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Resumo

O sistema renina angiotensina (SRA) ¢ reconhecido como um dos principais efetores das
funcgdes renais ¢ do controle do sistema cardiovascular, regulando a pressdo arterial e
homeostase do organismo. A influéncia desse sistema sobre as fun¢des cardiovasculares e
renais ¢ extremamente ampla e complexa, envolvendo multiplos mediadores, receptores e
mecanismos de sinalizagdo intracelular. Muitos polimorfismos dos componentes do SRA
estdo sendo descritos, entretanto os impactos dessa variacdo génica na expressdo dos
fenotipos ainda sdo pouco conhecidos. O objetivo desse estudo foi caracterizar
bioquimicamente e funcionalmente o polimorfismo da enzima conversora de angiotensina
(ECA), caracterizado como inser¢do ou delegdo de 287 pares de bases no intron 16 do gene da
ECA, localizado no cromossomo 17, investigando também a atividade dessa enzima com
substratos especificos para cada um dos seus dominios cataliticos e a influéncia do
polimorfismo em outros sistemas. Também foi objetivo desse trabalho verificar forca, o
indice de massa corporal em individuos saudaveis relacionando com o polimorfismo da ECA.
Participaram do estudo 62 voluntarios (24+1,5 anos) que foram genotipados para o
polimorfismo da ECA (II n=16, ID, n=28 e DD, n=18). A atividade da ECA foi avaliada
através da utilizacdo de substratos de supressdo intramolecular de fluorescéncia especificos
para cada dominio. Nenhum dos resultados hemodindmicos mostrou diferenca significativa
entre os individuos estudados quando relacionados aos gendtipos. A atividade da ECA, com a
utilizacao do substrato para os dominios C-N, apresentou diferenga significativa (p<0,001) no
grupo de homozigotos II, quando comparado aos grupos ID e DD. Foi observada diferenca
significativa (p<0,001) do grupo II comparado aos grupos ID e DD com a utilizagdo do
substrato especifico para o dominio-N da ECA. O resultado do substrato especifico para o
dominio-C, mostraram uma diferenca significativa dos grupos Il em relacdo aos grupos DD e
ID. Com esses resultados, buscamos verificar a influéncia das variagdes dos niveis de ECA
em outros sistemas. A atividade plasmatica da calicreina foi maior (p<0,05) em individuos
portadores do gendtipo DD, quando comparado ao grupo de homozigotos II. As
concentragdes séricas de outro substrato da ECA, o Ac-SDKP, ndo mostraram diferencas
significativas quando comparadas aos genotipos do polimorfismo da ECA. Conclui-se, dessa
forma, que o grupo heterozigoto ID e homozigoto DD nao apresentam diferenca significativa
entre si, ndo corroborando com os dados da literatura. Demonstramos assim, que a presenga
de um tnico alelo D ¢ suficiente para aumentar o nivel de expressdao da ECA. Os niveis de
calicreina sdo maiores no grupo DD, sugerindo uma compensacdo pela maior atividade de
ECA nesses individuos. O polimorfismo da ECA nao influenciou nos niveis de Ac-SDKP,
demonstrando que provavelmente esse peptideo também ¢ compensado em individuos DD.

Palavras-chave: Sistema Renina Angiotensina, ECA, polimorfismo, sistema cardiovascular.



Abstract

The renin-angiotensin system (RAS) is recognized as one of the main effectors of renal
function and cardiovascular control, regulating arterial blood pressure and homeostasis. Its
influence on cardiovascular and renal functions is extremely complex involving multiple
mediators, receptors and mechanisms of intracellular signaling. In the last few years several
polymorphisms of RAS have being described; however, the importance of this genetic
variation on phenotypic expression is poorly understood. The aim of this study was establish a
biochemical and functional characterization of angiotensin-converting enzyme (ACE)
polymorphism. To this, we observe the activity of both enzyme domains with specific
substrates and investigate the influence of the polymorphism on other systems. Also were
objectives of the present study evaluate the strength and body mass index (BMI) in young and
health subjects and verify with them are associated with ACE polymorphism. Sixty-two
volunteers (24=+1.5 years-old) were characterized in relation to ACE polymorphism (II n=16;
ID n=28 and DD n=18). ACE activity was evaluated by the intramolecular suppression
fluorescent substrates specific for each ACE domain. None of hemodynamic parameters
evaluated (blood pressure and heart rate) were different among the phenotypes. ACE activity,
evaluated by the substrate specific for both domains was different (P<0.001) in individuals
from homozygote group in comparison to ID and DD groups. This pattern of difference was
also observed when the activity of ACE was determined by substrate specific to the N domain
(p<0.001). The result obtained with the substrate specific for the C domain, demonstrated a
significant difference between II and DD (p<0.001) and between II and DD (p<0.01). Based
on these results we verify the influence of ACE variations on others systems. Kallikrein
plasmatic levels were higher in DD individuals in comparison to II (p<0.05). The plasmatic
levels of another ACE substrate, Ac-SDKP, did not demonstrated significant differences
among the genotypes of ACE polymorphism. Thus, we concluded that ID individuals and
homozygous DD subjects are not different in relation to ACE levels, in disagreement with
data previously published. Also, we demonstrated that the presence of a single D allele is able
to increase the degree of ACE expression. The kallikrein plasmatic levels were higher in
individuals from DD phenotype, suggesting the existence of a compensatory mechanism in
these individuals. ACE polymorphism did not influence the plasmatic levels of Ac-SDKP,
demonstrating that the levels of this substrate were also compensated in DD individuals.

Key-words: Renin angiotensin system, ACE, polymorphism, cardiovascular system.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologias das doencas cardiovasculares

O processo de industrializagdo e o avango tecnoldgico, caracteristico das sociedades
modernas urbanas, vém contribuindo categoricamente para alteracdes epidemiologicas.
Anteriormente as principais causas de morte € morbidade, eram as doengas infectocontagiosas
e algumas causadas por deficiéncia nutricional, agora as principais causas s3o
predominantemente relacionadas a doengas nao transmissiveis (YUSUF et al., 2005).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a categoria “condigdes cronicas”
inclui as doengas transmissiveis como AIDS, por exemplo, € as ndo transmissiveis como
problemas cardiovasculares, cancer e diabetes. Essas doencas sdo um grande problema de
saude e solicitam continuo gerenciamento por décadas. De acordo com essa instituicdo, em
2003 o total de mortes do mundo, cerca de 16 milhdes, ou seja, 47% do total de mortes
resultaram de etiologia cardiovascular (OMS, 2003). J4& em 2005 foi estimado que 17,5
milhdes de pessoas morreram por decorréncia de doencas cardiovasculares, sendo que 7,6
milhdes de mortes foram devidas a ataques cardiacos e derrame cerebral. Cerca de 80%
dessas mortes ocorreram em paises de média e baixa renda (OMS, 2005).

Dados recentes mostram que este grupo de doengas por condi¢des cronicas de saude
atinge uma média de aproximadamente 60% do 6nus causados por doencas em todo o mundo.
Algumas estimativas apontam que esses valores alcancardo 80% em paises em
desenvolvimento em 2020. As doengas coronarianas e cerebrovasculares ha varias décadas
constituem as principais causas de morte e incapacidade em todo o mundo sendo responsaveis
por uma em cada trés mortes registradas neste grupo de doencas (OMS), e ainda continuardo
liderando as estatisticas de mortalidade e morbidade (MURRAY e LOPEZ, 1996).

No Brasil, dados do Ministério da Satude (Brasil, MS, 2004) revelam que as doengas
cardiovasculares (DCV) representaram a principal causa de morte (28%), sendo que, entre
elas, as doencas cerebrovasculares ocuparam o primeiro lugar (39%), seguida das doengas
isquémicas do coracdo (30%). Em cerca de 95% dos pacientes, ndo se estabelece a etiologia
da hipertensdo arterial, denominada essencial ou primdaria. Os 5% restantes estdo na classe de

hipertensao secundaria.



Trabalhos realizados em diferentes populagdes indigenas (HOLLENBERG et al.,
1997), que mostram estilo de vida primitivos, a pressao arterial aumenta de acordo com a
idade, mostrando que a idade ¢ um fator que influencia na prevaléncia da hipertensao arterial
na populagao.

A hipertensdo arterial ¢ uma doenca multifatorial, isto €, causada por varios fatores
que dao origem a falhas no complexo e delicado sistema de controle da pressao arterial, sendo
um desses fatores pode ser resultante da interacdo de fatores ambientais sobre a expressdo de
certos genes (PEREIRA et al., 2005). Essas modificagdes comprometem fundamentalmente o
equilibrio dos sistemas vasodilatadores e vasoconstritores, que mantém o tonus vasomotor, €
levam a reducéo na luz dos vasos com danos a o6rgaos alvos (KAPLAN et al., 2000; MOSCA
et al., 2004). A hipertensdo também pode ser dita como uma doenga poligénica, resultando de
anormalidades em mecanismos de controle da pressdo, pois um grande nimero de substancias
biologicamente ativas pode interagir com diferentes sistemas fisiolégicos, de maneira
complexa para garantir a homeostasia cardiovascular (KAPLAN et al., 2000; MOSCA et al.,
2004).

Os Sistemas Renina-Angiotensina (SRA) e Calicreina-Cininas (SCC) tém papéis
fundamentais na regulagdo da pressdo arterial, sendo importantes candidatos no papel da
patogénese da hipertensdo. Uma parte significativa dos pacientes com hipertensao arterial
exibe alteragdes nas concentragdes séricas dos peptideos desses sistemas. O SRA e o SCC
estdo também envolvidos na patogénese dos danos cardiacos e renais associados a elevada
pressao sanguinea. Ambos, SRA e SCC estdo localizados no sistema vascular, onde os efeitos
da Bradicinina (BK) se opdoem as a¢des da Angiotensina II (Ang II).

Na década de 50, Skeggs et al., (1956), mostraram que a ECA era uma enzima capaz
de clivar Ang I e BK no sangue, mas somente nos anos 70 foi verificado que era possivel
bloquear a conversdo de Ang I a Ang II e diminuir a eliminagdo de BK empregando-se
veneno de cobra, e subseqiientemente demonstrando que ECA e cininase II, a qual degrada
BK em metabdlito inativo, sdo a mesma enzima (YANG et al., 1970; ERDOS e SKIDGEL,
1987).

Com a descoberta da participagdo da ECA simultaneamente em dois sistemas
diferentes, estabeleceu-se um importante elo entre esses sistemas. No SCC, a ECA age
inativando a BK pela hidrolise do dipeptideo Phe-Arg e em seguida o Ser-Pro, da regido C-
terminal (ZACEST et al., 1974), abolindo assim sua atividade vasodilatadora (YANG et al.,

1970). Dessa maneira, a ECA exerce um proeminente papel na regulagdo da pressdo



sanguinea ¢ sua atividade estd relacionada com a vasoconstrigdo ¢ aumento da resisténcia
vascular periférica.

Devido a essa critica contribui¢do no controle da pressdo sanguinea, qualquer
anormalidade em um desses componentes pode conduzir a hipertensdo e doencas
cardiovasculares (KILPELAINEN et al., 2008). Poucos estudos no Brasil correlacionam os
fendtipos intermediarios da hipertensao e os polimorfismos dos genes dos componentes
desses sistemas.

Na figura 1 o SRA e o SCC estdo esquematizados.

Cininogénio Angiotensinogénio
Calicreina Renina

Angiotensina I

ECA
Bradicinina ~——mm— .. . '
(Vasodilatadora) Cininase 11
Angiotensina Il
ﬂ (Vasoconstritora)
Receptor B, ﬂ

Fragmento Inativo
Receptor AT

Figura 1: Esquema representando a interagdo da ECA nos sistemas Calicreina-cininas ¢ Renina angiotensina.

