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RESUMO

O sistema renina-angiotensina (SRA) tem demonstrado sua grande importancia na
fisiopatogenia das complicacdes do diabetes. Sabe-se que durante a gestacao ele se
encontra fisiologicamente ativado, porém pouco se conhece sobre ele durante a
gestacdo de portadoras dos diabetes tipo 1 e gestacional. A gestacdo pode exacerbar
as complicacdes cronicas relacionadas ao diabetes, além de tornar ass diabéticas mais
propensas ao desenvolvimento da pré-eclampsia, um distirbio hipertensivo da
gravidez, também vinculado a alteragdes do sistema renina-angiotensina. O diabetes
gestacional ¢ considerado um modelo de estudo para diabetes tipo 2, j& que essas
mulheres apresentam alto risco de desenvolvé-lo alguns anos apods a gestagdo e,
segundo alguns autores, ja mostram disfun¢do endotelial apds o parto mesmo com
niveis glicémicos dentro da normalidade. A proposta deste estudo foi conhecer o
perfil circulante do sistema renina-angiotensina em gravidas, normotensas,
portadoras de diabetes tipo 1, sem complicagdes cronicas, com bom controle
glicémico e diabetes gestacional comparando-as com mulheres nao-gravidas e
gravidas sem co-morbidades. As pacientes foram divididas em seis grupos: o
primeiro de ndo-gravidas e nao-diabéticas; o segundo de gravidas e nao-diabéticas; o
terceiro de ndo-gravidas e diabéticas tipo 1; o quarto de gravidas e diabéticas tipo 1;
o quinto de portadoras de diabetes gestacional em controle com dieta; e o sexto de
portadoras de diabetes gestacional em controle com insulina. Foram realizadas
consultas freqiientes em ambulatorios de endocrinologia e obstetricia e selecionadas
as sem hipertensdo ou complicagdes do diabetes para o estudo do sistema renina-
angiotensina, que constou da dosagem das angiotensinas circulantes: ANG I, ANG II
e ANG-(1-7) e da atividade da renina plasmatica (ARP). Entre as ndo-gravidas,
aquelas com diabetes tipo 1 apresentaram niveis elevados de ANG I e ARP (p<0,05),
quando comparadas as sem diabetes. Na gravidez, houve elevagdo das angiotensinas
e ARP quando comparadas mulheres sem diabetes, nao-gravidas e gravidas,
indicando ativagdo fisiolégica do sistema renina-angiotensina. Na gestacdo de
diabéticas tipo 1, essa ativacao foi ainda maior, no que se refere 8 ANG [ e ANG-(1-
7), sugerindo uma hiperativacdo destes componentes do sistema. Porém, em
gestantes nesse grupo, houve ativacdo do sistema, como ocorreu nas gestantes
normais, exceto pela falta de elevagdo dos niveis circulantes da ANG-(1-7) (p<0,05).
Esse dado foi confirmado pela relacio ANG-(1-7) /ANG I, que também foi
significativamente menor (p<0,05). O sistema renina-angiotensina encontra-se
fisiologicamente ativado durante a gestacdo, com equilibrio entre as angiotensinas,
porém, em diabéticas tipo 1 gravidas, a elevacdo mais acentuada da ANG-(1-7) pode
estar associada a protecdo endotelial vascular e/ou glomerular. Ja as portadoras de
diabetes gestacional apresentaram elevacao significativa da ANG I, discreta elevagdo
de ANG II e reducdo significativa de ANG-(1-7). Este ultimo dado pode estar
relacionado a persisténcia de disfuncdo endotelial observada nessas mulheres,
inclusive apos o parto, quando os niveis glicémicos retornam ao normal. Este pode,
inclusive, ser o elo de ligacdo entre diabetes gestacional, pré-eclampsia e distirbios
cardiovasculares posteriores.
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SUMMARY

Renin Angiotensin System (RAS) has demonstrated it’s great importance in the
physiopathogeny of diabetes mellitus complications. During pregnancy RAS is
physiologically activated but little is known about it in gestations associated with
gestational diabetes or preexistent type I diabetes. Pregnancy can worse the cronical
complications related to diabetes. Preeclampsia, an hypertensive disease of
pregnancy also linked to RAS changes, is more frequent in diabetic patients.
Gestational diabetes is considered a model for the study of type II diabetes since
these women show high risc of becoming diabetic later in life and, as demonstrated
by some authors, endothelial dysfunctions are present after labor even with normal
glycemic levels. The objective of this study was to evaluate the circulating profile of
RAS in non-hypertensive pregnancies in women with type I diabetes or gestational
diabetes, with good glycemic control and absence of cronical complications and
compare them to non-pregnant and pregnant women with and without diabetes. The
patients were distributed in six groups: 1) non-pregnant and non-diabetics; 2)
pregnant and non-diabetics; 3) non-pregnant with type I diabetes; 4) pregnant with
type I diabetes; 5) patients with gestational diabetes controlled with diet and 6)
patients with gestational diabetes controlled with insulin. Frequent consultations
were realized in endocrinological and obstetrical ambulatories where selection of
patients was accomplished. The RAS evaluation was made by plasma measurement
of ANG I, ANG II, ANG-(1-7) and Plasmatic Renin Activity (PRA). Among the
non-pregnant women, the type I diabetic shown elevated of ANG I and PRA levels
when compared to the non-diabetic (p<0,05). In pregnancy, there were higher levels
of angiotensins and PRA when compared to non-diabetic women, non-pregnant and
pregnant, suggesting physiological activation os RAS. In pregnancies of type I
diabetics the activation of ANG I and ANG-(1-7) was even higher, showing
hyperactivation of these RAS components. In this group, however, there was RAS
activation, as occurred in normal pregnants, in exception of lack of elevation of
ANG-(1-7) levels (p<0,05). This observation was confirmed by the significativelly
lower ANG-(1-7) /ANG I relation (p<0,05). RAS is physiologically activated during
pregnancy, with equilibrium among the angiotensins but, in pregnant type I diabetics,
the higher elevation of ANG-(1-7) can be linked to endothelial and/or glomerular
protection. In pregnants with gestational diabetes, there was significative elevation
of ANG 1, discrete elevation of ANG II and significative reduction of ANG-(1-7).
This last finding can be related to the persistence of endothelial dysfunction observed
in this women, including after labor, when glycemic levels return to normal. This can
even be the link between gestational diabetes, preeclampsia and later cardiovascular
dysfunction.
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O meu interesse pelo tema diabetes e gravidez teve inicio ha 15 anos, quando um
ambulatorio especifico para atendimento as gestantes diabéticas foi criado em nossa
Instituicdo, no Servigo de Endocrinologia do Hospital das Clinicas. Desde aquela época
meu contato com a Obstetricia foi intenso e constante, sobre a qual fui aprendendo cada vez
mais a ponto de surgir o convite para o doutorado, advindo do meu orientador Prof. Antonio
Carlos Vieira Cabral, tendo como foco principal as gestantes diabéticas. Foi nesse contexto
que surgiu a proposta de estudo do sistema renina-angiotensina em gestantes portadoras de
diabetes, através das pesquisas e conhecimento dos professores Antonio Ribeiro de Oliveira
Janior e Ana Cristina Simdes e Silva, em parceria com o Laboratorio de Hipertensao do
Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB), onde fui tdo bem recebida pelo prof. Robson

Augusto dos Santos.

Em gestantes com diabetes, chama a atencdo o grande numero de complicagdes com as
quais lidamos no dia-a-dia, especialmente as vinculadas ao sistema cardiovascular, como a
hipertensdo, que se exacerba durante a gestacdo, a pré-eclampsia, a piora dos distirbios
micro e macrovasculares preexistentes e, naquelas com diabetes gestacional, a obesidade,
dislipidemia, o risco muito alto de pré-eclampsia e a persisténcia no pds-parto, em muitas
dessas gestantes, de intolerdncia a carboidratos e da hipertensdo, além, ainda, do
desenvolvimento do diabetes tipo 2 no futuro. Desta forma, lidar com gestantes diabéticas

passou a ser um grande desafio e um aprendizado continuo.

Em nosso servigo, as pacientes ja sabidamente diabéticas que desejam engravidar sdo

atendidas antes da gestacdo, preparando-se no Ambulatério de Pré-concepgdo e, ao
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engravidar, mantém o acompanhamento no Ambulatorio de Endocrinopatias da gestacao,

onde nosso contato ¢ intenso € muito proximo.

Durante a gestacdo normal, a angiotensina II (ANG II) encontra-se aumentada. Como ela
exerce acdo vasopressora aumentando o tonus vascular, espera-se que haja elevagao nos
niveis pressoricos durante a gestacdo. Entretanto, esse efeito esperado ndo acontece. Os
vasos, de alguma forma, tornam-se refratarios a agao da ANG II, ou seja, ¢ necessario um
aumento muito significativo na ANG II (cerca de duas ou mais vezes que no estado nao-
gravidico) para alcancar-se o mesmo grau de resposta vascular. Algumas evidéncias
indiretas apontam a angiotensina-(1-7) [ANG (1-7)], um peptideo com capacidade
vasodilatadora, como um possivel regulador cardiovascular durante a gestacao. Acredita-se,
atualmente, que na pré-eclampsia ha perda do equilibrio entre essas angiotensinas, pois,
com niveis baixos de ANG-(1-7), os efeitos vasoconstritores da ANG II preponderam sobre

os efeitos vasodilatadores da ANG-(1-7).

Diante do exposto, e com respaldo na literatura, optamos por estudar o perfil do sistema
renina-angiotensina em gestantes portadoras de diabetes tipo 1 e naquelas com diabetes
gestacional, estas Ultimas consideradas hoje um modelo de estudo para diabetes tipo 2 por
apresentarem precocemente alteragdes da sindrome de resisténcia insulinica. Estudos sobre
o assunto vém sendo realizados cada vez com mais freqili€ncia, pois cresce o interesse de se
determinarem marcadores precoces e até mesmo de compreender melhor o diabetes tipo 2 e
sua associacdo com aterogénese e doencas cardiovasculares. Além disto, esse grupo de
gestantes encontra-se sob risco aumentado de desenvolver pré-eclampsia, entidade cuja

patogenia encontra-se altamente vinculada a alteragdes no sistema renina-angiotensina.
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Além disto, interagdes entre ANG-(1-7), cininas, ANG II e insulina tém surgido em
inimeros trabalhos da literatura, estimulando a avaliacdo dessas inter-relagdes em pacientes
gravidas, especialmente gestantes com diabetes tipo 1, e aquelas com diabetes gestacional,

por tratar-se de diabetes de etiopatogenias tao distintas.

Como pouco ¢ conhecido a respeito do perfil e das relacdes dessas angiotensinas durante a
gestacdo de mulheres com diabetes tipo 1 e diabetes gestacional, optamos por avaliar o

sistema renina-angiotensina nessas gestantes.



2 LITERATURA



21

2. 1 O sistema renina-angiotensina

Corresponde a um complexo sistema hormonal e pardcrino que desempenha
importante papel na manutencao da homeostasia hidroeletrolitica do organismo e no
controle da pressao arterial (BADER et al, 1994; NIELSEN; SCHAUSER;

POULSEN, 2000).

Apesar do sistema renina-angiotensina (SRA) ser conhecido ha mais de trés décadas,
descobertas recentes em biologia celular e molecular, assim como fisiologia
cardiovascular e renal, tém introduzido maior entendimento sobre ele em situagdes
fisiologicas e em diversas doengas. O SRA tem sido associado a fisiopatologia de
inimeras doencas (GRIENDLING; MURPHY; ALEXANDER, 1993), como
hipertensdao e pré-eclampsia, cardiopatia hipertrofica e insuficiéncia cardiaca
congestiva, infarto do miocardio e varias doencas renais progressivas, especialmente
a nefropatia diabética JANDELEIT-DAHM e COOPER, 2002; CAREY e SIRAGY,
2003a). Por essa razdo, nas ultimas décadas, inimeros estudos vém sendo realizados
no intuito de melhorar a compreensdo dos mecanismos celulares, moleculares e

circulantes dos componentes desse sistema.

A histoéria da descoberta do SRA iniciou-se em 1898 com os estudos de Tigersted e
Bergman (apud BASSO e TERRAGNO, 2001), que descreveram os efeitos da
renina, uma substancia capaz de elevar a pressdo arterial quando injetada em animais.

Somente em 1934, no entanto, com os estudos de Harry Goldblatt (BASSO e
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TERRAGNO, 2001), foi-lhe atribuida uma participagdo em modelos experimentais

de hipertensao renal (apud SKEGGS, 1993).

Braun-Menéndez e Irving Page, em 1940, demonstraram que o efeito pressor da
renina era indireto e resultante de sua acdo enzimatica sobre proteinas plasmaticas.
Essa substancia pressora formada pela renina foi chamada angiotensina (apud

BASSO e TERRAGNO, 2001).

Em 1954, Skeggs et al. identificaram duas formas de angiotensinas (ANG), a
angiotensina I (ANG I) e a angiotensina II (ANG II). A clivagem dos dois
aminoacidos da por¢do aminoterminal (His-Leu) do decapeptideo ANG I pela acao
de uma enzima conversora da angiotensina (ECA) gerava o octapeptideo ANG II
(apud SKEGGS, 1993). A partir dos estudos de Helmer, foi demonstrado que a ANG

I era o agente pressor envolvido nos experimentos descritos anteriormente.

Desta forma, o SRA classico (FIG. 1) é considerado sistema endocrino cuja
substancia ativa, a angiotensina II (ANG II), ¢ produzida por clivagem seqiiencial
enzimatica dupla a partir do substrato angiotensinogénio de origem hepatica. Na
circulagdo sangiiinea, a renina, uma protease altamente especifica, converte o
angiotensinogénio circulante em octapeptideo ANG I (PEACH, 1977). A conversao
da ANG I em ANG II, assim como a inativacdo da bradicinina (BK), ocorre pela
acdo da ECA presente principalmente nas membranas das células endoteliais da

circulagdo pulmonar (CAREY e SIRAGY, 2003b).
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Vias Alternativas / Via Classica

Angiotensinogénio
—

Enzimas néo-

renina

< Renina
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I—t Angiotensina Il Produtos
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Receptores Angiotensina
AT1, AT2

FIGURA 1 - O sistema renina-angiotensina classico.

ECA= enzima conversora da angiotensina, AT 1=receptores tipo 1 da angiotensina II, AT2=receptores
tipo 2 da angiotensina II; CAGE="Chymostatin-sensitive Angiotensin II-generating enzyme”.

Entre as décadas de 60 e 70, Ryan (1967) e Ganten ef al. (1971) demonstraram a
presenca de renina em tecidos como adrenais e cérebro (apud GANTEN et al., 1983),
porém as primeiras observacoes do SRA intra-renal foram demonstradas mais tarde e

apresentam grande importancia na nefropatia diabética.

Boucher et al. (1974, apud CAREY e SIRAGY, 2003a) demonstraram pela primeira
vez que todos os componentes do SRA podiam ser produzidos localmente em varios
orgdos e tecidos. Assim, as agdes locais do SRA poderiam ocorrer na célula que
produz os peptideos (fungdes intracrina e autocrina), sobre células vizinhas (fungao
pardcrina) ou em sitios distantes do local de producdo (funcdo endodcrina) -

(TAHMASEBI; PUDDEFOOT; INNANG, 1999).
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Os varios sistemas renina-angiotensina distribuidos em diferentes locais como
coragdo, vasos sanguineos, medula adrenal, sistema nervoso, o6rgdos reprodutores,
placenta, entre outros (CAREY e SIRAGY, 2003a) possuem a¢do complementar ao
SRA cléssico. Tém sua importancia ligada ao fato de exercerem efeitos diretamente
sobre os mecanismos regulatérios locais, que contribuem para um grande nimero de
mecanismos homeostaticos teciduais de desenvolvimento mais lento, porém de
carater mais permanente, como o crescimento celular, formagdo da matriz dos
tecidos, proliferagdo vascular, modulagdo da funcdo do endotélio e controle do
processo de apoptose, particularmente na fase de desenvolvimento embrionario (RE,

2004) - (FIG. 2).

Algumas das dificuldades de se estudar o SRA encontram-se exatamente nessa
questdo, pois, muitas vezes, torna-se confuso diferenciar entre um produto do SRA
produzido localmente e aquele produzido sistemicamente (LAVOIE e SIGMUND,
2003; BREWSTER ¢ PERAZELLA, 2004). Inumeros estudos, no entanto,
demonstraram a validade da dosagem das angiotensinas circulantes (HANSSENS e?

al., 1991ae b; SANTOS et al., 2001).
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Angiotensinogénio ANG (1-9)
l( Renina--------- »> ECA2
v Endopeptidases
Receptor ANG | > ANG (1-7)
___________ ECA 2
. ECA--~—~ > X
N
' R ANG II
ANG IV ANG Il N Fragmentos
N

l N Inativos
N
Dimerizagao l b /
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AT4 Receptor Receptor >
AT1 AT2 \ *
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Aldosterona Receptor
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¢ Natriurese
e Anti-proliferacdo

FIGURA 2 - Representagdo esquematica do sistema renina-angiotensina e seus novos
componentes.

ANG I e ANG II= Angiotensinas I e II, AT1 e AT2= Receptores tipo 1 e tipo 2 das Angiotensinas I e
II, NO= Oxido Nitrico, ECA= Enzima conversora da angiotensina, Linhas sélidas indicam vias
bioquimicas ou interagdes com receptor; linhas pontilhadas indicam atividade enzimatica ou
heterodimerizagao. Adaptado de CAREY E SIRAGY (2003a).

2.1.1 Aspectos relevantes dos componentes do sistema renina-angiotensina

2.1.1.1 Angiotensinogénio

O angiotensinogénio ¢ uma glicoproteina formada por 452 aminoacidos, precursor

dos peptideos angiotensinérgicos, produzido no figado e em véarios outros tecidos

(incluindo o coragdo, vasos, rins e tecido adiposo) e circula no plasma como um
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peptideo biologicamente inativo. Pela acdo da renina, ele ¢ convertido em
angiotensina I, dando inicio a cascata do SRA (JARAMILLO et al., 1987). Tem
concentracdo plasmatica variada e sua sintese pode ser aumentada por diversos
estimulos, como glicocorticoides, hormonios tireoidianos, estrégenos, hiperglicemia,
hiperinsulinemia (MILLER et al., 1996) e pela ANG II. Altos niveis plasmaticos de
angiotensinogénio foram medidos em pacientes geneticamente predispostos a
hipertensao arterial (WARD et al, 1993). Estudos recentes sugeriram que
polimorfismos no gen do angiotensinogénio podem exercer importante papel causal
no desenvolvimento de doencas cardiovasculares e renais, especialmente a pré-

eclampsia (GRIENDLING; MURPHY; ALEXANDER, 1993).

2.1.1.2.Renina

A renina ¢ uma enzima que ocorre no sangue na forma ativa e inativa ou pré-renina
(SEALEY et al., 1991). A pro-renina, o precursor da renina, apresenta uma fraca
atividade e ¢ responsavel pela maior parte da renina circulante (HSUEH et al., 1978).
A renina ¢ sintetizada, armazenada e secretada pelas células juxtaglomerulares do
cortex renal e por varios outros tecidos, porém a maior parte da renina circulante
parece ser de origem renal (SEALEY et al., 1977). Enzimas ativadoras da prdé-renina
estdo presentes nos neutrofilos, células endoteliais e rins (LINDPAINTNER e
GANTEN, 1991). A renina ativa ¢ liberada das células juxtaglomerulares por um
processo de exocitose, porém, a pro-renina também ¢ liberada e convertida em renina

ativa por uma enzima ativadora semelhante a tripsina (PEACH, 1977).
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A renina cliva seu substrato, o angiotensinogénio, para produzir um decapeptideo,
ANG 1, que ¢ rapidamente convertida em ANG II pela ECA nos pulmdes, endotélio

vascular e outros tecidos para formar o octapeptideo ativo (BADER et al., 1994).

