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A aldosterona atua em seus tecidos alvos classicamente por ligar-se a seu receptor mineralocorticéide (MR),
localizado na regiao externa da membrana nuclear. Uma vez ativado, o agora entdo formado complexo receptor-
aldosterona transloca-se para o nucleo, ligando-se a regides responsivas cognatas do DNA, vindo assim a ativar a
transcrigao de genes alvos. Além desse mecanismo conhecido como classico para a aldosterona, outro mecanismo,
mais rapido, envolvendo possivelmente receptores de membrana, tem sido descrito. A ativagdo de PLC com clivagem de
fosfolipidios de membrana e consequentemente o aumento das concentragdes de IP,, Ca** e AMPc vém sendo
descritos na literatura, em ensaios celulares, apos adigéo de aldosterona. Esses mecanismos tém sido denominados
de ndo-gendmicos, ou simplesmente diretos do referido horménio. Pacientes com aldosteronismo primario tém um
aumento de risco de hipertrofia do ventriculo esquerdo quando comparados a pacientes hipertensos de severidade
comparavel. Porém o mecanismo de tal evento é ainda desconhecido. Trabalhos recentes tém demonstrado a
participagao de uma AKAP como molécula central em mecanismos que desencadeiam a hipertrofia de cardiomidcitos.
Nesses trabalhos a ativacdo de ERK-5 além da participagdo de AMPc e Ca?* foram predominantes no desencadear
do processo hipertréfico. Nossa proposta aqui foi descrever os mecanismos intracelulares que levam as células de
cardiomidcitos a desenvolverem hipertrofia mediada pela aldosterona, tanto por sua via classica quanto pela direta
ou ndo gendmica.

Palavras-chave: aldosterona; hipertrofia; miécitos cardiacos; transdugéo de sinais.

\_ J

ABSTRACT ~\

The aldosterone acts on its target tissues classically by binding to its mineralocorticoid receptor (MR), located in the
outer nuclear membrane. Once activated, the aldosterone-receptor complex formed translocates to the nucleus,
binding to cognate responsive regions of the DNA, and promoting the transcription of target genes. Beyond this
classic mechanism known to aldosterone, another mechanism, faster, possibly involving membrane receptors, has
been described. The activation of PLC cleavage of membrane phospholipids and the increasing concentrations
of Ca?, IP, and cAMP have been described in the literature, in cellular assays, after the addition of aldosterone.
These mechanisms have been termed non-genomic or simply direct to the hormone. Patients with primary
aldosteronism have an increased risk of left ventricular hypertrophy when compared to hypertensive patients of
similar severity. However, this cellular mechanism is still unknown. Recent studies have shown the involvement
of an AKAP as the central molecule in mechanisms which induce the cardiomyocyte hypertrophy. In these studies
the activation of ERK-5 and the participation of cAMP and Ca?" were predominant in triggering the hypertrophic
process. Our purpose here was to describe the intracellular mechanisms that lead the cardiomyocyte cells to develop
hypertrophy, mediated by aldosterone, both for its classical as to its direct or non-genomic pathway.
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1. INTRODUGAO

A aldosterona, o mais importante hormdnio minera-
locorticéide sintetizado no cortex adrenal, exerce papel
essencial na homeostase de agua e eletrolitos. Sua agao
sobre receptores de mineralocorticéides nos rins causa
retencao de sédio e subsequente aumento no volume
sanguineo. Excesso de aldosterona causa hipertensao,
a qual é conhecida por ter efeitos adversos no sistema
cardiovascular. Entretanto, existem evidéncias de que
a aldosterona exerga efeitos diretos sobre o sistema
cardiaco, efeitos estes independentes do aumento de
presséo sanguinea. Células endoteliais respondem dire-
tamente a mineralocorticoides com aumento de volume'
e enrijecimento?. Células cardiacas também respondem
a aldosterona. Pacientes com aldosteronismo primario
tém um aumento de risco de hipertrofia do ventriculo
esquerdo, quando comparados a pacientes hiperten-
sos de severidade comparavel®. Adicionalmente, tem-se
demonstrado que a aldosterona esta envolvida na
remodelagéo de estruturas de artérias* e na disfungéo
endotelial®, independentemente de seus efeitos sobre a
pressao sanguinea. Além do mais, uma producao local
de aldosterona foi encontrada em tecidos outros que
nao o cortex adrenal, como nos vasos® e no coragao’.

