CAROLINA ANTUNES MAGALHAES

AVALIACAO DA ATIVIDADE AMIDASICA DA
CALICREINA TECIDUAL HUMANA NA URINA DE
PACIENTES COM DIABETES MELLITUS
GESTACIONAL E DE MULHERES SADIAS
GESTANTES E NAO GESTANTES

FACULDADE DE FARMACIA DA UFMG

BELO HORIZONTE
2009



CAROLINA ANTUNES MAGALHAES

AVALIACAO DA ATIVIDADE AMIDASICA DA
CALICREINA TECIDUAL HUMANA NA URINA DE
PACIENTES COM DIABETES MELLITUS
GESTACIONAL E DE MULHERES SADIAS
GESTANTES E NAO GESTANTES

Dissertagcdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais, como
requisito parcial a obtencdo do Grau de Mestre
em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Profa. Dra. Maria das Gracas
Carvalho

Co-Orientador: Prof. Dr. Amintas Fabiano de
Souza Figueiredo

FACULDADE DE FARMACIA DA UFMG

BELO HORIZONTE
2009



AGRADECIMENTOS

Ao Professor Dr. Amintas Fabiano de Souza Figueiredo e a Professora Dra. Maria
das Gracas Carvalho, pelo apoio, pela partilha do saber, por me acompanharem
nesta jornada e por estimularem o meu interesse pelo conhecimento e pela vida

académica.

Aos médicos, Dr. Antdnio Ribeiro de Oliveira Juanior, Dr. Ricardo Barsaglini da
Silva Leite, Dr. Paulo Augusto Carvalho Miranda e Dra. Anelise Impelizieri
Nogueira, que de forma muito gentil me ajudaram na busca pelas pacientes desta
pesquisa.

Aos professores, Dra. Angela Maria Quintdo Lana, Dr. Miguel Houri Neto, Ms.
Natascha Almeida e também a Danilo Gongalves Bastos, pelo enorme interesse e
disposicao que tiveram em colaborar com a analise estatistica deste estudo.

A coordenacdo do Curso de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, aos
professores e funcionarios da Faculdade de Farmacia da UFMG, aos colegas do
Curso e aos participantes da pesquisa.

A toda a minha familia, a0 meu pai, Paulo César, & minha mae, Fatima e aos

meus irmaos, Leonardo e Felipe, pelo amor, alegria e atencdo sem reservas.



RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é um grupo de desordens do metabolismo dos
carboidratos no qual a glicose é subutilizada, produzindo hiperglicemia. O DM
gestacional (DMG), € uma intolerancia a carboidrato de severidade variavel com o
aparecimento ou primeiro reconhecimento durante a gravidez. Ela pode persistir
ou desaparecer apdés o parto. O papel da calicreina tecidual humana (hK1) urinaria
no DM ainda nao esta esclarecido. Estudos prévios relatam o envolvimento da
hK1 urinaria na patogénese do DM tipo 1. O presente estudo tem como objetivo
avaliar o comportamento da hK1 urinaria em pacientes com DMG. Trinta pacientes
com DMG foram selecionadas. Trinta gestantes sadias e trinta ndo gestantes
sadias foram usadas como controles. Uma amostra aleatéria de urina foi utilizada.
Proteina foi determinada com o Azul Brilhante de Coomassie G-250. Creatinina foi
determinada pelo método de Jaffé. A atividade amidasica da hK1 foi estimada com
o subtrato D-Val-Leu Arg-Nan e expressa em uM . min™ . mg™' de creatinina para
corrigir as diferengas na concentragdo da urina. A atividade amidasica especifica
da hK1 foi significativamente maior na urina das gestantes com DMG do que na
urina das gestantes sadias e das ndo gestantes sadias. Por outro lado, nao foi
observada diferenca significativa da atividade amidasica especifica da hK1 entre
as gestantes sadias e as nao-gestantes sadias. A excrecdo da creatinina nao foi
significativamente diferente entre as pacientes com DMG e os outros grupos de
mulheres. Por outro lado, a excrecado da creatinina foi significativamente mais alta
nas nao-gestantes sadias do que nas gestantes sadias. O PCR foi mais alto nas
pacientes com DMG do que nos outros grupos de mulheres. Acredita-se que a
hiperglicemia seja responsavel pelo aumento da atividade amidasica especifica da
hK1 nas gestantes com DMG.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a group of metabolic disorders on carbohydrate
metabolism in which glucose, being underutilized, produces hyperglycemia.
Gestational diabetes mellitus (GDM) is a carbohydrate intolerance of variability
severity with onset or first recognition during pregnancy. It can persist or disappear
after the childbirth. The role of urinary human tissue kallikrein (hK1) in DM is not
clear yet. Previous studies describe the involvement of urinary hK1 in the type 1
DM pathogenesis. The aim of the present study was to evaluate the role of urinary
hK1 in GDM patients. Thirty GDM patients were selected. Thirty healthy pregnant
and thirty healthy non-pregnant women, were used as controls. A random sample
urine collection was used. Protein was determined with Coomassie Brilliant Blue G-
250. Creatinine was determined by Jaffe’s method. hK1 amidase activity was
estimated with D-Val-Leu-Arg-Nan substrate and expressed in uM . min™ . mg™
creatinine to correct for differences in urine flow. Protein/creatinine ratio (PCR) was
calculated. hK1 amidase activity was significantly higher in the urine of GDM
patients than in healthy pregnant and in healthy non-pregnant women. On the
other hand, hK1 amidase activity was not statistically different between healthy
pregnant and healthy non-pregnant women. Creatinine excretion was not
statistically different between GDM patients and the other groups of women. On
the other hand, creatinine excretion was statistically higher in the healthy non-
pregnant than in healthy pregnant women. PCR was higher in DMG patients than
in the other groups of women. It’s given credit that the hyperglycemic status cause
the increase of hK1 amidase activity in GDM patients.
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1 INTRODUCAO
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1.1 DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus (DM) é um grupo de desordens metabdlicas do metabolismo dos
carboidratos no qual a glicose é subutilizada, produzindo hiperglicemia. Alguns
pacientes podem experimentar episddios hiperglicémicos agudos ameacgadores a
vida tais como cetoacidose ou coma hiperosmolar. A medida em que a doenca
progride os pacientes estdo em risco crescente para o desenvolvimento de
complicagdes especificas incluindo a retinopatia levando a cegueira, a nefropatia
levando a insuficiéncia renal, a neuropatia e a aterosclerose. Esta, pode resultar

em derrame cerebral, gangrena e doenca arterial coronariana.

A prevaléncia do DM é desconhecida. No Brasil, entre 1986 e 1989, com o apoio
da sociedade Brasileira de Diabetes, o Ministério da Saude e o Conselho Nacional
de Pesquisa (CNPq) realizaram um censo nacional sobre a prevaléncia do DM.
Este estudo mostrou uma prevaléncia de 7,6% na populacao entre 30 e 69 anos.
Um dado importante foi de que 50% das pessoas nao conheciam o diagnédstico.

1.1.1 Classificacao do Diabetes Mellitus

Em 1997, a Organizacao Mundial de Saude (WHQO) e a Associacdo Americana de
Diabetes (ADA) acordaram numa nova classificagdo para o DM. As duas
categorias principais de DM séao:

- DM tipo 1: descrito anteriormente como diabetes mellitus insulino-dependente
(DMID), caracterizado por destruicdo das células beta pancreaticas, geralmente
ocasionando deficiéncia absoluta de insulina, de natureza auto-imune ou

idiopatica. Essa forma ocorre mais freqlentemente em criancas e adolescentes.
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Aproximadamente 5 a 10% de todos os casos de DM estao nesta categoria. Os
pacientes comumente tém o aparecimento brusco dos sintomas: polidria (aumento
do volume e da frequiéncia urinarios), polidipsia (sensacao de sede aumentada

levando ao aumento da ingestao de agua) e perda rapida de peso.

- DM tipo 2: anteriormente denominado de diabetes mellitus ndo insulino-
dependente (DMNID), decorrente de uma predominancia de resisténcia a insulina
com relativa deficiéncia de sua sintese, ou de um defeito predominantemente
secretdrio, com ou sem resisténcia a insulina. Ocorre mais freqlentemente em
adultos, mas a incidéncia entre os adolescentes € crescente, a cada dia. Esse tipo
de diabetes é a forma mais comum e corresponde a cerca de 90% dos casos de
DM no mundo (WHO, 2002). Os pacientes tém minimos sintomas, ndo sao
propensos a cetose e ndao sdo dependentes de insulina para prevenir a cetondria.

A obesidade é comumente associada a este tipo de diabetes.

1.2 DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

Outro tipo de diabetes é o diabetes mellitus gestacional (DMG), uma doencga
manifestada pela alteragdo das taxas de glicose no sangue durante a gravidez.
Esta alteracao pode persistir ou desaparecer apds do parto.

Segundo a Associacdo Americana de Diabetes (ADA, 2008), o DMG atinge 4% de
todas as mulheres gravidas, cerca de 135.000 casos nos Estados Unidos a cada

ano.

As gestagOes normalmente estdo relacionadas com um aumento da resisténcia a

insulina, principalmente no final do segundo e no terceiro trimestre. As gravidas
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mantém a glicemia normal aumentando a secrecao de insulina, porém, no DMG as

pacientes ndo aumentam esta secreg¢do a um nivel suficiente (METZGER, 2007).

Como nos outros tipos, a causa exata do DMG é desconhecida. Contudo, os
especialistas explicam que no periodo da gravidez, a placenta produz horménios
em grande quantidade. Embora imprescindiveis para o desenvolvimento do bebé,
0s hormdnios criam no organismo da gravida resisténcia a acao da sua insulina.
Todas as mulheres gravidas tém algum grau de resisténcia insulinica, mas as
mulheres com DMG apresentam essa resisténcia aumentada. Esta doenca
costuma aparecer por volta da vigésima quarta semana de gravidez, exatamente
quando a placenta comeca a produzir grandes quantidades de hormoénios. Por
isso 0 rastreamento para esta doenca ocorre nesse periodo da gestacao (242 a
28?2 semanas de gestacao) (ADA,2009).
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1.2.1 Complicacoes e fatores de risco do Diabetes Mellitus

Gestacional

As complicagcbes do DMG envolvem o risco de sindrome hipertensiva e a
necessidade de parto prematuro ou cesariano. Além disso os filhos de maes com
DMG tém maior risco de macrossomia (bebés com peso superior a 4 quilos), e
outras complicacbes poés-natais, como a hiperbilirrubinemia. Segundo a ADA
(1999) a glicemia de jejum maior que 105 mg/dL (5,8 mmol/L) pode estar
associada ao aumento do risco de Obito fetal nas ultimas 4 a 8 semanas de

gestacao.

Os fatores de risco do DMG séao semelhantes aqueles do DM tipo 2 e incluem:

— ldade acima de 25 anos;

— Obesidade ou ganho excessivo de peso na gravidez atual;

— Deposicado central excessiva de gordura corporal (gordura em excesso no
tronco);

— Histéria familiar de diabetes em parentes de 1° grau;

— Baixa estatura (1,50 m);

— Crescimento fetal excessivo;

— Pré-eclampsia, uma sindrome caracterizada por hipertensdo, edema e
proteindria;

— Antecedentes obstétricos de morte fetal ou neonatal, de macrossomia (peso

excessivo do bebé) ou de DMG.

O sucesso no controle do DMG depende de que ele seja diagnosticado o mais
precocemente possivel, a fim de que a paciente e o feto possam se beneficiar do
tratamento. Com a progressao da gravidez, a intolerancia materna aos hidratos de
carbono tende a aumentar e mesmo graus menores de intolerancia podem afetar
o desenvolvimento fetal (SBD, 2008)
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1.2.2 Diagnodstico do Diabetes Mellitus Gestacional

Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2009) as solicitacbes dos
exames de glicose e curva glicémica, bem como da sua interpretagcdo vém sendo
objeto de grandes controvérsias e de disputas entre médicos, pacientes e
laboratérios.