A secrecdo de renina pelas células juxtaglomerulares ¢ controlada por trés
mecanismos basicos (PRATT et al., 1987, HACKENTHAL et al., 1990), dois que
agem predominantemente nos rins € o terceiro que age através do sistema nervoso
central (SNC) e ¢ mediado pela liberagdo de noradrenalina pelos nervos
noradrenérgicos renais. O primeiro mecanismo € controlado pela mécula densa, ou
seja, o aumento de fluxo de cloreto de sddio (NaCl) através da macula densa inibe a
liberacao de renina e redugdes do fluxo de NaCl estimulam sua liberagao. O segundo
mecanismo ¢ regulado pelos baroceptores intra-renais, pois aumentos e reducoes da
pressdo sanguinea nesses vasos inibem e estimulam, respectivamente, a liberagao de
renina. Acredita-se que o estimulo imediato para a secrecdo seja uma redugdo na
tensdo da parede da arteriola aferente, o que talvez controle, em parte, 0 mecanismo
baroceptor intra-renal. O terceiro mecanismo, regulado pelos receptores J3
adrenérgicos, ¢ mediado pela liberagcdo de noradrenalina das terminag¢des dos nervos
simpaticos pds-ganglionares. A  ativacdo desses receptores nas células

juxtaglomerulares aumenta a secrecao de renina (KEETON e CAMPBELL, 1981).

Os trés mecanismos que regulam a secre¢do de renina estdo interligados, constituindo
uma rede fisiologica (DAVIS e FREEMAN, 1976). Elevagdes da secrecdo de renina

aumentam a formacdo de ANG II que, interagindo com seus receptores renais, inibe
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a secre¢do de renina. Esse sistema ¢ denominado mecanismo de “feedback” negativo

de al¢a curta (HACKENTHAL et al., 1990).

Além disto, aumento na pressao sanguinea inibe a liberagdo de renina por varios
mecanismos: ativagao dos baroceptores carotideos e adrticos, que reduzem o tonus
simpatico renal; aumento da pressdao nos vasos pré-glomerulares; e redugdo na
reabsor¢ao de sodio no tubulo proximal (natriurese pressorica), aumentando a
liberacdo tubular de s6dio para a mdacula densa (SEALEY et al., 1976). Esses

mecanismos sao chamados “feedback ” negativo de al¢a longa.

Fatores que reduzem o aporte sangiiineo renal, como hemorragia e desidratacao,
aumentam os niveis de renina. Em contraste, fatores que fazem a pressao sangiiinea
subir (como mais consumo de sal e vasoconstri¢ao periférica) diminuem os niveis de

renina circulante (RIBEIRO et al., 1985).

Recentemente, NGUYEN et al. (2002) descreveram a existéncia de um receptor
funcional para a renina, localizado no mesangio glomerular. Esse receptor realiza
uma liga¢do entre sinalizadores intracelulares por ativar a via proteina ativadora
mitogénica (MAP) quinase, facilitando a geragdo e acdo de ANG II na superficie
celular. Esses achados enfatizam o papel do endotélio celular na génese da ANG II

(SIGMON; CARRETERO; BEIERWALTES, 1992).

Uma vez que a producdo e secrecdo da renina sdo fortemente influenciadas pela

ingestdo alimentar de so6dio e pela postura e atividade fisica, as determinacdes de
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renina plasmatica devem ser interpretadas com cautela e levar em consideragao todos
esses parametros. Além disto, a dosagem pode ser influenciada por inimeros outros
fatores como, técnica de coleta, forma de estocagem das amostras (pode ocorrer
crioativagdo da renina a partir da pro-renina com conseqiiente superestimagao dos
niveis de renina) e pela presenga ou auséncia de inimeros inibidores durante a

realizag¢do do ensaio (SEALEY et al., 1991).

2.1.1.3 Enzimas conversoras da angiotensina

A enzima conversora de angiotensina (ECA), ou cininase II, ¢ inespecifica, cliva
unidades de dipeptideo de substratos com diferentes seqiiéncias de aminoacidos e
catalisa a remocao do dipeptideo His-Leu da ANG I, dando origem a ANG II
(FERRARIO, 2003). A ECA existe em duas formas: solivel e ligada a membrana
(ERDOS, 1975). E encontrada nas membranas plasmaticas de varios tipos de células,
incluindo as endoteliais vasculares, tubulares renais e neuroepiteliais (PEACH, 1977;

NATESH et al., 2003).

Pode ser encontrada no plasma e também em diversos tecidos, como o endotélio
vascular, cérebro, placenta, intestino, testiculos (BADER et al., 1994), tibulos renais
e em altas concentragdes nos vasos sanguineos pulmonares. Por ser constituinte da
membrana plasmatica de células endoteliais, epiteliais, neuroepiteliais e neuronais, a
ECA participa do metabolismo de peptideos biologicamente ativos em tecidos, com

importantes repercussdes funcionais (FERRARIO, 2003). A conversdo da ANG I em



30

ANG 1I ¢ feita tanto pela ECA situada no endotélio vascular, como também pela
enzima solavel no plasma, que se desprende da membrana das células endoteliais
(EHLERS e RIORDAN, 1990). Além disso, CHAPPELL et al. (1998a)
demonstraram que a ECA purificada de membrana de pulmao de caes hidrolisa a
ANG-(1-7), sugerindo uma dupla fungdo para ela no processamento de peptideos de
angiotensina. Assim, ela estaria envolvida ndo somente na formagao de ANG II, mas
possivelmente no metabolismo da ANG-(1-7), conforme serd descrito adiante. A
posi¢do chave dessa enzima no controle neuro-humoral da pressdo arterial esta
fortemente documentada pela eficacia de seus inibidores no tratamento de diferentes
formas de hipertensdo, na insuficiéncia cardiaca e na nefropatia diabética (LEWIS et

al., 1993).

A ECA também atua metabolizando a BK, uma substancia diurética e vasodilatadora,
em BK (1-7), um metabolito inativo. Portanto, inibe a a¢do vasodilatadora da BK
(PEACH, 1977). Desta forma, o uso clinico de inibidores da ECA, como captopril,
enalapril e lisinopril, ndo apenas bloqueia os efeitos vasoconstritores (e
hipervolémicos) produzidos pela ANG II, mas também potencializa a vasodilatagao

induzida pela BK (HOOPER, 1991).

A clonagem de genes humanos codificadores para a ECA, angiotensinogénio € o
receptor AT1 da angiotensina levaram a descoberta de vérios polimorfismos que
podem estar implicados na patogénese de varias doencas cardiovasculares (WARD,

1993).
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A descoberta de uma nova enzima, a conversora da angiotensina 2 (ECA2),
adicionou nova dimensao a complexidade do SRA (BROSNIHAN et al., 2003). Essa
enzima mostra uma homologia de aproximadamente 42% com ECA, mas com
atividades bioquimicas diferentes ¢ altamente especifica para a clivagem de
angiotensinas, sendo encontrada principalmente no coragdo, rins e testiculos. A
ECA2 ¢ uma carboxipeptidase que exibe uma eficiéncia catalitica elevada para gerar
ANG-(1-7), ao mesmo tempo em que inativa o receptor AT1 da ANG II. A ECA 2
quebra também um aminoacido da ANG I para gerar ANG-(1-9), que pode ser
processada para ANG-(1-7) pela neprilisina e pela ECA. A eficiéncia catalitica da
ECA 2 em gerar ANG-(1-7) a partir da ANG 1I ¢ quase 500 vezes maior do que
aquela para a conversao de ANG I em ANG-(1-9) - (CAREY e SIRAGY, 2003a). A
ECA 2 ¢ insensivel aos inibidores da ECA, o que sugere que ela pode agir como
contra-regulador da atividade dos componentes vasoconstritores do SRA

(CRACKOWER et al., 2002; FERRARIO, 2003).

Recentemente foi demonstrado que a expressao da ECA 2 est4 reduzida nos rins de
pacientes diabéticos, o que pode ser prevenido pelo uso dos inibidores da ECA

(TIKELLIS et al., 2003).
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2.1.1.4 Angiotensina II

A angiotensina II (ANG II) ¢ um octapeptideo ativo derivado da clivagem
proteolitica da angiotensina I pela ECA presente em células endoteliais,
principalmente no leito vascular pulmonar, através da clivagem de dois aminoacidos
da por¢ao aminoterminal (histidina-leucina) - (URATA; NISHIMURA; GANTEN,
1995). Pode também ser formada diretamente do angiotensinogénio pela agdo da

tonina e da catepsina G (URATA et al., 1996).

E um potente vasoconstritor que atua através de receptores especificos presentes na
superficie celular (ALLEN; ZHUO; MENDELSOHN, 1999). Dois subtipos de
receptores foram descritos: AT1 e AT2, apesar da identificagdo recente de dois
outros tipos de receptores: AT3 e AT4, porém com fungdes ainda pouco conhecidas

(WRIGHT e HARDING, 1997).

A ANG II exerce suas fungdes localmente em tecidos onde ¢ produzida (rins, vasos,
coragdo, etc.) e sistemicamente mantendo a homeostase cardiovascular, atuando
sobre os receptores especificos (FISHER et al., 1998; HOLLENBERG et al., 2003).
Até o momento, os efeitos farmacoldgicos principais da ANG II sdo atribuidos a sua
interagdo com o receptor ATI1. Seus efeitos na regulagdo cardiovascular sdo
multiplos e de grande importancia (CAREY e SIRAGY, 2003a):

e acdo vasoconstritora direta (ALLEN; ZHUO; MENDELSOHN, 1999);

e potencializagdo dos efeitos da noradrenalina liberada pelas terminagdes nervosas

(BOOZ e BAKER, 1996);
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aumento da sintese e liberagdo de aldosterona pelo cortex adrenal, resultando em
aumento da reabsor¢do de sodio pelos tibulos renais (BLANTZ; KONNEN,
TUCKER, 1976);

estimulo a diversas regides do SNC, provocando aumento do ténus simpatico no
coracdo, vasos ¢ na medula adrenal, aumentando a liberagdo de catecolaminas
(BOOZ e BAKER, 1996);

ativacdo de células imunes induzindo quimiotaxia, proliferagcdo, diferenciacao e
fagocitose, além de participagdo em respostas inflamatorias, incluindo produgao
de radicais superoxido, ativagdo de proteinas-quinase e fatores como NF-kB
(RUIZ-ORTEGA et al., 2003);

estimulo a secrecdo de vasopressina, contribuindo para o aumento da volemia
(KENNEFICK ¢ ANDERSON, 1997);

indugcdo a hipertrofia e crescimento da musculatura lisa vascular (VSMC) -
(DZAU, 1994; BOOZ ¢ BAKER, 1996);

efeitos pro-oxidativos na vasculatura ao diminuir a biodisponibilidade do 6xido
nitrico, por aumentar a conversdo do mesmo para radicais superodxido,
contribuindo, assim, para a disfun¢do endotelial. (HUANG; RICHARDS;
SUMNERS, 1996);

contribuicdo na aterogé€nese ao aumentar a expressao de substancias vasculares
inflamatérias como a “vascular cell adhesion molecule-1” (VCAM-1) -
(HUCKLE e EARP, 1994; TUMMALA et al., 1999);

aumento da adesdo de mondcitos que circulam na superficie endotelial por
estimulo a “monocyte chemoattractant protein-1" (MCP-1) e molécula de adesdo

intracelular-1 (ICAM-1) - (HSUEH e QUINONES, 2003);



34

e cstimulo a agregacdo plaquetdria, assim como trombose, por ativagao do
“plasminogen activator inhibitor-1” (PAI-1) - (VAUGHAN; LAZOS; TONG,
1995);

e 1o coracdo, a ANG II inducdo a hipertrofia e crescimento da musculatura lisa
vascular (VSMC) inibindo os efeitos metabolicos, mas ndo os proliferativos, da
insulina, além de estimular a “mitogen activated protein-kinase” (MAP-K) -
(SAAD; VELLOSO; CARVALHO, 1995; HORIUCHI et al., 1997; FISCHER et

al., 1998; VIJAYARAGHAVAN e DEEDWANIA, 2005).

No coracdo a ANG II aumenta a for¢a de contracdo do miocardio e nos rins ativa
diretamente a bomba de prdotons que troca Na+ tubular por H+ da célula e
indiretamente (via aldosterona) a bomba Na+/K+ no tibulo distal. A vasoconstri¢ao
induzida pela ANG II sobre a arteriola aferente, neste caso, poderia tornar-se
exagerada prejudicando a nutricdo dos tibulos renais, porém, para evitar a necrose
tubular aguda, os rins passam a produzir vasodilatadores locais, prostaglandinas
(PGE2 e PGI2) que determinam insensibilidade parcial aos vasoconstritores

sist€émicos, de modo a adequar a perfusdo renal a sobrevivéncia tubular

(BREWSTER e PERAZELLA, 2004).

Ja o receptor AT2 estd amplamente distribuido nos tecidos fetais e em adultos sua
distribuicao ¢ restrita (WOLF e ZIYADEH, 1997). Esse receptor parece mediar
fenomenos antiproliferativos (TSUTSUMI et al., 1998), apoptose e discreta
vasodilatacdo fisiologica posterior a vasoconstricdo em alguns leitos vasculares, além

de estimulo pro-inflamatorio, estimulante de crescimento e pro-tromboticos
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(TIMMERMANS et al., 1992, 1993; HORIUCHI, 1996; CSIKOS; CHUNG;

UNGER, 1998).

Recentes estudos t€ém demonstrado que os receptores AT2 estdo envolvidos na
producao de GMP ciclico (SIRAGY e CAREY, 1996), oxido nitrico (SIRAGY e
CAREY, 1997) e prostaglandina F2 (SIRAGY e CAREY, 1997), inibi¢ao do

crescimento e diferenciacao celular (VIJAYARAGHAVAN e DEEDWANIA, 2005).

A ANG II, entretanto, pode também ser gerada a partir de ANG I por uma série de
outras peptidases capazes de clivar a ligagdo Phe 8 His 9 do decapeptideo. A
formacdo de ANG II através de outras peptidases que nao a ECA tem sido referida na

literatura como vias alternativas de geracao de ANG II (CAREY e SIRAGY, 2003a).

Até recentemente, o octapeptideo ANG II era considerado o unico produto
biologicamente ativo do SRA. No entanto, inimeros estudos mostraram que
importantes acdes periféricas e centrais do SRA podem ser mediadas por seqiiéncias
menores de peptideos angiotensinérgicos, incluindo a angiotensina III [ANG III ou
ANG-(2-8)], angiotensina IV [ANG IV ou ANG-(3-8)] e a angiotensina-(1-7) [ANG-
(1-7)]. Esses estudos tém ampliado o conceito do SRA, podendo-se entdo considerar
que tanto a ANG I [ANG-(1-10)] como a ANG II [ANG-(1-8)] podem sofrer um
processo de biotransformagdo, gerando uma "familia" de peptideos angiotensina

biologicamente ativos (CAREY e SIRAGY, 2003a), conforme a FIG. 2.
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2.1.1.5 Angiotensina-(1-7)

A ANG-(1-7), um heptapeptideo aminoterminal, (SCHIAVONE et al, 1988), ¢
formado a partir da ANG I por acdo de endopeptidases neutras, ou seja, formada por

via independente da ECA (SANTOS e BARACHO, 1992).

Pode ser formada diretamente da ANG I pela acdo de endopeptidases responsaveis
em cada tecido, tais como a metaloendopeptidase 24.15, encontrada no musculo liso
vascular; neutral-endopeptidase (NEP), presente na circulagdo periférica; e prolil-
endopeptidase (PEP), encontrada no cérebro e endotélio vascular (BROSNIHAN,
1998). A diversidade de vias enzimaticas pelas quais a ANG I ¢ clivada a ANG-(1-7)
sugere que a producdo desse heptapeptideo seja regulada nos tecidos, uma
interpretagdo que favorece a idéia de que a ANG-(1-7) funciona como um hormonio
paracrino (FERRARIO et al., 1997). Além disto, pode ser formada a partir da ANG
IT através da PEP, significando, talvez, uma via alternativa de degradagcdo da ANG IL
Ela também pode ser formada a partir da ANG II por agdo da ECA2, o que se

acredita ser sua principal via de forma¢ao (CAREY e SIRAGY, 2003a).

A ANG-(1-7) ¢ degradada pela ECA em peptideos biologicamente inativos. Essa
particularidade pode explicar o aumento de 25 a 50 vezes observado na concentragdo
plasmatica de ANG-(1-7) em pacientes hipertensos tratados cronicamente com
inibidores da ECA (CAMPBELL; KLADIS; DUNCAN, 1994). Esses achados
associados a demonstracdo de que essa angiotensina apresenta importantes efeitos

vasculares e renais sugerem sua participagdo no mecanismo de agdo dos inibidores da
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ECA (MERRILL et al., 2002; FERRARIO, 2003; BROSNIHAN et al., 2004). Além
disto, um aumento nos niveis de ANG-(1-7) por bloqueio de receptores AT1 pode ser
devido a formag¢do de ANG (1-7) a partir da ANG II, através da PEP (IVER;

FERRARIO; CHAPPELL, 1998b).

A ANG-(1-7) possui fraca atividade vasodilatadora e potente atividade potenciadora
de BK. Essa provével interacao da ANG-(1-7) com a BK pode ser encarada como um
ponto de cruzamento entre o SRA e o sistema calicreina-cinina (SCC) -

(CHAPPELL; ALFRED; FERRARIO, 2001; BICKET, 2002).

A ANG-(1-7) produz respostas opostas aquelas obtidas com a ANG II (CAREY e
SIRAGY, 2003a). Foi demonstrado, por exemplo, que ela inibe o crescimento das
VSMC (FREEMAN et al., 1996) e estimula a biosintese de prostaglandinas do
endotélio vascular e células lisas musculares. Ela ndo promove nem facilita a
liberagdo de aldosterona, porém, libera vasopressina como a ANG II (RESENDE e

MILL, 2002).

Segundo relato de BROSNIHAN (1998); HOLGER et al. (2001); UEDA et al.
(2001), entre outros, esse peptideo libera 6xido nitrico, prostaciclina e varios outros
vasodilatadores diretos, além de potencializar a acdo da BK através de seu receptor
B2. Em modelos animais, seus efeitos sdo ligados a diminuicdo dos niveis
pressoricos € aumento da excre¢do de sodio (FERRARIO et al., 1997), mecanismos
que favorecem os efeitos contra-regulatérios exercidos pela ANG II.

As seguintes agdoes da ANG-(1-7) ja foram identificadas perifericamente:
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e atividade antidiurética (SANTOS e BARACHO, 1992; SANTOS et al, 1996;
SIMOES E SILVA et al, 1997; SANTOS; CAMPAGNOLE-SANTOS;
ANDRADE, 2000);

e atividade natriurética (CHAPPELL et al., 1998a,b);

e atividade vasodilatadora (FERRARIO et al, 1997; LI et al., 1997, REN;
GARVIN; CARRETERO, 2002);

e potente atividade potencializadora da BK (LIMA et al.,, 1997; SANTOS;
FAGUNDES-MOURA; SIMOES E SILVA, 2000) e conseqiiente estimulo a
liberacao de NO e de prostaglandinas vasodilatadoras (CALKA e BLOCK, 1993;
SANTOS e CAMPAGNOLE-SANTOS, 1994; SANTOS; CAMPAGNOLE-
SANTOS; ANDRADE, 2000);

e acdo antiproliferativa (TALLANT, 1999).