1.2 Sistema Calicreina-Cininas (SCC)

O SCC ¢ formado pelos cininogénios (substratos glicoprotéicos) precursores da BK e
analogos, que estdo envolvidos na cascata de coagulacdo e inflamacdo; calicreinas (enzimas
proteoliticas da familia das serino-proteases), presentes nas células glandulares, neutréfilos e
fluidos biologicos, que sao responsaveis pela geracdo de cininas; cininas (peptideos
vasoativos), provenientes da hidrolise dos cininogénios pelas calicreinas; cininases (enzimas
de degradacdo); e receptores de membranas, B1 e B2 (dois receptores transmembranicos
especificos) acoplados a proteina G (REGOLI e NANTEL, 1990; BHOOLA et al., 1992), que

estdo ligados a mecanismos variados de transdugao.




O SCC esta envolvido em muitos processos biologicos, dentre os quais estdo o0s
mecanismos de resposta inflamatoria (BHOOLA et al., 1992), nocicep¢do ¢ transmissdo de
dor (DRAY e PERKINS, 1993). Além disso, atua no processo de captagdo de glicose por
cé¢lulas musculares e adipocitos por meio da translocagdo do seu principal carreador de
glicose, GLUT4, para a membrana citoplasmatica, independente da acdo da insulina. Esse
mecanismo ¢ mediado pela agdao da bradicinina sobre os receptores B2 de cininas (KISHI et
al., 1998). Esse sistema também ¢ importante no fluxo local de sangue, no transporte de
eletrolitos e glicose, e na proliferagdo celular (BHOOLA et al., 1992), atuando também no
trato gastrointestinal (ALLOGHO et al., 1995).

Este sistema esta representado de forma esquematica na figura 2.

Cininogénio
Calicreina l
Bradicinina Receptor B2
Arginino-carboxipeptidases
ECA
Peptideos Des-Arg-Cininas Receptor B1
Inativos
Cininases
Peptideos
Inativos

Figura 2: Representacdo do Sistema Calicreina-Cinina.

1.3 Calicreinas

As enzimas que sdo capazes de liberar cininas sdo coletivamente chamadas de
cininogenases, termo genérico que inclui as calicreinas, catepsinas, etc. (MULLER-ESTERL,
1989).

As calicreinas s3o divididas em dois grupos: teciduais e plasmaticas. A fungdo dessas

duas enzimas em humanos ¢ liberar os peptideos vasoativos calidina (Lis-BK) e bradicinina



(BK), respectivamente. A Lis-BK, um decapeptideo, ¢ gerada através do cininogénio de baixo
peso molecular. A BK ¢ um nonapeptideo e ¢ gerado a partir do cininogénio de alto peso
molecular (BHOOLA et al., 1992)

A calicreina plasmatica ¢ encontrada no sangue em sua forma inativa, a pré-calicreina,
que esta ligada ao cininogénio de alto peso molecular (HK). Apoés ativada, a calicreina cliva o
HK para liberar a BK (BHOOLA et al., 1992). A BK liberada no plasma age
predominantemente no receptor B2 de cininas induzindo um efeito hipotensor via formacao
de Oxido Nitrico (NO).

A BK livre no plasma pode sofrer acdo da carboxipeptidase N através da remogao da
arginina C-terminal da BK formando a des-Arg’-BK, um agonista do receptor Bl. A
carboxipeptidase M pode através Lis-BK, gerar des-Arg'-BK, também agonista do receptor
B1. O mecanismo de formacdo dos agonistas do receptor Bl tem especial importancia em
condi¢des inflamatorias, quando endotoxinas e citocinas induzem um aumento das

carboxipeptidases.

1.4 Sistema Renina Angiotensina (SRA)

A pressdo e o volume sanguineo no corpo sdo controlados pelo SRA. Esse sistema tem
sido caracterizado como um dos mais importantes sistemas de controle cardiovascular a curto
e longo prazo e homeostasia hidroeletrolitica do organismo (SAYED-TABATABAEI et al.,
2006). O SRA ¢ constituido por um complexo sistema hormonal formado por varios peptideos
e enzimas, ¢ tem como seu principal efetor a Ang II. Esse peptideo ndo atua somente no
plasma, visto que tem sido observada a expressio do RNA mensageiro (mRNA) dos
componentes desse sistema em varios tecidos (SAAVEDRA et al., 1992; KATSUYA et al.,
1995), o que sugere um novo modelo de atuagdo do SRA com produ¢ao de Ang II tecidual.

A sintese de Ang II envolve uma série de etapas cataliticas, onde sua cadeia inicia-se
a partir do angiotensinogénio, uma a2-globulina sintetizada no figado e liberada na circulagdo
por meio de estimulos hormonais (BEN-ARI ¢ GARRISON, 1988). O angiotensinogénio
entdo ¢ clivado pela renina, uma enzima proteolitica sintetizada e armazenada sob a forma

inativa (denominada pro-renina) pelas células justaglomerulares do rim.



Estas células musculares lisas modificadas localizam-se nas paredes das arteriolas
aferentes imediatamente proximais aos glomérulos. A pro-renina ¢ liberada quando a pressao
sanguinea estd baixa (condicdes de baixa de sal, ou perda de sangue), e sdo sinalizadas
reacdes intrinsecas nos proprios rins causando a decomposi¢do de moléculas de pro-renina
para a liberagao de renina.

A descoberta do classico papel da renina realizado pelo fisiologista Filandés Robert
Tigerstedt e seu estudante Sueco, Per Bergman em 1898 (BASSO e TERRAGNO, 2001) foi
baseado no experimento executado em 1896-97 no Instituto Karolinka. Nesse experimento o
extrato de salina de figado de coelho mostrou lentamente o aumento da pressdo sanguinea
(PS) quando injetado em coelhos. O principio causador estava presente no cortex renal, mas
ndo na medula e foi destruido quando aquecido. O autor concluiu que a substancia era uma
proteina e ele a nomeou de renina. Eles especularam que “a renina pode de algum modo ser,
direta ou indiretamente, associada com hipertrofia do coracdo encontrado em doengas renais e
alta pressao sanguinea”. Porém, estes resultados ndo puderam ser repetidos em outros
laboratorios, e foi s6 mais tarde em 1930 quando a renina foi redescoberta.

A renina ¢ uma enzima sem acdo vasoativa. Ela atua clivando o angiotensinogénio
produzindo o decapeptideo Ang I, que possui propriedades vasoconstritoras discretas, mas
ndo o suficiente para causar alteracdes significativas da funcdo circulatoria. A Ang I ¢
convertida em Ang II através da agdo da ECA, que estd presente em varios tecidos,
removendo dois aminodcidos da regido carboxiterminal da Ang I formando um octapeptideo,
a Ang II, um potente vasoconstritor (ERDOS, 1990; WOODS et al., 2001).

A Ang II apresenta inumeras fungdes, agindo em diversos 6rgados ao ligar-se a dois
diferentes receptores de Ang II: receptor do tipo 1 (AT;) e tipo 2 (AT,) que sdo larga e
distintamente distribuidos pelos 6rgdos e tecidos. Ambos receptores pertencem ao classico
grupo de receptores acoplados a Proteina-G com sete dominios transmembrana. Ligando-se
aos receptores do tipo AT; ¢ conferido a mais classica a¢do do peptideo Ang II que ¢
promover a vasoconstricdo no musculo liso vascular e atuando no cortex da adrenal causando
liberagdo de aldosterona, que estimula os tibulos renais, a reabsorver mais s6dio e dgua
(BREWSTER e PERAZELLA, 2004), e estimulagdo do sistema nervoso simpdatico via
receptores localizados no cérebro. Estes efeitos resultam em um aumento da volemia,
aumentando a pressdo sanguinea e interagindo em outros eventos relacionados ao controle da
pressdo. A Ang Il também medeia o crescimento e proliferagdo celular estimulando a

producdo de citocinas e fatores de crescimento (SCHELLING et al., 1991).



Também via AT, a Ang II possui efeitos como a hipertrofia e liberacdo de
catecolaminas  (TIMMERMANS et al., 1993; MUNZENMAIER e GREENE, 1996;
MATSUBARA, 1998). No endotélio, a modulagdo de receptores AT1, ¢ caracterizada pela
reducdo da biodisponibilidade de o6xido nitrico (RAJAGOPALAN e HARRISON, 1996).
Uma visao cléssica do papel do receptor AT, ¢ sua interagdo com Ang II, desencadeando uma
série de reagdes intracelulares visando atenuar os efeitos do receptor AT; citados
anteriormente (RAJAGOPALAN e HARRISON, 1996). Ao contrario dos receptores AT, a
ligacdo da Ang II nos receptores AT,, provoca vasodilatacio (KATSUYA et al., 1995;
MASAKI et al., 1998), desempenhando uma agdo protetora da parede vascular. Mais
recentemente, demonstrou-se que o receptor AT, esta envolvido em algumas importantes
acoes de Ang II quando atua no tecido cardiaco (HEIN et al., 1995; YANG et al., 2002;
BOVE et al., 2005; ISBELL et al., 2007).

Em adicdo aos componentes do classico SRA, diversos novos participantes tem sido
descoberto recentemente. Um andlogo a ECA, a Enzima Conversora de Angiotensina 2
(ECA2), foi descoberta e mostrou degradar Ang I em Ang-(1-7) (DONOGHUE et al., 2000;
TIPNIS et al., 2000). A ECA2 ¢ analoga a ECA possuindo 42% de homologia entre seus
aminoacidos. A ECA2 hidrolisa a Ang I a partir da remo¢do da fenilalanina da regido
carboxil-terminal desse peptideo formando o inativo nonapeptideo Angiotensina 1-9 (Ang 1-
9) (WELCHES et al., 1993), o qual pode ser convertido no heptapeptideo Angiotensina 1-7
(Ang 1-7) pela ECA (VICKERS et al., 2002). A Ang 1-7 antagoniza em humanos o efeito
vasoconstritor da angiotensina II (STRAWN et al., 1999; UEDA et al., 2000; FERREIRA ¢
SANTOS, 2005). Este heptapeptideo tem seu proprio receptor, e também esta relacionada
com uma potencializacdo do efeito da bradicinina mediada pelos receptores B, (MARCIC B.
et al., 1999; ERDOS EG et al., 2002). A Ang 1-7 pode ser clivada formando Ang 1-5, um
peptideo inativo. Este sistema esta representado na figura 3.

A complexidade do SRA mostra que seus efeitos podem ser algumas vezes
antagonicos. Por esse sistema possuir interacdes com outros sistemas como demonstrado,
podendo assim ajudar na manutencdo da estabilidade cardiovascular, mas também pode ser o
principal agente de processos patologicos.

Numerosos estudos do SRA no coragdo conduziram a desenvolvimentos terapéuticos
que utilizam os inibidores da ECA e antagonistas do receptor AT, visando impedir a
hipertrofia cardiaca e remodelamento cardiaco. A inibicdo da ECA bloqueia a gera¢dao de Ang
IT e reduz a degradagdao da BK, enquanto que antagonistas de receptores AT; bloqueiam o

receptor AT, e induzem o acimulo de Ang II (ZHU YC., et al., 1997) .



Figura 3- Representagdo do Sistema Renina Angiotensina.

1.5 Enzima Conversora de Angiotensina (ECA)

A ECA ou cininase II ¢ uma metalo-peptidase largamente distribuida na superficie da
membrana de células endoteliais e epiteliais em varios tecidos tais como, o miocardio
(KAPLAN et al., 2000) tecido adiposo (WOODS et al., 2001), muasculo esquelético
(LINDERMAN e GREENE, 2001) e, também, em fluidos corporais. Ela possui um papel
importante na homeostase circulatéria, convertendo o decapeptideo inativo Ang I, no
octapeptidio ativo Ang II (SKEGGS et al., 1956), um potente vasoconstritor e o principal
efetor do SRA (ERDOS e SKIDGEL, 1987), pela remocao dos residuos His-Leu da regido
carboxiterminal desse peptideo (HELMER, 1957).

