddio (Altamirano et al., 2006; Reuter et al., 2005).
Este aumento de célcio da célula promove efeito inotrépico positivo melhorando a
performance do coragdo, melhorando também os sintomas da insuficiéncia cardiaca. Ao
mesmo tempo, o indice terapéutico baixo faz com que os glicosideos cardiotdnicos

apresentem um potencial toxico relacionado a dose.

Por outro lado, tém-se demonstrado que a Na'/K*-ATPase realiza um sistema robusto
de transducdo de sinal capaz de modificar diversas funcbes celulares como a apoptose,
contratilidade, geracdo de espécies reativas de oxigénio e mobilizacdo de calcio (Arnon,
Hamlyn e Blaustein, 2000; Chanda et al., 2008; Dostanic-larson et al., 2006; Nishio et al.,
2004; Schoner e Scheiner-Bobis, 2007; Song et al., 2014).

A espironolactona é frequentemente prescrita associada a um cardioténico, por isso
levantamos a hipoOtese de que a espironolactona protege contra as alteragdes elétricas

promovidas pelos cardiotdnicos por um efeito agudo.
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2 OBJETIVO

2.1 Geral

- Avaliar o potencial cardioprotetor da espironolactona em coragao isolado de rato.

2.2 Especificos

- Caracterizar as alteragdes eletrocardiograficas induzidas agudamente pela

espironolactona em coracéo isolado de rato;

- Avaliar os efeitos agudos da espironolactona sobre os parametros da pressdo do

ventriculo esquerdo de coragdes isolados.

- Avaliar a influéncia de bloqueadores de canais para potassio na resposta

farmacoldgica da espironolactona;

- Avaliar a resposta aguda da espironolactona sobre as alteracdes cardiacas induzidas

por ouabaina;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar machos (Rattus novergicus albinus), de
massa corporal entre 250 e 300 g, provenientes do Biotério setorial do departamento de
Fisiologia da UFS. Os animais tiveram livre acesso a alimentacéo e adgua, foram submetidos a
ciclos claro/escuro de 12/12 horas, sob temperatura controlada (23 + 3°C). Durante a
execucdo dos experimentos foram obedecidas as normas de manipulagdo dos animais
propostas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Este
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) sob nimero de
protocolo 51/2016.

3.2 Solucdes e drogas

Foram utilizados os farmacos e drogas seguintes: espironolactona, ouabaina,

tetraetilaménio, glibenclamida e heparina.

Solucdo nutriente de Krebs-Henseleit foi preparada em agua purificada por destilacao
seguida de osmose reversa e com a seguinte composicdo de sais (em mmol. L™): NaCl 120,0;
KCI 5,4; MgCl; 1,2; NaHCO3 27,0; NaH,PO, 2,0; CaCl, 2H,0 1,25 e C¢H12,06 11,0 (pH =
7,4). Para prevenir microembolia coronariana esta solucdo foi filtrada a vacuo (Harrison e
Raymond, 1951) com membrana de éster de celulose com poro de 0,45 p.mol. L-1 (Millipore:
Massachussets, EUA).

3.3 Protocolos experimentais

3.3.1 Montagem do coracao isolado

Os ratos receberam dose intraperitoneal de heparina (200 U.I./kg) e em seguida, foram
decapitados por guilhotina 15 minutos apds a administracdo de heparina (Tucci e Maciel,

1977). O torax foi aberto, o coracdo foi removido, lavado com solucdo nutriente gelada (0—4°
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C) e montado em sistema de perfusdo adrtica do tipo Langendorff de fluxo constante de 10
mL/min (bomba peristaltica, Milan) de solucdo de Krebs-Henseleit (K-H). Esta solucdo foi
aerada por mistura carbogénica (95 % de O, e 5 % de CO,) e aquecido a 32 £ 0,1 °C (Bomba
HAAKE C/F3). O coragdo foi mantido submerso em solugdo de K-H contida em Becker
(50 mL).

Ap6s montado, o coracdo foi submetido a estabilizacdo por cerca de 30 minutos. Em
seguida, o coracdo foi perfundido com espironolactona (10 p.mol. L-1) isoladamente ou em
associacBes com inibidores de canais para potassio: tetraetilaméonio (TEA, 20 m.mol. L™) ou
glibenclamida (20 m.mol. L) ou com o inibidor da bomba de sédio e potéssio, ouabaina (100

p.mol. L-1).