No entanto, ainda nao esta claro o mecanismo pelo
qual a aldosterona atua diretamente sobre células car-
diacas. Nosso objetivo nessa revisao foi de buscar
na literatura cientifica o que existe sobre sinalizagao
intracelular, gerenciado pelo horménio aldosterona,
tanto por sua via direta quanto pela classica, focando
principalmente nas vias intracelulares que, quando ati-
vadas, levam cardiomidcitos a hipertrofia.

2. DESENVOLVIMENTO

2.1 Acao gendmica da aldosterona

A aldosterona aumenta a biossintese e/ou modula
a atividade de inuUmeros transportadores de membrana
e outras proteinas em células renais, acao esta tam-
bém identificada em cardiomiécitos®®. Apds a ligagao
da aldosterona a seu receptor MR (mineralocorticoid
receptor), este complexo € translocado para o interior
do nucleo e liga-se aos elementos responsivos cognatos
que sdo similares aos dos glucocorticéides, progesterona
e hormonios andrégenos'®'2. Apos a ligagdo ao DNA, o
complexo receptor-hormdnio estimula a transcrigao de
genes alvos. Este mecanismo é muito similar a outros
horménios esterdides’. Nos rins, a arginina-vasopressina
(AVP) e a aldosterona contribuem para a homeostase de
sal e 4gua. A AVP atua sobre dois tipos de receptores,
V1 e V2, os quais sao ligados a dois distintos segundos
mensageiros, Ca?* e AMPc respectivamente. A aldos-
terona e a AVP (através do seu receptor V2) exercem
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acao sinérgica sobre a reabsorcao de sédio no nefro
distal™, mais notadamente pela agdo da Na'/K* ATPase
do ducto coletor'>'8. No coracdo, um efeito conhecido da
aldosterona € o aumento do numero de receptores
de angiotensina Il (AT1) nas células cardiacas' e o
estimulo da enzima conversora de angiotensina (ACE)
nos cardiomidcitos?°. Uma ativagao anormal do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) estéa direta-
mente correlacionada com a incidéncia e extensao de
danos em 6rgaos alvo. Além do mais, foi demonstrado
que o aumento cronico da concentragao de aldosterona
no plasma contribui para problemas pato-fisioldgicos
do coragao?!. Os efeitos prejudiciais da aldosterona
sobre este 6rgao incluem a inducéo de inflamacéo vas-
cular e lesao, hipertrofia e fibrose do miocardio, arritmia
ventricular e disfuncdo cardiaca???3. Estudos clinicos e
experimentais ttm demonstrado que o bloqueio da RAAS
com inibidores de enzimas conversoras de angiotensina
(ACE), bloqueadores do receptor de angiotensina Il do
tipo 1 (AT1) ou antagonistas de MR, promovem subs-
tancial protegao cardiovascular?*?5. Entretanto, perma-
necem ainda as perguntas de por que antagonistas MR
possuem a capacidade de reduzir riscos de problemas
cardiacos, mesmo em condi¢des de reduzida atividade
de RAAS? e de quanto o aumento da fibrose e da hiper-
trofia induzida pela aldosterona é mediado, através do
aumento dos efeitos da angiotensina Il.