Parte da dificuldade pode ser explicada pelo periodo atual de desenvolvimento
cientifico e tecnoldgico,e, sobretudo pela velocidade com a qual a informacéo tem
mudado e se difunde nos ultimos anos. Assim, convive-se com formas de
solicitacbes e interpretacoes de exames dos primérdios da bioquimica, até
mudancas ocorridas recentemente em 2005 (SBD, 2008).

Vale a pena lembrar que os primeiros testes de sobrecarga de glicose datam de
1958 e foram padronizados segundo os critérios do bioquimico 0" Sullivan, quando
ainda ndo eram conhecidas as diretrizes das grandes organizagdes mundiais da
saude, nem 0s consensos das atuais sociedades cientificas no mundo inteiro que

trabalham com as chamadas evidéncias clinicas e epidemioldgicas.

Uma outra razao favoravel a confusao diz respeito aos chamados valores normais,
bem como as determinagbes de glicemias realizadas fora do desjejum. Nos
ultimos anos viu-se um extraordindrio desenvolvimento dos métodos
epidemioldgicos, programas estatisticos mais poderosos, os estudos baseados em
evidéncias, os testes clinicos, o fortalecimento dos consensos nacionais, 0
surgimento da informatica, as dosagens de insulina, de anticorpos, do peptideo C

etc,



17

Como consequéncia, tem-se observado mudancas nos critérios de diagndstico
com muita rapidez, tornando o ambiente muito confuso. Médicos, laboratérios e
pacientes muitas vezes divulgando e interpretando resultados de formas até
conflitantes. Entrou-se na moda do “diabetes leve, quase diabetes, um inicio de
diabetes, pré-diabetes, intoleréncia a glicose, sindrome metabdlica, resisténcia a

insulina, etc”.

As organiza¢6es mais representativas do DM s&o:

* Organizagao Mundial de Saude (OMS);

* Associagdo Americana de Diabetes (ADA);

» A Fundagéo Internacional de Diabetes (IDF);
* A Associagao Européia de Diabetes (ESAD);
* A Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD).

Para se determinar os pontos de corte, ou seja, quais os valores de glicemia
devem ser considerados normais ou alterados sao necessarios estudos
epidemiologicos acompanhando grupos de individuos de ambos 0s sexos por um
longo periodo de tempo. Durante este tempo algumas pessoas continuam com
valores normais, mas outras podem evoluir para o aparecimento de diabetes.
Além disso, estes valores sao correlacionados com o surgimento de doencas
cardiovasculares. A partir de modelos matematicos sdo determinados os pontos
de corte para a interpretacao das curvas.

Fica claro que a definicdo dos valores das glicemias tanto de jejum como no teste
de tolerancia a glicose passam por uma rigorosa metodologia cientifica e ndo sao
resultados de simples observacao clinica. Para complicar, as entidades acima
mencionadas tém discordancia nestes pontos de corte, embora a longo prazo
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caminhem para uma convergéncia de interpretacdo, de nomenclatura e das
técnicas de realizacao dos testes. De acordo com a ADA (2009), o diagnéstico do
diabetes gestacional € feito com triagem universal de todas as pacientes da

seguinte maneira:

Testes (realizados entre a 242 e 282 semanas de gestacao):

1) Glicemia apds jejum de 8-14 horas

a) Glicemia de jejum igual ou superior a 110 mg/dL (6,0 mmol/L) mas inferior a 126

mg/dL (7,0 mmol/L) - intolerancia a glicose;

b) Glicemia de jejum igual ou superior a 126 mg/dL (7,0 mmol/L) - diabetes;

c) Valores glicémicos ao acaso, independente do horario de refeicao, iguais ou
superiores a 200 mg/dL (11,1 mmol/L) - diabetes.

2)Testes orais de sobrecarga a glicose, utilizando 100 g de glicose anidra ou
75 g de glicose anidra em solucao a 20% :

a) Sobrecarga de 100 g: valores glicémicos estipulados para interpretagdo do
teste, aos 0, 60, 120 e 180 minutos, sdo 95,180,155,140 mg/dL. Dois pontos iguais
ou superiores a estes valores indicam o diagndstico de diabetes gestacional;

b) Sobrecarga de 75 g: sdo necessarios apenas trés valores glicémicos aos 0, 60
e 120 minutos, sendo que dois pontos iguais ou superiores a 95,180 e 155 mg/dL
indicam o diagnédstico de diabetes gestacional.
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1.2.3 Tratamento do Diabetes Mellitus Gestacional

O tratamento do DMG tem por objetivo minimizar as complicacées dos bebés no
nascimento, mas essas complicacoes estdo menos freqlientes hoje em dia. Com
relacdo a mae, além do aumento do risco de cesariana, o diabetes gestacional
pode estar associado a toxemia, uma condi¢cdo da gravidez que provoca pressao
alta e geralmente tem como acompanhante o edema das pernas podendo causar

um parto premature (SBD, 2009).

O DMG ¢ inicialmente tratado com planejamento alimentar, que idealmente deve
ser orientado por nutricionista. Os exercicios fisicos podem fazer parte do
tratamento e serao orientados pelo seu médico. De maneira geral, mulheres que ja
faziam atividade fisica podem continuar a fazé-la normalmente. Caso essas
medidas ndo surtam os efeitos esperados pelo médico, sera indicado o tratamento
com insulina. Isso ocorre porque os efeitos dos antidiabéticos orais nao estdo bem

estabelecidos na gravidez, entdo eles ndo podem ser usados nesse momento.

Outra observagdo importante estd relacionada aos objetivos glicémicos. No
diabetes gestacional recomenda-se um controle mais estreito das taxas de
glicose. A terapia nutricional é um aliado importante e para muitas mulheres é

suficiente para manter a glicemia dentro dos valores recomendados pelo médico.

A dieta tera um papel singular para o tratamento do diabetes gestacional.

Provavelmente, sera necessario relembrar os conhecimentos basicos de nutricao.
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Por isso, a procura por um nutricionista torna-se necessaria. A dieta pode ser
acompanhada de exercicios leves. Mesmo pessoas com algumas caréncias
especiais durante a gravidez podem nadar ou caminhar. Entre os objetivos da
terapia nutricional pode constar, também, um limite para o ganho de peso,
recomendado as mulheres obesas. Isso é imprescindivel, porque € mais freqliente
que mulheres obesas desenvolvam diabetes durante a gestagao.

O médico podera recorrer a terapia insulinica caso haja dificuldade para atingir
resultados satisfatérios somente com a dieta. E comum que a resisténcia a
insulina atinja o auge durante o terceiro trimestre. Cerca de 15% das mulheres
com DMG necessitam de insulina. O regime vai depender de qual glicemia esta
elevada: se a glicemia de jejum ou se a glicemia pds-prandial, Qualquer
hipoglicemiante oral € contra-indicado para o tratamento do DMG, pois eles
atravessam barreira placentaria, entretanto a glibenclamida ultrapassa
minimamente e ja se tem relato de que esta medicacao poderia ser utilizada (SBD,
2009).

E comum haver a necessidade do aumento das doses de insulina mais no final da
gravidez (a partir do terceiro trimestre). Isso simplesmente significa que a

resisténcia a insulina da gestante esta aumentando.

Mulheres que usam insulina estdo em risco de apresentar hipoglicemia. Para
preveni-la, € necessario que a paciente siga seu planejamento alimentar com
atencao aos horarios e faca as adequacoes necessarias a pratica de exercicio em
fungéo das alimentacoes.
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A monitorizacdo da glicose pode ser realizada em laboratério com a retirada de
sangue ou em casa, com as tiras reagentes e glicosimetro. Recomenda-se que as
mulheres em uso de insulina fagam o controle das taxas de glicose com maior
freqUéncia, para ajuste do tratamento., talvez quatro ou mais vezes por dia. As
medidas integradas de glicose (a mais importante é a taxa da glico-hemoglobina)
em geral sao de pouca utilidade no DMG, pois elas estao, na maioria das vezes,
normais. Lembrando que o DMG € de duracgao curta, entdo isso faz com que a
glico-hemoglobina nao se modifique nesse periodo curto.

No final da gravidez a paciente é orientada a fazer exames que avaliam o bem
estar do bebé com mais frequéncia. A mulher que apresenta DMG precisa ser
reavaliada apds 2 meses do parto com um exame das taxas de glicose. [JApesar
de o DMG ser considerado uma situacao de gravidez de alto risco, os cuidados
médicos freqlientes e os cuidados tomados pelo paciente possibilitam que a
gestacdo corra tranquilamente e que os bebés nascam no momento adequado e

em boas condicdes de saude.

EFEITOS DA HIPERGLICEMIA

Os efeitos toxicos da hiperglicemia sdo decorrentes principalmente do acumulo de
produtos glicosilados, ndo enzimaticamente, nas membranas basais dos capilares
sanguineos, e do excesso de alcoois de glicideos osmoticamente ativos como o
sorbitol nos tecidos (DAVIS; GRANNER, 1996).
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Dentre os mecanismos pelos quais a hiperglicemia pode causar leséo tecidual, o
principal é a glicacdo, ndo-enzimatica, seja diretamente responsavel pela
expansdao da matriz vascular e das complicagdes vasculares do DM (DAVIS;
GRANNER, 1996).

A glicose possui um grupo aldeidico reativo que se liga, ndo enzimaticamente, ao
grupo amina de proteinas, formando os produtos de Amadori, que tém lenta
reversdo. ReacOes de rearranjo ocorrem e produzem um grupo quimico
relacionado, denominado produtos finais de glicacdo avancada (AGES), que se
mantém irreversivelmente ligados as proteinas. Os AGES acumulam-se nos
tecidos em funcdo do tempo e da concentracdo de acucar e induzem a
anormalidades permanentes nas fun¢gées dos componentes da matriz extracelular,
além de estimular a liberacdo de citocinas, a producdo de espécies reativas de
oxigénio através de receptores especificos para AGES e de proteinas
intracelulares modificadas (OUVINA et al., 2001). Estes efeitos podem causar um
nuamero de eventos celulares adversos, incluindo reducao de atividade enzimatica,
lesdo nos acidos nucléicos, “ligagdes cruzadas” e degradacdo de proteinas, bem
como inducgao de vias citotéxicas (TAN et al., 2002).

O espessamento da membrana basal capilar € uma caracteristica muito
interessante do DM. A longo prazo, observa-se o estreitamento da luz dos vasos,
provocando a perfusao inadequada de regides criticas de certos érgaos. A matriz
extracelular encontra-se expandida em muitas paredes vasculares, como na
membrana basal da retina e nas células mesangiais do glomérulo renal (DAVIS;
GRANNER,1996). A proliferagdo celular em vasos de grande calibre também
contribui para o estreitamento luminal. Essas alteracées patolégicas contribuem
para as principais complicacbes do diabetes, caracterizadas pela macro e
microangiopatia, com destaque para a aterosclerose intercapilar, retinopatia,
neuropatia, ulceragao e gangrena das extremidades (DAVIS; GRANNER, 1996).
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1.4 EFEITOS DA INSULINA

A secrecédo de insulina é um processo rigidamente regulado que visa proporcionar
concentracdes estaveis de glicose no sangue durante o jejum e a alimentagcado. A
glicose constitui o principal estimulo para a secrecao de insulina em seres
humanos e é mais eficiente quando fornecida por via oral do que quando
administrada por via intravenosa. A insulina exerce um efeito hipoglicemiante,
estimulando a captagdo e o armazenamento da glicose no figado e no musculo,
sob a forma de glicogénio, e no tecido adiposo, como triglicerideo. Além disso, a
insulina estimula a sintese de proteina e inibe a sua degradacdo (DAVIS;
GRANNER, 1996). A insulina regula tanto o metabolismo quanto a expressao
génica. O sinal da insulina passa do receptor da membrana plasmatica para as
enzimas do metabolismo sensiveis a insulina € ao nucleo, onde estimula a
transcricdo de genes especificos. O receptor ativo da insulina consiste de duas
subunidades o idénticas projetando-se para a face externa da membrana
plasmatica e duas subunidades B transmembranais com as suas extremidades
carboxiterminais projetando-se para dentro do citosol. As subunidades o contém o
dominio de ligagdo da insulina e os dominios intracelulares das subunidades 3
contém a atividade da proteina quinase que transfere um grupo fosfato do ATP
para o grupo hidroxila dos residuos de Tyr em proteinas—alvo especificas
(LEHNINGER et al., 2002).