3.3.1.1. Registro do eletrocardiograma

Os potenciais elétricos do coragdo foram captados por meio de trés eletrodos de prata
cloretada, preenchidos com solugéo salina (AgCI/NaCl 1 M) imersos na solucdo que banhava
0 coracdo. Os sinais eletrocardiograficos foram monitorados e pre-amplificados por um
cardioscopio (EMAI RX10) e, posteriormente amplificados e digitalizados (PowerLab 4/35
ADInstrument). Os sinais foram armazenados em microcomputador para processamento off-

line por meio de programa especifico (LabChart 8.0 ADInstruments). (Fig. 6).
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Figura 4 - Representacdo esquematica do sistema de perfusdo adrtica de fluxo constante do tipo
Langendorff usado para obter os sinais eletrocardiograficos e a frequéncia espontanea do marcapasso
dominante.

O eletrocardiograma registra os eventos relacionados a despolarizacao e repolarizacao
dos atrios e ventriculos. A onda P representa a despolarizacéo atrial e as ondas do complexo
QRS e T, correspondem a despolarizacdo e a repolarizacdo ventricular, respectivamente
(CONDE GARCIA, 1997; LANTIERI e BERTOLETTI, 2009). Neste tipo de tracado, entre

outros aspectos, € importante a analise de dois intervalos (Fig. 6):

1- intervalo PR (medido do pico da onda P até o pico da onda R), pois ele representa o tempo

gasto pela onda despolarizante para trafegar do nodo sinusal até as massas ventriculares;

2- intervalo QT (medido do inicio do complexo QRS até o pico da onda T), porque ele
representa as fases de despolarizacdo e repolarizacdo ventricular, ou seja, sua duragédo
equivale a duracdo do potencial de acdo ventricular (Coutinho et al., 2014; Hasnain e Vieweg,
2014; Lu et al., 1999). O intervalo QT foi corrigido pela frequéncia cardiaca pela formula de

Bazzet:

(QTc= QTi/ vV RR)
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Figura 5 — Representacdo grafica do tracado padrdo do eletrocardiograma obtidos no sistema de
aquisicdo na condigdo basal de um coracdo de rato em funcionamento artificial no aparato de
Langendorff, demonstrando as ondas P, Q, R, S e T pelos intervalos aferidos (PR, QRS, QT e RR).

3.3.1.2 Registro da pressdo intraventricular esquerda

A pressdo no interior do ventriculo esquerdo (PVE) foi determinada, em coracdo com
batimento espontaneo, por meio de um balonete de latex insuflado com agua até uma pressao
de 150 mmHg. O atrio esquerdo foi retirado e o balonete introduzido no ventriculo esquerdo
do coracdo isolado (Bell, Mocanu e Yellon, 2011). Esta tubulacdo estava acoplada a um
transdutor de pressdo (MLT0699/A), cujos sinais foram amplificados (Bridge Amp FE221
ADInstrument), digitalizados (PowerLab 4/35 ADInstrument) e gravados em computador.
Todo o sistema hidraulico usado para determinar a pressao intraventricular estava preenchido

com agua destilada e foi calibrado com a ajuda de um manémetro de mercurio.

Os parametros avaliados nos tracados de pressao ventricular foram: pressdo ventricular
sistélica, diastdlica e média (sistolica menos diastolica) em milimetros de mercurio (mmHg);
derivadas maxima da contracdo (+dP/dt) e do relaxamento (-dP/dt) (fig.5). Esses parametros

foram determinados na presenca ou na auséncia de espironolactona.
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Figura 6 — Registro tipico da pressdo ventricular esquerda de um coracéo isolado de rato, obtida por
meio de um balonete de latex (inflado a 150 mmHg) acoplado a um transdutor de pressdo.

3.3.1.3 Determinacéo da frequéncia espontanea do coracao

Para avaliar o efeito da espironolactona sobre a frequéncia cardiaca espontanea em
coracOes isolados de ratos e, perfundidos retrogradamente pela aorta, os coracdes foram
mantidos sem estimulagéo elétrica. Utilizando o software WindagEx foi possivel determinar

os intervalos RR e converté-los em frequéncia cardiaca (bpm).