Existem evidéncias de que as agdes dessa angiotensina sejam mediadas por
receptores especificos, sendo recentemente descrito o receptor especifico da
angiotensina (MAS) - (SANTOS et al., 2003b). Esse receptor acoplado a proteina G
¢ um protooncogene, ndo bloqueado pelos bloqueadores do receptor AT1(como, por
exemplo, o losartan). Porém, parece que a mesma interage também com esse
receptor, pois algumas de suas agdes podem ser bloqueadas pelo losartan. Algumas
acoes também podem ser inibidas com o uso de antagonistas especificos do receptor
AT2. Essas observagdes sugerem a possibilidade de interacdo entre os receptores de
ANG II e ANG-(1-7) (SANTOS; FAGUNDES-MOURA; SIMOES E SILVA, 2000).

2.2 Interagdo sistema renina-angiotensina versus sistema calicreina-cinina (SCC)
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Conforme ja discutido, ocorre, assim, um papel dual exercido através dos principais
peptideos biologicamente ativos do SRA: ANG II e ANG (1-7). Enquanto a ANG II
tem um papel vasoconstritor, pro-mitogénico, pro-fibrético, pré-trombotico, pro-
oxidante, aumenta a resisténcia periférica total, o débito cardiaco e,
conseqiientemente, a pressao arterial (LAVOIE e SIGMUND, 2003); a ANG (1-7)
tem papel vasodilatador, antiproliferativo, antitrombotico, antioxidante, diminuindo a
pressao arterial, aumentando o débito cardiaco e potencializando as agdes da BK
(FERRARIO et al., 1997, TALLANT, 1999; SANTOS et al, 2001). Ao
potencializarem-se as ac¢des da BK, ocorre vasodilatacdo por atuacdo através da
ativagdo dos receptores vasculares endoteliais B ou B> (DUKA et al., 2001) - (FIG.
3). A BK atua promovendo a formagao de prostaglandinas vasodilatadoras através da

acdo da fosfolipase-A» e cicloxigenase (COX) - (OLIVEIRA et al., 2003).

A BK exerce também papel importante no metabolismo da glicose por aumentar sua
captagdo e, conseqiientemente, melhorar a sensibilidade a insulina. Sugere-se que
esse efeito no metabolismo ocorra por ac¢do direta da BK, via receptor B> (DUKA et

al., 2001).

Os inibidores da ECA estdo associados a melhora na sensibilidade insulinica
(BICKET, 2002), que parece dever-se, em parte, ao aumento de concentraciao da BK,
pois o mesmo efeito ndo ¢ observado quando se utiliza um antagonista direto dos
receptores da ANG II (CARVALHO et al., 1997).

Desta forma, alteragdes no equilibrio do SRA interferem diretamente no equilibrio do

SCC, uma vez que, especialmente na vasculatura, esses sistemas exercem funcdes
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FIGURA 3 - Cascata enzimatica resumida do sistema calicreina-cinina (SCC).

ECA: enzima conversora da angiotensina; NEP, endopeptidase neutra.

2.3 Intera¢do entre endotélio — sistema renina-angiotensina — sistema calicreina-

cinina - insulina

O SRA pode influenciar a fungdo vascular de varias maneiras, uma vez que as
células endoteliais possuem sabidamente receptores AT1 e AT2, além de evidéncias
da existéncia de receptores especificos para ANG-(1-7) nesses sitios (TALLANT et
al., 1997). A ANG II tem geralmente um efeito vasoconstritor enquanto a ANG-(1-7)

¢ preferencialmente vasodilatadora (ARDAILLOU, 1999). Desta forma, o equilibrio



41

entre a agdo dessas angiotensinas ¢ importante na manuten¢do da integridade das

fun¢des endoteliais.

O endotélio € um 6rgao dinamico, autocrino e paracrino que regula o tonus vascular
e a interagdo da parede vascular com substancias circulantes e as células sangiiineas.
Ele produz substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras que, sob condigdes
normais, estdo em equilibrio. A satde da rede vascular depende do funcionamento
normal do endotélio. A disfuncdo endotelial ¢ definida como um desequilibrio
vascular, onde os efeitos vasoconstritores se sobrepdoem aos vasodilatadores. Esse
desequilibrio geralmente resulta em diminui¢do da atividade do NO, que implica a

perda da protegdo vascular (HSUEH e QUINONES, 2003).

Esse 6rgao, o endotélio, atua como uma barreira prevenindo exocitose de macrofagos
e de colesterol lipoproteinas de baixa densidade (LDL) para o subendotélio, barrando
o processo de aterosclerose (PRASAD e QUYYUMI, 2004). E também importante
na manutencdo do tonus vascular por liberar ANG II e endotelina, potentes
vasoconstritores, em equilibrio com a liberagdo de 6xido nitrico (NO), um potente
vasodilatador que também atua na inibicdo do crescimento das VSMC e da
agregacao plaquetéaria e trombose, da adesdo de mondcitos, inflamagdo e oxidagao
(BENTER; DIZ; FERRARIO, 1993). Exerce também importante papel na
hemostasia, mediando a coagulagdo por inibi-la e liberar o fator de von Willebrand’s,
o inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1) e 0 SRA (VIJAYARAGHAVAN e

DEEDWANIA, 2005).
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O SRA desempenha também grande influéncia sobre o crescimento e proliferagao
celular endotelial. Tanto a estimulagdao de receptores endoteliais AT como AT: e
ATi.7 podem antagonizar as agdes troficas exercidas pelos receptores ATi na
musculatura lisa. Uma acgdo antiproliferativa direta da ANG-(1-7) em células
musculares lisas foi descrita por FREEMAN et al. (1996). A agdo antiproliferativa
mediada por receptores AT1 também envolve a liberagao de NO e PGI2, enquanto a
mediada por receptores AT2 parece envolver a ativagdo de fosfotirosinas fosfatases
com conseqiiente inibicdo da via das MAP-K (VELLOSO, 1996, ARDAILLOU,

1999).

A ANG I, em situacdes de excesso ndo fisioldgico, contribui para a disfuncao
endotelial por aumentar o estresse oxidativo, exercer atividade proliferativa e
protrombdtica, produzindo radicais superoxidos, estimulacao da producao de TGF-p3,
endotelina e PAI-1, que interferem na ac¢do do oxido nitrico. Desta forma, ha
evidéncias de que seu acumulo prejudica as fungdes endoteliais e contribui para o

processo de aterosclerose (VIJAYARAGHAVAN e DEEDWANIA, 2005).

Ja& a BK apresenta efeitos benéficos sobre o endotélio, especialmente por sua
poderosa atividade vasodilatadora e liberagdo de NO (BROSNIHAN, 1998; PAULA

et al., 1999).

Alteragdes na sintese e degradacdo de fatores endoteliais podem contribuir para o

inicio ou manuten¢do de uma série de complicagdes como mudangas na reatividade
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vascular, no fluxo sanguineo e na perfusdo tecidual comumente vistas no diabetes,

doengas renais, insuficiéncia cardiaca, hipertensao, etc.

Segundo SANTOS et al. (2001), a ANG-(1-7) pode atuar em varios niveis, regulando
os efeitos vasculares, e talvez cardiacos e renais, conseqiientes da formacao da ANG
I. Além disto, pode antagonizar os efeitos vasoconstritores da ANG II, por atuar
como um antagonista competitivo dos receptores AT1, e potencializar a atividade
vasodilatadora da BK, provavelmente contribuindo para a melhora do equilibrio
endotelial (UEDA ef al., 2001) - (FIG. 4). A ANG-(1-7), como dito anteriormente,
atua potencializando as acdes da BK (FERRARIO, 2003; OLIVEIRA et al., 2003),
além de comportar-se como vasodilatador direto em experimentos animais (PAULA

et al., 1999; BROSNIHAN et al., 2004).

Virios estudos tém vinculado a presenca de niveis reduzidos de ANG-(1-7) as
gestacdes onde ocorre pré-eclampsia, uma situagdo de sabida disfungdo endotelial

(MERRIL, 2002; SHAH, 2005).

Os inibidores da ECA sabidamente melhoram a disfun¢do endotelial (TADDEI et al.,
2002). Um dos recursos propostos ¢ o aumento nos niveis de BK observado. A
inibi¢do do SRA também tem sido associada a redu¢do de incidéncia de casos novos
de diabetes (YUSUF et al., 2001). Os mecanismos responsaveis por essa redu¢ao na
incidéncia do diabetes sdo pouco compreendidos, entretanto, acredita-se que um

deles seja o vinculo com os niveis elevados de BK induzidos por essas drogas

(DUKA et al., 2001; HSUEH e QUINONES, 2003).
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FIGURA 4 - Possiveis vias de atuacdo da angiotensina (1-7).

ECA=Enzima conversora da angiotensina, ANG-(1-7)= Angiotensina-(1-7); AT1=Receptor tipo 1 da
angiotensina II; AT2=Receptor tipo 2 da angiotensina II; AT1-7=Receptor da Angiotensina-(1-7);
B2= Receptor tipo 2 da Bradicinina; BK=Bradicinina; +=estimulo; -= inibi¢ao.

Adaptado de SANTOS et al. (2001).

Assim como a ANG II influi na disfungdo endotelial e progride paralelamente as
complicagdes do diabetes, especialmente se héa insulino-resisténcia (HSUEH e
QUINONES, 2003), varios estudos tém determinado uma inter-relagdo entre o SRA
e as vias de sinalizacdo da insulina (SAAD; VELLOSO; CARVALHO, 1995,

MARRERO et al., 2004) através dos receptores AT1.

Viarias pesquisas verificaram que a infusdo de ANG II induz a insulino-resisténcia

(OGIHARA, 2002) e que os inibidores da ECA melhoram a sensibilidade a insulina,
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como ja visto. Algumas sugeriram que a ativacdo dos receptores AT1 pela ANG II

pode ativar a MAP-K (PRASAD e QUYYUMI, 2004).

Além da regulacdo da distribuicao da insulina para tecidos-alvo, o endotélio responde
também diretamente a insulina através da produg¢do aumentada de NO (YKI-
JARVINEN, 2003). Estudos em células endoteliais primdrias elucidaram uma via
sinalizadora bioquimica completa a partir do receptor de insulina para a ativacado da
sintetase da NO endotelial (eNOS). Essa via, chamada fosfaditilinositol 3-quinase
(PI3-K), necessita de ativacao do receptor tirosino-quinase da insulina, a fosforilagao
subseqiiente do substratato-1 do receptor da insulina (IRS-1), a ligacdo e ativagdo da
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3), a ativacdo da serino-quinase dependente da
fosfoinositido-quinase-1 (PDK-1) - (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002), as
quais, por outro lado, efetuam a fosforilagdo e ativagdo da eNOS, acarretando a
produgdo aumentada de NO em questdo de minutos (VINCENT; MONTAGNANTI;

QUON, 2003) - (FIG. 5).

Estudos em humanos e em animais demonstraram objetivamente que a produgdo de
NO estimulada pela insulina a partir do endotélio vascular representa um papel
fisioldgico importante no aumento do recrutamento capilar e do fluxo sangiiineo total
para os membros no musculo esquelético (VELLOSO, 1996). Os vasos sangiiineos
periféricos sdo mais sensiveis e respondem mais rapidamente aos efeitos
vasodilatadores da insulina dependentes do NO. Os grandes paralelos entre as vias de
sinalizacdo da insulina nos alvos metabolicos e as vias de sinalizacdo no endotélio

vascular que regulam a produg¢do de NO sugerem um mecanismo que vincula a
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resisténcia a insulina com disfun¢do endotelial e também as alteragdes no equilibrio
do SRA (MARRERO et al., 2004). O bloqueio da producao de NO no endotélio pode
acarretar redugdo do recrutamento capilar e diminuicao do fluxo sanguineo total aos
membros, o que contribui para o comprometimento da disponibilidade de glicose que
caracteriza os estados de insulino-resisténcia (VINCENT; MONTAGNANI; QUON,

2003; HSUEH; LYON; QUINONES, 2004).

Ativacdo da eNOS _Ativacdo da eNOS
dependente de Ca* independente de Ca™

Receptor da
insulina

Receptor da ACh

FIGURA 5 - Via de sinalizacao da insulina que acarreta ativagao da eNOS e aumento

da producao de 6xido nitrico no endotélio.

Ca?" =calcio idnico; eNOS= sintetase do 6xido nitrico endotelial; Ach= acetilcolina; IRS- 1= substrato
1 do receptor de insulina; Akt=serino/treonino quinase; PDK-I1=serino-fosfoinositidoquinase;
PI3K=fosfaditilinositol 3-quinase; Cav-1= caveolina; RE=reticulo endoplasmatico; P= local da
fosforilagdo; PIP= fodfato de fosfatidilinositol; PLC=fosfolipase C.

(Adaptado de VINCENT; MONTAGNANI; QUON, 2003).
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Além das agdes vasodilatadoras da insulina, dependentes do NO no endotélio
vascular, a insulina também possui diversas outras agdes biologicas que causam
impacto sobre a homeostase hemodindmica (YKI-JARVINEN, 2003). Um desvio
entre as acdes vasodilatadoras e vasoconstritoras da insulina pode ser um fator
importante na fisiopatologia vascular da resisténcia a insulina (HSUEH e

QUINONES, 2003; PRASAD e QUYYUMI, 2004).

A insulina também age através da via MAP-K mediando ndo apenas o crescimento
celular, mas também a habilidade de migracao das células endoteliais, VSMC e
mondcitos (VELLOSO, 1996). Desta forma, pratica acdes pro-inflamatérias e pro-
tromboticas. Em individuos obesos, diabéticos ou nao, ha tendéncia a interrup¢ao na
via PI3-K e uma ativag¢ao da via MAP-K. Assim, na presenca de insulino-resisténcia,
a hiperinsulinemia pode exercer papel pro-aterogénico (HSUEH; LYON;
QUINONES, 2004) - (FIG. 6). BEDECS et al. (1997); BOTTARI et al. (1992)
demonstraram também que os receptores AT2 da ANG II inibem a via MAP-K e

ativam a via PI3-K.
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INSULINA

l

Receptor da Insulina

ANGII [ MAP-K | | PI3-K

\ 4 A

e Crescimento Celular

e Movimento Celular e Transporte de glicose
e« T PAI-1 o Estimulagio da eNOS
o T MCP1

o T ICAM -1

FIGURA 6 - Estimulacdo da via MAP-k pela ANG II no endotélio e nas células

musculares lisas vasculares.

MAP-K= mitogen-activated protein-kinase PI3-K = fosfaditil inositol 3 quinase; PAI-1= inibidor do
ativador de plasminogénio; eNOS= sintetase do 6xido nitrico endotelial; ICAM-1= molécula de
adesao intracelular-1; MCP1=monocyte chemoattractant protein-1.

Como dito, os inibidores da ECA aumentam a sensibilidade a insulina em modelos
de insulino-resisténcia tanto de animais quanto de humanos (JAUCH et al., 1987;
HERINGS et al., 1991). Varios mecanismos sao implicados nesse achado, porém nao
sao totalmente compreendidos. Novamente o papel da BK foi observado por
CARVALHO et al. (1997), que descreveram, apos administragao aguda de captopril
em ratos, um aumento nos receptores insulinicos induzidos pela insulina e aumento
na fosforilagdo do IRS-1 (substrato 1 do receptor da insulina), no figado e nos
musculos. Esses procedimentos foram acompanhados pelo aumento na IRS-1/PI3-
quinase em ambos os tecidos. A PI3quinase ¢ necessaria para a translocagdao de

GLUT 1 e para a estimulagdo de GLUT 4, além do metabolismo do glicogénio
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(CZECH e CORVERA, 1999). Acredita-se que a IRS 1/PI 3-quinase esteja ligada ao
transporte de glicose muscular, assim como a sintese de glicogénio no figado e
musculos e que o aumento dessa associagdo, em animais tratados agudamente com
captopril, possa melhorar a sensibilidade insulinica. Além disto, esse medicamento
inibe a cininase II (uma enzima semelhante a ECA, que atua degradando a BK),
gerando, conseqlientemente, aumento nas suas concentragdes. A literatura tem
apontado que a administragdo de BK melhora a acdao da insulina e reduz os niveis
plasmaticos de glicose (UEHARA et al, 1994). Novamente, o estudo de
CARVALHO et al. (1997) demonstrou que a BK aumenta o nimero de receptores
induzidos pela insulina e a fosforilagdo do IRS-1, assim como a associacao IRS-1/P1

3 quinase no figado e nos musculos, melhorando a sensibilidade insulinica.

Na FIG. 7 fica evidente a interag¢ao entre os sistemas SRA, SCC e insulina, com foco

especial nas ANG Il e (1-7).
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HIPERGLICEMIA HIPERINSULINEMIA
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ANGIOTENSINOGENIO ANG (1-9)
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Endopeptidases INSULINA
ANG | » | ANG (1-7)
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FIGURA 7 - Interagao entre os SRA — SCC — vias de sinaliza¢do da insulina.

MAP-K= “mitogen-activated protein-kinase” PI3-K = fosfaditil inositol 3 quinase; eNOS= sintetase
do 6xido nitrico endotelial; ECA=enzima conversora da angiotensina, ANG-(1-7)= angiotensina-(1-
7); AT1=receptor tipo 1 da angiotensina II; AT2=receptor tipo 2 da angiotensina II; AT1-7=receptor
da angiotensina-(1-7); ANG I= angiotensina I, ANG II= angiotensina II, AT1= receptor tipo 1 da
angiotensina II, AT2= Receptor tipo 2 da angiotensina II, NO= Oxido Nitrico, ANG-(1-7)=
angiotensina-(1-7), ECA 2 = enzima 2 conversora da angiotensina. ETl=endotelina 1; TXA2=
tromboxano A2; PAI-1= inibidor do ativador de plasminogénio, VCMS= “vascular smooth muscle
cell”’; ICAM-1= molécula de adesdo intracelular-1. Linhas pontilhadas significam degradacao e linhas
solidas, estimulagao.
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2.4 Fisiologia da gravidez e sistema renina-angiotensina na gesta¢ao

Durante a evolugdo da gravidez, surgem numerosas ¢ intensas modificacdes no
organismo materno. Ocorre um estado continuo de adaptagdo, proporcionando um
ambiente estavel para o feto e atendendo as suas necessidades de crescimento. A
gestante estd sujeita a uma série de alteragdes bioquimicas, funcionais e anatomicas,
com readaptacdes que envolvem todo o seu organismo (BROWN; ZAMMIT;

MITAR, 1992).

As alteragdes fisiologicas nesse periodo incluem aumento da resisténcia insulinica,
dislipidemia e hiperestimulo da cascata inflamatodria, representando um “teste de
estresse” ao metabolismo e fun¢do vascular materna (SEELY, 1999; ANG et al.,

2002; XIANG et al., 2004; DABELEA et al., 2005; SHAH, 2005).