Além de regular a concentracdo sangulinea de glicose no plasma, a insulina atua
também estimulando o crescimento e a diferenciacdo celular, o armazenamento
de energia sob a forma de gordura ou lipogénese, a sintese de proteinas e do
glicogénio e inibe a lipdlise, glicogendlise e o catabolismo protéico (SATIEL;
KAHAN, 2001).
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A insulina também estimula a transcricdo da lipase da lipoproteina no endotélio
capilar. Essa enzima hidrolisa os triglicérides presentes nas liproteinas de muito
baixa densidade (VLDL) e nos quilomicrons, resultando na liberacao de particulas
de lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL). As particulas de IDL sao
convertidas pelo figado em lipoproteinas de baixa densidade ricas em colesterol
(LDL). Dessa forma, nos pacientes diabéticos ndo tratados ou tratados
inadequadamente, com freqiéncia  ocorrem hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia (MARTINEZ, 2003). Além disso, a deficiéncia de insulina pode
estar associada a producdo aumentada de VLDL. Tais alteracées do metabolismo
lipidico favorecem as complicacbes macrovasculares no paciente diabético
(DAVIS; GRANNER, 1996).

Com grande freqiéncia, as anormalidades do metabolismo das gorduras, nos
pacientes diabéticos, podem levar a acidose e a aterosclerose, condi¢cdes que
podem acarretar graves consequéncias, inclusive a morte do paciente. Em
pacientes portadores de DM de longa data a diminuicdo da sintese de proteinas
pode levar a atrofia dos tecidos, e a outros disturbios do funcionamento celular
(GUYTON; HALL, 1997).

A insulina participa, também, do transporte ativo de muitos aminoacidos para o
meio intracelular. Esta compartilha com o horménio do crescimento a capacidade
de aumentar a captagdo de aminoéacidos pelas células. A insulina tem, também,
um efeito direto sobre o0s ribossomos aumentando a traducdo de RNA-
mensageiro, formando assim novas proteinas. De algum modo, ainda inexplicado,
a insulina “liga” o mecanismo ribossémico. Na auséncia desta, os ribossomos
simplesmente param de funcionar, quase como se o horménio acionasse um
mecanismo do tipo “liga-desliga”. Por um periodo mais longo de tempo, a insulina
aumenta também, a taxa de transcricdo de sequéncias genéticas de DNA
selecionadas nos nucleos das células, formando assim quantidades aumentadas
de RNA e ainda mais sintese protéica (GUYTON; HALL, 1997).
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1.5 SISTEMA CALICREINA-CININA

O sistema calicreina-cinina € constituido por: calicreinas, enzimas proteoliticas
presentes em varios tecidos; cininogénios, proteinas do grupo das op-globulinas,
produzidos no figado, sdo os substratos das calicreinas; cininas, peptideos
vasoativos e espasmogénicos resultantes da protedlise limitada dos cininogénios

pelas calicreinas; e cininases, enzimas proteoliticas que inativam as cininas.

1.5.1 Calicreinas

As calicreinas sdo um sub-grupo das serino proteases com atividade proteolitica
especifica e restrita. Elas liberam peptideos vasoativos, cininas, de seus
substratos, os cininogénios, presentes no plasma, linfa e liquido intersticial de
mamiferos, sendo, assim, denominadas de cininogenases. Estas enzimas tém
acoes acentuadas in vivo sobre 0s vasos sanguineos e musculos lisos, que sao
indiretas, devido a liberacao de peptideos farmacologicamente ativos, as cininas
(SCHACHTER,1980).

Serino proteases sdo enzimas proteoliticas com um residuo de serina ativo no
sitio catalitico. Aproximadamente 32% das proteases do genoma humano sao
serino proteases. Esta ampla familia inclui enzimas digestivas, como a tripsina e a
quimotripsina, fatores da coagulacao, fatores de crescimento e as calicreinas. As
serino proteases estao envolvidas em muitas funcdes vitais, tais como digestéo,
coagulacao, fibrindlise, remodelamento tecidual, ativagdo de hormbnios, fatores de
crescimento e degradacdo da matriz protéica. Varias serino proteases sao
excretadas como zimdgenos inativos, que necessitam de protedlise limitada para
liberar a enzima ativa (YOUSEF & DIAMAMDIS, 2002).
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As calicreinas se dividem em duas classes, uma derivada de fontes glandulares,

calicreinas glandulares ou teciduais, e a outra derivada do plasma, calicreinas
plasmaticas (WEBSTER, 1970).

As primeiras calicreinas descobertas foram as glandulares. Em 1908-09, Abelous
e Bardier observaram a presenca de uma substancia hipotensora na urina de
humanos sadios, a qual chamaram de urohipotensina. Em 1920, Pribam e
Herrnheiser, e em 1925, Petroff e colaboradores notaram um efeito hipotensor na
urina e no suco pancreatico, respectivamente. No entanto, pode-se considerar que
a descoberta da calicreina ocorreu entre 1926 e 1928, quando Frey e
colaboradores encontraram na urina humana uma substancia termolabil e nao
dialisavel, que produzia uma prolongada hipotensao arterial quando injetada em
caes. Estes pesquisadores consideraram esta substadncia como um horménio
excretado, que afetava vasos sanguineos e a circulacdo, e chamaram-na de
Kreislaufhormon (WEBSTER, 1970). Entre 1930-1936 Werle e colaboradores
encontraram uma substancia similar no pancreas e nomearam-na de Kallikreas,

que significa pancreas em grego (SCHACHTER, 1980).

A partir de 1930, Werle e colaboradores descobriram a maioria dos componentes
do sistema calicreina-cinina e descreveram um inibidor basico de calicreina em
extratos de pancreas bovino. Esta substéncia foi uma das primeiras descritas
como um inibidor natural de protease. Em menos de dez anos, os autores citados
caracterizaram calicreinas no pancreas, urina, sangue, glandulas salivares,
intestino, pulmao, cérebro e nervos. Em 1937, Werle e colaboradores
demonstraram que a calicreina liberava, enzimaticamente, uma substancia de um
precursor inativo no plasma, e que essa substancia provocava contragdes em
preparacoes isoladas de musculo liso, denominando-a substancia DK. Werle e
Berek, em 1948, recomendaram que a substancia DK fosse denominada calidina,
€ que seu precursor, o substrato para a calicreina, fosse denominado
calidinogénio (SCHACHTER,1980).



27

Em 1949, Rocha e Silva, Beraldo e Rosenfeld descreveram a liberacdo de um
peptideo ativo, pela tripsina e alguns venenos de cobra, a partir de um substrato
presente na fracao globulinica do plasma. O peptideo foi denominado bradicinina.
Em 1954, Schachter e Thain, introduziram o termo cinina, por admitirem, por
comparacao direta, que a calidina e a bradicinina pertenciam a um grupo de
peptideos, intimamente relacionados, que eram liberados de um substrato
plasmatico por calicreinas, tripsina, veneno de cobra e outras proteases. Assim,
ficou evidente que o sistema tripsina ou veneno de cobra-bradicinogénio-
bradicinina era muito semelhante ao sistema calicreina-calidinogénio-calidina. Em
1962, Schachter e colaboradores introduziram o termo cininogenases como um
termo genérico para todas as enzimas que liberam cininas, e o termo cininogénio
para o substrato dessas enzimas (SCHACHTER, 1980).
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Figura 1 Liberagdo de cininas pelos sistemas calicreina plasmética e calicreina tecidual (KATORI;
MAJIMA, 1996).

Essas duas classes diferem no mecanismo de ativagao, identidade imunolégica,
propriedades fisico-quimicas como peso molecular e ponto isoelétrico (pl),
velocidade de reacao com substratos naturais e sintéticos, especificidade pelos
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substratos, grau de inibicdo por varios inibidores e na estrutura génica
(LEVINSKY, 1979; YOUSEF & DIAMANDIS, 2001).

Anteriormente, pensava-se que a familia génica das calicreinas teciduais era
composta por apenas trés genes: o da calicreina tecidual, pancreatica e renal,
(KLK1, que codifica a hK1), o da calicreina glandular (KLK2, que codifica a hK2) e
o do antigeno prostatico especifico (PSA) (KLKS3, que codifica o PSA ou hK3).
Posteriormente, a familia génica das calicreinas teciduais foi completamente
caracterizada e possui 15 membros ou genes localizados no mesmo cromossoma
19913.4. Baseando-se em novas definicbes, os membros das familias das
calicreinas teciduais incluem nao apenas o gene para a enzima calicreina tecidual
verdadeira (hK1) mas também, genes que codificam proteases homologas,
localizadas na mesma regido do cromossoma. Em humanos, apenas o KLK1
expressa uma enzima que apresenta a definicdo funcional de calicreina (YOUSEF
et al., 2000; YOUSEF & DIAMANDS, 2002).

Estudos atuais tém mostrado que muitos dos genes para as calicreinas teciduais e
para as proteases semelhantes as calicreinas, que estdao agrupados na mesma
regiao cromossomal, estdo relacionados a malignidade enddécrina, como o0s
canceres de mama, prostata, ovario e testiculo. Assim, evidéncias crescentes
sugerem um potencial papel das calicreinas teciduais no diagnéstico e progndstico
dessas doencas malignas. O antigeno prostatico especifico (PSA), codificado pelo
gene KLK3, j4& é um marcador bem estabelecido para o cancer prostatico
(YOUSEF & DIAMANDS, 2002).

As calicreinas teciduais verdadeiras sao glicoproteinas acidas, com pl de
aproximadamente 4,0, peso molecular variando entre 25.000 e 40.000,
dependendo do método, e sdo altamente especificas para com seus substratos
(LEVINSKY, 1979; SCHACHTER, 1980). Elas pertencem a uma familia
multigénica, e sdo expressas em diferentes tecidos (YOUSEF & DIAMANDS,
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2002b). A calicreina tecidual verdadeira € encontrada em varios 6rgaos, tais como
rins, pancreas, glandulas salivares e sudoriparas e trato gastrointestinal. A enzima
esta presente nas secrecdes exocrinas ou produtos de excrecado desses 6rgaos. A
urina de varios mamiferos, como a de ratos e a de seres humanos, e também os
rins de ratos e caes e as glandulas submandibulares de ratos tém sido utilizados
como fonte para a obtencdo da respectiva calicreina tecidual pura.
Aproximadamente 100 ug de calicreina ativa sdo excretadas diariamente na urina
de homens e de ratos (MAYFIELD & MARGOLIUS, 1983).

A calicreina urinaria humana (hk1) € um polipeptideo de cadeia Unica, constituido
por 238 aminoacidos, com uma isoleucina amino-terminal e uma serina carboxi-
terminal (BHOOLA et al., 1992). A calicreina urinaria parece ser idéntica a renal e
a outras calicreinas teciduais nas caracteristicas moleculares, tais como peso
molecular, pl e resposta a varios inibidores naturais e sintéticos. A calicreina
urinaria possui reagdo imunoldgica cruzada com a calicreina renal e pancreatica,
mas ndao com a plasmatica. Assim, fica claro que a calicreina urindria néo se
origina do plasma. Varios estudos tém demonstrado que a calicreina urinaria tem
origem nos tGbulos renais. E provavel que a calicreina urinéria seja sintetizada
pelos rins, mas outras calicreinas glandulares, como a pancreatica e a
submandibular, também podem ser excretadas na urina (LEVINSKY, 1979;
SCHACHTER, 1980). Segundo Katori & Majima (1996) mais de 85% da calicreina
renal, nas formas ativa e inativa, localiza-se nos tubulos distais e ducto coletor

cortical renais.