3.4 Analise estatistica

Os dados foram expressos em média £ erro padrdo da média e estatisticamente
analisados pelo Graphpad Prism (San Diego, USA) processando o teste de normalidade
Shapiro-Wilk e submetido ao teste t de Student ndo-pareado ou, quando apropriado, analise de
variancia (ANOVA) de uma via, post test de Tukey, considerando estatisticamente diferente

em p < 0,05. Foi considerado valor de “n” como o numero de animais usados.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos da espironolactona sobre os parametros eletrocardiograficos

Em coragdo isolado submetido a perfusdo adrtica de fluxo constante, os resultados
mostraram que a espironolactona (10 p.mol. L-1), ap6s 5 minutos de perfusdo, prolongou o
intervalo PR de 57 £ 1 ms (n = 8) para 61 + 1 ms (p < 0,05, n =7, Fig. 7 A) sem alterar a
duracdo do complexo QRS (Fig. 7B). Além disso, a espironolactona reduziu o intervalo QT
(QTi)de43+£0,5mspara39,9+0,6 ms(p<0,05 Fig. 7C)eoQTcde83t1lpara76 +1 (p <
0,05, n = 7, Fig. 7D). Com relagéo ao intervalo RR, observou-se reducdo do RR de 0,31 +
0,005 s para 0,26 + 0,003 s (p < 0,05, Fig. 7E) ap6s perfusdo espironolactona, o que significa
aumento da frequéncia cardiaca (193 bpm para 230 bpm). A Fig. 7F mostra registros
representativos do ECG em situacdo controle (painel superior) e na presenca da
espironolactona (painel inferior). Podemos observar que espironolactona aumentou a
frequéncia cardiaca verificado pela reducdo do intervalo RR de 0,3 s para 0,24s e encurtou 0
QTide 42,5 ms para 40 ms.

4.2 AlteracOes eletrocardiograficas da espironolactona associadas a inibidores de correntes

de potassio

Como sabemos a reducdo do intervalo QT reflete um encurtamento da duracdo do
potencial de acdo ventricular. Um dos fatores responsaveis por esse encurtamento pode ser a
abertura de canais para potassio que aceleram a repolarizacdo ventricular. Para investigar se o
encurtamento do QTi induzido pela espironolactona estava associado a ativacdo de canais
para potassio, foram realizados experimentos na presenca de bloqueadores de canais para
potassio. Foram feitos experimentos na presenca de tetraetilaménio (TEA) (inibidor
inespecifico de canais para potassio) e glibenclamida (inibidor seletivo para canais de potassio
dependentes de ATP). Como esperado, o intervalo QT foi prolongado por a¢édo dos inibidores
de canais para potassio (Tabela 1) aumentando o QTi de 43 + 0,5 ms (controle) para 57 + 2
ms (TEA) e 47 £ 2,2 ms (glibenclamida) (dados ndo mostrados). Os resultados revelarem que
o0 TEA (20 mM) foi capaz de prevenir a reducdo do QTi induzido pela espironolactona
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(Tabela 1). Por outro lado, glibenclamida (100 p.mol. L'1) n&o foi capaz de impedir a reducéo
do QTi induzido pela espironolactona. A espironolactona também foi capaz de reduzir o QTc
de 83 £ 1 mspara76 =1 ms (p <0,05). Na presenca de TEA esse encurtamento do QTc foi
abolido (83 £ 1 ms). Por outro lado, glibenclamida n&o foi capaz de prevenir o encurtamento
do QTc promovido pela espironolactona (73 £ 2 ms).