A principal atividade da ECA ¢ catalisar a clivagem de dipeptideos da extremidade C-
terminal livre de varios substratos, sendo considerada uma peptidil-dipeptidase. Esta

peptidase ¢ uma das muitas metalo-pepitidases que usa o zinco como cofator e esta



organizada como ectoenzima, possuindo o seu dominio catalitico no espago extracelular. Essa
enzima ndo atua em substratos que possuem um residuo prolina na pentltima posicao da
cadeia polipeptidica (YANG et al., 1970).

Como revisto por Erdos e Skidgel em 1987, essa metalo-peptidase ndo estd
exclusivamente limitada a sua acdo peptidil-dipeptidasica, mas também tem a capacidade de
atuar como carboxitripeptidase ou endopeptidase sobre alguns substratos. Embora a
importancia fisiologica da ECA seja indiscutivel, até meados de 1990 pouco se conhecia
sobre sua estrutura, seu mecanismo de catalise e os requisitos conformacionais dos seus
substratos. Com a aplicacdo das técnicas de biologia molecular, foi possivel a clonagem da
ECA e um grande avanco foi dado no estudo desta metalo-peptidase (ALHENC-GELAS et
al., 1989; EHLERS et al., 1989).

1.5.1 O gene da ECA

A ECA ¢ encontrada em uma grande variedade de espécies animais. O gene
codificador da enzima em Homo sapiens, esta localizado no brago longo do cromossomo 17
(17923), possui 21 Kilo bases (Kb) e compreende 26 exons e 25 introns (SAYED-
TABATABAEI et al., 2006)(figura 4). No Centro Nacional de Informag¢des em Biotecnologia
(NCBI), sao registrados mais de 160 polimorfismos, no gene da ECA, sendo a maioria de
simples nucleotideo (SNPs). Somente 34 desses polimorfismos sdo localizados em regides
codificadoras.

O gene da ECA codifica duas isoformas da enzima: uma forma somatica (ECAs), com
uma massa molecular entre 150 ¢ 180 kDa, e a forma testicular (ECAt), com uma menor
massa molecular de 90 kDa, expresso nas células germinais. Estas duas formas resultam da
ativacao de dois promotores diferentes. A ECAs ¢ transcrita por um promotor localizado na
regido 5’ anterior ao exon 1 do gene, ¢ conduz a transcricdo de todos os 26 exons, exceto o
exon 13, que sofre um “splicing”.

A ECAt, com massa de 90 kDa, ¢ transcrita por um promotor interno especifico,
encontrado no intron 12 (LANZILLO et al., 1985). O RNA mensageiro da ECA germinal
inclui os exons 13 aos 26 (HOWARD et al., 1990). As duas formas diferem em relagdo aos

sitios ativos: a ECAs possui dois sitios ativos, localizados na regido C- dominio e a outra na



regido N-dominio; a ECAt possui somente o C-dominio que corresponde ao C-dominio da
ECAs (JASPARD et al., 1993).

As duas formas da ECA sdo enzimas do tipo ectoproteinas transmembrana do tipo I,
com seu sitio catalitico na extremidade extracelular. Outra forma de ECA ¢ a circulante,
gerada a partir da clivagem da enzima somatica, e presente nos fluidos bioldgicos como soro
(DAS et al., 1977) e fluido amniotico (YASUI et al., 1984). Essa liberacao (‘shedding’) da
ECA como proteina soltivel, ocorre através de clivagem proteolitica especifica por uma classe
de proteases solubilizantes de proteinas de membrana, conhecidas como sheddases (OPPONG
e HOOPER, 1993; MILLS et al., 2001).

A ECAs esta presente em células endoteliais, epiteliais € neuronais e possui dois
dominios cataliticos denominados de N-dominio e C-dominio (SOUBRIER et al., 1988), cada
um dos dominios contém um sitio ativo e possuem 60% de homologia nas suas seqiiéncias.
Cada dominio contém como tipico ligante, o zinco, encontrado em muitas zinco peptidases. A
ECAs humana ¢ composta por 1306 residuos de aminoacidos, dos quais 14 sdo residuos de
cisteina, que tem um papel fundamental na manuten¢do da sua estrutura tercidria ao formarem
ligagdes dissulfeto entre os grupos tiol, aumentando a estabilidade molecular e a resisténcia a
proteodlise. Também possui 17 sitios potenciais de N-glicosilagdo. A seqiiéncia da ECAs
revela ainda a presenga na molécula de duas porgdes hidrofobicas: um peptideo sinal N-
terminal de 29 aminoéicidos, que estd ausente na enzima madura e um dominio
transmembranar de 17 aminoacidos, situado proximo a regido C-terminal (SOUBRIER et al.,
1988).

E importante notar que os dois dominios da ECA somatica sdo diferentes na
especificidade de seus substratos sendo que o peptideo N-acetyl-Ser-Asp-Lys-Pro (Ac-SDKP)
¢ um substrato especifico para o dominio-N (ROUSSEAU et al., 1995). O Ac-SDKP é um
potente inibidor natural de proliferacdo de células tronco hematopoiéticas (GUIGON e
BONNET, 1995; ROUSSEAU et al., 1995) e o tratamento com inibidores da ECA resulta em
um significante aumento das concentragdes plasmaticas do Ac-SDKP em humanos (AZIZI et

al., 1996).



1.5.2 Controle Genético dos Niveis da ECA

As concentragdes séricas da ECA mostram pequenas variagdes quando mensuradas em
um mesmo individuo em momentos diferentes (SAYED-TABATABAEI et al., 2006).
Entretanto as concentragcdes dessa enzima podem ser consideravelmente varidveis quando
mensuradas em individuos diferentes (ALHENC-GELAS et al., 1991), o que permite pensar
em uma forte influéncia genética.

Em 1988, Cambien et. al., realizaram estudos com 87 familias saudaveis e
demonstraram grande variabilidade na atividade plasmatica da ECA. Em 1990, Rigat et. al.,
publicaram um importante estudo adicional sobre um dos polimorfismos encontrados neste
gene. No estudo foi descrito como um polimorfismo no gene da ECA humana envolvendo a
presenca (insercao, I) ou a auséncia (dele¢cdo, D) de 287-pb da seqiiéncia do DNA na regido
do intron 16 (figura 4). Esse polimorfismo foi primeiramente detectado por analise de
Polimorfismos no Tamanho do Fragmento de Restricdo (Restriction Fragment Length
Polymorphisms - RFLP) (RIGAT et al., 1990). A primeira detec¢do pela técnica da PCR deste
polimorfismo foi publicada por Rigat et al., (1992) onde foi utilizado um par de iniciadores
(primers) que flanqueiam a seqiiéncia onde ocorre a inser¢do de 287 pares de bases no gene
da ECA. Porém, estudos realizados por Shanmugam et al., (1993), mostraram que ndo foi
possivel distinguir os individuos heterozigotos ID por ocorrer uma preferencial amplificagdo
do alelo D. Esse fato pode causar uma dificuldade na visualizagao dos resultados e assim
causar uma ma classificacdo de aproximadamente 4 a 5% entre o genotipos ID e DD. Uma
amplificagdo adicional pela PCR foi entdo formulada para a confirmacdo do gendtipo DD
obtido no primeiro PCR padrao, incluindo um novo primer sense especifico, localizado na
regido onde ocorre a delegio (SHANMUGAM et al., 1993). Esta combinagdo da primeira
PCR padrdo com a reagdo confirmatoria da PCR utilizando-se o iniciador localizado onde

ocorre a delegdo foi subseqilientemente usada em diversos estudos.
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Figura 4: Tlustragdo dos 26 exons (quadrados) e 25 introns (linhas) do gene ECA. Intron 16 ¢ o local onde
ocorre a delegdo de 287pb. (de acordo com Tavares A., 2000)



Marcadores genéticos sao pequenas variagdes normais na seqiiéncia de nucleotideos,
chamadas de polimorfismos, espalhadas em centenas de milhares de posigdes diferentes
através do genoma. Os polimorfismos de DNA distribuidos ao longo do genoma sdo
excelentes marcadores genéticos e permitem seguir a heranca de um cromossomo. O
polimorfismo humano da ECA ¢ causado pela inser¢ao de uma seqiiéncia Alu resultando nos
trés genoOtipos na populagao (Alut+/+, Alu +/-, Alu -/-, ou ACE II, ACE ID e ACE DD,
respectivamente) (HAMDI e CASTELLON, 2004). O nome Alu foi dado a essa repetitiva
seqiiéncias de cerca de 300 pares de bases, por ela conter um sitio de clivagem para a
endonuclease de restricdo Alul (HAMDI e CASTELLON, 2004).

Recentemente, uma analise detalhada do desenho do genoma humano tem indicado
mais de um milhdo de copias da seqiiéncia Alu, e que estas sdo as mais numerosas, o que faz
dela o mais abundante de todos os elementos moveis no genoma humano (ZHUO et al.,
2001). Pelo motivo deste grande niimero de cdpias, o gene da familia Alu compreende mais
que 10% da massa do genoma humano (ZHUO et al.,, 2001), e sua seqiiéncia ndo ¢
uniformemente distribuidas no genoma (ZHUO et al., 2001; CHEN et al., 2002). Essas
seqiiéncias moderadamente repetitivas ocorrem em segmentos que vao de 100 a véarios
milhares de pares de bases intercaladas com blocos maiores de DNA.

Constantes estudos de associagdo genética tém implicado esse polimorfismo a saude,
esportes e também com doencas.

A combinacdo genética dos alelos, determina, na populacdo, o aparecimento de trés
genotipos, os homozigotos II e DD e heterozigoto ID. Os valores da atividade da ECA em
portadores do genotipo DD eram aproximadamente 2 vezes maiores quando comparados com
individuos que possuiam o genotipo II. Em individuos que apresentavam o genotipo
heterozigoto ID, foi observado niveis intermediarios da atividade ECA. Outros estudos
revelaram que o envolvimento do polimorfismo I/D ndo ¢ limitado somente as concentragdes
da ECA plasmatica, mas que ele também determina as concentracdes da ECA tecidual
(COSTEROUSSE et al., 1993; DANSER et al., 1995).

Esse polimorfismo explica as variagdes da ECA circulante e se esse fato ¢ devido as
maiores concentragdes e atividade enzimaticas em tecidos como coragao, rim e tecido adiposo

ainda ¢ controverso (WOODS et al., 2000).



1.5.3 Polimorfismo funcional do gene da ECA

Ueda e Elliott em 1995, em um experimento com homens normotensos, observaram
apos a infusdo de Ang I, que concentracdes venosas de Ang II e maiores valores de pressdao
sanguinea eram caracteristicas de individuos com genotipo DD. Esses resultados ndo foram
observados em outro estudo publicado no mesmo ano por Lachurie e Azizi et al., em 1995.
Algumas alteragdes em outras fungdes da ECA, como a degradagdo de bradicinina, foram
também estudadas in vivo, em individuos normotensos apos a administragdo desse peptideo
(MURPHEY et al., 2000). Uma grande correlagao foi observada entre concentragdo do alelo
D e peptideo inativo de BK (BK 1-5). As evidéncias favorecem a hipdtese de que o
polimorfismo I/D pode estar envolvido nas condigdes patofisiologicas entre os SRA e SCC.