As calicreinas, como outras serino proteases tais como a tripsina e a trombina,
sdo inibidas por muitos inibidores de proteases de origem animal e vegetal.
Inibidores polivalentes de calicreina e tripsina sdo extraidos dos mastécitos de
pulmao bovino, figado, pancreas e glandulas paroétidas. A atividade da calicreina é
modulada por esses inibidores presentes em muitos érgaos. A aprotinina € um
exemplo de inibidor obtido de pulmao bovino (LEVINSKY, 1979; SCHACHTER,
1980).
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1.5.2 Cininogénios e cininas

Os cininogénios, substratos das calicreinas, sdo glicoproteinas de cadeia Unica,
sintetizadas no figado. Nos mamiferos, trés tipos de cininogénios ja foram
descritos, diferindo no peso molecular, na estrutura e na funcéo biolégica. O maior
€ comumente denominado cininogénio de alto peso molecular (HMWK), com peso
molecular variando de 88.000 a 114.000, dependendo da espécie de origem. O
menor, comumente denominado cininogénio de baixo peso molecular (LMWK),
com peso molecular variando de 50.000 a 68.000, também conforme a espécie de
origem. O terceiro tipo, denominado T-cininogénio, com peso molecular de 68.000,
parece ser unico do rato (MULLER-ESTERL et al., 1986).

A funcdo do HMWK, na fase de ativacdo por contato da via intrinseca da
coagulacao sanguinea, esta firmemente estabelecida. Em contraste, os papéis
fisioldgicos do LMWK sao ainda uma matéria de controvérsia. Ha publicacdes
estabelecendo uma funcao especifica do LMWK nos processos inflamatérios via
liberacao da calidina (lisil-bradicinina — Lys-BK) vasoativa. Além disso, este parece
estar envolvido na regulacdo da pressdo sanguinea e na captacao celular de
glicose (MULLER-ESTERL et al., 1985).

A protedlise limitada do HMWK pela calicreina plasmatica resulta em uma rapida
liberagdo de bradicinina. As calicreinas teciduais atuam sobre os dois tipos de
cininogénios, mas agem preferencialmente sobre o LMWK (LEVINSKY, 1979). A
protedlise limitada do LMWK pela calicreina tecidual libera o decapeptideo calidina
(MULLER-ESTERL et al, 1986). A protedlise limitada do T-cininogénio pela
tripsina libera o undecapeptideo T-cinina (Isoleucil-seril-bradicinina — lle-Ser-BK),
(GREENBAUM & OKAMOTO, 1988).
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Sequéncia parcial dos cininogénios de alto e baixo peso molecular

CT CT
2 2
377 378 379 380 381 382 383 384 385 386 387 388 389 390
...Ser — Leu — Met — Lys — Arg — Pro — Pro — Gly — Phe — Ser — Pro — Phe —Arg — Ser - Ser...
T T
CP CP

Cininas liberadas
HoN-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-COOH  BK
HoN-Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-COOH  Lys-BK

HoN-Met-Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-COOH  Met-Lys-BK
T 7
Cininase Il Cininase |
(ECA)

Seqliéncia parcial do T-cininogénio
...lle-Ser-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-Ser...
T T
Tripsina Tripsina

T-cinina liberada

CT = calicreina tecidual ; CP = calicreina plasmatica
Figura 2 Principais peptideos vasoativos liberados dos cininogénios por cininogenases (GILMAR,

2007).

O LMWK ja foi detectado nos tubulos distais e ductos coletores corticais e

medulares renais, e também, na urina. A intima relagdo do cininogénio e da
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calicreina, nas células dos tubulos distais e ductos coletores renais, facilita a agao
da calicreina sobre o cininogénio, e, assim, a producao de cininas. Por outro lado,
o HMWK néo foi encontrado no rim ou na urina (KATORI & MAJIMA, 1996).
Quatro tipos de cininas ja foram identificadas e descritas: a bradicinina (BK), a
calidina (Lys-BK), a T-cinina (lle-ser-BK) e a metionil-lisil-bradicinina (Met-Lys-BK)
(MULLER-ESTERL et al., 1986). As cininas exercem muitos efeitos bioldgicos, dos
quais os mais importantes in vivo sédo: hipotensdo, dor, edema local e inflamagéao.
Em tecidos isolados, estas provocam relaxamento de vasos arteriais, contracao de
algumas artérias, do endotélio capilar, de veias, do Utero, brénquios, intestinos,
bexiga urindria e relaxamento do duodeno. Em células isoladas ou O6rgaos
secretorios, as cininas estimulam a liberagcdo de prostaglandinas, histamina, 5-
hidroxitriptamina, catecolaminas e renina, e a proliferacao celular (REGOLI &
BARABE, 1988). As cininas sdo vasodilatadores potentes, promovem diurese e
natriurese, protegem contra lesdo isquémica, através da diminuicdo da aderéncia
endotelial de leucécitos, reduz o rompimento da barreira microvascular e reduz a
lesdo tecidual (CAMPBELL, 2003).

A bradicinina, descoberta pelos pesquisadores brasileiros, Rocha e Silva, Beraldo
e Rosenfeld em 1949, é um nonapeptideo fortemente basico, com pl maior do que
10, devido a presenca de residuos de aminoacidos neutros no seu interior e de
residuos de arginina nas suas extremidades. As cininas sao rapidamente
inativadas por peptidases. No plasma, as principais enzimas de inativagdo sao a
cininase |, que catalisa a hidrélise da ligacdo peptidica Phe® Arg®, liberando a
arginina C-terminal e a cininase Il que catalisa a hidrolise da ligacao peptidica
Pro’-Phe® liberando o dipeptideo Phe-Arg C-terminal (BHOOLA et al. 1992).
Assim, devido a esta rapida inativacdo, os efeitos das cininas nos fluidos
biolégicos sdo muito rapidos. No sangue, a meia vida da bradicinina e da calidina
€ de aproximadamente 30 segundos. A calidina pode ser convertida em
bradicinina pela remoc¢ao da lisina aminoterminal por aminopeptidases (BHOOLA
et al., 1992).



34

A ampla variedade de fungdes vasculares das cininas é exercida pela combinacao
destas com os receptores B1 e B2 da bradicinina (SCHERMMER-DANNINGER et
al., 1998). O receptor B2 normalmente predomina, ao passo que o receptor B1 é
induzido por lesédo tecidual (CAMPBELL, 2003). A bradicinina é um potente
vasodilatador, que atua através da estimulacdo de receptores B2 endoteliais
especificos, causando, assim, a liberacdo de prostaciclina, 6xido nitrico e fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (HORNIG & DREXLER, 1997).

Beierwaltes et al. (1985), em um experimento utilizando um antogonista analogo
da bradicinina para estudar o possivel papel da cinina enddégena no controle da
funcdo renal, observaram que em uma pressdo de perfusdo renal normal, a
administracdo do antagonista resultou em uma leve vasoconstricdo renal, sem
afetar o ritmo de filtracdo glomerular (RFG) e a pressao sistémica. Este efeito
pode ser devido a supressao da influéncia vasodilatadora da cinina ou ao aumento

da taxa de secrecdo de renina durante a administragdo do antagonista.

1.5.3 Sistema calicreina-cinina plasmatico

O sistema calicreina-cinina no plasma é melhor caracterizado em relagdo ao
sistema calicreina-cinina tecidual. A calicreina plasmatica ou fator de Fletcher é
codificada por um unico gene (KLKB1), que estd localizado no cromossoma
humano 4g35, e € expresso exclusivamente por células do figado (YOUSEF &
DIMANDS, 2001). A calicreina plasmatica € encontrada na forma inativa, de pré-
calicreina, uma proteina basica com peso molecular de 107.000 e pl de 8,5-8,9. A
calicreina plasmatica, esta envolvida no mecanismo da coagulacdao. O fator XlI
(fator de Hageman), a pré-calicreina e o HMWK circulam no plasma complexados.
A ativacao inicial do fator XII pode ocorrer com a sua exposicdo a superficies
eletronegativas, resultando em fator Xll ativado. Este por sua vez, ativa a pré-
calicreina plasmatica em calicreina, a qual ativa uma maior quantidade de fator XII,
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retroalimentando este ciclo. O fator Xll, ao ser ativado, inicia as reacdes da
cascata da coagulacédo e fibrindlise no sangue. Assim, a calicreina plasmatica
participa da via intrinseca da coagulagcdo, sendo que uma deficiéncia de pré-
calicreina plasmatica resulta em um tempo de coagulagédo elevado (LEVINSKY,
1979; SCHACHTER, 1980).

A calicreina plasmatica também possui outras funcdes biolégicas como a
quimiotaxia de neutréfilos e liberacdo de bradicinina do HMWK plasmatico. O
plasma contém trés inibidores que podem modular a atividade da calicreina
plasmatica, a saber: ax-macroglobulina, o inibidor do primeiro componente ativado
do complemento (C1 INH) e o complexo antitrombina lll-heparina (LEVINSKY,
1979; SCHACHTER, 1980).

Jaffa et al. (2003) mostraram que a elevacao da pré-calicreina plasmatica esta
associada positivamente com o0 desenvolvimento de hipertensdo e
macroalbumindria em pacientes diabéticos insulino-dependentes. O aumento nos
niveis de pré-calicreina plasmatica nos pacientes diabéticos pode ser devido a
uma diminuicdo na ativagdo da pré-calicreina ou a um aumento de sua sintese.
Ainda nao esté esclarecido se 0 aumento nos niveis de pré-calicreina plasmatica
observado nos pacientes diabéticos é a causa da lesao renal, ou se é o resultado
desta. No entanto, caso se confirme que a pré-calicreina é a causa da lesao renal,
esta pode ser um marcador para a hipertensdo e nefropatia em diabéticos
insulino-dependentes.
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1.5.4 Calicreinas teciduais

Entre as calicreinas teciduais humanas (hK1 a hK15) somente uma tem a
habilidade de liberar eficientemente uma cinina bioativa, do LMWK (YOUSEF et
al., 2000). As calicreinas teciduais sdo expressas em varios tecidos incluindo os
rins, as glandulas salivares, o pancreas, a prostata, as mamas, 0 coragdo, 0s
testiculos, o Utero e o sistema nervoso central (YOUSEF; DIAMANDIS, 2003).
Presume-se que a maioria das calicreinas teciduais tenha atividade enzimatica
semelhante a da tripsina exceto trés que provavelmente, tenham atividades
semelhantes a da quimotripsina (YOUSEF; DIAMANDIS, 2002).

O gene da KLK1 expressa uma cadeia polipeptidica Unica, com 255 residuos de
aminoacidos. Destes, 17 residuos, localizados na por¢cdo N-terminal constituem
um peptideo sinal que ao ser hidrolisado libera um peptideo de dez residuos de
aminodacidos e o precursor inativo, a pré-calicreina, contendo 245 residuos de

aminoacidos. A hidrélise da ligacdo Arg’ — lle®

, ha pré-calicreina, libera um
peptideo de sete residuos de aminodcidos e a calicreina ativa (hK1), com 238
residuos de aminoacidos (BHOOLA et al., 1992). A enzima apresenta micro
heterogeneidade com valores de pl variando entre 3,5 € 4,5. O seu centro ativo é
semelhante ao da tripsina e inclui a triade catalitica, Asp'® , His®’, Ser'®

(BHOOLA et al., 1992; ISHIDA; KATO, 2004).