Com relagdo ao PRI, podemos observar que apenas o TEA foi capaz de prevenir o
aumento do PRI induzido pela espironolactona (Tabela 1). Como podemos verificar na Tabela
1, a espironolactona reduziu o intervalo RR, o que significa aumento da frequéncia cardiaca.
Ambos TEA e glibenclamida foram capazes de impedir a reducdo do intervalo RR induzida

pela espironolactona.
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Figura 3- Efeitos da espironolactona sobre os pardmetros eletrocardiograficos em coragdo isolado de
rato. (A) intervalo PR, (B) complexo QRS, (C) intervalo QT, (D) intervalo QT corrigido (QTc), (E)
intervalo RR e (F) tragados representativos do ECG na auséncia (superior) ou na presenca de 10
p.mol. L-1 de espironolactona, apés 5 minutos de perfusdo. No tragado do ECG, a linha continua
refere-se ao intervalo RR e a linha tracejada ao intervalo QT (* p < 0,05 vs controle: teste t de Student,
n=7-8).
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Tabela 1 — Pardmetros eletrocardiogréficos do coracdo isolado submetido a perfusdo com
espironolactona (ESP) na presenca de bloqueadores de canais para potassio.

PRi(ms) QRS (ms) QTi(ms) QTc RR (ms) FC (bpm) n

Controle | 571 26+4 43+0,6 83+1 0,31+0,01 202+3 8

ESP 61+ 1* 26+1 39+£0,8* 76+1*  0,26+003 2372 7
EEF: 52+1%  22+1*  50x2*  83x1"  035+001% 177+5% 6
cEB?j T 7141 30+13* 43421  73+2%  036+003*% 181+5% &5

Espironolactona (ESP), tetraetilaménio (TEA), glibenclamida (GLI), frequéncia cardiaca. * p < 0,05
vs controle, #p < 0,05 vs ESP usando ANOVA seguida de teste de Tukey.

4.3 Alteracdes induzidas pela espironolactona sobre a pressao do ventriculo esquerdo

A Fig.8 mostra um tracado representativo da pressdo do ventriculo esquerdo (PVE)
sob a acdo da espironolactona. Podemos observar que este farmaco apresentou uma resposta
bifasica sobre a PVE. Inicialmente ela aumentou a PVE seguida de uma reducéo da PVE que
retornou a situacdo controle. Analisando os parametros contrateis, os resultados mostraram
que apés 1 minuto de perfusdo do coracdo com a espironolactona (10 p.mol. L™) houve um
aumento da APVE em 17 + 4,7 mmHg (p < 0,05, n = 5). Apds 10 minutos, a PVE retornou a
situacdo controle (Fig. 9 A). A pressao diastdlica final (APVD) sofreu reducdo em funcéo do
tempo, de -1,7 £ 0,59 mmHg e -5,6 + 0,9 mmHg, ap6s 1 e 10 minutos de perfusdo,
respectivamente (p < 0,05; n = 6, Fig. 9B). Analisando a primeira derivada maxima de
contracdo (+dP/dt) os resultados mostraram ndo haver diferenca significativa entre
espironolactona e o controle (Fig. 9 C). Entretanto, houve reducdo da +dP/dt apenas com 10
minutos de perfuséo da espironolactona (de -848 + 65 mmHg. s™ para -577 + 57 mmHg. s, p
<0,05; n=6) (Fig. 9 D).
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Figura 4— Registro representativo da pressdo intraventricular esquerda na presenca de espironolactona
(10 p.mol. L'*) em coragéo isolado de rato.
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Figura 5— Efeito da espironolactona (10 p.mol. L) ap6s 1 min (ESP 1 min) ou 10 min de perfusdo
(ESP 10 min) sobre os parametros contrateis em coragdo isolado de rato. (A) Variacdo da pressao
ventricular esquerda (APVE), (B) Variagdo da pressdo ventricular diastolica final (APVD), (C)
derivada maxima da contragdo ((+) dP/dt) e (D) derivada maxima do relaxamento ((-) dP/dt). * (p <
0,05 vs controle) ou * (p < 0,05 vs ESP 1 min): ANOVA seguida de teste de Tukey (n = 8)
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4.3.1 Alteraces induzidas pela espironolactona na pressao ventricular frente aos inibidores
de correntes de potassio

Prosseguindo a analise da funcdo ventricular adotando 0s mesmos protocolos
realizados nos experimentos de ECG, foi avaliada a resposta da espironolactona na presenca
de inibidores de canais para potassio. Como resultado, observamos que nem TEA nem
glibenclamida foram capazes que impedir o aumento da pressdo do ventriculo induzida pela

espironolactona.