Os resultados dos artigos anteriormente citados mostram que a presenca do aledo D
leva a um aumento de Ang II e uma maior degrada¢do da BK. O aumento da ECA tem sido
associado com o crescimento da musculatura lisa vascular observadas em regides que foram
submetidas a angioplastia (OHISHI et al., 1993) ¢ também um remodelamento cardiaco
(DANSER et al., 1995). Com a observagdo dessas altera¢des, levantou-se a hipotese de que o
aledo D poderia estar associado a disfuncdo do endotélio resultando em uma maior
degradagao de cininas e assim inibindo a sintese de NO (LINZ et al., 1996). Essas associagdes
levaram a um grande numero de estudos publicados sobre a associagdo entre este
polimorfismo e doencas cardiovasculares. Estas investigagdes ndo incluem somente a
presenca ou incidéncia da doenga, mas também outros aspectos, como sintomas e
manifestagdes, eficacia de terapias com drogas, taxas de recuperagdo, progressao de doengas e
outras interagdes com fatores genéticos ou ambientais.

De fato, estudos recentes na literatura tém evidenciado associagdes do polimorfismo D
do alelo da ECA e risco da sindrome coronariana aguda (CAMBIEN et al., 1992; PALMER
et al., 2003). Apesar de resultados controversos, alguns estudos sugerem a relagdo do
polimorfismo da ECA com processos patologicos, que estdo intimamente ligados a
hipertensdo arterial sistémica (CORVOL et al., 1997), hipertrofia do ventriculo esquerdo
(SCHUNKERT et al., 1994) ¢ nefropatia diabética (STAESSEN et al., 1997).

Estas wvaridveis encontradas no SRA também influenciam em outros -efeitos
fisiologicos, podendo expressar alguns outros fendtipos. Estudos tém associado a hipertrofia

do ventriculo esquerdo ao aledo D da ECA (MYERSON et al., 1999; FATINI et al., 2000;



NAGASHIMA et al., 2000; HERNANDEZ et al., 2003). Em atletas esse polimorfismo pode
relacionar-se com hipertrofia ventricular fisioldgica, pois individuos que levam o alelo D,
teoricamente apresentam uma maior produgdo de Ang II, e estdo mais aptos a promover
hipertrofia ventricular do que individuos que carregam o alelo I. Muitos estudos mostram que
individuos que possuem o alelo D sdo mais freqiientes em modalidades esportivas que exigem
forca (WOODS et al., 2001). Outros estudos mostraram que atletas portadores do genétipo
DD apresentam hipertrofia ventricular mais acentuada que portadores do genotipo II.
(MONTGOMERY et al., 1997) constatou em voluntarios jovens uma forte correlagdo entre
hipertrofia cardiaca com o genétipo ID e DD, apds 10 semanas de treinamento fisico militar,
sendo esse um dos poucos estudos longitudinais realizados com recrutas do exército inglés.

O rendimento do sistema cardiovascular constitui-se em um elemento-chave no
desempenho de atletas de provas aerdbias, por ser responsavel pela oferta de substrato e de
oxigénio para os musculos. Alguns estudos relacionando o polimorfismo da ECA com o
desempenho esportivo identificaram o alelo I como um fator genético de predisposicao para o
melhor rendimento em provas aerobias (COLLINS et al., 2004; TURGUT et al., 2004). Esses
resultados foram observados em corredores especialistas em provas de longas distancias
(acima de 5.000 metros) (MYERSON et al., 1999) e também em remadores da selecdo
australiana (GAYAGAY et al., 1998).

Apesar dos estudos fenotipicos para os determinados gendtipos da ECA apontar uma
predisposicdo ou prote¢do contra varias doengas, os dominios da ECA envolvidos nessas
caracteristicas relacionadas aos polimorfismos I/D ainda ndo foram caracterizados em
individuos saudaveis. Também nao ha relatos se esse polimorfismo pode afetar os

componentes do SCC e as concentragdes séricas de outros peptideos como o Ac-SDKP.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo deste trabalho foi identificar o polimorfismo de insercao (I) e delegdao (D)
do gene da ECA em individuos jovens saudaveis e mensurar a atividade dos dois dominios
dessa enzima e ainda correlacionar os genotipos com a pressdo arterial, forca e indice de
massa corporal. Também foi objetivo avaliar a atividade da calicreina plasmatica

relacionando com o polimorfismo da ECA bem como a concentracao do Ac-SDKP.

2.2 Especificos

e Verificar a porcentagem alélica e gendomica dos polimorfismos de Inser¢do (I) e
Delecdo (D) encontrada nos individuos saudaveis.

e Verificar a correlagdo dos genotipos dos voluntarios com as médias de pressao arterial
e freqiiéncia cardiaca encontradas na populacao.

e Correlacionar o polimorfismo I/D e a média de for¢ga muscular realizado com o teste
de preensdao manual.

e Verificar a correlagdo do polimorfismo com o indice de massa corporal dos
voluntarios.

e Verificar a atividade calicreina plasmatica dos voluntarios com genétipo I1, ID e DD.

e Verificar a atividade dos dominios C e N da enzima conversora de angiotensina.

e Verificar a concentragdo sérica do peptideo Ac-SDKP.



3 Método

3.1 Voluntarios

Foram selecionados 62 voluntarios adultos com idade entre 18 e 40 anos, do sexo
masculino, residentes na cidade de Mogi das Cruzes. A maior parte (40 pessoas) foi recrutada
no Tiro de Guerra de Mogi das Cruzes, os demais voluntarios eram estudantes da
Universidade de Mogi das Cruzes. Todos os voluntarios eram normotensos e sedentarios. Os
testes foram realizados no Laboratorio de Obesidade e Exercicio do Departamento de

Biofisica da Unifesp.

Os critérios de exclusao foram o uso de inibidores da ECA e/ou bloqueadores de
receptor do tipo 1 de angiotensina II, hipertensdo arterial (com pressdo arterial sistolica acima
de 139 mmHg e diastolica acima de 89 mmHg), fumantes, diabéticos, obesos (IMC acima de
30Kg/m?).

Todos os voluntarios assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (anexo

1) e todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de Etica e Pesquisa Envolvendo

Seres Humanos de Mogi das Cruzes, CAAE n.° 0078.0.237.000-07 (anexo II).

3.2 Procedimentos

Os voluntarios realizaram os testes em dois dias. No primeiro dia foram realizadas a
mensuracdo da pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca. Nesse mesmo dia foi realizado o teste
de for¢a maxima isométrica (preensao manual) por meio de dinamometria. Na segunda visita

foram coletadas amostras de sangue venoso para posterior analise bioquimica (ver figura 5).



Figura 5 — Protocolo experimental; P.A: Presséo Arterial; F.C: Freqiiéncia Cardiaca; Preensdo Manual: Forca
maxima isométrica.



3.2.1 Medida de Pressdo Arterial e Frequiéncia Cardiaca

A média da pressdo arterial foi mensurada por via auscultatéria, utilizando-se um
esfingmomandmetro anerdide e estetoscopio (BD,USA). Para avaliar-se a pressdo arterial
sistolica (PAS), pressao arterial diastélica (PAD), os voluntarios foram colocados na posi¢ao
sentada e mantidos por cinco minutos em repouso antes da mensuracdo com
esfingmomandmetro. Apds esse periodo, o braco esquerdo foi colocado em uma superficie
plana a altura do deltoéide. A fixacdo do manguito no brago ocorreu aproximadamente a 2,5
cm de distancia entre sua extremidade proximal e a fossa cubital. ApoOs o manguito ser
inflado, iniciou-se o processo de esvaziamento numa razdo de 2 mmHg por segundo até
distinguir o 1° e 5° ruido de Korotkoff, correspondente aos valores sistolico e diastolico,
respectivamente (PERLOFF et al., 1993). Este procedimento foi realizado logo apds os trés
testes isométricos (preensdo manual) para verificar a ocorréncia de possiveis alteracdes da
pressdo arterial durante o teste.

Quando realizado o teste de forca, o inicio do esvaziamento do manguito coincidiu
com o momento de finalizacdo do teste de preensdo manual. Esse procedimento permitiu
tempo suficiente para a determinagdo da PAS simultaneamente ao término da preensdo. A
PAD foi aferida até quatro segundos apos o término das repeticdes estabelecidas. O padrao
de medida da PA seguiu as normas da American Heart Association (1990). Durante todos os
testes cada individuo foi instruido a ndo realizar a Manobra de Valsalva, ou seja, movimentar
ou contrair o brago, para que a medida da PA fosse realizada sem comprometimentos.

A freqiiéncia cardiaca foi medida por telemetria durante o repouso e ao final dos

testes através de um frequencimetro (Polar modelo Al).

3.2.2 Teste de preensdo manual

Os voluntarios foram submetidos a um teste de forca maxima isométrica (preensdo
manual), que foi realizado utilizando-se um dinamoémetro da marca JAMAR. Este teste foi

realizado para verificar se existia associagdo da ocorréncia de maior forca em voluntarios



portadores do gendtipo DD, pois varios estudos sugerem que esses individuos apresentam
maior predisposicdo genética para ganho de massa muscular do que individuos que

apresentam os gendtipos Il e ID (FOLLAND et al., 2000).

Neste teste os participantes realizaram a compressao de um dinamometro de
empunhadura com sua mao dominante, a fim de gerar tanta for¢a quanto for possivel. O teste
realizado foi desenvolvido para medir a for¢a da mao e do brago. O avaliado ficou sentado em
uma cadeira sem apoio para os bragos e, com o0s pés planos sobre o chdo. A al¢a do
dinamometro foi primeiramente ajustada para acomodar a mao do avaliado. Quando o
dinamometro era comprimido, a segunda falange deveria repousar sobre a alga ajustavel. Uma
vez que o dinamometro estava ajustado na posicdo correta, o avaliado comprimia a alga o
mais forte possivel. A posi¢do do antebraco foi ajustada de forma se posicionar lateralmente

sem encostar-se na cadeira.

Foram feitas trés tentativas, com um intervalo de trés minutos entre cada uma. Era
observado o valor maximo atingido pelo voluntario e entdo o ponteiro era retornado ao zero
ao fim de cada uma das tentativas. O valor obtido ao fim de cada teste foi ajustado para a
média em quilograma mais proxima. Era considerada a melhor execu¢do como resultado

efetivo do teste.

3.2.3 Indice de Massa Corporal (IMC)

O Indice de Massa Corporal (IMC) expresso em Kg.m?, foi calculado dividindo o peso
pelo quadrado da estatura de cada individuo. Estes dados foram obtidos pelo questionario

previamente aplicado a cada voluntario.

3.2.4 Coleta de Sangue

Todas as coletas de sangue foram feitas por um enfermeiro habilitado. Cada

participante compareceu a visita pela manha, tendo observado jejum de 10 a 12 horas. Para



os procedimentos da coleta foram utilizadas luvas de procedimento e agulha descartavel.
Apos assepsia local com alcool, foram realizadas coletas de sangue no antebrago da veia ante-
cubital. Foram coletados 3 tubos de sangue de cada voluntario, com aproximadamente 4,9 ml
de sangue por tubo. Foram utilizados tubos a vacuo (S-Monovette) e cada um continha um
reagente especifico. O primeiro tubo contendo citrato de s6dio 1% para obten¢do de amostras
de plasma, o segundo tubo continha 1.6 mg EDTA/ml sangue, neste tubo foi adicionado 10ul
de inibidor de protease, e um terceiro tubo seco, para obtencdo do soro. O plasma e o soro

foram obtidos por centrifugacdo e esses transferidos para tubos Eppendorf.

3.2.5 Genotipagem do polimorfismo do gene da ECA

Uma amostra de sangue de 20ul foi utilizada para extracdo de DNA total dos
leucocitos utilizando-se o ChargeSwitch® gDNA Blood Kits (Invitrogen™) empregado para
purificacdo de DNA gendmico de pequenos volumes de sangue humano. Seguiram-se os
passos indicados pelo fabricante para a extragdo do DNA gendmico. Todos os individuos
foram genotipados para identificar a presenca do alelo dele¢do (D) ou insercdo (I) em seu

genotipo.