A hK1 é relacionada a tripsina apresentando, uma mais alta especificidade para o
sitio de quebra do seu substrato natural. A sua principal funcao bioquimica € a
hidrélise altamente seletiva da proteina plasméatica cininogénio de baixo peso
molecular (LMWK) em duas ligacdes peptidicas para liberar estequiometricamente
o decapeptideo vasoativo e espasmogénico calidina (Lys — BK) (MIRANDA et al.,
1995). A calidina por sua vez, estd envolvida no controle da pressdo sanguinea,

na manutengdo do equilibrio eletrolitico, na inflamacdo e em outros processos
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fisiolégicos. Acredita-se que a calicreina tecidual humana possa, também,
catalisar a hidrolise de outros substratos como os fatores do crescimento,
horménios e citocinas (YOUSEF; DIAMANDIS, 2001). A hK1 catalisa, também a
hidrélise de substratos sintéticos derivados da Arg e Lys Na-substituidas tais
como, amidas, ésteres e peptideos fluorogénicos (SOUSA et al., 2002). Como
outras serino-proteases, a hK1 € inibida por fluorofosfato de diisopropila (DFP)
cujo fosfato combina-se irreversivelmente, com a Ser'® do seu centro ativo. A hK1
€ inibida também, por clorometilcetonas da Arg e da Lys que combinam-se com a
His*” do seu centro ativo. Outro inibidor da hK1 é o inibidor basico pancreatico da
tripsina (BPTI), também conhecido por Trasilol® ou inibidor pancreatico da tripsina
de Kunitz. A hK1 ¢ inibida, ainda, pela benzamidina e a 4-aminobenzamidina que
ocupam o subsitio Sy da enzima (SCHECHTER & BERGER, 1967). Por outro
lado, o inibidor da tripsina isolado de soja (BPTI) que inibe a tripsina, a calicreina
plasmatica e outras serino-proteases, nao inibe a hK1 (GEIGER; FRITZ, 1981;
SOUSA et al.,, 2001). Experiéncias in vitro demonstraram que a hK1 é inibida,
competitivamente, pelos cations sodio, potassio, calcio e magnésio e que a
soroalbumina previne esta inibicdo (CHAO et al., 1983; SOUSA et al., 2001). Um
importante inibidor da calicreina tecidual humana, a calistatina ou proteina ligadora
da calicreina, foi descoberto, purificado e clonado por Chao e colaboradores
(CHAO et al., 1996). Entretanto, ainda ndao esta comprovado que, in vivo, a hK1
seja a enzima alvo da calistatina (CHEN et al., 2000).

Além de sua atividade cininogenasica, a hK1 tem sido descrita por participar do
processamento de fatores de crescimento e de horménios peptidicos devido a sua
presenca na glandula pituitaria, no pancreas e em outros tecidos (DIAMANDIS;
YOUSEF, 2002).

Segundo Bhoola et al. (1992), a hK1 hidrolisa a pré-insulina, a LDL, o precursor do

fator natriurético atrial, o peptideo vasoativo intestinal e a pré-colagenase. O



38

envolvimento da hK1 na homeostase da pressdao sanguinea tem sido objeto de

muita pesquisa.

Em 1934, Elliot e Nuzum descreveram a observagcdo de que a excrecao da
calicreina urinaria (hK1) era significativamente reduzida em individuos
hipertensos. Segundo Chao e Chao, (1996), estudos epidemiologicos tém
documentado uma relagao inversa entre os niveis da calicreina renal ou urinaria e
a elevagao da pressao sanguinea nos pacientes hipertensos. Ainda segundo estes
autores, uma associacao entre a reduzida excrecdo da atividade da calicreina
tecidual (hK1) e a hipertensao tem sido relatada tanto em individuos brancos
quanto em negros. Segundo Chao e Chao, (2004), os niveis da calicreina tecidual
estdo reduzidos em humanos e em animais modelos com hipertensédo, doenga
cardiovascular e doenca renal. A injecdo do gene da hK1 resultou em uma
prolongada reducdo da pressdao sanguinea e a atenuacdo das hipertrofias e

fibroses cardiaca e renal em varios animais modelos hipertensos.

Trabalho desenvolvido em nosso laboratério envolvendo 100 pacientes com
hipertensdo primaria (26 brancos e 74 afrodescendentes), com idade
compreendida entre 39 e 61 anos, e 89 individuos normotensos (31 brancos e 58
afrodescendentes), com idade compreendida entre 35 e 57 anos, como controles,
revelou que a atividade amidasica da hK1 foi significativamente mais baixa na
urina dos pacientes hipertensos do que na urina dos individuos controles. Por
outro lado, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa para a
atividade amidasica da hK1 na urina de pacientes e controles brancos e
afrodescendentes (BELO et al. 2009).

O envolvimento da hK1 no diabetes mellitus tem sido também objeto de estudo.
Margolius, (1989), reportou que os dados referentes a participacdo da hK1 no
diabetes mellitus eram conflitantes. Assim, segundo o autor, a excrecdo da
calicreina urindria humana (hK1) é significativamente maior nos diabéticos
dependentes de insulina mal controlados (hemoglobina Aic > 11%) do que nos

diabéticos dependentes de insulina bem controlados ou nos individuos sadios. O
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controle glicémico estaria associado a uma queda na excrecao da hK1. Por outro
lado, um estudo subseqiente em diabéticos dependentes de insuina, mal
controlados, ndo confirmou aqueles resultados. Em 2003, Emanueli e Maddedu,
reportaram que a angiogénese terapéutica foi proposta como uma alternativa para
o tratamento da doenca isquémica resistente a terapia convencional. Os autores
anunciaram o desenvolvimento de uma estratégia baseada na liberacao local do
gene da hK1 para a potenciacdo da microcirculacao e a recuperagao da isquemia
periférica. Além disso, afirmaram os autores que, a hK1 previne e recupera a
diminuigdo macrovascular causada pelo diabetes mellitus. Neste modelo, a hK1 foi

capaz de estimular o crescimento vascular e contrastar a apoptose celular.

Em 2004, Emanueli e Maddedu, reportaram que a angiogénese é essencial para a
reparacao de feridas e tecidos prejudicados pela isquemia. Os autores afirmam ter
descoberto recentemente, que a hK1 nos musculos esqueléticos de diabéticos
previne o desenvolvimento de microangiopatias e estimula a colaterizacédo

protegendo, assim, das consequliéncias da oclusao arterial resultante.

Sabe-se que o sistema calicreina-cinina (SCC), o renina-angiotensina (SRA) e as
prostaglandinas interagem para determinar as alteragdes hemodinamicas renais
presentes no diabetes mellitus (LEVINSKY,1979). Segundo Harvey et al., (1992),
o0 aumento da atividade da calicreina tecidual e da producao de prostaglandina E;
deve contribuir para a vasodilatacdo renal e hiperfiltragdo em individuos
diabéticos.

Estudos anteriores demonstraram que ratos com DM tipo 1, induzida por
estreptozotocina e com grave hiperglicemia, apresentaram uma diminuicdo na

sintese e excregao renal de callicreina (JAFFA et al., 1987).
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Mayfield et al. (1984), estudando pacientes com DM tipo 1, sem alteracdes renais
e sem hipertensdo, observaram em pacientes pobremente controlados, um
aumento da excreg¢do da calicreina urindria quando comparado com pacientes
com bom controle glicémico e com o grupo controle. Além disso, os pacientes com
a taxa de excrecdo de calicreina elevada, apos o controle da glicemia,

apresentavam uma queda significativa na excrecao da enzima.

Pelikanova et al. (1998), avaliando pacientes com DM tipo 1, recentemente
acometidos pela doenca e com controle inadequado da glicemia, observaram a
diminuicdo da excrecao da calicreina urindria e, também, uma pequena elevagao
da excrecdo desta apos a administracdo de furosemida, um diurético, sob
condicoes de hiperglicemia endbgena.

Manto et al. (1993), demonstraram que as variagdes nas concentracoes de
calicreina e de cininas desempenham importante papel na alteracdo de fatores
hemodinamicos renais no DM do tipo 1.

Pesquisa desenvolvida em nosso laboratério envolvendo 35 pacientes com DM
tipo 1, com glicemia mal controlada (Hb A 1c— 9,98%) e tratados com insulina e 34
individuos sadios como controles revelaram que a atividade amidasica da hK1
estava significativamente mais alta na urina dos pacientes do que na dos controles
(MIRANDA, 2007).

1.5.5 Atividade enzimatica das calicreinas teciduais

O centro ativo das calicreinas teciduais é formado por um sitio aniénico, um sitio
hidrofobico, um sitio catalitico e um sitio auxiliar (MARES-GUIA & DINIZ, 1970). O
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centro ativo das calicreinas teciduais possui alta homologia com os centros ativos
da tripsina, quimotripsina, elastase e outras serino proteases. A enzima conserva
os aminodacidos His *', Asp % e Ser '® da triade catalitica das serino proteases,
que forma uma importante configuracdo espacial responsavel pela atividade
catalitica. O sitio de especificidade, no qual se ligam eletrostaticamente grupos
com cargas positivas de substratos e inibidores, também é preservado. Assim, a
especificidade primaria das calicreinas e de outras serino proteases pela arginina
e lisina ocorre devido a presenca do residuo de acido aspartico na posicao 183 ,
no subsitio S (ASHLEY & MACDONALD, 1985).

Enzimaticamente, as calicreinas teciduais atuam por um mecanismo de protedlise
limitada, hidrolisando as ligagdes peptidicas Met 37°- Lys %% e Arg %% Ser 3%,
conforme numeracéao do pré-cininogénio humano, liberando a lisil-bradicinina (DEL
NERY et al., 1995). A calicreina tecidual do rato € a Unica exceg¢ao nessa classe
de enzimas proteoliticas, pois hidrolisa a ligagao Lys-Arg no cininogénio, liberando
a bradicinina (CHAGAS et al., 1992).

As calicreinas possuem alta especificidade pelo substrato natural, mas sao
capazes de hidrolisar substratos sintéticos derivados da arginina e da lisina Na-
substituidas, dos tipos amida e éster. Assim, a atividade enzimatica das
calicreinas pode ser medida através de ensaios com substratos sintéticos, além de
ensaios bioldgicos, imunoensaios e radioimunoensaio. Embora esses substratos
derivados da arginina e da lisina Na-substituidas ndo sejam especificos para as
calicreinas, sdo amplamente utilizados, devido a facilidade e a alta sensibilidade
para se quantificar os produtos liberados, pois sao capazes de detectar
nanogramas de calicreina no ensaio (GEIGER & FRITZ, 1981).

A hK1, presente na urina, hidrolisa o substrato D-Val-Leu-Arg-Nan, liberando,

assim, a 4-nitroanilina, uma substancia de cor amarela, que possui absorcio
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maxima em 410 nm. As letras S, S’y. S, | S3 representam os subsitios no centro
ativo da enzima, as letras P P, P3 representam as posicdes dos residuos de
aminoacidos no substrato e a letra P’y, a posicao do grupo 4-nitroanilina ligado ao
residuo arginil (SCHECHTER & BERGER, 1967).

Figura 3 Interacdo da enzima hK1 com o substrato D-Val-Leu-Arg-Nan.
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2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por objetivo geral determinar a atividade amidasica especifica
da calicreina tecidual humana na urina de pacientes com diabetes mellitus
gestacional, que nao utilizam insulina e de mulheres sadias gestantes e nao

gestantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Selecionar as pacientes com diabetes mellitus gestacional (DMG), que nao
utilizam insulina, as gestantes normais, que servirdo como controles para o DMG,
e as mulheres sadias nao-gestantes, que servirdo como controles para as

gestantes normais. Estas forneceriam as amostras de urina para o estudo.