O fluxo utero placentario ¢ essencial para o crescimento, metabolismo do feto e da
placenta e para a remog¢do de escorias metabolicas. Existem poucas evidéncias
experimentais acerca da mecanica do fluxo sangiiineo no utero humano durante a
gravidez. A perfusdo placentdria depende, por sua vez, desse fluxo, que chega a
atingir 450 a 650 ml/min no final da gestacdo. Isto se deve, em parte, ao aumento do
tamanho placentario e proliferagdo de vasos sangiiineos. Esse aumento do fluxo
materno-placentario deve-se principalmente a vasodilatacdo induzida pelo estrégeno
e progesterona, ao passo que o fluxo sangiiineo feto-placentério ocorre por elevacao
continua da formacao dos vasos placentarios (BROWN; ZAMMIT; MITAR, 1992).

Provavelmente, essa vasodilatacio ocorre devido ao “shunt” artério-venoso na
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circulacdo materna imposta pela placenta e também ao aumento na producao de
prostaglandinas vasodilatadoras e 6xido nitrico pelas células endoteliais (JAUNIAX
et al., 1999). A elevacao inicial do fluxo sangiiineo placentario talvez seja uma
conseqiiéncia da diminui¢do da resposta dos vasos uterinos a agentes pressores como
ANG II e endotelina. A perfusdo utero-placentaria diminui a medida que a resisténcia
vascular uterina aumenta, em comparagao com a resisténcia vascular sistémica.
Parece haver reducdo na quantidade de NO derivado do endotélio e também na

sensibilidade do musculo liso a0 mesmo (MAGNESS et al., 1996).

A gravidez ¢ acompanhada normalmente por um ganho global de sédio de 500 a
900mmol, que sdo distribuidos entre o lado materno e a unidade feto-placentaria. Em
conseqiiéncia dessa retencao salina, um aumento regular e progressivo do volume do
plasma ocorre com o transcorrer da gestacdo, alcancando o méximo no terceiro
trimestre (BROWN; ZAMMIT; MITAR, 1992). H4, entdo, um acréscimo importante
na taxa de filtragao glomerular, que pode ser tanto quanto 50%, trazendo a carga total
do sodio filtrado a 30.000mmol por 24 horas (um incremento de 5000 a
10.000mmol). Isto representa uma quantidade enorme de sédio filtrado quando
comparado a excre¢do de sddio de 100 a 200mmol. Ha retencdo hidrica significativa,
que ¢ medida pela diminuicdo da osmolalidade plasmatica (aproximadamente
10mOsm/Kg) induzida pelo reajuste dos limiares osmoticos para a sede e secrecao de

vasopressina (LINDHEIMER e DAVIDSON, 1995).

Paralelamente, e apesar da retencdo salina, os niveis pressoricos tendem a ser 20%

mais baixos durante o primeiro trimestre da gestagdo. Para se adaptar a essas
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mudangas, ocorre uma redugcdo na resisténcia vascular periférica e conseqiiente

aumento na freqiiéncia cardiaca (BROWN et al., 1992).

H4a aumento de renina ¢ elevagdo ainda mais acentuada da aldosterona,
principalmente no final da gestacdo (BADER et al., 1994). Essa observagao sugere
que outros fatores possam participar de forma importante na secre¢cdo de aldosterona
no final da gestacdo. Apesar disso, a excre¢do de sddio e potassio em urina de 24

horas permanece dentro da normalidade (DUNLOP, 1979).

Desta forma, para satisfazer as necessidades feto-placentarias, hé profundas
modificagdes nos sistemas renal e vascular durante a gestacao. Conseqiientemente,
ocorrem ajustes importantes nos niveis plasmaticos dos hormonios envolvidos na
homeostase da dgua e dos eletrolitos. Algumas dessas mudangas podem ser causa ou
conseqiiéncia do novo ambiente hormonal e circulatdrio que se estabelece durante a
gestacdo, onde o papel desempenhado pela placenta ¢ fundamental (DUNLOP,

1979).

Durante esse periodo, ocorre um aumento progressivo na liberagdo dos peptideos
natriurético cerebral (BNP) e atrial (ANP) (WILSON et al, 1980). O BNP ¢
produzido pelas células amnioticas e pela placenta e parece exercer potente efeito
vasodilatador na rede vascular placentaria (POULSEN; OLOFSSON;
STJERNQUIST, 1995). O ANP induz aumento no fluxo sanguineo renal e na taxa de
filtracdo glomerular, diminui a secre¢do de renina, reduz a liberagdo basal de

aldosterona nas células da granulosa e também aquela estimulada pela cortrosina e
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pela ANG II (POULSEN; OLOFSSON; STIERNQUIST, 1995). Além disso, possui
acdo vasodilatadora, agindo diretamente sobre o musculo liso vascular, estimulado

pela ANG I e pela noradrenalina (LOWE; MACDONALD; BROWN, 1992).

As mudancas observadas nos niveis plasmaticos ou na atividade de varios
componentes do SRA sdo bastante complexas, pois envolvem alteragdes no substrato
da renina, modifica¢des regulatorias da sintese de renina e pro-renina, secregoes de
inimeros produtos pelos rins da mae e do feto e pela placenta e, finalmente,

mudangas nos efeitos da ANG II nas células-alvo (BROSNIHAN et al., 2004).

Enquanto a hiperfiltracdo ¢ uma caracteristica da gravidez normal, o mesmo nao
pode se dizer do aumento da pressao intraglomerular, que ¢ comum em pacientes que

desenvolvem doengas na gestacao, especialmente a pré-eclampsia (SHAH, 2005).

2.4.1 Ajustes e interacdes do sistema renina-angiotensina durante a gravidez e sua

ativacao fisioldgica

A gravidez ¢ uma condi¢do fisioldgica caracterizada pelo aumento progressivo dos
diferentes componentes do SRA (BROSNIHAN et al., 2004). As conseqiiéncias
fisiologicas da ativagdo do SRA na gravidez normal sdo incompletamente
compreendidas (AUGUST et al,, 1995) e menos ainda quando existe alguma
desordem metabdlica na gravidez, como ¢ o caso dos distarbios hipertensivos, do

diabetes tipo 1 e do diabetes gestacional.
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Varios estudos tém auxiliado na compreensdo da ativacdo fisiologica e dos
desequilibrios do SRA na gravidez, na génese/manutencdo de inimeras desordens
nesse periodo (SEALEY et al., 1991; AUGUST et al., 1995; MERRIL et al., 2002).
Na gravidez normal, o estrogeno e/ou progesterona causam a superexpressao do
SRA, aumentando os niveis do angiotensinogénio e da renina teciduais e circulantes
(OELKERS, 1996). Em associacdo com o aumento de estrogeno circulante, a pro-
renina € a renina materna sao também aumentadas. A pro-renina atinge um pico
cerca de 20 dias apds a concepgdo e permanece elevada até o parto, sendo produzida
inicialmente pelos ovarios e, a seguir, pela placenta. Ainda ¢ desconhecido o
significado desse aumento exagerado da pro-renina no inicio da gestagao (SEALEY
et al., 1990). A atividade da renina plasmatica (ARP) aumenta durante as primeiras
semanas da gravidez (LANGER et al., 1998) e a ANG II plasmatica eleva em
associacdo com a ascensdo da atividade da renina e do angiotensinogénio plasmatico.
Apesar das acdes da ANG II ndo serem totalmente conhecidas na gestacdo, sua
concentragcdo ¢ cerca de trés a quatro vezes maior durante uma gestacdo normal

(PIPKIN, 1997).

A aldosterona, tanto urinaria quanto plasmatica, também estd aumentada. Tanto em
gestacdes humanas quanto em animais ha resisténcia aos efeitos pressores da ANG II
e manuten¢do de normotensdo, apesar de um aumento de duas vezes na ANG II, um
evento que tem sido associado a um fendmeno de “down-regulation” dos receptores

ATI1 (SHAH, 2005). Em animais prenhes, a administragdo de inibidores da ECA
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resulta em diminui¢do na pressao arterial, demonstrando o papel tonico de ANG Il na

manutengao da pressao durante a gravidez (AUGUST et al., 1995).

Em gestantes normais pode ocorrer aumento de duas a seis vezes na concentracao da
renina plasmatica, ANG II e aldosterona. H4 também aumento na ARP conseqliente a
elevacdo do substrato da renina, ndo se podendo eliminar a possibilidade de
contribuicao placentaria (AUGUST et al., 1995). Parece haver também reducao na

resposta pressora a ANG II infundida (ITO et al. 1998) - (FIG. 8).

O estrogeno desloca os caminhos da formagdao dos peptideos do SRA de uma
maneira tecido-especifica (OELKERS, 1996), reduzindo a formacao de ANG II e
aumentando a produ¢ao de ANG-(1-7), que age como o contra-regulador das agdes
cardiovasculares da ANG II, modulando o tonus vascular (BROSNIHAN et al.,
2004). As acdes vasodilatadoras de ANG-(1-7) foram relatadas em vérios sitios
vasculares e envolvem a liberagdo de BK e de prostaglandinas (SANTOS et al.,

2001) e tanto direta quanto indiretamente a liberagdo de NO (BROSNIHAN, 1998).

Disturbios na formagdo da ANG (1-7) estdo relacionados a fisiopatologia da pré-
eclampsia (MERRIL et al., 2002) que, por sua vez, associa-se a disfun¢do endotelial

por alteracdo no equilibrio vascular por redugdo na formagao de NO (SHAH, 2005).

A descoberta da ECA 2, que se encontra muito elevada durante a gestacdo normal
(BROSNIHAN et al., 2003), trouxe novos conhecimentos a dinamica do SRA na

gestacdo. Essa enzima converte a ANG I em ANG (1-9) que processa a ANG-(1-7).
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A ECA 2 parece contribuir para a producdo local e aumento importante da ANG-(1-
7) nos rins durante a gestagdo (BROSNIHAN ef al., 2003), trazendo melhor
compreensdo da ativagdo fisiologica do SRA na gestagdo. Acredita-se que redugdes
na ECA 2 e ANG-(1-7) sdo importantes na génese da pré-eclampsia e danos
endoteliais comumente observados nesse distarbio (MERRIL et al., 2002;

BROSNIHAN et al., 2004).

NEP 24,11
LECA

lECA-

FIGURA 8 - Perfil circulante do sistema renina-angiotensina na gestagao.

ECA= enzima conversora da angiotensina, ECA2= enzima conversora da angiotensina II, NEP=
neutral peptidases, PEP= prolil endopeptidase.

Adaptado de BROSNIHAN et al., 2004.
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A ANG II ¢ também um fator de angiogénese, induzindo a formac¢do de novos vasos
em estudos experimentais (BREWSTER e PERAZELLA, 2004). A pro-renina
uterina também pode estar envolvida nessa neovascularizagdo. O uso de inibidores de
prostaglandinas ¢ da ANG II reduziu o fluxo sangiiineo placentario em animais.
Desta forma, nao apenas as prostaglandinas e, conseqiientemente, a ciclooxigenase
sdao importantes durante a gestagdo, mas também a integridade do SRA (NIELSEN;

SCHAUSER; POULSEN, 2000).

Na gravidez também ha elevacdo significativa na sintese de oOxido nitrico
(WILLIAMS et al., 1997), prostaciclinas, em especial da PGI2, um vasodilatador
resultante do acido aracdonico e tromboxano (NEVES et al., 2003). A placenta ¢
capaz de gerar prostaglandinas e a artéria umbilical tem capacidade 10 a 100 vezes
maior que outras artérias em fazé-lo (CHRISTENSEN et al., 1989). Durante a pré-
eclampsia, tem sido relatada uma redug¢do nos niveis de PGI2 e ANG-(1-7). O
estimulo para esse aumento ¢ desconhecido, mas especula-se que possa ter relagdo
com a ativagdo do SRA e SCC (FITZGERALD et al., 1987). Talvez esta seja uma
ligagdo importante entre pré-eclampsia e os danos endoteliais observados nessas

gestantes.

A gravidez pode influenciar negativamente o curso das doengas renais. Algumas
mulheres com doenca renal intrinseca sofrem de deterioragdo mais rapida na funcao
renal apds a gestacdo, especialmente se hd hipertensdo (AUGUST et al., 1995) ou
diabetes (ROSSING et al., 2002), pois ambos podem acelerar a deterioracdo renal.

Entretanto, mesmo quando ndo existem co-morbidades, ¢ importante salientar que ha
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elevacao dos componentes do SRA e que pouco se conhece sobre suas interagdes
com doengas que possam ser deflagradas pela gravidez, como ¢ o caso do diabetes

gestacional e da pré-eclampsia.

2.5 Diabetes

O diabetes mellitus (DM) ¢ uma doenca cronica e evolutiva, caracterizada por
alteragdes no metabolismo dos carboidratos, lipides e proteinas, identificada pela
presenca de hiperglicemia, seja no estado de jejum, pos-alimentar ou seguindo-se a
testes orais padronizados de sobrecarga de glicose. Hiperglicemia e outras alteragoes
bioquimicas ocorrem devido a secrecao e/ou atividade insulinica reduzida. O grau de
privacao insulinica determina a gravidade dos sintomas da doenga, os quais variam
desde a auséncia de sintomas até graus extremos de gravidade, onde coma e morte

estdo incluidos (ADA, 2005).

No estado diabético cronico, hé alteracdes caracteristicas e progressivas na retina,
rins, nervos periféricos e tecido conjuntivo. H4 também doenca aterosclerotica
acelerada dos vasos coronarios, cerebrais e periféricos. Micro e macroangiopatias sao

as principais causas de morbi-mortalidade em pacientes diabéticos (ADA, 2005).

O diabetes pode ser classificado em tipo 1, tipo 2, gestacional e outros, conforme
ADA (2005). O tipo 1 ¢ imunomediado, com destrui¢ao das células 8 e corresponde

a 5 a 10% dos casos de diagnosticados. Ja no tipo 2, que corresponde a quase 90% da
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populagdo diabética, a etiologia exata ¢ desconhecida. A fisiopatologia basica no tipo
2 ¢ a resisténcia insulinica ou a deplecdo de receptores responsivos a acdo da
insulina, além de mecanismos pos-receptores com deficiéncia de acdo da insulina.
Porém, com a evolucao da doenca e em alguns casos especificos, pode haver uma
deficiéncia quase absoluta de insulina. Esse tipo de diabetes pode permanecer sem
diagnostico durante anos, pois os pacientes sao geralmente oligo ou assintomaticos.
Complicagdes em longo prazo invariavelmente ocorrem em alguma extensdao em
ambos os grupos (THE EXPERT COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND
CLASSIFICATION OF DIABETES MELLITUS, 1997). O tipo 2 acomete com
freqiiéncia elevada as mulheres que apresentaram diabetes gestacional (BEN-

HAROUSH e YOGEU, 2004).

Baseado nos resultados do “Diabetes Control and Complication Trial” (DCCT), a
hiperglicemia ¢ um fator importante que contribui para o desenvolvimento das
complicacdes microvasculares como a nefropatia, retinopatia e neuropatia em
pacientes com diabetes tipo 1; e a manuten¢do da euglicemia e dos niveis pressoricos

pode prevenir ou retardar a progressao da microangiopatia diabética (DCCT, 1993).

No diabetes tipo 1, a proteinuria se associa a hipertensao arterial e ao risco elevado
de nefropatia avancada e a inibicdo do SRA ¢ determinante no prognostico da
complicacdo renal (COOPER, 1998). No tipo 2, tanto o significado clinico como o
papel da inibicdo desse sistema no prognostico da nefropatia diabética sdo mais
imprecisos, havendo controvérsias quanto aos beneficios especificos dessa terapia

(RITZ e STEFANKI, 1996).
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Ja o diabetes mellitus gestacional (DMG) ¢ definido como intolerancia aos
carboidratos de gravidade variavel, de inicio ou primeiro reconhecimento na
gestacdo, segundo os critérios ADA (2005), com prevaléncia que varia de 1 a 14%,
dependendo da populacdo e dos critérios diagnosticos adotados (DABELEA et al.,

2005).

O diabetes gestacional ocorre habitualmente na segunda metade da gestacdo e
relaciona-se principalmente a insulino-resisténcia comum nesse periodo, dai sua

ligacdo aumentada com o diabetes tipo 2 (BEN-HAROUSH ¢ YOGEU, 2004).

Nesse periodo, a resisténcia a insulina ¢ caracterizada pelo crescimento acelerado do
feto e pela elevacdo crescente de varios hormodnios, entre eles o lactogénico
placentario (HPL), prolactina, glucagon e cortisol. O resultante da produgao
aumentada desses hormonios contra-insulinicos ¢ um estado de insulino-resisténcia,
com aumento da producdo hepatica de glicose e diminuicdo dos estoques de
glicogénio hepatico e acréscimo evidente nos valores da insulina materna em jejum,
que objetiva manter os niveis de glicose dentro da normalidade, sob equilibrio

(NOGUEIRA, 2001).

Se a compensacdo adequada ndo ¢ atingida, com predominio da resisténcia
insulinica/sintese-acdo insulinica, defeitos subclinicos na homeostasia dos
carboidratos podem ser desmascarados, resultando no DMG. Desta forma, varios
casos de DMG revelam uma paciente com diabetes tipo 2 em estado pré-clinico

(DABELEA et al., 2005). Para tratd-lo, recomenda-se dieta equilibrada e, caso ndo
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haja controle dos niveis glicémicos, a introducao de insulina ¢ recomendada, mais
para prevenir complicacdes fetais e perinatais do que para protecdo materna

(NOGUEIRA, 2001).

A maioria das gestantes com diagndstico de DMG retorna a tolerancia normal aos
carboidratos no puerpério, porém apresenta risco aumentado de desenvolver doengas
metabolicas e vasculares no decorrer da vida, como o diabetes tipo 2, dislipidemia e

doenca coronariana (XIANG et al., 2004).

2.6 O sistema renina-angiotensina e o diabetes

Ha controvérsias sobre o perfil circulante do SRA em pacientes diabéticos.
(BJORCK, 1990). Mecanismos hemodindmicos e metabdlicos participam da
patogénese da nefropatia diabética (COOPER, 1998). Nos individuos diabéticos tipo
1 portadores de nefropatia, o SRA encontra-se inapropriadamente ativado, enquanto

naqueles sem complicagdes parece estar intacto (BJIORCK, 1990).

A hiperglicemia, a resisténcia a insulina e os acidos graxos livres elevados ativam a
geracdo de ANG II nos rins (BREWSTER e PERAZELLA, 2004). A ANG II atua
aumentando a pressdo capilar glomerular, o que favorece a hiperfiltragdo e a
proteintria (ANDERSON; JUNG; INGELFINGER, 1993; SINGH et al., 1999). Os

efeitos deletérios da ANG II tém sido demonstrados em estudos experimentais nos
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quais as infusdes resultaram em aumento da pressao intraglomerular e da excrecao de

proteinas (DORIA et al., 1997).

O estresse mecanico lesa a superficie endotelial levando a expansao mesangial, ao
aumento na producdo de matriz extracelular e espessamento da membrana basal
glomerular, determinando deposi¢do de colageno nesse sitio, que pode ser mediada
por aumento na expressao de fatores de crescimento, tais como o fator de
transformagdo e crescimento tipo beta (TGF-B), responsaveis pela instalacdo da

nefropatia diabética (BIORCK, 1990).