3.2.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A genotipagem dos alelos do polimorfismo de I/D do gene da ECA foi conduzida
utilizando um sistema de 2 iniciadores (‘‘primers’’) especificos que franqueiam a seqiiéncia
onde ocorre o polimorfismo no gene, na finalidade de amplifica-los e classificar os individuos
em homozigotos II ou DD ou em heterozigoto ID. Um terceiro iniciador interno (primer) foi
utilizado para confirmacao dos voluntarios que apresentaram gen6tipos DD. Os locais do gene
da ECA onde os primers se anclam estdo demonstrados na figura 6. A seqiiéncia dos
iniciadores (primers), reagentes ¢ suas respectivas quantidades utilizadas para realizacdo da

PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) estdo demonstradas em seguida.



Primer ECAS 5°-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT- 3’
Primer ECAAS 5’-GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3’
Primer interno ECA 5’-GTCTCGATCTCCTGACCTCGTG-3’

Reagentes utilizados na primeira PCR para identificacdo dos genotipos.

10 uL do DNA extraido

5 uL de Tampao de PCR (10x)

2,5 uL de MgCl, (50 mM)

1,0 uL de dNTPs (10 mM)

0,5 pL de primer ECAS (50 ng/uL)

0,5 pL de primer ECAAS (50 ng/uL)

0,5 uL. de Taq DNA polimerase (5 U/uL)
5 uL de H,O milli-Q autoclavada

25 uL total.

Reagentes utilizados na segunda PCR para confirmagao do genotipo dos voluntarios DD, com

a utilizacdo do primer interno.

10 uL do DNA extraido

5 uL de Tampao de PCR (10x)

2,5 uL de MgCl, (50 mM)

1,0 uL de dNTPs (10 mM)

0,5 pL de primer ECASint (50 ng/pL)
0,5 pL de primer ECAAS (50 ng/uL)

0,5 uL. de Taq DNA polimerase (5 U/uL)
5 uL de H,O milli-Q autoclavada

25 uL total.



—

Figura 6 — Demonstragdo da seqiiéncia do intron 16 onde os iniciadores (primers) sense e antisense reconhecem
a sua seqiiéncia complementar, demonstradas pelas setas cheias, a seta pontilhada é a seqiiéncia do iniciador
interno, local onde ocorre a delegao.

3.2.7 Condicdes da PCR

As duas PCR foram feitas utilizando as condigdes abaixo:

1 - 95°C por 5 min
2-95°Cpor45s

3-60°C por45 s

4 -72°Cpor45s

5 — Voltar ao passo 2 — 35 vezes
6 - 72°C por 7 min

7 - 4°C tempo indeterminado



3.2.8 Atividade da ECA plasmatica

A determinacdo da atividade dos dois dominios da ECA plasmatica foi realizada
utilizando o substrato de supressdo intramolecular de fluorescéncia contendo Abz (acido
aminobenzodico) na extremidade N-terminal e Dnp acoplado ao grupo €-amino do residuo de
lisina (Abz-FRK(Dnp)P-OH utilizado para se observar a atividade em ambos os dominios da
ECA, o substrato Abz-SDK(Dnp)P foi utilizado para verificar a atividade do N-Dominio e o
substrato Abz-LFK(Dnp)P para verificar a atividade do C-Dominio da ECA. Todos estes
substratos foram sintetizado pela metodologia da fase solida (BARLOS et al, 1989), ¢
gentilmente fornecido pela Dra Adriana K. Carmona, do Departamento de Biofisica, da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP). O tampao de incubacdo utilizado para
determinagdo da ECA no plasma foi Tris-HCI 100mM, NaCl 50 mM, pH 7,0.

Foram utilizados 10uL do plasma para os ensaios de atividade adicionados em tampao
de incubacdo. A reacdo foi iniciada apds a adi¢do de 20uL do substrato de supressdo
intramolecular em 2 mL de tampao, e a hidrélise foi acompanhada diretamente na cubeta de
quartzo 10.00 mm (Hellma®,A1emanha), no fluorimetro Hitachi F-2500, (EX= 320nm:;
EM=420nm) com abertura de 5/5 a 700V, a 37°C. Apds 300 segundos foi adicionado SpL de
Captopril 2M, para inibi¢do da ECA.

3.2.9 Atividade da Calicreina no Plasma

A atividade da calicreina no plasma foi realizada utilizando o substrato ZFR-MCA. O
plasma utilizado foi obtido através da centrifuga¢ao do sangue retirado durante as coletas em
tubo contendo citrato. O tampao de incubacdo onde foi realizada a reacdo para verificar a

atividade da calicreina era composto de Tris-HCI 50mM, 100 mM de NaCl, pH 7,4.

A reagdo foi iniciada apos a adigdo de 7,2uL do substrato ZFR-MCA ao tampdo de
incubacdo contendo 5 pL de plasma. A reagdo de hidrdlise ocorreu a 37 °C em cubeta de
quartzo no fluorimetro Hitachi F-2500 (EX=380nm; EM=460nm e aberturas de 5/5 com uma
voltagem de 700V). Apo6s 300 segundos de reagdo foi adicionado SuL de PKSI (inibidor),



para confirmar a atividade da calicreina plasmatica. A fluorescéncia foi novamente observada

por mais 100 segundos.

A atividade da calicreina plasmatica foi calculada subtraindo-se o valor obtido apos a

adicao do inibidor do primeiro valor, sem inibidor, no final de 300 segundos.

3.2.10 Concentracdes plasmaticos de Ac-SDKP

A determinacao dos niveis plasmaticos do substrato especifico para o N-dominio da
ECA, o Ac-SDKP, foi obtida através da utilizagdo do kit de imunoensaio especifico para
deteccao desse peptideo em plasma, soro, ou urina de humanos (ALPCO Diagnostics™).
Para o teste foi utilizado 1 mL de plasma de cada voluntario, onde 0,15 mL foram obtidos do
sobrenadante apds centrifugacao de 15 minutos a 4500 rpm a 4°C. Foi entdo adicionado 1 ml
de metanol e novamente centrifugado e logo em seguida todo o sobrenadante foi transferido
para um tubo limpo e centrifugado a vacuo por aproximadamente 6 horas para secagem.
Seguiram-se os passos indicados no kit pelo fabricante para a verificagdo dos niveis de Ac-

SDKP.



3.2.11 Andalise dos Dados

Os valores obtidos foram analisados com a utilizagdo do programa GrafPad Prism. Os
dados encontrados estdo apresentados na forma de média + erro padrao da média. Para analise
estatistica foi utilizado Test t Stundent. Para analise de mais de duas amostras foi aplicado
analise de variancia (One Way ANOVA) seguida de verificagdo post-hoc de Tukey. As
diferencas foram consideradas significativas em nivel de 95% onde os valores de p foram

menores que 0,05.



4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas Gerais dos voluntarios

4.2 Polimorfismos da ECA

O resultado do produto da primeira reagdo da PCR utilizado para identificagao do
gendtipo da ECA foi visualizado em gel de eletroforese (gel de agarose a 2%) com brometo
de etidio. Foram observadas bandas de 490 pares de bases nitrogenadas para individuos
homozigotos para Inser¢do (I) e bandas de 190 pares de bases nitrogenadas para homozigotos
que possuem a Delecao (D). Os individuos heterozigotos demonstraram as duas bandas, uma
de inser¢do e outra de delecdo. A figura 7 apresenta as bandas de DNA gendmico amplificado

apos a PCR de seis voluntarios. Todos os dados foram armazenados na forma digital.

M s lE B e 2 B &DD2DD 5B

Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose 2%. II — homozigoto para inser¢do, ID heterozigoto, e DD-
homozigoto para delegdo; B — Branco; Marcador de massa molecular (M) 100pb.

Devido ao fato do alelo D ser preferencialmente amplificado, por ser mais curto, todas

as amostras do primeiro PCR que obtiveram o genotipo DD, foram submetidas a uma segunda



e independente amplificagdo com um iniciador interno e o 6ligo antisense utilizado na
primeira reagdo. Este iniciador reconhece somente uma seqiiéncia onde ocorre a insercao dos

287pb. Os resultados da segunda reagdo de PCR estdo demonstrados na figura 8.

209 pb

Figura 8 — Eletroforese em gel de agarose 2% com a utilizagdo de iniciador interno; II- homozigoto para
inser¢do, ID- heterozigoto; Marcador de massa molecular (M); Branco (B).

O resultado desta segunda PCR mostrou a auséncia de bandas de 209 pb dos
individuos DD, banda essa especifica para os individuos que possuem o gene de Inser¢ao.
Neste teste foram utilizados dois controles positivos, um individuo possuindo o gendtipo Il e
outro individuo possuindo o genotipo ID onde uma banda de 209 pb foi observada. Em suma,
mediante a segunda reacdo foi possivel confirmar que ndo houve uma amplificacio
preferencial do alelo D em nenhum dos individuos genotipados e classificados como DD na
primeira PCR.

O resultado da distribuicdo dos gendtipos e distribuicdo alélica da ECA dos 62

voluntarios que participaram do estudo est4 apresentado na tabela 1.

Tabela 1 — Distribuigdo genotipica e alélica do polimorfismo I/D ECA.

Genotipo N %

II 16 26

ID 28 45

DD 18 29
Total 62

I 60 48

D 64 52

II: inser¢do-insercao; ID: inser¢ao-delecao; DD: delecdo-delegdo.



As caracteristicas gerais de todos os voluntarios sao apresentadas na tabela 2.

Tabela 2 — Distribuigdo das médias + erro padrao da média dos pardmetros: idade, peso, estatura, indice de
massa corporea (IMC) em individuos normotensos.

Parametros I ID DD
Idade (anos) 26+ 2 22+1 25+2
Peso (Kg) 75+2 74+£2 76 £3
Estatura (cm) 1,77 +£ 0,02 1,76 £ 0,01 1,79 +£ 0,02
IMC (Kg/m®) 23,7+0,6 23,7+0,5 23,7+0,9

(p > 0,05) para todas as varidveis entre os diferentes genotipos.

4.3 Parametros Hemodinamicos

Todos os pardmetros hemodinadmicos, pressao arterial sistolica (PAS), pressao arterial

diastolica (PAD) foram aferidos durante o repouso, € no final de cada repeticao do tes

te de

forca. Os dados da pressdo arterial sistolica (PAS) e pressdo arterial diastolica (PAD)

utilizado para obtencdo da PAM estdo demonstrados na tabela 3. A média da freqiiéncia

cardiaca (FC) obtida no inicio ¢ no fim do teste de for¢a esta presente na tabela 3. Os

resultados obtidos nestes testes demonstraram que ndo houve diferenca significativa dos

voluntarios acima descritos, no repouso e no final do exercicio.

Tabela 3 — Médias + erro padrdao da média de pressdo arterial sistolica e pressdo arterial diastolica medida em
repouso, durante o exercicio, final do exercicio e freqiiéncia cardiaca (FC) no repouso e no final do exercicio.

FCr PASr PADr PASex PADex PASex PADex PAST PADf

FCf

II 70+3  113+2 78+2 115+3 7543 116+3 78+2 117+3 78+£3 7

ID 73+2 112+2 772 116+£2 79+2 119+3 79+2 1163 80+2 7

DD 71+3 111+3 78+2 116+4 78+3 114+4 79+3 114+3 81+3 7

6+3

9+2

5+3

FCr: freqiiéncia cardiaca no repouso; PASr: pressdo arterial sistolica no repouso; PADr: pressdo arterial
diastdlica no repouso; PASex: pressdo arterial sistolica durante o exercicio; PADex: pressdo arterial diastolica
durante o exercicio; PADf: pressdo arterial sistolica no final do exercicio; PADf: pressdo arterial diastolica no

final do exercicio; FCf: freqiiéncia cardiaca no final do exercicio. (p>0,05) para todas as medias.