— Determinar nas amostras de urina:
— a atividade amidasica da hK1;
— concentragao de proteinas;
— concentracao de creatinina;
— calcular o indice proteinas/creatinina;
— calcular a atividade amidasica especifica da hK1;
— comparar os valores dos parametros, calculados acima, relativos as

amostras das pacientes com DMG e das mulheres controles.
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3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 CASUISTICA

Considerando que:

— na dissertacdo de Mestrado de Gilmar Machado Miranda “Avaliagdo da atividade
amidasica da calicreina tecidual humana na urina de individuos sadios e de
pacientes com diabetes mellitus tipo 1” realizada no nosso laboratério, foram
utilizados 34 pacientes diabéticos, fazendo uso de insulina, porém com glicemia
descontrolada e 35 individuos sadios como controles foi observado que a
atividade amidasica da calicreina tecidual humana foi significativamente maior na

urina dos pacientes diabéticos do que na urina dos controles.

Foram selecionadas 90 mulheres, com base nos critérios de inclusao e excluséo
para participarem deste estudo. Todas as mulheres participantes do projeto de
pesquisa receberam esclarecimentos sobre os objetivos do projeto, assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo) e foram agrupadas da
seguinte forma:

- Grupo MG: constituido de 30 mulheres com diabetes mellitus gestacional, ndo
usando insulina.

- Grupo controle 1 (controle para o DMG): constituido de 30 gestantes sadias;

- Grupo controle 2 (controle para a gestacao): constituido de 30 mulheres sadias

nao gestantes;

As mulheres com diabetes gestacional participantes da pesquisa foram
selecionadas pelos médicos Prof. Dr. Antonio Ribeiro de Oliveira Junior, Dra.
Anelise Impeliziere Nogueira, Dr. Ricardo Barsaglini da Silva Leite e Dr. Paulo
Augusto Carvalho Miranda, no Ambulatério Borges da Costa da UFMG e no
Ambulatério da Santa Casa de Belo Horizonte. E as gestantes sadias foram

selecionadas no posto de saude da Prefeitura de Belo Horizonte, quando iam
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fazer seu controle pré-natal. E finalmente as ndo gestantes sadias foram

selecionadas na Faculdade de Farmacia da UFMG.

Tabela 1 - Caracterizacao dos grupos de estudo

Controle 1 Controle 2 DMG
N 30 30 30
ldade (anos) 246+48 27,0+ 43 32,7+7,2

Grupo controle 1: gestantes sadias
Grupo controle 2: ndo gestantes sadias
Grupo DMG: pacientes com DMG

n (numero de mulheres) e idade (valores expressos como média e desvio padrao).

3.1.1 Critérios de inclusao e de exclusao

Critérios de inclusao
- Mulheres com diagnéstico clinico de diabetes mellitus gestacional, na faixa etaria
de 18-42 anos, entre a vigésima quarta e a trigésima sétima semana de gestacgéo,

qgue nao utilizam insulina.

Critérios de exclusao

- Mulheres apresentando alteracdes hepaticas, insuficiéncia renal e/ou outras
patologias;

- Mulheres que forneceram volume insuficiente de urina ou amostra de urina
apresentando bacteriuria e/ou hematuria.

- Mulheres portadoras de infecg¢ao urinaria;
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- Mulheres nao gravidas com indice de massa corpoérea (IMC) maior que 30
Kg/m?;
- Mulheres gravidas que antes da gravidez apresentavam IMC maior que 3Kg/m?;

- Gestantes com DMG que utilizavam insulina.

3.2 COLETA E PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

As pacientes com DMG e as mulheres sadias controles selecionadas que
aceitaram participar do presente estudo receberam, nos ambulatérios, um frasco
de plastico de boca larga, com tampa de rosca devidamente identificado com o
nome da patrticipante. Cada frasco, com capacidade para 100 ml, continha 100
microlitros de solucdo de azida de sddio a 10% (p/v), para evitar a proliferacao de
microorganismos na urina colhida. Cada participante recolheu o jato médio de uma
amostra aleatoria de urina. As amostras de urina foram, entdo, encaminhadas ao
Laboratério de Enzimologia do Departamento de Analises Clinicas e Toxicol6gicas
da Faculdade de Farmacia da UFMG.

No laboratério, as amostras de urina foram testadas com uma tira reagente para a
deteccédo do pH e densidade e para a pesquisa da possivel presenca de sangue,
bilirrubina, urobilinogénio, cetona, proteina, nitrito, glicose e leucocitos. As
amostras que apresentavam interferentes foram descartadas. Em seguida, retirou-
se de cada amostra de urina, aprovada pelo teste da urofita, 5 mL, que foram
armazenados no refrigerador até o momento da dosagem de creatinina. O
restante de cada amostra de urina teve o seu valor de pH elevado para 8,0, pela
adicao de algumas gotas de solucéo de hidroxido de sddio 6 M. O pH da urina foi
elevado para precipitar a proteina de Tamm Horsfall, uma glicoproteina presente
na urina, que deve ser separada para evitar a sua precipitacdo, o que poderia
causar interferéncia no resultado da dosagem enzimatica. Apds a precipitacao da

glicoproteina, as amostras de urina foram filtradas em papel filtro qualitativo e os
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filtrados submetidos as dosagens fotométricas de proteinas e da atividade
amidasica da hK1.

3.3 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

- Acido acético glacial (Anidrol Produtos Quimicos Ltda.®)

- Acido fosférico a 85% (v/v) (Quimex.®)

- Alcool etilico 96% (v/v)

- Azida sédica (Sigma®, USA)

- Banho-maria Unitemp® com controlador microprocessado modelo 116B

- Conjunto de reagentes para a dosagem da Creatinina (Bioclin-Quibasa ®)
- Coomassie brilliant blue G-250 (Riedel-deHaen®, Alemanha)

- Crondémetro Technos®

- Espectrofotdémetro Shimadzu® UV — 160 A

- Glicina (Sigma®, USA)

- H-D-valil-L-leucil-L-arginina p-nitroanilina (D-Val-Leu-Arg-Nan) (Chromogenix®,
Suécia)

- Hidréxido de sédio (Sigma®,USA)

- Papel de filtro qualitativo

- Pipetas automaticas

- Potenciémetro Micronal® B 374

- Soroalbumina bovina (BSA) (Sigma®,USA)

- Trasilol® (Bayer®, Brasil)

- Tiras para urinlise Biocolor ®
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3.4 METODOS

3.4.1 Determinacao da atividade amidasica da calicreina tecidual
humana (hK1)

A atividade amidasica da calicreina tecidual humana foi determinada segundo
Geiger & Fritz (1981) e Erlanger et al. (1961). O substrato D-Val-Leu-Arg-Nan,
denominado comercialmente como S-2266 ™, liiofilizado (frasco contendo 25 mg)
foi reconstituido em 4,313 mL de agua mili-Q, sendo obtida assim, uma solugao
estoque de concentracao 0,01M. Esta solucdo foi aliquotada e congelada. Para
ser utilizada na incubacéao, a solucao estoque foi diluida em tampao glicina NaOH

200 mM, pH 9,0, dando origem a solu¢ao de uso, com concentracdo de 160 uM.

As incubacdes foram realizadas em quadruplicata, a 37°C, e os reagentes

adicionados conforme o quadro abaixo:

Tampao | Trasilol | Filtrado | Pré - Substrato HAC
Tubos | (uL) (uL) (uL) incubacgdes | (uL) Incubagdes | (uL)
CS 600 - - 10min/37°C | 400 30min/37°C | 100
CST | 500 100 - 10min/37°C | 400 30min/37°C | 100
CF 500 - 500 10min/37°C | - 30min/37°C | 100
F 100 - 500 10min/37°C | 400 30min/37°C | 100
F+T |- 100 500 10min/37°C | 400 30min/37°C | 100

Onde CS = controle do substrato; CST = controle do substrato + solucdo de

Trasilol®; CF = controle do filtrado; F = filtrado; F + T = filtrado + solugdo de
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Trasilol® a 1.000 UIC/mL (unidades inibidoras de calicreina); HAc = 4cido acético
a 60% (v/v). Apés o intervalo de 30 minutos de incubagao, a solucao de &cido
acético a 60% (v/v) foi adicionada, para paralisar as reacbdes. Para zerar o
aparelho, utilizou-se o tampéao glicina NaOH 200 mM, pH 9,0 como solucao
controle ou branco. A concentragédo final do substrato no ensaio foi de 60 puM,
sendo assim, aproximadamente 5 vezes maior do que o seu Ky, cujo valor é de
10,3 uM, conforme Sousa et al. (2002).

A atividade amidasica da calicreina tecidual humana, em uM . min™. 500 uL' de
urina, foi monitorada pela medida da absorvancia em 410 nm da 4-nitroanilina (4-
NAn) liberada (e4s10 = 8.800 M . cm ') (ERLANGER et al, 1961), em
espectrofotdmetro Shimadzu® UV-160 A e determinada utilizando-se a equagéo:

v =AA410x 1,1 x 1/8.800 x 1/30, onde,

v = velocidade da reagdo (uM . min™. 500 uL™)

AA41o = leitura da absorvancia em 410 nm da mistura de incubacdo, contendo o
substrato e o flitrado, menos a soma das leituras das absorvancias das misturas
de incubagao, contendo o substrato, o Trasilol® e o flitrado;

1,1 = fator de correcdo para o volume (volume da mistura, cuja absorvancia foi
lida, dividido pelo volume da mistura de incubacéo, ou seja, 1.100 puL/1.000 pL);
8.800 = absortividade molar da 4-nitroanilina;

30 = tempo de incubagdao em minutos.

Esta atividade amidasica era convertida para uM . min” . mL™" de urina.

3.4.2 Determinacao de proteinas

Proteinas foram determinadas segundo o método de Bradford (1976) modificado
por Peterson (1983). O principio deste método baseia-se na ligacdo das proteinas

ao corante Coomassie® brilliant blue G-250. A ligagdo do corante & proteina leva
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a uma alteracao na absor¢ao maxima do corante de 465 nm para 595 nm, sendo a
absorcao da mistura de reacdo monitorada em 595 nm.

O reagente de cor foi preparado dissolvendo-se 25 mg do Coomassie® brilliant
blue G-250 em 12,5 mL de etanol a 96% (v/v), adicionando-se a esta solucao, 25
mL de acido fosférico a 85% (v/v) (Quimex®), e agua Mili-Q para completar o
volume para 250 mL. Esta solucao foi armazenada a 4 °C e filtrada em papel de
filtro qualitativo no momento do uso. Como padrdao protéico, utilizou-se uma
solucdo de soroalbumina bovina (BSA). Para tanto, foi preparada uma solugao
estoque de BSA a 0,5 mg/mL. Esta concentracao foi corrigida pela leitura da
absorvancia da solugdo em 280 nm. A partir da solugdo estoque, foram
preparados dois padrdoes protéicos de concentragdes 0,0025 mg/mL e 0,050
mg/mL, em um volume final de 0,5 mL de agua Mili- Q.

As dosagens foram realizadas em quadruplicata, e incubadas a temperatura

ambiente, durante 15 minutos, conforme o quadro abaixo:

Agua Mili-Q | Padrdo 1 | Padrao 2 | Filtrado Reagente de cor
Tubos | (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
B 0,5 - - - 2,0
CF 2,0 - - 0,5 -
P - 0,5 - - 2,0
P, - - 0,5 - 2,0
F - - - 0,5 2,0

Onde: B = branco; CF = controle do filtrado; Py = padréo 1 (0,0025 a 0,05 mg/mL);

P, = padréo 2 (0,0025 a 0,05 mg/mL); F = filtrado.

O espectrofotdmetro foi zerado com agua Mili-Q para a leitura da absorvancia do
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controle do filtrado (CF), e zerado com o branco (B), para as leituras de

absorvancias das demais misturas.

Os valores das absorvancias foram convertidos em mg/mL de proteina, utilizando-
se a equacao 1.0, descrita por PETERSON (1983).