Como no diabetes ha algum grau de expansao de volume extracelular e/ou aumento
na troca de sodio (FELDT-RASMUSSEN et al., 1987, ANDERSON; JUNG;
INGELFINGER, 1993), ha, conseqiientemente, elevagdo na pressao hidraulica
transcapilar, acrescendo, desta forma, o tonus na arteriola glomerular eferente
(LEWIS et al., 1993). Associado a isto, muitos autores demonstraram redu¢do no
padrdo da ARP. Essas observacgdes levaram a supor que o SRA estaria suprimido e
inativo no diabetes (ANDERSON; JUNG; INGELFINGER, 1993). Entretanto, essas
suposi¢des ndo foram comprovadas, pois apenas o fato de se observar ARP reduzida
ndo significa que todo o sistema também esteja. Em alguns estudos em ratos
diabéticos, os niveis de ANG II tendem a seguir as mesmas tendéncias da ARP,
porém eles foram realizados em ratos anestesiados, o que pode alterar o SRA
(KENNEFICK, 1997). Vérios mecanismos podem ser utilizados para explicar esse
fato, pois, apesar de a renina ser limitante da taxa de formagdo da ANG II, cresce a

lista de vias alternativas que processam angiotensinogénio a ANG I e ANG I a ANG
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I, sugerindo a possibilidade de vias alternativas de formacao (ANDERSON; JUNG;
INGELFINGER, 1993; KENNEFICK ¢ ANDERSON, 1997). MAHMOOD et al.
(2002) demonstraram em ratos o aumento significativo da ANG I na circulagao
coronariana, com formagao local de ANG II, ANG-(1-7) e ANG-(1-9), com niveis
semelhantes em ratos diabéticos e nao-diabéticos. Porém, quando o fluxo
coronariano era reduzido, a ANG II era cerca de quatro vezes mais alta em ratos
diabéticos que nao-diabéticos. De acordo com estudos de CAMPBELL; KLADIS;
DUNCAN (1994), as concentracdes locais desses peptideos foram similares as

plasmaticas.

Finalmente, considerando-se a relagdo entre a expansao do volume plasmatico e o
aumento da troca de sodio em pacientes diabéticos (ELL ef al., 1989) e o SRA, os
niveis de renina ¢ ANG II normais ou apenas discretamente reduzidos podem ser
inapropriados (ANDERSON; JUNG; INGELFINGER, 1993). Desta forma, niveis
normais de ANG II podem de fato ser considerados inapropriadamente normais para
o volume plasmatico aumentado, sendo, entdo, discutivel se realmente o SRA esta
suprimido em diabéticos (KENNEFICK e ANDERSON, 1997; BOJESTIG et al.,
2000). USTUNDAG; CAY; NAZIROGLU (1999) demonstraram que a ARP esti
normal nos diabéticos sem complicacdes vasculares, mas pode estar reduzida ou até

mesmo aumentada naqueles com nefropatia ou hipertensdo (BIORCK, 1990).

Existem evidéncias de que o SRA intra-renal possa estar ativado nos diabéticos com
nefropatia, regulado independentemente dos niveis plasmaticos e pode ser modulado

pelo tonus vascular local (DANSER et al., 1989). A infusdo de ANG I diretamente
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na artéria renal elevou significativamente os niveis de ANG II, porém o mesmo nao
ocorreu em nio-diabéticos (BJORCK, 1990). Niveis elevados de ANG II podem
resultar do aumento da ARP extra-renal (da rede vascular, das adrenais), mais que da
renina plasmatica (KENNEFICK, 1997), ou de uma sensibilidade aumentada a ANG

II intrarenal (BJORCK, 1990).

Os mecanismos pelos quais a hiperglicemia cronica influencia a progressao da
doenga renal sd@o pouco compreendidos (VALABHIY J, 2003). H4 demonstragdes de
que tanto o bloqueio do SRA quanto a manutengdo da euglicemia levam ao mesmo
resultado, ou seja, uma diminuicdo na atividade do SRA (MILLER, 1999). A
hiperglicemia moderada, sem glicosuria, pode exercer efeitos hemodinamicos e
humorais (HOLLENBERG et al., 2003), como o aumento do angiotensinogénio, da
ARP, nos niveis pressoricos e na resisténcia vascular renal (MILLER et al., 1996).
WOODS; HALL; MIZELLE (1987), usando um modelo animal, demonstraram que a
infusdo de glicose nas artérias renais resultou em aumento na renina plasmatica.
O’HARE et al. (1982) verificaram em pacientes diabéticos que o periodo de pior
controle glicémico associou-se a elevacdo ainda maior nos niveis de renina
plasmatica. Niveis séricos de pré-renina, precursor da renina, estdo marcadamente
aumentados em pacientes diabéticos com microangiopatia (MILLER; THALI;
SCHOLEY, 1999), podendo ser considerados marcadores de evolugcdo de
complicacdes cronicas em pacientes com DM1 (DANSER et al., 1989; SEALEY et

al., 1991).
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O SRA estd intimamente envolvido na fisiopatologia da nefropatia diabética
(BURNS, 2000) e a sua inibicao ¢ capaz de alterar consideravelmente o prognostico
da complicagdo renal, particularmente no tipo 1. Os inibidores da ECA parecem
exercer efeitos benéficos na prevencdo das complicagdes micro e macrovasculares do
diabetes (THE HEART OUTCOMES PREVENTION STUDY, 2000). Esses efeitos
benéficos parecem ser independentes dos efeitos anti-hipertensivos dessas drogas

(DZAU et al., 2001).

Ja o papel da ANG-(1-7) € pouco estudado no diabetes. Segundo estudos de
OLIVEIRA et al. (2003) em ratos diabéticos, niveis elevados de glicose bloqueiam a
interacdo ANG-(1-7)/BK, porém hé restauragdo dessa relagdo com a administracao
cronica, mas nao aguda, de insulina. Esse efeito provocado pela insulina envolveu

hiperpolarizacdo da membrana, mas ndo a liberagao de NO (OLIVEIRA et al., 2002).

Poucos estudos avaliaram o SRA na gestacdo diabética e apenas o fizeram em
relacdo ao diabetes tipo 1 (VAN DIJK et al, 2001). Eles foram realizados em ratas
prenhes diabéticas e avaliaram a ECA, ARP e ANG II em trés grupos de ratas ndo-
diabéticas, diabéticas sem uso de insulina e o ultimo grupo em controle com insulina.
Demonstrou-se que no grupo de ratas diabéticas sem uso de insulina os niveis de
ANG II e ECA estavam elevados, enquanto a ARP era normal ou diminuida. Esse

grupo apresentou proteinuria intensa durante a gestacao e apos o parto

Concluindo, em portadores de diabetes tipo 1, periodos de descontrole glicEémico

podem associar-se a alteragdes nos niveis de renina e da ARP, assim como elevagao
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da ANG II, que se correlacionam com o aumento nos niveis pressoricos e resisténcia
vascular renal. Pacientes diabéticos bem controlados do ponto de vista glicémico

tendem a apresentar o SRA inalterado em relacao a individuos nao-diabéticos.

2.7 O sistema renina-angiotensina e o diabetes e o endotélio

Hé uma grande heterogeneidade de disfungdes vasculares observadas em diferentes
estagios do diabetes, refletindo mecanismos bastante variados e complexos
(PRASAD e QUYYUMI, 2004). A microangiopatia diabética tem sido atribuida a
alteragcdes dos fatores endoteliais vasoativos (COOPER, 1998). Numerosos fatores
tém sido implicados na génese dessa disfun¢do endotelial, como, por exemplo, a
idade de inicio do diabetes, a duracdo da doencga, o nivel do controle metabdlico, a
coexisténcia de anormalidades lipidicas e alteracdes no SRA. Entretanto, parece que
o que determina a disfuncdo endotelial ¢ a combinacdo desses diferentes processos,

mais do que um tinico fator isolado (HSUEH e QUINONES, 2003).

A propria hiperinsulinemia pode contribuir para a disfuncdo endotelial por induzir a
um acumulo de acidos graxos livres, adiponectinas pro-inflamatorias e TNF-a e
também para a formagdo das “low density lipoprotein” (LDL) oxidadas, reducdo das
“high density lipoprotein” (HDL) além de desenvolvimento de hipertensdo e

hiperuricemia (VIJAYARAGHAVAN e DEEDWANIA, 2005).

Recentemente, varios estudos demonstraram disfun¢do endotelial em pacientes
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euglicémicas com historia de diabetes gestacional (XIANG ef al., 2004) e também
em parentes de primeiro grau de portadores de diabetes tipo 2 associado a insulino-
resisténcia (BALLETSHOFER, 2003), além da redugdo na incidéncia de casos novos
de diabetes tipo 2 em pacientes em uso prolongado de inibidores da ECA
(VWAYARAGHAVAN e DEEDWANIA, 2005). Esses dados apdiam a hipdtese de
inter-relagdo entre alteracdes no metabolismo de carboidratos, alteragdes no SRA e a

disfun¢do endotelial (KNOCK et al., 1997; PARADISI et al., 2002).

Nos pacientes com diabetes tipo 2, onde predomina a insulino-resisténcia, ha
significativo aumento do risco de doengas cardiovasculares (PRASAD e QUYYUMI,
2004). Ha forte evidéncia de que a insulino-resisténcia e a disfun¢do endotelial
progridam paralelamente (HSUEH, 2003). A disfuncdo endotelial resulta em
inflamacdo, que aumenta o estresse oxidativo e culmina na doenga aterosclerotica.
Por sua vez, niveis elevados de ANG II reforcam a disfungdo endotelial por
mecanismos variados, como o estimulo a proliferagdo celular e ao desequilibrio nas
vias de sinalizagdo da insulina através da MAP-K (SAAD; VELLOSO;
CARVALHO, 1995), aumento na geragdo do TGF-B1, do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), dos fatores pro-tromboticos, entre outros (BEDECS et

al., 1997; VIJAYARAGHAVAN e DEEDWANIA, 2005).

WOLF e ZIYADEH (1997) demonstraram que hiperglicemia ¢ ANG II (em niveis
fisiologicos ou elevados) podem exercer agdes co-estimulatdrias sobre varios
mediadores inflamatdrios e co-inibir aqueles que suprimem a formagdo da matriz

extracelular. A hiperglicemia aumenta a producdo de ANG II pelas células
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mesangiais, o que resulta em estimulo a secrecdo de TGF-B 1, diminuicdo da

degradacao e aumento de acimulo da matriz mesangial (SINGH et al., 1999).

A ativacdo patologica do SRA pode inibir as acdes metabdlicas da insulina e
promover seus efeitos proliferativos. Adicionalmente, tanto hiperglicemia quanto
hiperinsulinemia podem ativar o SRA por aumentar a expressao de
angiotensinogénio, ANG II e receptores ATl (PRASAD e QUYYUMI, 2004). E
interessante ressaltar que insulinoterapia em pacientes com diabetes tipo 2 melhorou
a sensibilidade insulinica, o perfil lipidico e a fun¢ao endotelial (VEHKAVAARA et

al., 2000; RASK-MADSEN et al., 2001).

O aumento da incidéncia de complicacdes onde a lesao endotelial ¢ o fator chave,
como, por exemplo, a pré-eclampsia, a insuficiéncia placentaria e a piora das
complica¢des microangiopaticas, ¢ descrito em portadoras de diabetes tipo 1 e tipo 2
que engravidam (ANG e LUMSDEN, 2001) e at¢ mesmo naquelas que desenvolvem
a doenca durante a gestacdo (XIANG et al., 2004). Ressalta-se um estudo que
avaliou fun¢do endotelial em gestantes portadoras de diabetes tipo 1, onde o controle
metabolico adequado foi possivelmente o responsavel pela preservagdo da funcdo

endotelial (ANG et al., 2002).

Concluindo, o SRA exerce multiplos papéis na regulagdo da pressdo arterial, na
fungdo renal e no desenvolvimento da nefropatia diabética. Além disto, a disfungao
endotelial provavelmente se associa as complicacdes cronicas do diabetes e esta

intimamente relacionada ao equilibrio do SRA e do SCC e a
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hiperglicemia/hiperinsulinemia. O equilibrio e a interacdo das agdes do SRA sdo de
vital importdncia na manutengdo da fungdo renal e endotelial e da pressao

intraglomerular na paciente diabética, especialmente durante a gestacao.



3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil circulante do sistema renina-angiotensina nas gestantes portadoras
de diabetes tipo 1 e de diabetes gestacional, comparando-as com mulheres nao-

gravidas e gravidas sem co-morbidades.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar o perfil circulante do SRA entre as mulheres normais: do grupo 1
(sem co-morbidades e fora da gestacdo) e do grupo 2 (gravidas e sem co-

morbidades).

e Comparar o perfil circulante do SRA entre mulheres gravidas: normais
(grupo 2) e diabéticas, ou seja, do grupo 2 (gravidas sem co-morbidades),
com aquelas dos grupos 4 (gravidas e diabéticas tipo 1) e 5 (gravidas com

diabetes gestacional).

e Comparar o perfil circulante do SRA entre mulheres ndo-gravidas: normais

(grupo 1) e diabéticas tipo 1 (grupo 3).

e Comparar o perfil circulante do SRA entre mulheres diabéticas tipo 1

gravidas (grupo 4) e nao-gravidas (grupo 3)



4 PACIENTES E

METODOS
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4.1 Pacientes

4.1.1 Faixa etaria

Variou de 18 a 44 anos.

4.1.2 Procedéncia das gestantes

As pacientes foram encaminhadas dos ambulatérios gerais e de especialidades que

prestam atendimento de pré-natal no municipio de Belo Horizonte.

4.1.3 Grupos observacionais (controle e estudo)

Foram avaliadas 95 pacientes, porém apenas 77 foram selecionadas para a analise

final, respeitando-se os critérios de exclusao.

Elas foram divididas em cinco grupos, sendo trés controles e trés de estudo. Um
grupo de estudo foi subdividido em dois subgrupos.

e Grupos-controle

v" Grupo 1 NGND - Nio-gravidas e ndo-diabéticas n= 12

v" Grupo 2 GND - Gravidas e ndo-diabéticas n= 13
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v" Grupo 3 NGDMI1 - Nio-gravidas e diabéticas tipo 1 n= 12

e Grupos de estudo

v Grupo 4 GDMI1 - Gréavidas e diabéticas tipo 1 n=16

v' Grupo 5 GDMG - Gravidas com diabetes gestacional, controladas com dieta.
n=14

v Grupo 6 GDMG2 - Gravidas com diabetes gestacional, controladas com insulina.

n=10

4.1.4 Caracteristicas dos grupos estudados

Grupo 1- NGND: grupo-controle constituido por mulheres saudéaveis, ndo-gravidas,
em idade reprodutiva, com glicemia e pressdo arterial dentro dos limites da
normalidade, nas quais foram excluidas nefropatias, diabetes, hipertensdo,

colagenoses e uso de contraceptivo oral.

Grupo 2- GND: grupo-controle constituido por gestantes saudaveis, no terceiro
trimestre da gestagdo, com glicemia e pressdo arterial dentro dos limites da
normalidade, nas quais foram excluidas nefropatias, diabetes, colagenoses. Essas
pacientes freqiientaram os ambulatdrios de Obstetricia do Hospital das Clinicas
(UFMG), do Hospital Odilon Behrens e da Maternidade Odete Valadares, para
consulta de pré-natal de rotina. A idade gestacional foi confirmada pela avaliagdo de

ultra-som obstétrico realizado precocemente até a 12% semana de gestacao.
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Grupo 3- NGDMI1: grupo-controle constituido por pacientes portadoras de diabetes
tipo 1, ndo-gravidas, diagnosticadas conforme os critérios da “American Diabetes
Association” (ADA, 2003), com glicohemoglobina de 7,5% + 0,3 e frutosamina entre

2,2 e2,8 aépoca da coleta de sangue.

Grupo 4- GDM1: grupo de estudo constituido por pacientes portadoras de diabetes
tipo 1, gravidas, no terceiro trimestre da gestagdo confirmada por ultra-som precoce,
com glicohemoglobina de 7,5% + 0,3 e frutosamina entre 2,2 ¢ 2,8 a época da coleta

de sangue.

Grupo 5- GDMG: grupo de estudo constituido por pacientes portadoras de diabetes
gestacional, no terceiro trimestre de gestagdo, diagnosticadas conforme os critérios

da ADA (2003), em controle apenas com dieta.

Grupo 6- GDMG2: grupo de estudo constituido por pacientes portadoras de diabetes
gestacional, no terceiro trimestre de gestacdo, diagnosticadas conforme os critérios

da ADA (2003), em controle com insulina.

4.1.5 Critérios de inclusao

Grupo 1: grupo-controle formado por mulheres em idade reprodutiva, sem doengas

detectaveis ao exame clinico, ndo hipertensas, sem nefropatias, diabetes ou

hipertensao arterial confirmado a partir de exames clinico-laboratoriais.
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Grupo 2: grupo-controle formado por gestantes no terceiro trimestre de gestagao, sem
doencgas detectaveis ao exame clinico, ndo hipertensas, sem nefropatia, diabetes ou
hipertensdao arterial confirmado a partir de anamnese e exame fisico minuciosos,

além de exames laboratoriais de rastreamento.

Grupo 3: portadoras de diabetes tipo 1, sem complicagdes micro ou macrovasculares
detectaveis por fundo-de-olho ou proteiniria em urina de 24 horas e com
glicohemoglobina de 7,5% + 0,3 e frutosamina entre 2,2 ¢ 2,8 a época da coleta de
sangue, além de glicemia < 100 mg% medida em sangue capilar no momento da

coleta do sangue.

Grupo 4: gestantes portadoras de diabetes tipo 1, sem complicagdes micro ou
macrovasculares, com glicemia, glicohemoglobina de 7,5% = 0,3 e frutosamina entre

2,2 e2,8 aépocada coleta de sangue no terceiro trimestre da gestagao.

Grupo 5: gestantes no terceiro trimestre da gestacdo, portadoras de diabetes
gestacional, em controle com dieta, comprovado pelos critérios da ADA, sem
hipertensao prévia ou pré-eclampsia, colagenoses ou outras doengas associadas, com

glicemia < 100 mg% no momento da coleta do sangue.

Grupo 6: mesmos critérios do grupo 5, porém gestantes com diabetes gestacional em

controle com insulina.
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4.1.6 Critérios de exclusao

e Gestantes portadoras de diabetes tipo 2, segundo critérios da ADA (2003).

e Hipertensas cronicas ou pré-eclampsia atual ou passada segundo critérios de
BROWN et al. (2000).

e Niveis de glicohemoglobina (Hb Alc) acima de 7,5% e/ou proteina glicada
(frutosamina) acima de 2,8%.

e Em relagdo a todos os grupos, foram excluidas as gestantes que apresentaram, na
ocasido da coleta de exames, alguma descompensagdo organica e/ ou metabdlica
mais grave.

e Em relagdo a todos os grupos, foram excluidas as gestantes portadoras de
hipertensdo arterial (critérios do “The seventh report of the Joint National
Comittee”, 2003) ou complicagdes micro ou macrovasculares do diabetes, como
a nefropatia diabética e/ou retinopatia, em qualquer estagio de evolugdo (critérios
da ADA, 2003).

e Em relacdo a todos os grupos, foram excluidas as gestantes que apresentaram
hipertensao arterial durante o acompanhamento da gravidez.

e Em relagdo a todos os grupos, foram excluidas as gestantes que apresentaram, na
ocasido da coleta de exames, alguma doenca de carater agudo ou intercorréncia
médica capaz de interferir em sua homeostase, como, por exemplo, infeccoes,
diarréia aguda, hiperglicemia (glicemia em jejum > 100 mg%) e outras.

e Em relagdo a todos os grupos, foram excluidas as gestantes internadas na ocasiao

da coleta de exames, devido ao estresse adicional gerado pela propria internacao
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e pela possibilidade de apresentarem alguma descompensacdo de carater
transitorio.
Em relacdo aos grupos 1 e 3, foram excluidas as mulheres em uso de

contraceptivo oral.