A PAM ¢ a principal medida clinica para a verificacdo da PA. E de acordo com os
nossos resultados nao foi possivel observar diferenga no inicio, durante e final do exercicio na
PAM, levando em consideragdo os genotipos da ECA.

A figura 9 mostra a PAM na condi¢@o de repouso.
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Figura 9 — Pressdo arterial média (PAM) durante o repouso verificado em cada gendtipo.

Também ndo ocorreu nenhuma diferenca significativa na PAM dos voluntarios
normotensos durante o repouso relacionado com o gendtipo.

Logo apos a medida da pressdo arterial em repouso os voluntarios realizaram os testes
de preensdo manual (handgrip) e a pressdo arterial foi medida no final de cada teste. A figura
10 mostra a média das trés primeiras afericdes da PAM para cada gendtipo durante os testes

de forga.
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Figura 10 — Pressdo arterial média (PAM) durante o teste de for¢a para cada genétipo.



Logo apds o ultimo teste de forca foi aferida a pressdo artéria sistdlica (PAS) e a
pressao arterial diastolica (PAD) para obtencdo da Pressdo Arterial Média (PAM). Os

resultados da PAM estdo demonstrados na figura 11.

Pressao Arterial Média
no final do exercicio (mmHg)

Gendtipos

Figura 11 — Pressdo arterial média (PAM) no final do teste de forga.

Nao ocorreu diferenca significativa na pressao arterial média no final do exercicio para

nenhum dos gendtipos da ECA.

4.3.1 Relacéo entre forca e gendtipo da ECA

Alguns estudos demonstram que individuos portadores do genotipo DD, quando
submetidos a treinamento tem um maior ganho de forca devido a uma maior ganho de massa
muscular (FOLLAND et al., 2000) quando comparados a individuos do genoétipo II e ID. Os
individuos de genotipo II sdo associados com uma melhoria no desempenho de resisténcia.
Porém nos individuos normotensos sedentarios que realizaram os testes, nao foi observada
esta diferenca de forca durante os 3 testes de preensdo manual. A figura 12 mostra a média da

forca obtida durante todos os trés testes.
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Figura 12 - Medidas dos resultados de preensdao manual (P.M) dos grupos com genotipos I, DD e ID (p>0,05).

4.4 Parametros Metabolicos

A figura 13 apresenta os valores da atividade da ECA plasmatica mensurados com

substrato para o C-N dominio, Abz-FRK(Dnp)P, quando agrupados pelos genotipos.
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Figura 13 — Atividade da ECA no plasma dos voluntarios de genétipo II, ID e DD utilizando substrato Abz-
FRK(Dnp)P para o C — N Dominios. *** [I x ID, e 711 Il x DD — p<0,001.



Ao comparar os resultados obtidos, foi possivel observar diferenca significativa do
grupo I em relagdo aos grupos ID e DD (p<0,001) na atividade dessa enzima. Entretanto nao
foi observada diferenga estatisticamente significativa entre o grupo ID e DD. Estes resultados
foram obtidos com a utilizagdo do substrato Abz-FRK(Dnp)P, substrato semelhante ao
utilizado em trabalhos que determinaram a atividade da ECA, ou seja, substrato especifico
para os dois dominios dessa enzima. Os proximos resultados sao decorrentes da utilizacao de
substratos especificos para cada dominio da ECA, sendo que dados que avaliam atividade de

cada dominio da ECA relacionando com o gendtipo I/D ndo sdo encontrados na literatura.

A figura 14 mostra a atividade da ECA com substrato especifico para o N-Dominio

desta enzima, Abz-SDK(Dnp)P.
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Figura 14 — Atividade da ECA no plasma com substrato Abz-SDK(Dnp)P especifico para o N- Dominio.
***]IxID, 1 IIxDD. UAF/min:

Com a utilizacao deste substrato, foi observada diferenca significativa (p<0,001) entre

o gendtipo II em relag@o aos grupos de gendtipos ID e DD.

A atividade da ECA plasmatica com substrato especifico para o C-dominio Abz-

LFK(Dnp)P, esta representada na figura 15.
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Ao comparar os determinados genotipos do polimorfismo foi observado diferenca
significativa (p<0,01) entre os gendtipos IIXID e diferenga significativa (p<0,001) entre os

genotipos [IxDD.

Como explanado anteriormente, a utilizacdo destes substratos especificos ndo ¢
encontrado em trabalhos na literatura, e os resultados obtidos em nosso trabalho com a
utilizagdo destes, mostram ndo haver diferenga significava entre os grupos ID e os individuos
do grupo DD, apontando que a presenca de um alelo D ¢ o suficiente para ter um aumento

significativo da atividade da ECA.

Foi verificada uma maior atividade de ECA em individuos portadores dos genotipos
ID e DD, entretanto ndo observamos alteragdo na pressao arterial. Por este motivo, nos
resolvemos verificar outros sistemas em que a ECA estd relacionada e que possam

compensar, teoricamente, uma maior producdo de Ang II.

Primeiramente resolvemos averiguar o SCC, mas especificamente a calicreina
plasmatica, relacionada com a conversao de BK, um potente vasodilatador.
A figura 16 apresenta o resultado das concentragdes plasmaticas de calicreina plasmatica

entre os grupos Il e DD.
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Figura 16- Atividade da calicreina plasmatica dos individuos II e DD. UFA/min. Unidades arbitrarias de
fluorescéncia por minuto. * (Comparando II com DD — p<0,05).

Os individuos DD apresentaram uma atividade da calicreina plasmatica 25% maior
comparadas aos individuos II sendo essa diferenca significativa (p<0,05). Nao foi observada
diferenca significativa entre o grupo ID e os demais grupos. A relevancia desses dados sera

investigada pela dosagem das outras enzimas plasmadticas envolvidas nesses sistemas.

Outro peptideo conhecido como substrato especifico da ECA, o N-acetil-Ser-Asp-Lys-
Pro (Ac-SDKP), substrato natural para o N-dominio (PEREIRA et al., 2003).

A figura 17 mostra o resultado dos niveis circulantes do Ac-SDKP nos grupos do

polimorfismo da ECA.
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Figura 17- Niveis de Ac-SDKP circulante.



Nao foi encontrada diferencga significativa (p> 0,05) nos niveis circulantes do peptideo
Ac-SDKP para nenhum dos gendtipos do polimorfismo da ECA, mesmo para aqueles grupos

que apresentaram maior atividade da ECA em testes anteriores.



5 DISCUSSAO

A ECA participa de diversas vias metabolicas, pois atua clivando uma diversidade
muito grande de peptideos fisiologicamente ativos. Desde as primeiras observagdes da
hidrélise da angiotensina I pela ECA, um grande caminho foi percorrido no estudo desta
metalopeptidase, sendo que agora novas fungdes fisioldgicas vém sendo descritas e atribuidas
a esta enzima, como por exemplo, sua participacdo na hematopoiese (ABALI et al., 2002),
fertilidade (HAGAMAN et al., 1998), hidrélise de neuropeptidios, (NORTH et al., 1999)

dentre outras.

Ap0s o relato de Cambien et al., (1988) descrevendo que as concentra¢des circulantes
da ECA de humanos estdo sob controle genético, varios outros artigos foram publicados
demonstrando os polimorfismos dessa enzima. A atencdo foi voltada para um polimorfismo
de Insergdo/Delegdo no intron 16, quando Rigat et al.,(1990) demonstraram que este responde
por aproximadamente metade da variagao observada em niveis plasmaticos da ECA na
populagdo. Fundamentando-se nos trabalhos de Rigat, et al., (1990), Tiret, et al., (1992), que
demonstraram uma grande varia¢do na freqiiéncia do aledo D, o primeiro passo do nosso
trabalho foi a genotipagem para verificar a porcentagem do polimorfismo da ECA encontrada

na populacao em estudo.

Neste trabalho encontramos a prevaléncia de 26% para o geno6tipo 11, 45% para ID e
29% para DD. A distribuicdo do gendtipo da ECA, encontrada em estudo nacional, mostra

uma prevaléncia do polimorfismo DD de 28%, o que esta de acordo com os nossos resultados

(PEREIRA et al., 2003).

Um outro estudo realizado por Inacio et al., (2004), visava determinar a freqiiéncia
genotipica e alélica do polimorfismo na populagdo Brasileira. O resultado se mostrou
semelhante ao de outras populagdes estudadas, mas houve uma variabilidade genotipica entre
as regioes do pais, com variagdes principalmente entre os homozigotos Il e DD na regido Sul,
onde se observou uma tendéncia ao aumento do genodtipo DD (54%) e diminui¢do do
heterozigoto (24%), devido provavelmente a composicdo étnica. Em nosso estudo, as
freqliéncias dos alelos D e I foram de 52% e 48%, respectivamente, ¢ sdo semelhantes as
encontradas por Inacio et al.,(2004), demonstrando que na regido sudeste a freqiiéncia alélica

do I é proxima a do alelo D.



Dados sobre esse polimorfismo, publicados em véarios estudos, demonstraram que
individuos com gendtipo DD possuem maior concentracdo plasmatica da ECA circulante,
resultando em maiores concentragdes plasmaticas de Ang II. Pode-se admitir um aumento da
resisténcia vascular periférica causada pelo aumento plasmatico de angiotensina II, assim,
como pela degradacdo da bradicinina em individuos com gendtipo DD, contribuindo assim
para o aumento da pressdao arterial. Entretanto outros artigos publicados avaliaram
normotensos X hipertensos e ndo observaram correlacdo da hipertensdo em relagdo aos

gendtipos ou alelos (ISHIGAMI et al., 1995; ABBUD et al., 1998).

No estudo realizado por Chiang et al., em 1997, avaliando 3095 chineses, foi
encontrada correlagdo entre os alelos e hipertensdo arterial, mas ndo entre os genotipos. Foi
observada uma positiva correlagdo da pressdo arterial diastélica nos individuos do sexo
masculino com gendtipo DD. Nakano et al., em 1998, evidenciaram que o aledo D esta
associado a hipertensdo arterial precoce e Abbud, et al., em 1998 constataram correlagdo do

genotipo DD com a hipertensao arterial.

Estudos que delineiam as ligacdes, entre os alelos e gendtipos da ECA com o fendtipo
da pressdo arterial, sdo muito discrepantes (RIGAT et al., 1990; CAMBIEN e TIRET, 2007).
E muitos estudos epidemiolédgicos associam o alelo D com o avango de risco de enfermidades

cardiovasculares (BARLEY et al., 1994; STAESSEN et al., 2001).

Como ja descrito na literatura os gendtipos da ECA também estdo envolvidos com
adaptagoes a determinados tipos de exercicio. Segundo Montgomery et al. (1997) o
polimorfismo de D estd associado com o crescimento de musculo liso vascular e hipertrofia
cardiaca, que podem resultar em alteracdes e diferentes respostas do sistema vascular, e este
geno6tipo € mais encontrado em individuos que tem maior predisposicdo para provas
anaerodbias, e que individuos com predisposi¢cdo para melhor rendimento em provas aerobias

carregam o alelo I (GAYAGAY et al., 1998).

Utilizando desses dados da literatura, realizamos testes de forca (handgrip) em nossos
voluntarios para verificar possiveis diferencas na pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca no
repouso € no final do teste. Este teste de forca foi escolhido por ser um teste de facil
realizacdo, sem custos, ¢ que se ajusta melhor ao perfil de voluntarios saudaveis que nao

praticam esportes especificos.