P=b.A(1-a.A)" (1.0)
Sendo:

a=A'-b.P’ (1.1)
b=A"-A) /(P -P (1.2)
At=AT+ATY) /2 (1.3)
P = (P"+Py")/2 (1.4)
Onde:

P = concentracdao em proteinas na amostra

A = absorvancia da amostra

A | = absorvancia do padrao de menor concentracao

A , = absorvancia do padrao de maior concentracao

P | = concentrag&do do padrdo de menor concentragdo (mg/mL)
P = concentracao do padrao de maior concentracao (mg/mL)

A concentragao de proteinas era convertida de mg/mL para pg/mL.

3.4.3 Determinacao de creatinina

As dosagens de creatinina foram realizadas nas amostras de urina retiradas antes
de se corrigir o pH, pelo método de Jaffé, utilizando-se um Kit de reagentes,
seguindo-se a metodologia descrita nas instrucdes do fabricante. A reagao baseia
—se na ligacao do acido picrico a creatinina em meio alcalino, formando-se
complexos corados com um maximo de absor¢cao em 510 nm. Apés a incubacgao e
a leitura da absorvancia (Ai), foi adicionado, a mistura um acidificante para

desfazer o complexo cretinina-picrato, deixando-se assim, intactos os complexos
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cromdgenos-picrato, cuja absorvancia (A.) foi entdo lida novamente. A diferenca
entre as duas leituras fornece o valor real da concentragdo de creatinina na

amostra.

3.4.4 Analise quimica da urina

A triagem para a deteccdo de substancias anormais na urina foi realizada
utilizando-se urofitas reagentes, Urofita 10® seguindo as instrugdes fornecidas

pelo fabricante.

3.4.5 Atividade amidasica especifica da hK1

A atividade amidasica especifica da hK1 expressa em uM . mim™" . mg” de
creatinina foi obtida dividindo-se a velocidade da reacdo enzimatica (uM . mim™ .
mL") pela concentracdo de creatinina (mg . mL') presente no filtrado de urina
adicionada a mistura de incubacéo.
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3.4.6 indice proteina/creatinina

O indice proteina/creatinina expresso em uM . mim™ . mg” de creatinina foi
calculado para cada amostra dividindo-se o valor da proteina (ug/mL) pelo valor da

creatinina (mg/mL).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Utilizando-se o programa SAS®, versdo 8, inicialmente realizou-se um teste de
normalidade, onde verificou-se que os dados do estudo estavam fora da
normalidade, com variaveis ndo-paramétricas. Assim realizou-se uma anélise de
variancia nao-paramétrica, através do teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Os
resultados dos grupos estudados foram expressos pelos valores das medianas. E
o nivel de significancia adotado foi de 0,05.
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4 RESULTADOS
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4.1 EXCRECAO URINARIA DE PROTEINA, CREATININA, iNDICE
PROTEINA/CREATININA E VALORES DE ATIVIDADE AMIDASICA
ESPECIFICA DA hK1

Os valores de proteina, creatinina e o indice proteina/creatinina urinarios para o
grupo DMG e os grupos controle 1 e 2 estdo apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4.
Todos estao representados pelos valores das medianas. Cada grupo é constituido
por 30 mulheres sendo:

- Grupo DMG: pacientes com diabetes mellitus gestacional;

- Grupo controle 1 (controle para o DMG): gestantes sadias;

- Grupo controle 2 (controle para a gestacao): nao gestantes sadias.

Tabela 2 - Valores urindrios de proteina, creatinina, indice proteina/creatinina e
atividade amidésica especifica da hK1 nos grupos DMG e Controle 1

DMG Controle 1 P
Proteina® 129 (75; 198) 59 (46; 104) 0,002*
Creatinina® 0,74 (0,45; 1,20) 0,67 (0,40; 1,11) 0,063
indice prot/crea® 173 (113; 237) 100 (72; 150) 0,000*

Ativ. amid.esp.® 0,40 (0,24; 0,66) 0,27 (0,15; 0,50) 0,050*

ang.mL ™ Pmg. mL"; ¢ ug prot. mg 'crea,® uM . mim™ . mg™ crea. Valores das
medianas, € 0s numeros entre parénteses representam os valores do primeiro e
terceiro quartis respectivamente. O simbolo (*) indica que houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos, pelo teste de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney.

Tabela 3 - Valores urindrios de proteina, creatinina, indice proteina/creatinina e

atividade amidasica especifica da hK1 nos grupos DMG e Controle 2
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DMG Controle 2 P
Proteina® 129 (75; 198) 33 (23; 49) 0,000*
Creatinina® 0,74 (0,45;1,20) 1,02 (0,66; 1,33) 0,063
indice prot/crea® 173 (113; 237) 34 (27; 43) 0,000

Ativ. amid.esp.® 0,40 (0,24;0,66) 0,29 (0,20; 0,38) 0,050*

ang.mL " Pmg. mL"; ¢ ug prot . mg ' crea,® uM . mim™ . mg™ crea. Valores das
medianas, € 0s numeros entre parénteses representam os valores do primeiro e
terceiro quartis respectivamente. O simbolo (*) indica que houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos, pelo teste de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney.

Tabela 4 - Valores urinarios de proteina, creatinina, indice proteina/creatinina e

atividade amidasica especifica da hK1 nos grupos Controle 1 e Controle 2

Controle 1 Controle 2 P
Proteina® 59 (46; 104) 33 (23; 49) 0,000*
Creatinina® 0,67 (0,40; 1,11) 1,02 (0,66; 1,33) 0,063
indice prot/crea® 100 (72; 150) 34 (27; 43) 0,0001*

Ativ. amid. esp.® 0,27 (0,15; 0,50) 0,29 (0,20; 0,38) 0,825

ang.mL ™" Pmg. mL"; g prot . mg ' crea,® uM . mim™ . mg™ crea. Valores das
medianas, € 0s numeros entre parénteses representam os valores do primeiro e
terceiro quartis respectivamente. O simbolo (*) indica que houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos, pelo teste de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney.

A Figura 4 ilustra a distribuicdo dos dados obtidos para os valores de creatinina

urinaria nos grupos pesquisados. Esta figura apresenta os valores de creatinina,
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expressos em mg . mL'. Niao foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre as mulheres do estudo.

3,00

2,50

2,00

1,50

Creatinina (mg/mL)

1,00 —

|
|
0,50—
0,00
| | |
DMG (n=30) Controle 1 (n = 30) Controle 2 (n=30)

Figura 4 — Distribuicdo dos valores de creatinina urinaria entre 0s grupos
avaliados.

DMG = mulheres com o diabetes gestacional; Controle 1 = gestantes sadias;
Controle 2 = nao gestantes sadias.

A Figura 5 apresenta a distribuicdo dos resultados dos indices proteina/creatinina

urinarios em pg prot . mg ' creat. Foi observada diferenca estatisticamente

significativa entre as mulheres dos trés grupos do estudo.
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e
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I I I
DMG (n=30) Controle 1 (n=30) Controle 2 (n=30)

Figura 5 — Distribuicdo dos valores dos indices proteina/creatinina urinarios entre
0S grupos avaliados.

DMG = mulheres com o diabetes gestacional; Controle 1 = gestantes sadias;
Controle 2 = nao gestantes sadias.

O simbolo e representa diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

A Figura 6 apresenta a distribuicdo dos resultados das atividades amidasicas
especificas da hK1 em pM . mim” . mg” creat. Foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre as mulheres do grupo DMG e as mulheres dos

dois grupos controles.
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1,25— —

1,00—

0,75

Ativ amid hK1 uM/(min .mg creat)

0,50
|
0,25
0,00
| | |
DGM (n =30) Controle 1 (n = 30) Controle 2 (n=30)

Figura 6 — Distribuicdo dos valores de atividade amidasica especifica da hK1
urinaria entre os grupos avaliados.

DMG = mulheres com o diabetes gestacional; Controle 1 = gestantes sadias;
Controle 2 = nao gestantes sadias.

O simbolo e representa diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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5 DISCUSSAO
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5.1 EXCREGCAO URINARIA DE PROTEINA, CREATININA E iNDICE
PROTEINA/CREATININA

As proteinas excretadas na urina sao constituidas, principalmente de albumina e
de algumas proteinas menores assim como outras proteinas secretadas pelos
tubulos renais dentre as quais, a glicoproteina de Tamm Horsfall € uma das
principais. Somente uma pequena quantidade de proteina € excretada
normalmente na urina (20 — 150 mg . dL™') sendo a maior parte representada pela
albumina, que devido a sua maior concentragao no filtrado nado é completamente
reabsorvida pelas células tubulares. O restante é constituido quase que
completamente pela glicoproteina de Tamm-Horsfall ou Uromucdide,
provavelmente secretada pelas células dos tubulos distais (JONHSON, 2006).

Além disso a proteinaria pode ocorrer como um resultado de febre, exercicio
fisico, exposicao ao frio ou relacionada a postura. Estas alterac6es esporadicas
podem causar dificuldades interpretativas quando se suspeita de alguma
patologia. A postura de pé aumenta a excrecao de proteina tanto nos individuos
sadios quanto naqueles com doenca renal. Se for postural, desaparece durante o
repouso e estara ausente na amostra da primeira urina matinal (JONHSON, 2006).
Encontra-se na literatura, uma extensa discussdo sobre a amostra de urina
adequada para a investigacdo da excrecao de proteinas. Geralmente reconhece-
se que uma amostra colhida durante 24 horas € a maneira definitiva de
demonstrar a presenga de proteindria. Embora a urina colhida durante 24 horas,
seja a amostra de referéncia, € amplamente aceito que este € um procedimento
dificil de ser controlado. Existem estudos que mostram que mais de 25% das
amostras de 24 horas sao desprezadas por suspeita de ma coleta. Entretanto,
amostras colhidas da primeira urina da manha, da segunda urina da manha ou
aleatoriamente também tém sido utilizadas. Uma vez que a excregao de creatinina

urinaria é praticamente constante durante o periodo de 24 horas, a medida da
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relacédo proteina/creatinina ou albumina/creatinina normaliza para as variagoes da

concentracao urinaria.

Varios autores tém recomendado o uso do indice proteina/creatinina baseando-se
na boa correlagdo que ela demonstra com a amostra colhida durante 24 horas. Em
geral a proteindria, presenca de proteinas na urina, reflete a albuminaria (LAMB et
al., 2006).

No presente estudo, devido as dificuldades encontradas para a coleta da primeira
urina da manha, utilizou-se para as analises, uma amostra de urina aleatéria,

coletada nos préprios ambulatérios apds a selecao das participantes da pesquisa.

A microalbuminuria é definida através de uma relagdo albumina/creatinina entre 30
— 300 pg/mg, tanto em homens quanto em mulheres, concentracdes estas nao
detectaveis pelos testes clinicos qualitativos como urofitas fornecidas para a
deteccao de proteinas totais (ADA, 2006).

Com a utilizacao de novas tecnologias, as baixas concentracbes de albumina
podem, agora, ser medidas e a microalbumindria é, assim, considerada um
indicador clinicamente importante da deterioracao da funcao renal nos individuos
diabéticos. Atualmente as sociedades europé€ias e norteamericanas aceitam que
exames regulares da excre¢ao urinaria de albumina sejam uma conduta valiosa no

monitoramento de ambos os tipos de diabetes 1 € 2 (LAMB et al., 2006).

Tem-se sugerido que a identificacdo de pacientes diabéticos em risco de
desenvolver nefropatia deveria ser buscada antes que o estagio microalbuminurico
seja instalado quando entdo ja se pode ser muito tarde para a prevencao da
nefropatia. Uma vez que a microalbuminuria tenha sido estabelecida, um inibidor

da enzima conversora de angiotensina pode ser prescrito porque esta classe de
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agentes anti-hipertensivos tem notaveis efeitos antiproteiniria além do efeito sobre
a pressao sanguinea (LAMB et al., 2006).