4.1.6.1. Exclusdo de pacientes

Foram selecionadas inicialmente 95 pacientes para participagdo neste estudo,

entretanto, apenas 77 foram utilizadas para a conclusao final do trabalho.

Os motivos da exclusdo das pacientes apds coleta do material foram variados:

1.

As duas excluidas do grupo-controle 2, ou seja, gravidas e ndo-diabéticas, e as
trés do grupo 4 (gravidas portadoras de DM1) apresentaram elevacdo dos niveis
pressoricos e proteindria no final da gestagao.

As cinco diabéticas tipo 1 (duas gravidas e trés ndo-gravidas) manifestaram
descontrole glicémico no momento da coleta, ou seja, apesar de terem
apresentado glicemia normal no momento da coleta do sangue para a
determinagdo das angiotensinas, a glicohemoglobina e/ou frutosamina
encontravam-se fora dos valores considerados para este estudo.

As oito (trés do grupo 1, duas do grupo 3 e trés do grupo 5) tinham problemas
relacionados a coleta do material, como, por exemplo, coagulacdo do sangue ou

excesso de fibrina, o que inviabilizava a extragdo em coluna das angiotensinas.
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4.1.7 Aspectos éticos

As pacientes que participaram desta pesquisa foram devidamente esclarecidas sobre a
natureza do estudo, tendo resguardado seu direito de, em caso de recusa, deixar de
participar do mesmo. O consentimento para a participagdo no estudo foi obtido por

escrito pela voluntaria apos os esclarecimentos necessarios (APENDICE A).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade
Federal de Minas Gerais e pela Camara Departamental do Departamento de
Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas da UFMG —parecer ETIC 061/03

(APENDICE F).

4.2 Métodos

4.2.1 Termo de consentimento

Apds consentimento por escrito, as pacientes submeteram-se a coleta de exames
conforme protocolo do Servigo de Endocrinologia e pré-natal de Alto risco do
Hospital das Clinicas da UFMG (APENDICES B, C e D).

Em relacdo as pacientes dos grupos 2, 3, 4, 5 e 6 as coletas foram realizadas
simultaneamente a outros exames de sangue que fazem parte da propedéutica e/ou do

seguimento desses pacientes e também mediante consentimento.
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4.2.2 Exames

e cxames clinico-laboratoriais, segundo critérios da ADA (2003) e do “The
Seventh Report of the Joint National Committee on Prevention, Detection,
Evaluation and Treatment of High Blood Pressure” (2003), conforme
descrito nos APENDICES B, C e D;

e exames laboratoriais de rastreamento que consistiram de dosagens séricas de
glicemia de jejum e uma hora apds 50g de dextrosol, uréia e creatinina,
exame de urina rotina e ultra-som obstétrico realizado na primeira metade da

gestagdo para confirmacdo da idade gestacional.;

4.2.3 Protocolo de acompanhamento (APENDICES B, C, D)

4.2.3.1 Grupo 1: ndo-gravidas e nao-diabéticas (NGND)

As pacientes do grupo 1 foram selecionadas a partir de contato pessoal, entrevistadas
e examinadas com o intuito de excluirem-se aquelas que ndo se adequassem aos
critérios de inclusdo e, a seguir, submetidas a coleta de sangue, conforme descrito
nos protocolos dos APENDICES. Nio mais retornaram ao acompanhamento.

4.2.3.2 Grupo 2: gravidas e ndo-diabéticas (GND)
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Essas gestantes foram selecionadas a partir de ambulatorios de pré-natal,
especialmente provenientes do pré-natal do Hospital das Clinicas, ndo apresentavam
co-morbidades e foram acompanhadas a cada trés semanas e no pos-parto imediato,
sendo excluidas aquelas que apresentaram elevacdo nos niveis pressOricos ou

proteinuria. A coleta de sangue foi realizada apenas a época do primeiro contato.

4.2.3.3 Grupo 3: ndo-gravidas e diabéticas tipo 1 (NGDM1)

Essas mulheres foram selecionadas a partir do Ambulatorio Borges da Costa: Pré-
concep¢do. Foram acompanhadas mensalmente pela equipe de endocrinologia e
enfermagem. Quando eram examinadas, recebiam orientacdo nutricional (também
com acompanhamento pela equipe de nutricao), realizavam glicemias e mensalmente
frutosamina e glicohemoglobina, sendo liberadas para engravidar com
glicohemoglobina < 7,0%. Foram acompanhadas conforme protocolo no APENDICE

B.

Em relacdo ao tratamento do diabetes, todas as pacientes foram controladas com
dieta com ingesta caldrica variando de 30 a 40 calorias/Kg de peso ideal pré-
concepcional e atividade fisica. As doses de insulina humana foram reajustadas pelo
menos mensalmente e sempre que necessario. Todas as mulheres estavam em uso de
insulina humana NPH, divididas em duas doses (de manha e a noite) ¢ de insulina
humana regular administrada antes das principais refei¢des (desjejum, almogo e

jantar), se necessario.
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4.2.3.4 Grupo 4: gravidas e diabéticas tipo 1 (GDM1)

As pacientes desse grupo foram selecionadas a partir do Ambulatério de pré-
concepcado quando ja gravidas e a partir de procura direta ao servigo, provenientes do

pré-natal de Alto Risco do Hospital das Clinicas, Odilon Behrens e Odete Valadares.

Elas foram acompanhadas semanalmente por endocrinologistas, obstetras e
enfermeiras e, quando detectado descontrole metabolico, as doses de insulina foram
reajustadas. Todas as gestantes estavam em uso de insulina humana NPH, divididas
em duas doses (de manha e a noite) e de insulina humana regular administrada antes
das principais refeigdes (desjejum, almogo e jantar), se necessario. Foram

acompanhadas conforme protocolos no APENDICE. D.

4.2.3.5 Grupo 5: gestantes portadoras diabetes gestacional com dieta (GDMG)

As participantes desse grupo foram selecionadas a partir dos ambulatorios de pré-

natal de Alto Risco do Hospital das Clinicas, Odilon Behrens e Odete Valadares,

todas classificadas conforme os critérios de Sullivan (ADA, 2003).

Em relacdo ao tratamento do diabetes, elas foram orientadas a controlar com medidas

ndo farmacologicas que incluiam dieta (com ingesta calérica variando de 30 a 40
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calorias/Kg de peso ideal pré-concepcional) com restricdo de carboidratos
(especialmente carboidratos simples) e com atividade fisica aerobica, porém, quando
essas medidas eram insuficientes para o bom controle, adicionou-se insulina ao
tratamento. Como no grupo 4, essas pacientes também foram acompanhadas

semanalmente com as mesmas providéncias.

O sangue foi colhido sem que fosse realizada qualquer mudanga no tratamento do
diabetes. As amostras sempre foram coletadas no periodo da manha ap6s jejum de
aproximadamente oito horas e com o paciente em decubito dorsal durante a retirada
de sangue. Nesse momento era realizada glicemia capilar, que deveria encontrar-se

entre 70 e 100 mg% para o prosseguimento da coleta.

4.2.3.5 Grupo 6: gestantes portadoras diabetes gestacional com insulina

Nesse grupo, as pacientes foram selecionadas conforme descrito para o grupo 5 e
receberam insulina para controle glicémico quando medidas dietéticas eram

insuficientes para o bom controle.

A introdugdo de insulina foi realizada sempre que ja havia hiperglicemia em jejum
e/ou quando as glicemias pds-prandiais excediam o valor preconizado, em duas vezes
consecutivas, conforme protocolo no APENDICE C. Todas as gestantes estavam em
uso de insulina humana NPH, divididas em duas doses (de manha e a noite) e de

insulina humana regular administrada antes das principais refeicdes (desjejum,
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almoco e jantar), se necessario. Como nos grupos 4 e 5, essas também foram

acompanhadas semanalmente com as mesmas providéncias.

O sangue foi colhido sem que fosse realizada qualquer mudanga no tratamento do
diabetes. As amostras sempre foram coletadas no periodo da manha ap6s jejum de
aproximadamente oito horas e com o paciente em decubito dorsal durante a retirada
de sangue. Nesse momento era realizada glicemia capilar, que deveria encontrar-se

entre 70 e 100 mg% para o prosseguimento da coleta.

4.2 .4 Protocolo do estudo

Nas gestantes dos grupos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 foi coletado sangue para determinacao de
ARP e dos niveis séricos de ANG I, ANG II e ANG-(1-7) por radioimunoensaio. E
para os grupos de 3 a 6, dosagens séricas de glicemia, glicohemoglobina,
frutosamina, sodio, uréia e creatinina. O restante dos exames foi realizado conforme
os protocolos de propedéutica e acompanhamento clinico-laboratorial do
Ambulatorio de Endocrinologia/Pré-Natal de Alto-Risco da Faculdade de Medicina —

UFMG (APENDICES B, C, ¢ D).

O sangue foi colhido sem que fosse realizada qualquer mudanga nos habitos de vida
desses pacientes. As amostras sempre foram coletadas no periodo da manha, apos
jejum de aproximadamente oito horas e com o paciente em decubito dorsal durante a

retirada de sangue.
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Em relagdao as mulheres do grupo 1 e 2, as coletas de sangue foram realizadas uma
unica vez. Nos demais grupos, foram realizadas conforme protocolo do pré-natal de
alto-risco ou sempre que houve duvidas nos resultados ou, ainda, devido a alguma

mudanga em relagdao ao quadro clinico inicial.

As dosagens de uréia, creatinina, glicemia, glicohemoglobina, frutosamina, sodio,
bem como o restante dos exames complementares que se fizerem necessarios foram
obtidos utilizando-se técnicas laboratoriais convencionais que sdao adotadas pelo
Laboratorio Central do Hospital das Clinicas — UFMG.
e Foram determinados em cada grupo os seguintes parametros:

v’ Atividade da renina plasmatica (ARP)

v Angiotensina I (ANG I)

v Angiotensina IT (ANG II)

v' Angiotensina 1-7 (ANG 1-7)

4.2.5 Radioimunoensaio

As amostras de sangue foram coletadas para realizagdo de radioimunoensaio (RIE)
para determinar a atividade da renina plasmatica (ARP, RIE para angiotensina I) e
para dosagem das angiotensinas [ANG I, ANG II e ANG-(1-7)]. Os RIE foram
realizados conforme os protocolos adotados pelo Laboratério de Hipertensdo do

Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
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UFMG. As variabilidades intra e inter ensaio foram as seguintes para angiotensinas
e ARP:

ANG II: variabilidade inter-ensaio: 5% e intra-ensaio: 9%

ANG I: variabilidade inter-ensaio: 6,6% ¢ intra-ensaio: 9,6%

ARP: variabilidade inter-ensaio: 6,6% e intra-ensaio: 9,6%

Quanto a coleta de sangue, ¢ importante ressaltar que o perfil cromatografico de
peptideos de angiotensina pode sofrer alteragdes importantes decorrentes de
metabolismo ex-vivo de seus precursores (BOTELHO, 1994). Assim, ¢ essencial usar
uma mistura de inibidores de protease para a coleta de sangue a fim de minimizar-se
o metabolismo dos peptideos in vitro. Além da coleta de sangue, as técnicas de
extracdo dos peptideos das amostras e os radioimunoensaios foram também

previamente padronizados no Laboratério de Hipertensao do ICB — UFMG.

Existem inumeros ensaios para a dosagem da renina no plasma. Optou-se, neste
estudo, pela determinagdo da atividade da renina plasmatica e ndo da sua dosagem. A
taxa de formacdo da ANG I a partir do angiotensinogénio enddgeno ¢ definida como
ARP. A quantidade de ANG I produzida em um determinado periodo de tempo ¢
medida por radoimunoensaio ¢ a ARP ¢ expressa em nanogramas (ng) por mililitro
por minuto. A ARP ¢ entdo fortemente influenciada pelos niveis de
angiotensinogénio e de renina plasmatica. Ja4 a quantificagdo da concentragdo da
renina plasmatica ndo sofre variacdes dos niveis de angiotensinogénio (HABER et

al., 1969).
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4.3 Protocolo geral

a) Coleta de sangue

As amostras de sangue para dosagem da ARP e para a determinacao das ANG foram
obtidas através de coleta em veia periférica, todas realizadas pela manha, com jejum
prévio de pelo menos oito horas. Antes da coleta, as pacientes permaneceram em
repouso por pelo menos 15 minutos e a retirada do sangue foi realizada com a
paciente deitada. O seguinte protocolo foi seguido:
e Foram coletados 2ml de sangue de cada gestante para determinacao da ARP,
em seringas lavadas com acido etiledodiamino tetra acético (EDTA) a 7,5% e
imediatamente transferidos para tubos de polietileno mantidos em gelo,
contendo 200ul de EDTA a 7,5%, ou seja, 100ul para cada 1ml de sangue.
e Foram coletados 10ml de sangue de cada gestante para determinacdo das
ANG em seringas lavadas com um coquetel de inibidores (TAB. 1) de
angiotensinases e imediatamente colocados no gelo. As amostras foram

colhidas em tubos de polietileno contendo 700ul do coquetel de inibidores de

angiotensinases (140ul para cada 1ml de sangue) e mantidas no gelo.
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TABELA 1

Composicao do coquetel de inibidores de angiotensinases

Quantidade/1ml de

Inibidores enzimaticos utilizados Concentracao
¢ sangue coletado

Para-hidroximercurio-benzoato (pOHHgBz)

1 mM 10 ul
O-fenantrolina 9,1 mM 50 ul
Para-metilsulfonil fluoreto (PMSF) I mM 10 ul
Pepstatin A 0,5 mM 20 ul
Acido etilenodinitrilotetra-acético (EDTA) 75 ¢/1 50 ul

As solucdes de pOHHgBz ¢ o PMSF foram preparados imediatamente antes das
coletas da seguinte forma:
e pesava-se Img de pPOHHgBz em balanca analitica, diluindo-se, a seguir,
em 2.5ml de NaCl 0,9%;
e pesava-se 1,74mg de PMSF em balanca analitica, diluindo-se, a seguir,

em 10ml de metanol (MeOH) a 50%.

Depois disso, preparava-se o coquetel de inibidores de angiotensinases logo antes do
momento da coleta de sangue, utilizando-se essas solugdes juntamente com pepstatin
A 0,5mM e o-fenantrolina 9,1mM, que eram conservados em “freezer” ¢ EDTA a

7,5%, mantido em geladeira.

b) Obtencgado das amostras de soro

ApoOs a coleta das amostras de sangue, os tubos foram colocados em centrifuga

refrigerada e centrifugados a 2000rpm durante 20 minutos a uma temperatura de
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-4°C. O soro obtido foi mantido em tubos dentro de um “freezer” a
aproximadamente -20°C para extracao imediata das angiotensinas ou nas proximas

48 horas e processamento dos RIE em trés a sete 7 dias, no maximo.

c¢) Extragcdo das amostras

A extracao de angiotensinas do plasma foi realizada em colunas “bond elut”. As
solucdes e amostras de plasma foram passadas pela coluna através da adaptacao de
uma seringa que permitia aplicar pressao positiva a coluna. Antes disso, as amostras
foram re-centrifugadas a -4°C sob 2.000rpm e durante 20 minutos. O processo de
extragdo obedeceu:
e a coluna foi pré-ativada através de lavagem com 20ml de metanol 99,9%
(MeOH 99,9%) / acido trifluoroacético 0,1% 4&cido trifluoroacético - TFA
0,1% e 20ml de uma solugdo aquosa de TFA 0,1%;
e a seguir, a coluna foi lavada seqiiencialmente com 10ml de TFA 0,1%, 3ml
de TFA 0,1% / albumina sorobovina (BSA) 0,1%, 10ml de MeOH 10% /
TFA 0,1% e, por ultimo, 3ml de TFA 0,1%;
e nesse momento, aplicava-se a amostra, anotando-se o volume de plasma
colocado na coluna;
e apods a aplicacdo da amostra, a coluna foi lavada duas vezes com 10ml TFA
0,1%;

e aseguir, com 10ml de MeOH a 20% / TFA 0,1%;
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e 0s peptidios retidos na coluna eram eluidos com 3ml de MeOH 99,9% / TFA
0,1% e armazenados a -20°C em tubo de cristal previamente lavado com BSA

0,1%.

Os peptideos, em solucdo alcodlica, foram concentrados até residuo através da
evaporacao do componente alcodlico em centrifuga evaporadora durante oito a 12

horas e estocados em “freezer” a -20° C até o processamento das amostras pelo RIE.

d) Determinacdo da atividade de renina plasmatica (ARP)

Para determinagao da ARP (TAB. 2), o plasma (0,2ml) foi incubado em banho-maria
a 37°C durante duas horas, juntamente com 0,2ml de tampao I da ANG I (pH 6,8),
0,02ml de 8-OH-quinoleina 48mM e 0,01ml de PMSF 161mM. Uma aliquota similar
era mantida a 4°C em banho de gelo. Ao final do tempo de incubacao, 0,1ml de cada
amostra do plasma incubado era adicionado ao RIE para ANG I descrito. A ARP foi
determinada através de RIE para ANG I. A determinacdo foi feita pela quantidade de
ANG I formada no periodo de incubacao (duas horas) a 37° C, sendo expressa em ng
ANG I/ml de plasma/h. A ARP foi calculada subtraindo-se a concentra¢do de ANG I

na amostra incubada a 37° C daquela mantida em banho de gelo.
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Tratamento da amostra para determinacao da atividade da renina plasmatica

37° (ub) Gelo(ul)
Plasma 100 100
Tampao ANG I 200 200
8 OH quinoleina 20 20
PMSF 16,1mM 10 10

Calculo para obtengdo da ARP: [(pg 37°) — (pg gelo)] x 33/2000= x ng ang I/ml/h

e) Determinagao por radioimunoensaio para angiotensina |

O material ja ressuspendido anteriormente foi retirado do “freezer” a -20°C e

colocado para descongelar em gelo (TAB. 3). Cada ensaio foi realizado em duplicata

e seguiu o seguinte protocolo:

Preparo do tampao I: tris acetato 0,2M pH 7,4: 12,1g de tris foram dissolvidos

em aproximadamente 450ml de H>O deionizada. O pH foi acertado para 7,4

com 4cido acético e o volume completado para 500ml com H>O deionizada.

e Preparo do tampao II: tampao tris acetato 0,2M pH 6,8 com BSA 0,05%.

Preparado no momento de uso pela adigdo de 0,5mg de BSA por ml de

tampao tris acetato 0,2 M em pH de 7,4.

e Solucdo de NaCl 0,9% / BSA 0,1% / acido acético 0,03% (solugdao de

reconstituicdo, SR): 4,5g de NaCl 0.9% e 0,5g de BSA foram dissolvidos em

500ml de solugao de acido acético 0,03%.

e O anticorpo policlonal empregado foi produzido no Laboratério de

Hipertensdo do ICB/UFMG (Ac de coelho Larry Refor¢o 1). Com aliquotas



93

de 20 microlitros (aliquota mae) foi utilizada a diluigao de 1:20.000 (cada
aliquota de 20ul de aliquota mae foi adicionada a 1980ul de tampao de ANG
I, gerando aliquotas de 100l para serem usadas no ensaio).

Cada aliquota de 100ul Ac recebeu 900ul de tampao de ANG I (observagao:
No RIE foram usados 50ul dessa dilui¢do para cada tubo).

I25JANG I: '»IANG I marcada e purificada foi diluida com tampao II para
uma concentra¢cao de 6000cpm por 0,1ml.