2.2 Acao nao-gendmica da aldosterona

Estudos recentes demonstraram que a aldosterona
tem um grande numero de atividades fisiolégicas por
mecanismos que nao envolvem a translocagao de seu
receptor ao nucleo. Estes efeitos ndo séo explicados
pelo mecanismo classico descrito MR, que atuam
sobre o genoma e por isso sdo chamados também
de nao-gendmicos?’. Estes efeitos se caracterizam
por serem extremamente rapidos (no maximo minu-
tos), insensiveis a inibidores de transcrigdo (actino-
micina D) e de sintese protéica (cicloexemida), e por
apresentarem um perfil farmacolégico diferenciado
com relagédo ao agonismo e antagonismo?’. Os efei-
tos ndo genémicos mediados pela aldosterona estao
associados a ativagado da fosfolipase C (PLC) com
subsequente hidrélise de fosfolipidios de membrana.
Esta ultima reacgao libera DAG e IP, que por sua vez
ativam proteina quinase C (PKC), e liberam Ca?* do
reticulo, respectivamente. Ca?* ja é conhecido como
um transmissor crucial na sinalizagao hipertréfica.
Esta acao foi demonstrada em células da musculatura
lisa vascular e em células endoteliais?®3°. O aumento
de Ca?* leva a ativagao de calcineurina, uma fosfatase
também conhecida por PP2B, causando morte celular
por apoptose?'. Estes mesmos autores demonstraram
também a presenca de receptores especificos para
aldosterona em cardiomiécitos. No entanto ndo se
sabia se estes sitios de ligacdo sdo modificacdes
do receptor classico de mineralocorticéides (MR) ou
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se eles representam um receptor ainda ndo conhe-
cido. Estudos com camundongos nocautes, para os
receptores MR, demonstraram que a agéao rapida da
aldosterona nao apenas persiste nessas linhagens,
como é ainda mais pronunciada, quando comparada
ao tipo selvagem, quando a resposta medida foi AMPc
e Ca?" intracelular®. Este estudo mostrou claramente
que estas respostas rapidas envolvem um receptor
diferente dos classicos MR*. A aldosterona também
causa fosforilagao de varias moléculas sinalizadoras
intracelulares, incluindo c-Src3®, MAP quinase, qui-
nase regulada por sinal externo 1/2 (ERK1/2), c-Jun
quinase (JNK) e p383-3¢ além de receptores como
o do fator de crescimento epidermal (EGFr)¥. A ati-
vagao da MAP quinase parece estar envolvida na
promogao da proliferagédo de células da musculatura
lisa vascular (VSMC) e da hipertrofia relacionada
com a remodelagao vascular, alterada pela hiperten-
sd0%®. Além disso, a aldosterona inibe a acdo da NO
sintase induzida (NOSi), a qual pode virtualmente
contribuir com todos os efeitos cardiacos produzidos
pela aldosterona®.