O efeito das manobras do handgrip em respostas a fun¢do ventricular esquerda foi
intensivamente investigado (GROSSMAN et al., 1973; CRAWFORD et al., 1979). Tavli, et

al., em 2003 analisaram variaveis hemodinamicas durante o repouso ¢ apds as manobras de



handgrip e mostraram que houve aumento da pressdo apds as manobras, porém estas
mudangas ndo foram estatisticamente significativas. Nossos resultados estdo de acordo com
esses autores e mostraram um aumento da pressdo no fim do teste em relacdo ao inicio, mas

esse aumento ndo foi significante.

Nossos resultados nao sugeriram relagao entre o gen6tipo ID ou DD com o fenotipo de
alteracdo na pressdo arterial. No trabalho realizado por Zee, et al., em 1992, foi observado
que o polimorfismo da ECA estava associado com hipertensdo arterial em uma populagdo
australiana. Em uma populagd@o japonesa foi relatado que individuos DD apresentaram 79%
de risco para desenvolver hipertensdo quando comparado aqueles individuos do gendtipo II
(HIGASHIMORI et al., 1993). Deve-se ressaltar que neste estudo os individuos eram jovens

saudaveis, e trabalhos mostram que a hipertensao estéa relacionada com o envelhecimento.

A pressdo arterial aumenta com a idade (VASAN et al., 2001), que pode ser
esclarecido pela rigidez arterial, ocasionador da hipertensdo arterial, relacionada ao
envelhecimento. Segundo dados da literatura, este pode ser um motivo por nao verificarmos

alteracdes na pressdo arterial de jovens durante a execugdo dos testes.

A forca de preensdo manual tem sido usada na ciéncia de exercicios e educacao fisica
como indice de forca na mdo e no antebraco, e ¢ conhecido que a forca ¢ modificada
diretamente com a massa corporal de cada individuo. Realizamos as medidas necessarias para
verificar o IMC dos grupos estudados. Os voluntarios que participaram do estudo ndo
apresentaram diferenga no indice de massa muscular, sendo que a média obtida para os grupos

foram I1= 23,7 £ 0,6; ID= 23,7 £ 0,5 ¢ DD= 23,7 + 0,9, ndo interferindo assim nos testes de forca.

Como nao foi observado diferencas no IMC dos grupos, foram utilizados os dados do
teste de forga para verificar a variacdo na pressdo arterial e a possivel variacdo na for¢a dos
voluntarios de acordo com cada genoétipo encontrado. Como descrito anteriormente, um maior
desenvolvimento da massa muscular esta ligada aos genoétipos DD da ECA. Alguns autores
observaram diferenca de forga encontrada entre os gendtipos, Folland et al., em 2000,
mostraram que o alelo D esté relacionado com um maior ganho de for¢a muscular. A presenga
do aledo D esta associada a maior resposta hipertrofica, especialmente, em situagdes de
estresse cardiovascular como exercicio e hipertensdo. Com os dados obtidos com o teste de
for¢a, ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05) de forga entre os genotipos DD
e II como observados em outros estudos. Uma diferenga no nosso estudo em relagdo aos

encontrados na literatura, ¢ que os nossos voluntarios ndo foram submetidos a um programa

de exercicios e sim a um simples teste de forga.



Uma das informacdes descritas na literatura ¢ a ligagdo entre os alelos e as
concentragdes plasmaticas da ECA. O aledo D proporciona maior concentragdo plasmatica da
enzima comparada ao alelo 1. Se correlacionados os genotipos e a concentragdo da enzima, de
maneira crescente, estes se apresentam da seguinte forma: II, ID e DD. Esse fato foi também
constatados em pessoas centenarias e brancos caucasianos (FAURE-DELANEF et al., 1998).
Com base nestes dados, demos inicio a avaliacdo da atividade da ECA circulante de nossos

voluntarios.

A primeira mensuragdo foi realizada com o substrato Abz-FRK(Dnp)P, que ¢
reconhecido pelos dois dominios cataliticos da ECA, sendo assim clivado tanto pelo dominio
N como pelo dominio C. Os resultados obtidos neste presente trabalho demonstraram uma
diferenga significativa (p<0,001) quando comparado o grupo de genotipo Il com os grupos ID
e DD. Os grupos ID e DD quando comparados nio apresentaram diferenca significativa. E
importante ressaltar que, os valores de atividade da ECA encontrados na literatura utilizaram
substrato que tem igual afinidade pelos dois dominios, ou seja, € clivado pelos dominios C e

N da ECA.

Um dos pontos de maior interesse deste projeto foi a utilizacdo de substratos
especificos para os dominios da ECA plasmatica. No primeiro ensaio foi verificada a
atividade do dominio N da enzima, utilizando-se o substrato especifico Abz-SDK(Dnp)P.
Com este ensaio foi possivel verificar diferenca significativa (p<0,001) novamente
comparando o grupo Il com os grupos ID e DD, mas ndo se observou diferenca significativa
entre os grupos ID e DD. Estes resultados sugerem ndo haver diferenga entre os individuos
que possuem uma ou duas copia do gene da delegdo, relacionando a atividade relativa ao
dominio N da ECA, o que sugere uma maior produc¢do da enzima sem afetar o sitio catalitico

N.

O ultimo ensaio utilizando o substrato de supressdo molecular Abz-LFK(Dnp)P, o
qual ¢ clivado somente pelo C-dominio da ECA, mostrou novamente uma diferenca
significativa (p<0,001) entre o grupo II e o DD. Foi também observada diferenga significativa

(p<0,01) quando comparado o grupo II aos individuos do grupo ID.

A analise dos resultados obtidos com os trés substratos utilizados para a determinacao
da atividade da ECA mostrou um resultado até agora inédito na literatura, os individuos
portadores de um Unico D tém a atividade da ECA préxima aos individuos portadores dos
dois alelos para a delecdo. Até hoje era observada atividade da ECA relacionada aos

genotipos, onde os individuos DD produziam mais ECA, e os II que produziam menos e os



individuos heterozigotos, ID eram os que apresentavam atividade plasmatica intermediaria
(CAMBIEN et al., 1988; RIGAT et al., 1990; COSTEROUSSE et al., 1993; DANSER et al.,
1995).

Estes achados sdo de fundamental importancia uma vez que esta proteina tem sido
alvo de intensa utilizacdo de drogas inibidoras, e os dados desses trabalhos sugerem que a
presenca de um tUnico alelo D ¢ suficiente para que ocorra um aumento significativo da ECA.
Isso mostra que a investigagdo do papel da ECA em diferentes patologias deveria ser
analisada de forma diferente da habitualmente utilizada, ou seja, os individuos deveriam ser
agrupados em somente dois grupos e a prescri¢ao dos inibidores dessa enzima deveriam levar

esse fato em consideragao.

Uma vez que trabalhos na literatura demonstram a interacdo da ECA nos SRA e SCC,
e também clivando outros peptideos (SKEGGS et al., 1956; YANG et al., 1970; ROUSSEAU
et al., 1995), resolvemos avaliar se as diferentes concentragdes séricas da ECA decorrente do
polimorfismo I/D podem interagir com outros sistemas que estejam relacionados com a
manuten¢do da pressdo arterial. A enzima calicreina plasmatica ¢ responsavel pela conversao
de cininogénio de alto peso molecular em BK, um potente vasodilatador (BHOOLA et al.,
1992). Verificamos os niveis séricos da calicreina e observamos uma maior concentragao
desta enzima em individuos pertencentes ao grupo DD, com diferenca significativa (p<0,05)
quando comparada aos individuos do grupo II. Nao se observou diferenca entre o grupo Il e

ID, como também entre o grupo ID e DD.

Os resultados encontrados nos ddo idéia do por que individuos jovens saudaveis ndo
apresentaram modificacdes de pressdo arterial e nem aumento da pressao durante a realizagao
do teste de forca, existe uma compensacao na atividade enzimatica da calicreina no grupo que
apresenta niveis elevados de ECA. Provavelmente este fato levard a maior producdo de BK

contrapondo o efeito vasoconstritor da Ang II.

Esses resultados mostram a inter-relagdo dos sistemas calicreina-cininas e renina
angiotensina. Ndo sabemos ainda se a maior atividade da ECA resulta numa menor
concentragdo plasmatica de BK. Entretanto estes dados sugerem que existe uma

interdependéncia entre os dois sistemas.

Por imunoensaio, verificamos os niveis séricos do peptideo Ac-SDKP, que ¢ um
substrato natural para ECA, e ¢ clivado preferencialmente pelo dominio N dessa enzima
(PEREIRA et al., 2003). Neste ensaio ndo se observou diferenga significativa para nenhum

dos genotipos da ECA, demonstrando uma compensacdo em sistemas que estdo relacionados



com esta enzima. Também a partir desses resultados podemos verificar que a alteragdo em um
dos sistemas de regulacao pode possivelmente ser o fator decisivo para desencadear desordens

cardiovasculares.

De acordo com nossos resultados fica clara a importdncia de futuros estudos
utilizando-se os substratos especificos para cada dominio da ECA para melhor entender a
func¢do desta enzima, sua possivel participacdo em outras vias metabdlicas bem como sua

interagdo com o desenvolvimento de doengas.



6 CONCLUSOES E SUGESTOES

® A percentagem alélica encontrada na populacdo em estudo foi igual as encontradas

em estudos anteriores;

® Nio houve diferenca na correlagdo do gendtipo e pressdo arterial e freqliéncia

cardiaca;

® Naio houve diferenga entre os genotipos da ECA em relacdo ao teste de forca

(handgrip);

® Nao houve diferenga no indice de massa corporal entre os individuos participantes do

estudo.

® A atividade da ECA plasmatica total ou dos dominios C ¢ N foram maiores nos

individuos ID e DD quando comparados aos individuos II.

® Individuos DD apresentaram maior atividade da calicreina plasmatica do que aqueles

que apresentaram o genotipo I1.
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UNIVERSIDADE DE MOGI DAS CRUZES

Anexo | - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

I - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o SEXO: MO FO
DATA NASCIMENTO: ........ v [eee

ENDEREGCO ..ot N i APTO: ....ccvvne
BAIRRO: ..o CIDADE .....cocoiiiiiiiiiiicc
CEPi.oiiiiiciiicii TELEFONE: DDD (............ ) e

11 - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Caracterizacdo Bioquimica e Funcional do Polimorfismo da

Enzima Conversora de Angiotensina em Individuos Normotensos”. PESQUISADORES: Prof. Dr. Ronaldo de
Carvalho Araujo/Sandro Soares de Almeida

CARGO/FUNCAOQ: Orientador de Mestrado da Universidade de Mogi das Cruzes e Escola Paulista de Medicina / Mestrando em
Biotecnologia

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO O RISCOMINIMO O RISCO MEDIO O
RISCO BAIXO | RISCO MAIOR |

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou tardia do estudo)

4.DURACAO DA PESQUISA : 12 meses

Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PARTICIPANTE OU SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A
PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. Justificativa e os objetivos da pesquisa ; 2. procedimentos que serdo utilizados e propositos, incluindo a identificagdo dos
procedimentos que sdo experimentais; 3. desconfortos e riscos esperados; 4. beneficios que poderao ser obtidos;

1. Justificativa e Objetivos da Pesquisa: O Sr(a) esta sendo convidado para participar de uma pesquisa que visa estabelecer a ocorréncia
do polimorfismo da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) e correlaciona-la com a pressio arterial apresentada pelos voluntarios e
os niveis séricos de Angiotensina II (Ang II) e Bradicinina (BK). Estaremos pesquisando também a influencia do polimorfismo em
alteragOes na pressdo arterial e em niveis de forga.