As concentracdes de padrdo utilizadas foram de 200, 100, 50, 25, 12,5 e
6,25pg/ 0,1ml, preparadas a partir de uma solugdo do estoque de 1mg/ml
diluida no tampao L.

A separacao do peptideo ligado ao anticorpo do peptideo livre foi feita pela
adicdo de solugdo de carvao ativado-dextran ao final da incubagdo. Essa
solugdo foi obtida pela mistura de 62,5mg de dextran e 625mg de carvao
ativado, dissolvidos em 100ml de tampao I. A suspensdo foi mantida sob

agitacdo constante, em banho de gelo, por uma hora antes do uso.
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Solug¢des e seus respectivos volumes utilizados para o radioimunoensaio e

angiotensina I

Solucées (ul) Total Branco Po Padrio Amostra
Tampao 11 L 100 100 L o
Tampao | 1500 400 300 300 300
BSA 5% 100 100 o 100 100
Amostra L L 100 L 100
Padrdes (200-6,25pg) L L
I25JANG I (6000cpm) 100 100 100 100 100
Anticorpo (1:20.000) o o 100 100 100
Volume final 1700 700 700 700 700

e B = fragdo de peptideo marcado ligado.

e Po = fra¢do de peptideo marcado ligado na auséncia de peptideo ndo marcado.

e Br = branco.

Os tubos eram agitados em vortex e incubados a 4°C durante 18 a 22 horas.

Apoés a adigdo da suspensdo de carvdo ativado-dextran, eles foram imediatamente

agitados em vortex e centrifugados a 4°C em 2500rpm e por 20 minutos, sendo o

sobrenadante e o precipitado separados por decantacdo. A fragdo ligada foi contada

em detector de radiacdo y. As concentracdes de ANG I foram fornecidas pela

programacao do contador de radioatividade a partir de curva-padrao construida. Essa

concentracgao foi, entdo, corrigida para o voluma eluido da coluna de extragao.
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f) Determinagdo por radioimunoensaio para angiotensina II

O material foi submetido inicialmente a secagem na evaporadora e ressuspendido em
tampao de ANG II, conforme descrito na TAB. 4. Vale salientar que todos os testes
foram feitos em duplicata. O anticorpo empregado foi produzido no Laboratorio de
Hipertensao do ICB/UFMG.

e Tampao [: tampao tris-acido cloridrico (HCI) 0,1M, EDTA 15mM, lisozima
0,1% pH 7,4: 6,0g de tris juntamente com 2,79g de EDTA ¢ 0,5g de lisozima
foram dissolvidos em, aproximadamente, 450ml de H>O deionizada. O pH foi
acertado para 7,4 com HCI 3N e o volume completado para 500ml com H>O
deionizada.

e Solucao de NaCl 0,9% / BSA 0,1% / acido acético 0,03% (solugdao de
reconstituicdo, SR): 4,5g de NaCl 0,9% e 0,5g de BSA foram dissolvidos em
500ml de solugao de acido acético 0,03%.

e Tampao II: tampao tris-HC1 0,1M pH 7,4 6,0g de tris foram dissolvidos em,
aproximadamente, 450ml de H>O deionizada. O pH foi acertado para 7,4 com
HCI 3N e o volume completado para 500ml com H>O deionizada.

e Anticorpo policlonal (titulo 1:160.000): preparado a partir de uma solug¢ao do
estoque no titulo de 1:2500, pela dissolucao em tampao I.

e !JANG II: 'IANG II marcada e purificada foi diluida com tamp3o I para
uma concentragao de 6000cpm por 0,1ml.

e As concentracdes da curva-padrio utilizadas foram de 80, 40, 20, 10, 5 e

2,5pg/ 0,2ml, preparadas a partir de uma solucao do estoque de 2mg/ ml.
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e A separacao do peptideo ligado ao anticorpo do peptideo livre foi feita pela

adicdo de solugdo de carvao ativado-dextran ao final da incubagdo. Essa

solucdo foi obtida pela mistura de 25mg de dextran e 250mg de carvao

ativado dissolvido em 100ml de tampdo II. A suspensdo foi mantida sob

agitacdo constante, em banho de gelo, por uma hora antes do uso.

TABELA 4

Solugdes e seus respectivos volumes utilizados para o

radioimunoensaio de angiotensina II

Solucdes (ul) Total Branco Po Padrao | Amostra
Tampao [ ANG II 1100 100 _
Tampao II ANG II 200 200 200
Padroes (80-2,5pg) L 200 L
Amostra 200
I35JANG 11 (6000cpm) 100 100 100 100 100
Anticorpo (1:160.000) 100 100 100
Volume Final 1400 400 400 400 400

e B = fragdo de peptideo marcado ligado.

¢ Po = fracdo de peptideo marcado ligado na auséncia de peptideo ndo marcado.

e Br = branco.

Os tubos eram agitados em vortex e incubados a 4° C durante 18 a 22 horas.

Apoés a adigdo da suspensdo de carvdo ativado-dextran, eles foram imediatamente

agitados em vortex e centrifugados a 4°C, em 2500rpm e por 20 minutos, sendo o

sobrenadante e o precipitado separados por decantacdo. A fragdo ligada foi contada
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em detector de radiacdo y. As concentracdes de ANG II foram fornecidas pela

programacgdo do proprio contador de radioatividade a partir de curva-padrao

construida. Essa concentragdo foi, entdo, corrigida para o volume eluido da coluna de

extragao.

g) Determinacdo da angiotensina-(1-7) por RIE

O material ja ressuspendido foi retirado do “freezer” a -20° C e colocado para

descongelar em gelo. O anticorpo empregado foi produzido no Laboratorio de

Hipertensdo do ICB/UFMG e foi utilizado na dilui¢do de 1:20.000 em tampao tris-

HCI TAB. 5). Cada ensaio foi realizado em duplicata e seguiu o seguinte protocolo:

Tampao I: tampao tris-HCl 50mM, BSA 0,1%, NaCl 50mM, é4zida
sodica 0,02% pH 7,5 3,0g de tris juntamente com 0,5g de BSA,
1,46g de NaCl e 0,1g de azida sodica foram dissolvidos em
aproximadamente 450ml de H>O deionizada. O pH foi acertado para
7,5 com HCI 3N e o volume completado para 500ml com H,O
deionizada.

Solugao de NaCl 0,9% / BSA 0,1% / acido acético 0,03%: 4,5g de
NaCl e 0,5g de BSA foram dissolvidos em 500ml de soluciao de
acido acético 0,03%.

Anticorpo policlonal (titulo 1: 20.000): preparado a partir de uma
solucdo do estoque no titulo de 1:500, pela dissolugao em tampao I.
I25JANG-(1-7): '»IANG-(1-7) marcada e purificada foi diluida com

tampao I para uma concentracdo de 6000cpm por 0,1ml.
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As concentragdes de padrao utilizadas foram de 200, 100, 50, 25,

12,5 e 6,25pg/ 0,1ml, preparadas a partir de uma solugdo do estoque

de 2 mg/ml diluido na SR.

A separagdo do peptideo ligado ao anticorpo do peptideo livre foi

feita pela adicdo de solucdo de carvao ativado-dextran ao final da

incubagdo. Essa solucdo foi obtida pela mistura de 62,5mg de

dextran e 625mg de carvao ativado dissolvidos em 100ml de tampao

I. A suspensao foi mantida sob agitagao constante, em banho de gelo,

por uma hora antes do uso.

TABELA 5

Solugdes e seus respectivos volumes utilizados para o radioimunoensaio de

angiotensina-(1-7)

Solucdes (ul) Total Branco Po Padrao Amostra
Tampao II de Ang II L 100 100 L L
Tampao | 1300 200 100 100 100
Amostra L 100
Padrdes (200-6,25 pg) 100 7
125ang-(1-7)(6000cpm) 100 100 100 100 100
Anticorpo (1:20.000) 100 100 100
Volume Final 1400 400 400 400 400

¢ B = fragdo de peptideo marcado ligado.

e Po = fragdo de peptideo marcado ligado na auséncia de peptideo nao marcado.

e Br = branco.
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Os tubos foram agitados em vortex e incubados a 4°C, durante 18 a 22 horas.

Apos a adi¢do da suspensdo de carvao ativado-dextran, eles foram imediatamente
agitados em vortex e centrifugados a 4°C em 2500rpm e por 20 minutos, sendo o
sobrenadante e o precipitado separados por decantagdo. A fragao ligada foi contada

em detector de radiagdo Y.

As concentragdes de ANG (1-7) foram obtidas pela programa¢do do contador de
radioatividade a partir de curva-padrdo construida. Essa concentragdo foi corrigida

para o volume eluido da coluna de extragao.

4.4 Célculo do tamanho da amostra

Para o calculo do tamanho da amostra, foi realizado experimento-piloto com
aproximadamente 10 pacientes nos grupos observacionais. Esse procedimento foi
adotado porque nao foi possivel uma estimativa satisfatoria do tamanho amostral, a
principio, por nao se ter idéia da variabilidade dos radioimunoensaios em gestantes
diabéticas. Segundo LEMESHOW et al. (1990), ¢ aceitavel que os calculos que
estimam o tamanho da amostra possam ser feitos apos experimentos-piloto iniciais e
adotando-se os seguintes parametros:

° Erro o de 0.05 (5%);

o Erro B de 0.20 (20%), com poder estatistico de 80%.
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Do ponto de vista estatistico, LEMESHOW; STANLEY; HOSMER (1990)
consideram uma estratégia adequada a utiliza¢do de dados obtidos em experimentos-
piloto iniciais para o calculo do tamanho de amostra. Sendo assim, no presente
estudo, a partir de célculos utilizando-se o “software” EPI-INFO versao 6.0,
verificou-se que um total de 10 pacientes em cada grupo ja seria suficiente para
detectar diferencas entre ARP e angiotensinas circulantes, com poder estatistico de

80% e erro a de 0,05.

4.5 Desenho do estudo

O estudo € prospectivo, observacional.

Primeira fase

As pacientes foram atendidas e selecionadas a partir dos Ambulatérios de
Endocrinologia e do pré-natal normal e de alto risco do HC-UFMG e divididas nos
grupos 1, 2, 3, 4, 5 e 6. Foram orientadas sobre o trabalho e assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (APENDICE A). Submeteram-se a consultas e
exames do protocolo de acompanhamento de gestantes diabéticas desses servigos,
exceto as do grupo 1, que fizeram apenas os descritos previamente. Entre a 24% e a
35" semanas de gestacdo, foram realizados: dosagens de ARP, niveis de
angiotensinas [ANG I, ANG II e ANG-(1-7)], depuragdo de creatinina e a excrecao

de proteina, além de glicemia, glicohemoglobina, frutosamina, ions.
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Segunda fase

As pacientes foram acompanhadas durante a gestagdo e todos os dados foram

dispostos em um protocolo de acompanhamento (APENDICES B, C, D).

4.6 Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada da seguinte forma:

a)

b)

d)

Analise descritiva e caracterizagdo dos dados brutos. Os dados foram
avaliados isoladamente e submetidos a analise, sendo excluidos valores
considerados “outliers”, ap6s padronizagdo, ou seja, superiores a 2 DP ou
inferiores a -2DP.

Anadlise descritiva e caracterizacdo dos dados limpos, ja excluidos os
“outliners”.

Anadlise das variaveis estudadas para escolha do método estatistico a ser
aplicado, através da distribuicdo de normalidade das varidveis. Aplicado o
teste de normalidade Anderson-Darling e elaboradas as seguintes hipoteses:
Ho - os dados tém distribuicdo normal ¢ Ha - os dados nao tém distribuicao
normal. Nivel de significancia 5%.

Foi realizada comparagdo de dados entre os grupos controle (NGND, GND,
NGDMI e os grupos de estudo GDM1, GDMG e GDMG?2).

Muitas variaveis ndo apresentavam distribuicdo normal, portanto, o teste
utilizado para comparagao dos grupos foi o “Kruskal Wallis Test” e o “Mann

Whitney Test” com nivel de significancia de 5%. Quando necessario, foi
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aplicado o teste de “Dunn” (H,: os grupos sdo iguais; H.: os grupos nao sao

iguais).

f) Os resultados foram apresentados como mediana e foram considerados
estatisticamente diferentes para valores de p < 0,05.

g) As comparagdes foram feitas com o “software Graph Pad Prism”, versao
3,0 e SPSS versao 11. Para o teste de “Dunn”, foi utilizado o programa

“Graph pad”, versao 3.06.



5 RESULTADOS
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Os seis grupos de estudo foram avaliados separadamente € em conjunto. As TAB. 8 a

14 estio no APENDICE E.

5.1 Caracteristicas dos grupos de pacientes estudadas

Os dados completos encontram-se na TAB. 6.

5.1.1 Idade

A idade média em todo o grupo foi de 30 & 6 anos, o que nao diferiu entre os grupos,

conforme demonstrado na TAB. 8.

5.1.2 Indice de massa corporal

O indice de massa corporal (IMC) teve distribuicdo normal, com média de 26 + 4

para todos os grupos, ndo diferindo entre eles (TAB. 9).

5.1.3 Idade gestacional

A idade gestacional média, para todos os grupos, foi de 31 + 4 semanas (TAB 10).



5.1.4. Tempo de diabetes
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O tempo médio de diagnostico do diabetes tipo 1 foi de 6 = 2 anos para os dois

grupos de pacientes portadoras de diabetes tipo 1 (TAB. 11).

TABELA 6

Caracteristicas dos grupos estudados

Desvio-
Todos os grupos n Média Minimo Mediana Maximo
Padrao
IDADE (anos) 77 30 6 19 30 45
IDADE GESTACIONAL
(semanas) 53 31 4 20 31 36
TEMPO DE DIABETES (anos) 28 6 2 2 6 11
IMC (kg/m?) 77 26 4 16 27 36

5.1.5 Uso de insulina

a) Grupos 1 e 2: mulheres sem diabetes que, desta forma, nao utilizaram insulina.

b) Grupos 3 e 4: a dose média de insulina NPH para o grupo 3 (diabéticas ndo-

gravidas) foi de 30 + 4 unidades ao dia, além de insulina humana regular com

dose média de 8 + 4 unidades ao dia.
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No grupo 4, composto por gestantes portadoras de diabetes tipo 1, a dose
média de insulina NPH a época da coleta das angiotensinas foi de 40 + 6
unidades ao dia, além de insulina humana regular, com dose média de 10 = 4
unidades ao dia.

¢) Grupo 5: composto por 14 gestantes portadoras de diabetes gestacional em
controle com dieta.

d) Grupo 6: 10 gestantes portadoras de diabetes gestacional. Foram utilizadas
insulinas de agdo intermedidria (NPH) e de agdo rapida (regular), com dose
média para a NPH de 30 + 8 unidades ao dia e para a regular de 12 + 4

unidades ao dia.

5.1.6 Dados perinatais (TAB. 7)

a) Grupo 2: gravidas e ndo-diabéticas:
e Parto vaginal em nove de 12 gestantes (78%) sem complicagdes materno-fetais
e Em média: 38 + 1,5 semanas

e Peso médio dos recém-nascidos: 3,2 = 0,6 Kg

b) Grupo 4: gravidas e portadoras de diabetes tipo 1
Parto vaginal em cinco de 12 gestantes (42%), sendo que duas apresentaram infec¢ao
urinaria apds o parto cesdrea. Quanto aos recém nascidos, trés necessitaram de

fototerapia devido a ictericia, dois apresentaram taquipnéia transitoria e outros trés
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hipoglicemia assintomatica, corrigida com oferta alimentar, sem maiores
repercussoes.
e O parto ocorreu, em média, com 37 + 1,5 semanas.

e O peso médio dos recém-nascidos foi de 3,0 = 0,6 Kg.

¢) Grupo 5 e 6: gravidas e portadoras de diabetes gestacional

e Parto vaginal em 14 de 24 gestantes (58%) e de 10 de 14 gestantes que
controlaram apenas com dieta e em quatro de 10 que controlaram também
com insulina. Houve relato de um caso de taquipnéia transitoria do recém-
nascido e dois de hipoglicemia assintomatica e rapidamente corrigida em dois
recém-nascidos de maes que se encontravam em uso de insulina.

e O parto ocorreu, em média, com 38 &+ 2 semanas.

e O peso médio dos recém-nascidos foi de 3,3 + 0,6 Kg.

TABELA 7

Dados perinatais nos grupos de gestantes, ou seja, grupos 2,4 e 5

Gravida Nao- Gravida diabética Diabetes
diabética tipo 1 gestacional
Tipo de parto: vaginal 78% 42% 58%
Epoca do parto (semanas) 38+ 1,5 37+ 1,5 382

Peso ao nascimento (Kg) 3,2+0,6 3,0£0,6 3,3+0,6
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5.2 Angiotensinas e atividade da renina plasmatica

Os valores individuais e comparativos das angiotensinas estdo apresentados nas
TAB. 13, 14 e 15. Os dados que se seguem dizem respeito inicialmente aos valores

individuais em cada grupo e, a seguir, os valores comparando os grupos entre si.

5.2.1 Analise individual dos resultados

Os resultados de todo o grupo encontram-se compilados na TAB. 13. As descrigdes
individuais dos grupos serdo realizadas utilizando-se média + erro-padrao da média
(EPM) para as varidveis ANG I, ANG II, ANG-(1-7) e ARP. As analises
comparativas e os graficos estdo apresentados em medianas. Para as razdes entre as

angiotensinas foi utilizada a mediana da razao.

5.2.1.1 Grupo 1 controle: mulheres ndo-gravidas e nao-diabéticas (NGND)

O grupo I, controle, foi constituido por 12 mulheres em idade reprodutiva, ndo-
gravidas. Para se estudar o SRA em condigdes fisioldgicas, foram determinados a
ARP e os niveis basais de angiotensinas [ANG I, ANG II e ANG-(1-7)]. A ARP
apresentou média de 4,41 + 1,27ng ANG I/ ml/h e mediana de 2,10ng ANG I/ml/h.
Em relacdo a determinacdo da ANG I, a média foi de 13,99 + 4,04pg/ml e a mediana

de 11,56pg/ml. A ANG II apresentou média de 50,39 + 14,55pg/ml e mediana de
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25,70pg/ml. No que se refere a ANG-(1-7), a média foi de 17,80 + 5,14pg/ml e a

mediana de 17,40pg/ml. (GRAF. 1).

Outra forma de se avaliar o SRA ¢ através do célculo da razdo entre os niveis de
ANG II /ANG I e os niveis de ANG-(1-7) /ANG I. Esse calculo ¢ feito dividindo-se
os valores obtidos para as angiotensinas II e (1-7) pelos niveis de ANG I. Essas
relagdes indicam, de forma indireta, a conversao de ANG I tanto em ANG II quanto
em ANG-(1-7). No grupo-controle, as medianas das razdes entre ANG II /ANG I e
entre ANG-(1-7) /ANG 1 foram, respectivamente, 2,62 = 6,17 ¢ 1,26 = 1,57. Além
desses calculos, também a razdo entre ANG II/ANG-(1-7) ¢ interessante de se
analisar, pois possibilita mais no¢ao de qual angiotensina esta preponderando, uma
vez que apresenta, na maioria das vezes, efeitos antagonicos, como por exemplo,
vasoconstricao/vasodilatacdo. A mediana da razdo ANG II /ANG (1-7) resultou
2,07+ 1,54. Esses valores indicam um discreto predominio de formagdo de ANG II

em relacdo a ANG-(1-7), porém sem significancia estatistica.
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GRAFICO 1 - Distribuigdo das concentragdes circulantes de angiotensinas em

mulheres ndo-gravidas e nao-diabéticas (NGND).