De acordo com a literatura, individuos com glicemia elevada, excretam menores
quantidades de proteina e creatinina do que individuos sadios com glicemia
normal. Nos rins a glicose filtrada € quase que completamente reabsorvida nos
tubulos proximais, mas em concentragées maiores do que 180 mg/dL (limiar de
reabsorcdo da glicose) ocorre saturagcao do mecanismo de reabsorcao, levando a
eliminacdo de glicose e aumentando, assim, a excrecdo de agua (diurese

osmatica) provocando a poliuria (SOUSA, 2003).

Analisando os resultados apresentados nas tabelas 2, 3 e 4, a partir do indice
proteina/creatinina calculado, verifica-se que as pacientes com DMG excretam
significativamente mais proteina expressa como indice de proteina/creatinina (173
Hg/mgq) (Tabela 2) do que as mulheres gestantes sadias (100 pg/mg) (Tabela 2) e
as nao gestantes sadias (34 upg/mg) (Tabela 4). Estes valores indicam uma
possivel microalbumindria (30 — 300 pug/mg) entre as mulheres participantes do
estudo. De acordo com Van de Wal et al., a prevaléncia de microalbuminuria na
populagdo em geral estd entre 6% a 8%, enquanto que em pacientes com
hipertenséo e diabetes esta porcentagem aumenta para 10% a 15% e 15 a 20%,
respectivamente. As gestantes sadias apresentaram um indice proteina/creatinina
significativamente maior que as nao gestantes sadias. Segundo Neme (2006), sao
profundas as adaptacdes anatdmicas, fisioldgicas e bioquimicas que acontecem
na mulher no curto espaco de tempo da gravidez. E uma das modificacées ocorre
no aparelho urinario da gestante. H4& um aumento da fragcdo de filtracao
glomerular, onde maior quantidade de solutos do plasma atravessam o glomérulo
por unidade de tempo. Esse aumento do filtrado glomerular poderia explicar a

proteinuria na gestante.
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Nao foi encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre os
valores de creatinina urinarios para as pacientes com DMG e as mulheres dos
grupos controles 1 e 2. Apenas observou-se diferenga estatisticamente
significativa para os valores de creatinina urinarios entre as mulheres dos grupos
controles 1 e 2. As gestantes sadias apresentaram valores de excrecao urinaria de
creatinina (0,67 mg/mL) menores em relacdo as nao gestantes sadias
(1,02mg/mL) (Tabela 4). Segundo Coelho (2004), durante a gravidez normal
ocorre um aumento da filtragcao glomerular e, como conseqliéncia, a concentragao

de creatinina sérica se eleva.

5.2 VALORES DE ATIVIDADE AMIDASICA ESPECIFICA DA hK1
NO GRUPO DMG E NOS GRUPOS CONTROLES 1 E 2

A calicreina tecidual humana foi quantificada na urina por meio de ensaio
fotométrico utilizando o substrato sintético D-val-Leu-Arg-Nan. Segundo Lamb et
al. (2006), uma vez que a excregdo da creatinina na urina é praticamente
constante durante as 24 horas do dia, a medida da relacdo proteina/creatinina
corrige as variagées na concentracdo urinaria. Assim, com o objetivo de expressar
a atividade amidasica especifica da hK1 independentemente das variacbes que
ocorrem na concentragao da urina, calculou-se a atividade amidasica especifica
dividindo-se a atividade amidasica pelo teor de creatinina na amostra de urina

utilizada no ensaio.

Mayfield et al. (1984) avaliaram a excregao da calicreina urinaria humana (hK1),
por radioimunoensaio, e medida da sua atividade esterasica em individuos sadios,
em pacientes com DM1 com controle glicémico adequado e em pacientes com
DM1 com a glicemia pobremente controlada. Todos os pacientes ndo eram
hipertensos e nao apresentavam alteragées renais. Os autores observaram que 0s

pacientes DM1 com a glicemia nao controlada excretavam mais calicreina do que
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os individuos sadios e os pacientes DM1 com controle glicémico adequado. Ainda
segundo os autores, os pacientes com a glicemia pobremente controlada,
apresentaram uma reducdo dos niveis de excrecao da calicreina, quando foram

submetidos a um bom controle glicémico.

Manto et al. (1993), reportaram que em pacientes com DM tipo 1 e com
hiperfiltracdo glomerular a excregédo urinaria de calicreina esta elevada quando
comparada com a excrecdo em pacientes diabéticos com normofiltracdo
glomerular e em individuos controles. Os autores observaram, ainda, uma
correlacao positiva entre o ritmo de filtracdo glomerular (RFG) e a excrecao da
calicreina urinaria. Considerando esta correlacao positiva, os autores admitem que
a elevagdo na excregdo da calicreina urinaria represente um marcador da fase
inicial da nefropatia diabética. Eles ndo encontraram diferenca estatisticamente
significativa entre a excrecdo da calicreina urinaria, a idade, o sexo e a duracdo do
diabetes nos grupos de normofiltrantes e hiperfiltrantes glomerulares,

respectivamente.

Miranda (2007), em um estudo, com 34 pacientes diabéticos (DM1),
diagnosticados ha até cinco anos com controle inadequado da glicemia (Hb Alc =
9,98%) e fazendo uso de insulina e 35 individuos sadios que compunham o grupo
controle, encontrou no grupo dos pacientes valores de atividade amidasica
especifica da hK1 significativamente maiores que os valores apresentados pelos
individuos do grupo controle. Como 0s seus pacientes tinham a glicemia alterada
e utilizavam insulina, Miranda (2007) ndo pode indicar se o aumento da atividade
amidasica especifica da hK1 era relacionado a glicemia alterada ou a insulina
administrada.

A andlise dos resultados apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4, revela que as
pacientes com DMG apresentaram valores de mediana para a atividade amidasica
especifica da hK1 na urina (0,40 uM . min” . mg™* de creatinina) significativamente

maiores do que os valores apresentados pelas gestantes sadias (0,27 uM . mim™ .
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mg” de creatinina) e pelas ndo gestantes sadias (0,29 uM . mim' . mg"' de
creatinina). E que nado houve diferenga significativa entre as medianas das
atividades amidasicas especificas da hK1 nas urinas das mulheres dos grupos
controles 1 e 2.

Segundo Mayfield et al. (1984), as razdes para o aumento da excrecao de
calicreina em pacientes com glicemia elevada ou 0os mecanismos responsaveis
pela correcdo desta excrecdo com o controle da glicemia ainda sao incertas.
Levando em consideracdo que as pacientes deste estudo apresentavam uma
glicemia aumentada em relagdo a normalidade e ndo faziam uso de insulina até o
momento da coleta da urina, sugere-se que o que leva a um aumento da excrecao

urinaria de hK1 seja a glicemia elevada.

5.3 PERSPECTIVAS

A avaliagdo da atividade amidasica da hK1 urinaria no DM iniciou-se em nosso
laboratério, em pacientes portadores de DM tipo 1 com glicemia alterada e em uso
de insulina. Tendo sido observado um aumento na atividade amidasica da hK1 na

urina dos pacientes.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de aprofundar os conhecimentos
sobre o comportamento enzimatico da hK1 na urina desta vez com pacientes com
DMG que nao usavam insulina. Afim de se verificar a influéncia da glicemia ou da
insulina sobre a atividade da hK1 urinaria.

Considerando que neste trabalho a glicemia alterada mostrou-se responsavel pelo
aumento da atividade enzimatica da hK1, tem-se como perspectiva a necessidade
de se medir a atividade amidasica especifica da hK1 urinaria das pacientes com
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DMG, apéds o parto quando a glicemia ja estiver normalizada, com o objetivo de se

verificar entao os niveis da atividade enzimatica da calicreina nesta fase.
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6 CONCLUSOES
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Os resultados apresentados neste estudo sugerem que a glicemia elevada é
responsavel pelo aumento da atividade amidasica especifica da calicreina tecidual

humana na urina das mulheres com diabetes mellitus gestacional.
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ANEXOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
:'E DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS :'E

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TiTULO DO PROJETO:
e Avaliagdo da atividade amidasica da calicreina tecidual humana na urina
de mulheres sadias e de pacientes com diabetes mellitus gestacional.

INSTITUICOES PARTICIPANTES:

e Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas — Faculdade de
Farmacia da UFMG

e Centro de Especialidades Médicas Dario Faria Tavares - Santa Casa de
Belo Horizonte e Ambulatério Borges da Costa — HC/UFMG

I - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA

NOME DO PACIENTE:__

SEXO: Masculino Feminino

DATA DE NASCIMENTO: __ /[

ENDERECO:

BAIRRO:

CIDADE: UF:

CEP: TELEFONE: DDD ()
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Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA
1. COORDENADORES: Profa. Dra. Maria das Gragas Carvalho e Prof. Dr.
Amintas Fabiano de Souza Figueiredo
MESTRANDA: Carolina Antunes Magalhaes
UNIDADE DA UFMG: Faculdade de Farmacia
COLABORADORES: Dr. Anténio Ribeiro de Oliveira Junior, Dra. Anelise
Impelizieri Nogueira, Dr. Ricardo Barsaglini da Silva Leite e Dr. Paulo

Augusto Carvalho Miranda

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

X | SEM RISCO RISCO MINIMO RISCO MEDIO

RISCO BAIXO RISCO MAIOR

lll - DESCRICAO DO PROJETO E REGISTRO DAS EXPLICACOES DO
PESQUISADOR AO PACIENTE SOBRE A PESQUISA, CONSIGNADO:

A pesquisa que vocé esta sendo convidado a participar tem o objetivo de verificar
se a atividade da calicreina tecidual humana, enzima envolvida na regulacao da
pressao sanguinea, encontra-se alterada na urina de pacientes com Diabetes
Mellitus Gestacional. Nesta pesquisa cada participante deve responder a um
questionario, que sera aplicado pela equipe da pesquisa, e deve colher o jato
médio de amostra aleatéria de urina em frasco apropriado que sera enviado ao
Laboratério de Bioquimica Clinica da Faculdade de Farméacia da UFMG. Nao ha
risco algum para vocé. O unico desconforto sera a coleta da urina, feita no
Ambulatério Borges da Costa HC/UFMG ou no Ambulatério da Santa Casa de
Belo Horizonte na época de sua revisdo médica. Os resultados obtidos serao
mantidos em sigilo e em poder dos pesquisadores e dos médicos, envolvidos com
a pesquisa. Toda informacédo obtida nessa pesquisa sera divulgada em eventos
académicos, congressos e revistas especializadas, nao revelando a sua
identidade, que é confidencial. Sua participagdo é totalmente voluntaria e caso

vocé nao queira participar ndo havera qualquer prejuizo no seu tratamento. Vocé
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podera solicitar a equipe o seu desligamento do estudo a qualguer momento.
Caso vocé queira se informar de mais detalhes sobre a pesquisa agora ou no
futuro, podera entrar em contato com o Professor Amintas Fabiano de Souza
Figueiredo (31) 3499-6897 ou com a aluna de mestrado Carolina Antunes
Magalhdes (31) 3426-3499 e até mesmo com o Comité de Etica em pesquisa da
UFMG (31) 3499-4592. E através desse tipo de pesquisa que esperamos poder
aumentar o nosso conhecimento sobre o Diabetes Mellitus Gestacional,
importante para melhor condugéo do tratamento e monitorizagdo dos individuos.
Sua participacdo podera ajudar outras pessoas que tenham o Diabetes Mellitus
Gestacional.

IV — ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS
DO SUJEITO DA PESQUISA

1- Acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos
e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para diminuir eventuais
davidas;

2- Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar
de participar do estudo, sem que isso traga prejuizo ao seu tratamento;

3- Salvaguarda da confidencialidade , sigilo e privacidade.
V — CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO
Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo médico e ter entendido o

que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Belo Horizonte, /]

Assinatura do sujeito da pesquisa




Assinatura do médico

(carimbo ou nome legivel)
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