2. Procedimentos: Serdo 2 visitas ao laboratorio: 1°. Sera realizara uma anamnese, uma coleta de sangue capilarizado, teste de forca
manual (hand-grip), mensuragéo da pressdo arterial; 2°. Em uma segunda visita sera coletado sangue venoso, para analise enzimatica.

2.1 - 1%visita:

No dia da primeira visita apresentaremos aos Sr (a) todos os procedimentos que iremos realizar detalhadamente e lhe apresentaremos o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecimento, o qual o Sr (a) devera assinar caso concorde com todos os procedimentos. Em seguida iniciaremos o
preenchimento de uma Anamnese, que é composto por varias perguntas sobre sua condi¢do de satide. Depois sera realizado um teste de forga por
preensdo manual (hand-grip), utilizando um dinamdmetro. Também neste mesmo dia sera coletada uma amostra de 100ul de sangue capilarizado
realizado por pungdo digital, que sera utilizado para analise do polimorfismo do seu gene da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA). A
pressdo arterial serd avaliada em repouso por auscultatoria, e sera utilizado um esfingmomanometro anerdide e estetoscopio. Estes resultados
serdo utilizados para observar possiveis diferencas na pressao com relagdo aos diferentes genotipos encontrados;



2.2 — 2° visita:

Em uma segunda visita, o Sr (a) devera estar em jejum de 12h, para ser coletada uma amostra de 15 ml de sangue venoso de seu antebrago para
dosagem de Angiotensina II (Ang II) e Bradicinina (BK). Todos os procedimentos da coleta de sangue serdo realizados seguindo todas as normas
de assepsia descritas abaixo nesse Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento.

Coletas de Sangue:

Serdo coletados 100ul de sangue capilarizado do dedo anelar . Para isto todos os procedimentos de higiene serdo utilizados. Havera constante
utilizagdo de luvas descartaveis, algoddo e alcool. O sangue sera acondicionado em capilares de vidro descartaveis e posteriormente transferido
para tubos eppendorfs, para analise do polimorfismo do gene da ECA.

Sangue Venoso:

Serdo coletados 15 ml de sangue venoso de seu brago da mesma forma como ¢ realizado no laboratério quando o senhor é encaminhado pelo
médico para fazer exame de sangue. O sangue sera coletado em 3 tubos a vacuo (S-Monovette), cada um especifico para determinadas analises
enzimaticas. Nesse procedimento a agulha ¢ inserida somente uma unica vez e ocorrera somente a troca dos tubos. . Essas coletas serdo realizado
por um enfermeiro (a), devidamente treinado para isso.

3. Desconfortos e Riscos:

Coleta de Sangue:
O Sr (a) podera sentir algum desconforto durante a coleta de sangue.

Na ocorréncia de qualquer mal-estar momentaneo, o senhor tera atendimento imediato, e se necessario for, encaminharemos imediatamente o Sr
(a) a enfermaria da faculdade.

4.  Beneficios que poderéo ser obtidos:

Para vocé: conhecera o seu genotipo da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA). O polimorfismo de I/D da ECA esta relacionado com maior
ou menor predisposigdo a hipertofria muscular, mas também a alguns tipos de patogéneses. O alelo dele¢do (D) do gene esta associando com
aumento da atividade da ECA, e tem sido ligado a um maior ganho de massa muscular, mas também relacionado a doengas cardiovasculares.
Esta ligacdo esta atribuida a um aumento da formagdo de Angiotensina II em individuos que possuam o alelo D. Uma hipotese complementar
¢ que o alelo D esta relacionado com a maior degradagdo de um peptideo protetor, a Bradicinina. Com o conhecimento desses dados,
associa-se esse polimorfismo a predisposi¢ao a doengas do coragdo (hipertrofia), diabetes e outras doengas ainda em estudo.

Para os pesquisadores: Encontrar uma relagdo entre os niveis enzimaticos de Angiotensina II e Bradicinina com os gendtipos I/D da ECA
encontrados em individuos sedentario e atletas, e verificar a influencia do polimorfismo com o ganho de massa muscular e doengas
como citadas acima.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA:

1. Acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais
duvidas.

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo.

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

V. INFORMAGOES DE NOMES, ENDEREGOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA
PESQUISA, PARA CONTATO.

Sandro Soares de Almeida — Av. Dante Jorddo Stoppa n. 200 — Fone: (11) 4798-7087 ou (011) 8380-5669 — sanscientific@gmail.com
V1. OBSERVAGCOES COMPLEMENTARES:




VII - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa, estando de acordo com a

utilizacao dos dados coletados para fins académicos sem a identificagdo de meus dados pessoais.

Mogi das Cruzes, de de 2007.

ass. do participante da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(Sandro Soares de Almeida)
Nome por extenso:

Assinatura testemunha

Nome por extenso:




Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - EXTRACAO de DNA e NIVEIS
ENZIMATICOS

Descricdo do Projeto: este projeto destina-se a compreender melhor a relagdo encontrada
entre o polimorfismo da Enzima Conversora de Angiotensina I (ECA) e os niveis plasmaticos
de Angiotensina II, um potente vasoconstritor ¢ Bradicinina, um vasodilatador. Para
esclarecer esses niveis diferentes encontrados na populagdo, € necessario analisar
concentragdes de Angiotensina II, e Bradicinina plasmadtica, as quais estdo envolvidas no
controle da pressao arterial.

Existem evidéncias de que pessoas que tenham algumas caracteristicas genéticas
podem estar mais predispostas ao desenvolvimento de alteragdes nos controles pressoricos, €
por isso esse estudo também objetiva analisar variacdes genéticas como, nesse caso, O
polimorfismo do gene da Enzima Conversora de Angiotensina, envolvida na maior produgao
dessa enzima, a qual parece ter relacdo com a predisposi¢ao para Hipertensdo e Diabetes tipo
2. O entendimento desses mecanismos permitira aos pesquisadores a elaboragdo de futuras
pesquisas, bem como a criacdo de estratégias que visam um melhor controle do Diabetes tipo
2, assim como sugestdes de praticas preventivas para essa doenga.

Vocé esta sendo convidado a participar deste estudo na qualidade de voluntario. Vocé
tem toda a liberdade em decidir se deseja ou ndo participar do mesmo. Nao ha nenhuma
conseqiiéncia negativa caso vocé decida ndo participar. Se vocé decidir participar o
procedimento sera o seguinte:

Vocé sera submetido a uma coleta de sangue, que sera realizada no seu antebrago,
braco ou na parte posterior da sua mao. Vocé ficara sentado, em repouso, € entdo sera
utilizado um torniquete, para que o sangue circule mais para seu braco, antebraco e mao,
sendo realizada a assepsia com alcool 70% e algodao. Em seguida, uma agulha descartavel e
um adaptador vacuette®, fixado na agulha sera introduzida no local a ser coletado o sangue, e
um tubo vacutainer®, contendo EDTA e 10ul de inibidor de protease, serd posicionado ao
adaptador e agulha, iniciando assim a coleta de seu sangue (em torno de 5ml), imediatamente
apos a retirada do tubo sera inserido outro com citrato de sodio 1% e um ultimo tubo, este
seco. Imediatamente apds a retirada do ultimo tubo, com o contetido sanguineo, a agulha ¢ o
adaptador serao retirados e micropore (fita adesiva porosa) sera fixada no local onde ocorreu a
coleta sanguinea. Estas amostras de sangue serdo utilizadas para analises bioquimicas das
enzimas relacionadas com o polimorfismo da ECA.

As amostras de DNA serdo extraidas do sangue coletado por puncao digital e serdo

utilizadas para estudar marcadores genéticos. As amostras biologicas t€m o tinico propdsito de



investigar o papel da variabilidade genética molecular na determinagdo de fenotipos. Essas
amostras biologicas ndo serdo disponibilizadas para qualquer outro estudo em qualquer
hipotese.

As amostras biologicas coletadas nesse estudo serdo armazenadas no Programa de
Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia da Universidade Catdlica de Brasilia e no Laboratério de
do Nucleo de Ciéncias Gendmicas da Universidade de Mogi das Cruzes. Somente os
pesquisadores envolvidos nessa pesquisa terdo acesso aos materiais bioldgicos coletados.

Em qualquer momento e por qualquer circunstdncia vocé tem toda a liberdade de
contatar o coordenador do projeto e requerer sua retirada do projeto.

Eu, , RG

, CPF autorizo a coleta de uma

amostra de sangue para o desenvolvimento de estudos genéticos a ser realizado na
Universidade Catolica de Brasilia e na Universidade de Mogi das Cruzes como descrito
acima.

Durante a leitura deste TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
me senti completamente esclarecido quanto aos objetivos do trabalho de pesquisa e assim
autorizo a coleta de amostra de sangue por pungao venosa.

O pesquisador, abaixo assinado se compromete com a privacidade das informagdes

realizadas no a&mbito da pesquisa.

Responsaveis pelo Projeto de Pesquisa:

Prof. Dr. Ronaldo de Carvalho Araujo e Prof. Sandro Soares de Almeida (representante).

Assinatura do representante da pesquisa Assinatura do doador
Sandro Soares de Almeida Nome:

RG: 29.432.375-2

CIC: 160.111.118-58
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Titulo: EFEITOS DO POLIMORFISMO DO GENE DA ENZIMA CONVERSORA DE
ANGIOTENSINA | EM II‘!DIViDUOS NORMOTENSOS SEDENTARIOS E ATLETAS COM
RELAGAO A PRESSAO ARTERIAL E OS NIVEIS DE ANGIOTENSINA Il E
BRADICININA

Area de conhecimento: 2.01- Biologia geral

Responsavel pelo projeto: Prof. Dr. Ronaldo de Carvalho Araujo

Autor: Sandro Soares de Almeida

Processo CEP: 079/2007

CAAE: 0078.0.237.000-07

Em reunido de 25 de setembro de 2007 o Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo Seres Humanos aprovou o parecer que segue aqui descrito.
Resumo

Este projeto visa identificar se o polimorfismo encontrado no gene da ECA esta
relacionado com alteragdes na pressdo arterial e niveis plasmaticos de bradicinina e
angiotensina Il. Serdo avaliados 90 participantes (45 sedentarios e 45 atletas) com idade
entre 18 — 40 anos.

Parecer apos alteragao i

O projeto foi satisfatoriamente reformulado. Porém, em relagado do numero de
voluntarios (total de 90 entre individuos sedentarios e praticantes de atividade fisica)
sugiro ao pesquisador reavaliar a real necessidade de estudar este numero elevado de
individuos. Acredito que um total de 10 voluntarios por grupo geraria resultados
suficientes para a obtencédo de dados seguros.

E importante também solicitar o nimero de um documento de identificagéo do
voluntario e acrescentar o nimero deste documento no termo de consentimento livre @
esclarecido.

Conclusao
Projeto aprovado de acordo com as normas estabelecidas pela Resolucdo 196/96

do Conselho Nacional de Saude.

Obs.: O Comité de Etica em Pesquisa - CEP, de acordo com suas atribuicoes definidas na Resolucao CNS
196/96, solicita ao pesquisador responsavel que encaminhe o relatorio final (em CD ou disquete) ou copia da
publicagao do artigo ou resumo (em papel) referentes a este projeto no més de DEZEMBRO de 2007 com
carta de encaminhamento ao Coordenador do CEP-UMC. Casg captrario, deve ser entregue uma justificativa
para que nao haja complicagdes na entrega de projetos poste

zes, 25 de setembro de 2007.

. .
.4
Prbf. Drf LuizR. Nunes
Coordenadof do Comité de Etica em Pesquisa
enfolverldo Heres Humanos

Av. Cindido Xavier de Almeida Souza, 200 — Prédio 11 - Sala 21-21 - CEP O8780-911
Teletone: (011) 4798-7085  e-mail: ceplaume.br
Mogi das Cruzes - Sio Paulo - Brasil
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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