Tabela 2- Pardmetros contrateis obtidos a partir das curvas de pressao do ventriculo esquerdo

nos diferentes grupos experimentais

APVE APVD +dP/dt -dP/dt
(mmHg) (mmHg) (mmHg.s")  (mmHg. s
1-2 min
Controle 0+0,6 -0,64+0,21 1804 + 145 -846 + 65
ESP 17 £ 4,7* -1,7+0,59 2196 + 192 -978 + 69
ESP + TEA 78+33 -12+1,1 2319+292  -1047 +131
ESP + GLI 14 +2,0* -16+1,9 1805 + 125 -838 + 51
10 min
ESP 23+32 56+0,9" 1340 + 126" 577 +57"
ESP + TEA -1,6+4,0 25+2,0 2037 +199  -873+119
ESP + GLI 36+1,3* 54+24 1421 + 167 625 + 30

Variagdo da pressdo meédia ventricular esquerda (APVE, em mmHg), variagdo da pressdo ventricular
diastdlica final (APVD, em mmHg), derivada temporal sistélica méxima (+dP/dt, em mmHg. s*) e
diastélica (-dP/dt em mmHg. s*). Dados adquiridos nos tempos de 1 e 2 mim ou 10 minutos de
perfusdo com (ESP) espironolactona, (TEA) tetraetilaménio, (GLI) glibenclamida. * (p < 0,05 vs
controle) e * (p<0,05 vs ESP): analise de variancia- ANOVA, seguida de teste de Tukey (n = 5-10
animais).
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4.4 Acgdo da espironolactona sobre os efeitos mediados pela ouabaina (inibidor da
Na'/K*-ATPase)

Para avaliar a agdo da espironolactona sobre os efeitos mediados pelo inibidor da
Na‘/K*-ATPase, usou-se ouabaina (100 p.mol. L™) que foi perfundida na presenca e na
auséncia de espironolactona (10 p.mol. L™). A Fig. 9 mostra que a ouabaina promoveu
aumento na duracéo do intervalo PRi (A), QTi (C) e RR (D). Entretanto, a espironolactona foi

capaz de impedir todas essas alteracdes eletrocardiogréaficas induzidas pela ouabaina.
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Figura 10 — Acdo da espironolactona sobre os efeitos eletrocardiograficos mediados pela ouabaina, um
inibidor da Na'/K*-ATPase em coracdo de rato. (A) intervalo PR, (B) complexo QRS, (C) intervalo
QT, (D) intervalo QT corrigido ou QTc e (E) intervalo RR, na auséncia (controle) ou presenga de
espironolactona (ESP), ouabaina (OUA) ou a associagio (OUA + ESP).(* p < 0,05 vs controle, * p <
0,05 vs ESP, *p < 0,05 vs OUA: ANOVA seguido de teste de Tukey, n = 6-7).

A tabela 3 mostra que a espironolactona ou ouabaina, ap6s 1 a 2 minutos de perfuséo,
induziram um incremento de PVE de 17 + 4,7 mmHg e 14,0 + 1,1 mmHg, respectivamente.
Entretanto, ap6s 10 minutos de perfusdo, a PVE diminuiu significativamente, retornando a situacdo

controle. No inicio da perfusdo, a associacdo da espironolactona e ouabaina potencializou o
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aumento da PVE que aumentou para 25 £ 5,7 mmHg (p < 0,05 ) reduzindo para 15 + 5,2 mmHg
(p < 0,05), apds 10 minutos de perfusao.

A espironolactona também ndo modificou a resposta induzida pela ouabaina sobre a
pressdo ventricular diastdlica (PVD), de maneira semelhante, a derivada maxima da sistole
(+) dP/dt ndo foi modificada nesta condicdo experimental. Curiosamente, a derivada méaxima
da diastole (-)dP/dt se elevou (em mddulo) de -978 + 69 mmHg. s* para -1354 + 130 mmHg. s™
(p < 0,05).

Tabela 3- Média dos parametros de fungdo ventricular aferidos nos corac6es isolados, nos diferentes
blocos de experimentos.