2.3 mAKAP e hipertrofia cardiaca

Onde e quando uma enzima torna-se ativa tem
profundas implicagdes nos processos celulares con-
trolados por ela. Consequentemente, sofisticados
mecanismos moleculares sdo envolvidos para regu-
lar a organizagao espacial e temporal das rotas de
transducdo de sinal*®. Proteinas “adaptadoras” for-
mam gigantes complexos com quinases e fosfatases,
dirigindo essas enzimas a locais especificos dentro da
célula, disponibilizando essas “operarias bioldgicas”
aos seus especificos substratos. O movimento dessas
enzimas para dentro ou fora desses complexos contri-
bui também na regulacao temporal desses eventos de
sinalizagdo. Um bom exemplo dessas moléculas orga-
nizadoras sao as proteinas adaptadoras de quinases
A (AKAPs), as quais compartimentalizam a quinase
dependente de AMPc (PKA), além de outras enzimas*.
Atualmente mais de 50 tipos de AKAPs ja foram desco-
bertas. Estas diferentes moléculas apresentam carac-
teristicas em comum: possuem um dominio de ligacao
para PKA; um local especifico de ligagdo na membrana
seja citoplasmatica seja do nucleo, onde o sinal celular
efetivamente ocorrera; e possuem a capacidade de for-
macao de complexos com outras moléculas envolvidas
na sinalizagdo que controlam*’. Em cardiomidcitos, foi
identificada uma AKAP denominada mAKAP, com peso
molecular ao redor de 250kDa, localizada no envelope
nuclear dessas células*'. Até o momento, sabemos que
os complexos formados pela MAKAP consistem de PKA,
da fosfodiesterase (PDE4D3), de Ca?* ativado, do recep-
tor do canal de Ca?* rianodine (RyR), das fosfatases
(PP2A) e calcineurina (PP2B), da MAP quinase de alto
peso molecular ERKS5, do ativador de ERK5, MEKS5, e
Epac, um nucleotideo guanidinico trocador de proteina
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para Rap ativado por AMPc*247, Em 2005, Dodge et al.*?
demonstraram que a ativagdo dessa ERK5, ancorada
neste complexo coordenado pela mAKAP, induz hipertrofia
em cardiomiécitos*:. Se podemos dizer que conhecemos
um pouco sobre o mecanismo de agao da aldosterona
em relacao aos efeitos conhecidos ao se ligar a seu MR
e os dependentes do eixo angiotensina/renina, 0 mesmo
nao podemos falar sobre sua agao direta, principal-
mente em células cardiacas. Aparentemente, a aldos-
terona atua ativando uma fosfolipase C, promovendo
um aumento de IP, e Ca** citoplasmatico. Apesar disso,
alguns pontos ainda permanecem obscuros. Entre eles
a da possibilidade da existéncia de um outro receptor
além do classico MR, atuando como transmissor do
sinal da aldosterona. Alguns estudos*®%° demonstra-
ram a ineficiéncia do bloqueio da resposta classica da
aldosterona por espironolactona sobre o aumento de IP,
e Ca?', em outras células que nao as cardiacas. Estes
estudos sao contraditérios com o que sabemos sobre a
prevencao dada por baixas doses de espironolactona.
A existéncia de outro receptor, diferente do classico MR,
poderia ajudar a responder essa possivel discrepancia
de resultados. Além disso, ndo sabemos se existe ou
nao um cross-talking entre esses dois tipos de recep-
tores, envolvendo uma resposta rapida e outra mais
lenta. Essa comunicacgao entre as sinalizagdes desses
dois receptores poderia explicar também a diferenca
encontrada sobre a ativacdo de AMPc em cardiomié-
citos de animais nocaute para receptores MR, quando
comparados a células oriundas do tipo selvagem®.
A propria ativagao da produgao de AMPc é pouco enten-
dida, uma vez que um numero maior de estudos aponta
para uma proteina Gqg, mediando a resposta rapida da
aldosterona. A conexao para essa modulagao de AMPc
pode se dar pelo aumento de Ca?* , uma vez que nessas
células estédo expressas isoformas de adenilil ciclase (V
e VI) que sabidamente sdo moduladas por Ca?*e, por-
tanto, sujeitas a modulagéo pela aldosterona®'. Um outro
dado relevante apontado na literatura é a ativagcao da
ERK, apesar disso também ter sido revelado em células
outras que nao os cardiomiécitos. A ativagao da ERK
pela aldosterona, mesmo que em outras células, abre
um importante precedente para que 0 mesmo possa
estar acontecendo no coragéo.