APVE APVD +dP/dt -dP/dt
(mmHg) (mmHg) (mmHg. s) (mmHg. s™)
1-2 min
Controle
0+0,6 -0,64 +0,21 1804 + 145 -846 + 65
ESP 17 +4,7% -1,7+0,5 2196 + 192 978 + 69
OUA 140+1,1* -2,1+0,14 1902 + 33 771+ 24
ESP + OUA 25 +5,7* 0,93+2,0 1863 + 343 -872 + 280
10 min
ESP 23+32" 56+19 1340 + 126 577 +57
OUA 31+0,9 -49+10 1187 + 158 -430 +11%
ESP + OUA 15+52"" 39+16 1807 + 335 -1354 +130°"

VariagOes da pressdo ventricular esquerda (APVE em mmHg), pressdo diastolica final (APVD em
mmHg) e na derivada méaxima sistélica (+) dP/dt (mmHg. s™) e diastélica (-)dP/dt (mmHg. s™*). Dados
adquiridos no inicio da perfusdo das drogas (1 e 2 minutos) ou no tempo de 10 minutos de perfuséo
continua. Espironolactona (ESP), ouabaina (QUA). (* p < 0,05 vs controle, “ p < 0,05 vs ESP 1-2 min,
" p < 0,05 vs ESP 10 min: Analise de variancia- ANOVA sequida de teste de Tukey). (n = 5-6
animais).
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5 DISCUSSAO

A espironolactona ¢ um farmaco amplamente empregado na pratica clinica desde a
década de 1960 (Hollander e Wilkins, 1966b; Wolf et al., 1966), com grande eficacia na
sobrevida de portadores de insuficiéncia cardiaca (Pitt et al., 2014; Pitt, 1999). Muitos
pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva fazem uso de cardiotonicos digitalicos para
aumentar a contratilidade e o bombeamento de sangue pelo coracdo e, frequentemente, o
digitalico é prescrito juntamente com a espironolactona (Wang et al., 2010).

Os cardiotdnicos, pelo baixo indice terapéutico, predispGem o0s usuarios a efeitos
colaterais, sendo a intoxicacdo digitalica uma dos principais acometimentos (Fisch e Knoebel,
1985; Wenger et al., 1985), e a espironolactona previne contra estes efeitos colaterais (Selye,
Mecs e Tamura, 1969). Neste aspecto, 0 sinergismo entre espironolactona e os digitalicos foi
atribuido a questdes farmacocinéticas voltadas para o metabolismo e excrecdo deste farmaco
(Steimer, 2003; Thomas e Maddox, 1981; Waldorff et al., 1983). No entanto, ndo tem sido
estudada uma relacdo aguda entre espironolactona e digitalicos, buscamos aprofundar o

entendimento desta combinacdo de farmacos diretamente sobre o coracao.

Avaliamos primeiramente o0s efeitos eletrocardiograficos e contrateis da
espironolactona em coracao isolado de rato para conhecer o padrdo de resposta nas condicoes
experimentais empregadas. Assim, no tracado eletrocardiografico, um dos efeitos observados
foi o prolongamento do intervalo PR, também conhecido como bloqueio atrioventricular de
primeiro grau (BAV). Esse prolongamento pode ocorrer como resultado de pelo menos 2
fendmenos: (1) prolongamento do tempo de retencdo deste impulso elétrico nas células do
nodo atrioventricular (NAV) (Waldo et al., 1973) ou (2) reducédo da velocidade de conducao
no sistema de conducdo elétrico pelo feixe de His e fibras de Purkinje (Bartos, Grandi e
Ripplinger, 2015; Deccache, 1971; Noujaim et al., 2004). Considerando que a conducao
elétrica pelo NAV envolve o influxo de correntes de calcio e diminuicdo da condutancia ao
potassio, é possivel sugerir que a espironolactona desempenha acéo direta em canais i6nicos
como parte do seu mecanismo de acdo. Uma parcela da populacdo apresenta bloqueios
atrioventriculares assintomaticos sem que isso represente comprometimento cardiaco (Nisbet
et al., 2016; Noujaim et al., 2004).
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Um fenbmeno que chamou a atencdo neste trabalho foi a capacidade da
espironolactona reduzir o intervalo QT ou QTc em relagdo ao controle. Sabe-se que o
intervalo QT reflete a duracdo do potencial de acdo ventricular (Chiamvimonvat et al., 2016;
Kristof et al., 2012; Virag et al., 2009). O encurtamento do QT, em geral, significa que a
repolarizacdo ventricular foi mais rapida, provavelmente, por abertura de canais para potassio
(Chiamvimonvat et al., 2016; Li, McLerie e Lopatin, 2004). Para avaliar o envolvimento de
canais de potassio no mecanismo de agdo da espironolactona e na reducéo do QTi foram feitas
manobras farmacolégicas com o uso de 2 bloqueadores de canais para potéssio:
tetraetilaménio (TEA, antagonista de canais para potassio operados por voltagem) e
glibenclamida (antagonista de canais para potassio sensiveis a ATP) (Chiamvimonvat et al.,
2016; Li, McLerie e Lopatin, 2004; Tamargo et al., 2004; Xu, H, Li e Nerbonne, 1999). Os
resultados mostraram que na presenca de TEA, o encurtamento do QTi induzido pela
espironolactona desapareceu (TEA), permitindo-se atribuir a espironolactona a capacidade