2.4 Aldosterona e hipertrofia do miocardio

Ativacao da cascata da RAAS, na hipertenséao,
esta associada com remodelamento cardiaco do ven-
triculo esquerdo®2. Inicialmente, esta hipertrofia do
ventriculo esquerdo (HVE) serve como uma resposta
adaptativa ou compensatéria para alguns estimulos
patolégicos, tais como infarto do miocardio®?, hiper-
tensdo®*, e outras causas como o estresse oxidativo
cardiovascular, por exemplo, e lesdo de isquemia-re-
perfusdo®. No entanto, a HVE excessiva pode resultar
em disfungéo cardiaca®. As primeiras investigagoes
focaram nas acdes de Ang I, atraves da ativacéo de
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seus receptores (AT-1 e AT-2), no desenvolvimento
de hipertrofia ventricular esquerda®%, enquanto que
o potencial apresentado pela aldosterona para afetar
diretamente a hipertrofia cardiaca, através da ativacao
de seu MR, nao é clara. No entanto, estudos experi-
mentais e clinicos comegaram a produzir dados que
sugeriam que a aldosterona induzia a HVE e a fibrose
cardiaca®®®'. Estes efeitos podem ser atenuados por
antagonistas do receptor MR, como espironolactona
ou eplerenona, indicando o envolvimento do receptor
MR no processo hipertrofico¢2%. No entanto, nao foi
determinado se estes efeitos eram devido a uma agao
direta da aldosterona ou por algum efeito secundario
ligado a ela. Okoshi et al.®** demonstraram que a aldos-
terona, diretamente, induzia a hipertrofia cardiaca e ao
aumento da expressao de RNAm do peptideo natriuré-
tico atrial (ANP) (um marcador molecular de hipertrofia
cardiaca), em cultura de midcitos de ratos neonatais
ventriculares (NRVMs), independentemente do balango
Na*/K*. No entanto, antagonistas do MR, como a espi-
ronolactona, reverteram esta resposta, demonstrando
que esta acao é depende de sua ligacao ao receptor
MR?®®. Além disso, eles descobriram ativacbes rapidas
(=5 min) da cascata da ERK1/2, JNK, MAPK e da via da
PKC, reforcando a hipotese de efeitos ndo genémicos
ligados a aldosterona, independente de sua associagcéo
ao MR. Aresposta através da via genémica da aldoste-
rona envolve dimerizagao do MR, dissociagao das pro-
teinas de choque térmico (pertencentes a classe das
chaperonas), ao MR®¢” e a translocagéo do complexo
aldosterona-MR para o nucleo. As respostas rapidas
a aldosterona, por outro lado, ocorrem em um menor
periodo de tempo e ndo envolvem transcrigéo ou tradu-
¢ao. Elas estdo associadas a ativagao da fosfolipase C
(PLC) e subsequente hidrélise de fosfolipidios de mem-
brana. Esta ultima reacao libera DAG e IP,, sendo que
este Ultimo libera Ca?* do reticulo, ativando a proteina
quinase C (PKC)®. Alguns autores também relataram a
formagao de AMPc por esta via®2, o que indicaria, além
da participagao de uma proteina Gq, uma proteina Gs no
processo. A hipétese de que haja uma conversa cruzada
entre as vias nao gendémica e genbmica, promovidas
pela aldosterona, tornou-se relevante com a publicagéo
do artigo “New aspects of rapid aldosterone sinaling”,
de Grossmann e Gekle®®, onde os autores demonstra-
ram haver indicios de um cross talking entre essas vias.
Dados da tese de mestrado de Araujo reforcam a ideia
do cross talking®®. Com o intuito de simular a auséncia
de MR, cardiomidcitos primarios de ratos foram tratados
ou nao com espironolactona. Estes tratamentos foram
seguidos por ensaios comparativos, explorando-se as
vias gendmica e ndo gendmica da aldosterona. Ensaios
realizados na presenga de espironolactona, demonstra-
ram aumento de AMPc e Ca?" nas células tratadas com
aldosterona. O AMPc demonstrou ser modulado pela
presenca de Ca?* intracelular, uma vez que seus niveis
retornavam aos basais quando as células foram trata-
das com BAPTA-AM (um quelante de Ca?* intracelular).
Células tratadas com um inibidor da ligagéo entre PKA e
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AKAP, desativando a mesma, tiveram uma diminuicao em
sua resposta hipertréfica, demonstrando, pela primeira
vez, a participagao da mAKAP no processo hipertréfico
gerado pela aldosterona. Interessantemente, ensaios
de Western blot demonstraram a ativacdao de PKC,
que estaria fosforilando diretamente ERKS5. Evidéncias
sugerem que uma PKC do tipo € esteja promovendo
essa fosforilagdo. Dessa forma, a ativagao de ERK5 e
a modulagao da concentragao de AMPc, principalmente,
promoveriam ou ndo uma resposta hipertréfica, carac-
terizando o cross talking entre as possiveis vias do MR
e do receptor diverso ainda desconhecido®. Estudos
recentes tém identificado mais efeitos da aldosterona
sobre o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca. NRVMs
estimuladas com aldosterona levam a interacao do recep-
tor MR com p300, um coativador de transcricdo GATA4,
envolvidos na hipertrofia cardiaca. A expressao de ANP
e 0 aumento da area do cariomiécito foram atenuados
por espironolactona™.