aumentar correntes de efluxo de potassio.

O prolongamento do intervalo QT ¢é razdo para desaprovacao de muitos farmacos para
uso clinico (Abi-Gerges et al., 2006) e se a espironolactona consegue reduzir este intervalo
(como mostrado nos nossos experimentos), ela pode ser util contra efeitos colaterais
potencialmente induzidos por medicamentos que prolonguem o intervalo QT, como 0s
antidepressivos, antipsicoticos, anti-inflamatérios ndo-esteroidais ou nas sindromes do QT
longo (Etheridge et al., 2003; Hasnain e Vieweg, 2014; Kristof et al., 2012; Pavéo et al.,
2014).

Na pressdo ventricular esquerda, a espironolactona promoveu uma resposta bifésica,
inicialmente houve um aumento da pressdo seguida de uma diminuicdo da forca que retornou
a situacdo controle. A resposta inotrdpica positiva induzida por espironolactona ja havia sido
descrita em coracdo de rato (Barbato et al., 2004), que atribuiu a este farmaco o poder de
aumentar a atividade da ATPase da miosina. Por outro lado, a literatura relata que
espironolactona inibiu, em célula hepatica, a atividade Na'/K*-ATPase (Miner Jr., Sneller e
Crawford, 1983), o que levaria a um aumento intracelular de Na’. Esse aumento na
concentragdo de sddio ativaria o trocador Na*/Ca™ na configuracdo de ‘outward’, o que iria
favorecer um maior influxo de célcio (Arnon, Hamlyn e Blaustein, 2000; Katz, 1977),

elevando assim a contratilidade cardiaca (Herzig e Mohr, 1984; Katz, 1977). Essa capacidade
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de inibir a atividade da Na'/K'-ATPase é uma propriedade tipica dos glicosideos

cardiotbnicos.

Reconhecidamente, os glicosideos cardiotbnicos promovem efeito dromotrépico
negativo, prolongando o intervalo PR (Calleja e Guerrero, 1973) e elevando a contratilidade
cardiaca (Altamirano et al., 2006; Vassalle et al., 1961; Wenger et al., 1985). Nossos
resultados mostraram que a espironolactona apresentou uma resposta semelhante ao dos
glicosideos cardiotdnicos, ou seja, aumentou PRi e a forca contratil. Desta forma, resolvemos
investigar a possibilidade do efeito da espironolactona ser semelhante ao da ouabaina, que é
um inibidor da Na'/K'-ATPase. Este raciocinio ja havia sido hipotetizado por outros
pesquisadores (Mironneau et al., 1990; Rifka et al., 1978; Steimer, 2003; Thomas e Maddox,
1981). Os resultados mostraram que a espironolactona foi capaz de impedir todas as
alteracdes eletrocardiograficas induzidas pela ouabaina, tais como aumento do PRi, QTi e RR.
Esses achados sugerem que a espironolactona possa estar agindo no mesmo sitio de ligacdo da
ouabaina na Na'/K*-ATPase e, dessa forma, diminuindo a resposta elétrica da ouabaina. Por
outro lado, a resposta inotropica positiva da ouabaina foi potencializada na presenca de
espironolactona. Sabemos que os glicosideos cardiotonicos, por aumentar a for¢a miocéardica,
sdo frequentemente prescritos para pacientes com insuficiéncia cardiaca (Altamirano et al.,
2006; Deccache, 1971; Song et al., 2014). A associacdo da espironolactona com ouabaina
potencializou a resposta contratil, mas diminuiu as alteracdes eletrocardiograficas induzidas
pela ouabaina, tal como o aumento do QTi. Cruz e Matsuda (1994) mostraram que a ouabaina
e outros glicosideos cardiotdnicos conseguem inibir a corrente de potassio retificadora
retardada (Kg,) e, consequentemente, prolongar o potencial de acdo cardiaco aumentando o
QTi (Cruz e Matsuda, 1994). Como a espironolactona impediu esse aumento de QTi induzido