Outros autores tém demonstrado que a hipertrofia
mediada por aldosterona envolve uma rota dependente
de MR-p38 MAPK, o que leva ao aumento da expressao
da proteina cardiotropina-1, uma citocina pré hipertréfica™,
bem como a expressdo aumentada da proteina de hiper-
trofia IL-18, através de uma via Rho/Rho-quinase e PPAR/
NF-kB2. Finalmente, a ativagdo do MR da aldosterona pode
aumentar a geragao cardiovasculares de espécies reati-
vas de oxigénio (ROS) via atividade oxidase da NAD(P)
H°®, que s&o conhecidos por induzir a hipertrofia cardiaca e
o remodelamento”™74. Fibroblastos cardiacos também sao
afetadas pela aldosterona e contribuem para a hipertrofia
e remodelacgao por proliferagdo excessiva, deposicao de
matriz, e aumentou da atividade da metaloprotease de matriz
(MMP), tanto in vitro quanto in vivo®’>"". Ratos infundidos
com aldosterona, com uma dieta rica em sal, apresenta-
ram aumento da inflamagao e fibrose, que foram impedidos
por inibicdo do receptor MR™7°. A expressdo aumentada
de moléculas pro-inflamatérias pela aldosterona, atra-
vés do seu MR, pode ajudar a explicar os mecanismos
potencialmente envolvidos. Por exemplo, os aumentos
da expressao de TGF- por aldosterona, via ativagéo do
MR, promove remodelagao do tecido por fibrose, e pro-
ducgéo de proteinas da matriz®. Curiosamente, a aldoste-
rona reforca um downregulation do TGF-3, mediado pela
enzima oxido nitrico sintase indutivel (INOS) e pelo 6xido
nitrico (NO) de uma maneira dose-dependente, através do
MR?, Isto parece contraditério, dado que a iINOS é pro-in-
flamatdria, no entanto, a longo prazo a inibigdo da iINOS
pode resultar em fibrose cardiaca, sugerindo que o NO
pode desempenhar um papel na prevengao de fibrose®?'.
Experimentos adicionais verificaram que o NO combate
o ROS através da formagao de peroxinitrito, o que pode
também ser eficaz contra a fibrose®. Da mesma forma, a
inibicao da iINOS reduziu a relagdo NO/ROS, favorecendo
o desenvolvimento de fibrose. Além disso, a diminuigdo do
NO endotelial formado pela NOS, tem sido demonstrado
por ter um papel central no desenvolvimento de desordens
cardiovasculares® e HVE®.
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3. CONCLUSAO

Como vimos, a aldosterona € um hormdnio conhecido
por promover, em determinadas condigdes, hipertrofia
do miocardio, com consequéncias diversas. Entre essas
condi¢cbes podemos destacar baixa concentragao de
AMPc e Ca?", dois importantes segundos mensageiros
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que estariam diretamente envolvidos na resposta hiper-
tréfica. Condigcdes que favorecem a ativagao de PKC
também sao relatadas como fundamentais para a for-
macao do fendtipo hipertréfico. Estas condi¢gdes podem
ser conseguidas pela propria aldosterona, em cross
talking, dependendo das condi¢des momenténeas das
células cardiacas.
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