pela ouabaina, podemos sugerir que a espironolactona aumenta a corrente de potassio.

No entanto, a acdo do glicosideo sobre a bomba de sodio e potassio cardiaca se realiza
mediante a inversao no sentido do fluxo do trocador sédio/célcio, que passa a internalizar ions
célcio apds acdo do glicosideo na Na'/K*-ATPase Sabe-se que a participagdo do trocador
sodio/calcio de membrana contribui com os efeitos induzidos por digitalicos (Amran, Homma
e Hashimoto, 2011), a0 mesmo tempo que a participacdo deste trocador é baixa na fisiologia

normal do coracédo do rato (Bassani, Bassani e Bers, 1994).
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Assim, a resposta da espironolactona ao mitigar os efeitos da ouabaina, permite-nos
sugerir que, pelo menos em parte, 0 mecanismo de acdo da espironolactona antagoniza
alteracOes cardiacas induzidas por digitéalicos, podendo isso implicar na reducdo do risco de
toxicidade promovida por digitalicos (Selye, Mecs e Tamura, 1969), afinal, o efeito diurético
atribuido a este farmaco pode ser resultante da perturbacdo da bomba de sodio e potassio nos
tibulos distais dos néfrons (Horisberger e Giebisch, 1987). Moléculas de natureza esteroidal
sdo frequentemente estudadas pela possibilidade de atuar em diferentes tipos de receptor
farmacoldgico (ARIENS, 1964), neste caso, a espironolactona parece atuar na Na'/K'-
ATPase como ligante, sem desencadear todas as acBes que um glicosideo cardiotdnico

ativaria na Na"/K*-ATPase.

Sabe-se que a bomba de recaptura de célcio do citoplasma para o reticulo
sarcoplasmatico (SERCA) tem papel importante na pressao diastdlica (Fukuta e Little, 2007,
Periasamy e Janssen, 2008; Schmidt et al., 1998) Entdo, pode-se verificar que ha uma
modificagdo no processo de mobilizacéo e recaptura de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico
por acdo da espironolactona, observando a capacidade deste farmaco reduzir a presséo

diastolica final e desacelerar o relaxamento ventricular.
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6 CONCLUSAO

Em coracéo isolado de rato, a espironolactona reduz o intervalo QT, ou seja, aumenta
o efluxo de potassio facilitando a repolarizacdo da célula cardiaca. Em condigdes em que ha o
remodelamento cardiaco, canalopatias ou em outras condi¢des patoldgicas que resultem em
aumento do intervalo QT, se potencializa o risco cardiaco. Como a espironolactona reduz este

intervalo do ECG ela tem um potencial cardioprotetor.

O sinergismo da espironolactona com a ouabaina potencializou 0 aumento da pressdo
ventricular esquerda induzida pela ouabaina, a0 mesmo tempo em que inibiu as alteracdes
eletrocardiogréficas, tais como aumento do QTi e bradicardia. Houve também uma melhora
na severidade da arritmia, por diminuir o bloqueio atrioventricular (caracterizado pelo
aumento do PRi). Além disso, a espironolactona melhorou o relaxamento diastolico
ventricular, possivelmente por aprimorar os mecanismos de recaptura de ions calcio para o0s
estoques intracelulares da célula cardiaca. A reducdo da pressdo diastélica € uma das metas

para o tratamento da insuficiéncia cardiaca.

Assim, nas condicdes experimentais realizadas neste trabalho, a espironolactona
apresenta acao cardioprotetora direta sobre o coracdo, por diminuir os efeitos toxicos da

ouabaina e por potencializar o seu inotropismo positivo.
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