ANG I=Angiotensina I, ANG II=Angiotensina II, ANG-(1-7) =ANG —(1-7). n=12

5.2.1.2 Grupo 2: gestantes nao-diabéticas

O grupo 2 foi constituido por 12 gestantes sauddveis, sem diabetes ou hipertensao.
Para estudar-se o SRA durante a gestacdo normal, foram determinadas a ARP e os
niveis basais de angiotensinas [ANG I, ANG II e ANG-(1-7)]. As médias + EPM
foram: ARP: 12,52 & 3,42ng ANG I/ml/h; ANG I: 35,29 &+ 9,79pg/ml; ANG II: 88,51
+ 24,55pg/ml e ANG-(1-7): 44,86 = 12,44pg/ml. O valor da mediana foi de 10,69ng
ANG I/ml/h para ARP; 19,54pg/ml para a ANG I; 58,80pg/ml para a ANG II e

44,90pg/ml para a ANG -(1-7).
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As relagdes entre os niveis de ANG II /ANG I e ANG-(1-7) /ANGI também foram
calculadas para o grupo 2, sendo as medianas das razoes, respectivamente, de 4,46 ¢
2,85. Ainda no que diz respeito a essas pacientes, a razdo ANG II /ANG (1-7)
apresentou mediana de 1,83. Observou-se, a semelhanga do grupo-controle, o

predominio da formagdo de ANG II em relagao a ANG-(1-7).

e (Comparagao entre grupo 1 e grupo 2 (ndo-gravidas e nao-diabéticas e

gravidas nao-diabéticas)

Quando comparados os grupos 1 e 2, ou seja, mulheres sem co-morbidades, o grupo
1 composto por ndo-gestantes € o grupo 2 por gestantes nao-diabéticas no terceiro
trimestre de gestacdo, observou-se elevacao significativa nos niveis de ANG I, ANG-
(1-7) e ARP, com valores de p<0,05 (respectivamente: 0,03; 0,02 e 0,01), porém
ANG II foi semelhante nos dois grupos, com valor de p=0,18, assim como a relacao
entre ANG II /ANG-(1-7), que apresentou valor de p=0,97, e a relagdo ANG-(1-7) /

ANG I, com valor de p=0,51.

Desta forma, ficou evidente a ativagdo do SRA durante a gestacdo de mulheres sem
co-morbidades, dado muito semelhante ao encontrado na literatura, porém a ANG II

ndo se elevou significativamente na gestacao.

Os GRAF. 2 a 7 mostram as relagdes entre as ANG e ARP entre mulheres normais,

gravidas e nao-gravidas.
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GRAFICO 2 - Interferéncia da gravidez nos niveis circulantes de Ang I entre os
grupos controle de mulheres sem diabetes: nao-gravidas x gravidas.
Angiotensina I (Ang I).

NGND (ndo-gravida e ndo-diabética) n= 12 e GND (gravida e ndo-diabética) n = 13. * p<0,05
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GRAFICO 3 — Interferéncia da gravidez nos niveis circulantes de Ang II, entre os

grupos controle de mulheres sem diabetes: ndo-gravidas x gravidas.

NGND (ndo-gravidas e ndo-diabéticas) n= 12 ¢ GND (gravidas ¢ ndo-diabéticas) n = 13. p>0,05.
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GRAFICO 4 - Interferéncia da gravidez nos niveis circulantes de ANG-(1-7) entre os

grupos controle de mulheres sem diabetes: nao-gravidas x gravidas.

Angiotensina-(1-7) [ANG-(1-7)]. NGND r=12 e GND n = 13. * p<0,05

Atividade da renina plasmatica
p < 0,05
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GRAFICO 5 - Interferéncia da gravidez nos niveis circulantes de ARP entre os

grupos controle de mulheres sem diabetes: ndo-gravidas x gravidas.

ARP (Atividade da Renina Plasmatica), NGND n = 12 e GND n = 13. * p<0,05
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GRAFICO 6 - Analise comparativa das medianas das razdes de Ang-(1-7) /Ang I

entre os grupos controle de mulheres sem diabetes: ndo-gravidas x gravidas.

ANG(1-7)[ANG-(1-7)] e ANG I=angiotensina LNGND n=12 ¢ GND n=13. p>0,05
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GRAFICO 7 - Analise comparativa das medianas das razdes de Ang II /Ang -(1-7)

entre os grupos controle de mulheres sem diabetes: ndo-gravidas x gravidas.

ANG(1-7)[ANG-(1-7)] e ANG I=angiotensina LNGND n=12 ¢ GND n = 13. p>0,05

Angiotensina-(1-7)[ANG-(1-7)] e ANG I=angiotensina I. NGND »n= 12 ¢ GND n=13. p=0,97.
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5.2.1.3 Grupo 3: mulheres diabéticas tipo 1 ndo-gravidas

O grupo 3 foi constituido por 12 portadoras de diabetes tipo 1.

Para estudar-se o SRA em mulheres portadoras de diabetes tipo 1, ndo-gravidas,
foram determinados a ARP e os niveis basais de angiotensinas [ANG I, ANG Il e
ANG-(1-7)]. As médias = EPM foram: ARP: 19,64 + 5,58ng ANG I/ml/h; ANG I:
26,70 = 7,71pg/ml; ANG II: 119,79 + 34,58pg/ml e ANG-(1-7): 28,42 + 8,20pg/ml.
As medianas foram: ARP: 19,64ng ANG I/ml/h; ANG I: 16,59pg/ml; ANG II: 73,91

e ANG-(1-7): 22,94pg/ml.

Quando comparado o grupo de mulheres ndo-gravidas portadoras de diabetes tipo 1
com aquelas ndo-gravidas e ndo-diabéticas, observou-se elevacao significativa nos
niveis circulantes de ARP e ANG I (p<0,05), porém elevagdes ndo significativas de

ANG II e ANG-(1-7) - (GRAF. 8 a 11).

Além disso, as medianas das razdes de ANG-(1-7) / ANG I, ANG II/ANG I e
ANGII/ANG-(1-7) para o grupo de mulheres diabéticas tipo 1, ndo-gravidas, foram,
respectivamente, 1,34; 3,11 e 1,93. Quando comparadas essas razdes com aquelas
encontradas entre as mulheres do grupo-controle I, ndo foram encontradas diferencas

estatisticamente significativas.
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GRAFICOS 8, 9, 10, 11 - Interferéncia do diabetes tipo 1 nas concentracdes de
angiotensinas circulantes e atividade da renina plasmatica entre mulheres fora da

gravidez, em mulheres com e sem diabetes tipo 1 (da esquerda para a direita).

*e ** p<0,05, com elevagdo significativa de ARP e ANG I no grupo de mulheres portadoras de
diabetes tipo 1, ndo-gravidas (NGDM1).

5.2.1.4 Grupo 4: diabéticas tipo 1 gravidas

O grupo 4 foi constituido por 14 gestantes no terceiro trimestre de gestagao,

portadoras de diabetes tipo 1.
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Para estudar-se o SRA nas gestantes diabéticas tipo 1, foram determinados: a ARP e
os niveis basais de angiotensinas [ANG I, ANG II e ANG-(1-7)]. A ARP apresentou
média de 12,12 + 3,36ng ANG I/ml/h. Em relagdo a determinacao da ANG I, a média
foi de 61,60 = 15,90pg/ml. Para a ANG II, a média foi de 87,90 + 22,71pg/ml. No
que se refere a ANG-(1-7), a média foi de 47,55 + 12,30pg/ml. As medianas para
essas variaveis foram as seguintes: ARP: 4,44ng ANG I/ml/h; ANG I: 54,80pg/ml;

ANG II: 93,30pg/ml e ANG-(1-7): 44,3 1pg/ml.

Também foram calculadas as relacdes entre os niveis de ANG Il ¢ ANG I ¢ de ANG-
(1-7) e ANG 1. As medianas obtidas para as relagdes ANG II/ANG I e ANG-(1-7) /

ANG I foram, respectivamente, de 1,44 e 1,02, sem significancia estatistica.

Quando comparadas as diabéticas tipo 1 gravidas e ndo-gravidas, observou-se
elevagdo significativa (p <0,05) nas angiotensinas ANG I e ANG—(1-7), porém sem

diferenga no que diz respeito 8 ANG II e ARP (GRAF. 12).

Quando a comparagdo do SRA circulante foi feita entre gravidas normais e diabéticas
tipo 1, manteve-se nivel elevado da ANG I (p<0,05) em gestantes com diabetes tipo
1, demonstrando que essa angiotensina realmente encontra-se mais elevada no grupo

de mulheres portadoras de diabetes tipol (GRAF. 13).
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GRAFICO 12 — Analise da interferéncia da gravidez nas concentragdes circulantes
das angiotensinas I, II e (1-7) entre mulheres diabéticas tipo 1, ndogravidas e

gravidas.

* p<0,05 representa elevacgdo significativa nos niveis circulantes de Ang I (Angiotensina I) durante a
gestacdo de mulheres diabéticas tipo 1 (GDM1).

** P<0,05 representa elevagdo significativa nos niveis circulantes de Ang-(1-7) (Angiotensina-(1-7)
durante a gestagdo de mulheres diabéticas tipo 1.
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GRAFICO 13 - Analise comparativa da interferéncia do diabetes tipo 1 nas

concentragdes circulantes das angiotensinas I, II e (1-7) na gravidez.

* p<0,05 para ANG I entre GND (gravidas nao-diabéticas) e GDM1(gravidas diabéticas tipo 1)
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5.2.1.5 Gestantes portadoras de diabetes gestacional

Os grupos 5 e 6 foram constituidos por 24 gestantes portadoras de diabetes
gestacional determinado segundo critérios da ADA. O grupo 5 possuia 14 gestantes
em controle apenas com dieta (58%) e o grupo 6 era composto por 10 gestantes
(42%) em controle com insulina humana NPH e regular. A idade média foi de 32 + 6
anos, o IMC médio de 28 + 4 ¢ o tempo médio de gestacao de 33 + 2 semanas, entre
os dois grupos. O grupo 5, que controlou apenas com dieta, teve média de idade de
32 anos, enquanto no grupo 6, controlado com insulina, a média foi de 27 anos. Ja a
média do IMC na data da coleta foi, respectivamente, de 29 para o grupo 5 e 28 para

o grupo 6 e as semanas de gestagao foram 33 e 32, respectivamente.

5.2.1.5.1 Grupo 5:gestantes portadoras de diabetes gestacional em controle com dieta

A ARP apresentou média de 12,63 + 3,52ng/ANG I/ml/h. Em relagdo a determinagao
das médias das angiotensinas, para a ANG I 68,39 + 18,28pg/ml; para a ANG II
81,54 + 21,79pg/ml e para a ANG-(1-7) de 24,30 + 6,27pg/ml. As medianas foram:
para ARP de 4,02ng/ANG I/ml/h; para a ANG I de 56,42pg/ml; para a ANG II de

29,62pg/ml; e para a ANG-(1-7) de 12,86pg/ml.

As relagdes entre os niveis de ANG 11/ ANG I, entre ANG-(1-7) / ANG e ANG I/
ANG (1-7) também foram calculadas, sendo as medianas das razdes: ANG Il / ANG

[=0,67; ANG-(1-7) / ANG1=0,27 e ANG II / ANG (1-7) =2,61.
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5.2.1.5.2 Grupo 6: gestantes portadoras de diabetes gestacional em controle com

insulina.

A ARP apresentou média de 18,62 = 6,51ng/ANG I/ml/h. Em relacao a determinacao
das médias das angiotensinas, para a ANG I 63,31 + 21,10pg/ml; para a ANG II
94,50 + 31,50pg/ml e para a ANG-(1-7) de 22,57 + 7,52pg/ml. As medianas foram:
para a ARP de 12,97ng/ANG I/ml/h; para a ANG I de 50,93pg/ml; para a ANG Il de

111,78pg/ml e para a ANG-(1-7) de 16,85pg/ml.

As relacdes entre os niveis de ANG 11/ ANG I, entre ANG-(1-7) / ANG I e ANG I/
ANG (1-7) também foram calculadas para o grupo 6, sendo as medianas das razoes:

ANG I/ ANG I=2,19; ANG-(1-7) / ANG I=0,39 e ANG 11/ ANG (1-7)=3,43.

5.2.2 Avaliagdo do SRA em gestantes com diabetes gestacional, comparadas com

mulheres normais e ndo-gravidas

Os grupos 5 e 6, compostos por gravidas com diabetes gestacional, apresentaram
elevacdo significativa nos niveis de ANG I quando comparadas as mulheres nao-
gravidas (p<0,05), porém o mesmo nao ocorreu em relagdo a ANG Il e ARP. Ja a
ANG-(1-7) e a relagdo ANG-(1-7/ANGI) revelou-se estatisticamente significativa

devido a redugdo nessa razao em mulheres com diabetes gestacional.
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Os GRAF. 14 a 19 dizem respeito & comparagdo entre o grupo-controle de mulheres
normais ¢ gestantes portadoras de diabetes gestacional em controle com dieta

(GDMGQG) e em controle com insulina (GDMG?2).
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GRAFICO 14 — Interferéncia do diabetes gestacional nos niveis circulantes de ANG
I (Angiotensina I) quando comparadas mulheres normais fora da gravidez (NGND)e

aquelas portadoras de diabetes gestacional (GDMG e GDMG2).
NGND n=12; GDMG n=12 e GDMG2 n=9. * e ** p<0,05.
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GRAFICO 15 - Interferéncia do diabetes gestacional nos niveis circulantes de ANG I
(Angiotensina I) quando comparadas mulheres normais fora da gravidez

(NGND) e aquelas portadoras de diabetes gestacional (GDMG e GDMG?2).

NGND #»= 12; GDMG n=14 ¢ GDMG2 n=9.
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GRAFICO 16 — Interferéncia do diabetes gestacional nos niveis circulantes de ANG-

(1-7) [Angiotensina-(1-7)] quando comparadas mulheres normais fora da

gravidez (NGND) e aquelas

GDMG?2).

70+
60+
50+
40+
30+
204
10+

ng Ang I.ml-1.h-1

portadoras de diabetes gestacional (GDMG e

NGND »n=12; GDMG n=15 ¢ GDMG2 »n=9.

Atividade Renina Plasmatica

Vv
A
v
A v
A
A
A
A, TA: Y
t =
GDMG GDMG2

GRAFICO 17 - Interferéncia do diabetes gestacional nos niveis da ARP (atividade da

renina plasmatica) quando comparadas mulheres normais fora da gravidez

(NGND) e aquelas portadoras de diabetes gestacional (GDMG e GDMG?2).

NGND #»= 12; GDMG n=15 ¢ GDMG2 n=9.
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GRAFICO 18 - Interferéncia do diabetes gestacional na relacio de ANG-(1-7) /ANG

6-
5

Ang1-7/Angl
N t.io n

I quando comparadas mulheres normais fora da gravidez (NGND) e aquelas

portadoras de diabetes gestacional (GDMG e GDMG?2).

* p<0,05. NGND n=12; GDMG n=12 e GDMG2 n=9.
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GRAFICO 19 - Interferéncia do diabetes gestacional nos niveis circulantes de ANG
I / ANG-(1-7) quando comparadas mulheres normais fora da gravidez

(NGND) e aquelas portadoras de diabetes gestacional (GDMG e GDMG?2).

NGND r= 12; GDMG n=12 e GDMG2 n=9.



124

5.2.3 Comparagdo da interferéncia do diabetes gestacional no SRA circulante entre

gravidas com e sem diabetes gestacional

Comparando gravidas no terceiro trimestre de gestacao, nao-diabéticas (GND) com
as gravidas portadoras de diabetes gestacional em controle com dieta (GDMG) e
aquelas em controle com insulina, ou seja, avaliando a gestacao sem diabetes e com
diabetes gestacional, encontraram-se os seguintes resultados: ANG I com niveis
significativamente mais elevados nas gestantes com diabetes gestacional (GDMG e
GDMG?2); niveis de ANG-(1-7) significativamente reduzidos no grupo de gestantes
com diabetes gestacional (GDMG E GDMG?2), quando comparadas as gestantes sem
diabetes (p<0,05). Porém, ANG II e ARP nao apresentaram diferencas significativas

entre esses grupos (GRAF. 20 a 25).
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GRAFICO 20 - Interferéncia do diabetes gestacional nos niveis circulantes de ANG I

entre gravidas com e sem diabetes gestacional.

GND= gravidas nao-diabéticas; GDMG= gravidas portadoras de diabetes gestacional em controle com

dieta; GDMG2= gravidas portadoras de diabetes gestacional em controle com insulina .

* e ** p<0,05. NGND n= 12; GDMG n=12 e GDMG2 n=9.
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GRAFICO 21 - Interferéncia do diabetes gestacional nos niveis circulantes de

ANG II entre gravidas com e sem diabetes gestacional.

GND= gravidas nio-diabéticas; GDMG= gravidas portadoras de diabetes gestacional em controle com

dieta; GDMG2= gravidas portadoras de diabetes gestacional em controle com insulina

NGND r= 12; GDMG n=14 e GDMG2 n=9.

Angiotensina 1-7

GRAFICO 22 - Interferéncia do diabetes gestacional nos niveis circulantes de ANG-

(1-7) entre gravidas com e sem diabetes gestacional.

GND= gravidas nio-diabéticas; GDMG= gravidas portadoras de diabetes gestacional em controle com

dieta; GDMG2= gravidas portadoras de diabetes gestacional em controle com insulina

* e ** p<0,05. NGND »n=12; GDMG n=15 ¢ GDMG2 n=9.
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GRAFICO 23 — Interferéncia do diabetes gestacional na atividade da renina

plasmatica (ARP) entre gravidas com e sem diabetes gestacional.

GND= gravidas nao-diabéticas; GDMG= gravidas portadoras de diabetes gestacional em controle com

dieta; GDMG2= gravidas portadoras de diabetes gestacional em controle com insulina.

NGND r=12; GDMG n=15 e GDMG2 n=9.
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GRAFICO 24 — Interferéncia do diabetes gestacional na relagio ANG-(1-7) /ANG I
quando comparadas mulheres gravidas com e sem diabetes gestacional. p<0,05
GND= gravidas nao-diabéticas; GDMG= gravidas com diabetes gestacional em controle com dieta;

GDMG2= gravidas com diabetes gestacional em controle com insulina. NGND n= 12; GDMG n=12 ¢

GDMG2 n =9.
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GRAFICO 25 - Interferéncia do diabetes gestacional na relagio ANG-(1-7) /ANG I
quando comparadas mulheres gravidas com e sem diabetes gestacional. p<0,05
GND= gravidas nao-diabéticas; GDMG= gravidas portadoras de diabetes gestacional em controle com
dieta; GDMG2= gravidas portadoras de diabetes gestacional em controle com insulina.

NGND r= 12; GDMG n=12 e GDMG2 n=9.

5.3 Analise dos resultados comparando todos os grupos estudados

5.3.1 Avaliagdo comparativa da angiotensina I em todos os grupos

A ANG I apresentou-se em niveis mais baixos nas mulheres nao-gravidas (p<0,05)
tanto ndo-diabéticas quanto diabéticas tipo 1, sendo, porém, significativamente mais
alta (p<0,05) nas nao-gravidas diabéticas que naquelas sem diabetes, indicando que
mulheres com diabetes tipo 1 tém ANG I mais elevada. Na gesta¢dao, houve nitido
aumento nos niveis da ANG I, conforme esperado, indicando ativacao fisioldgica
dessa angiotensina. Cabe salientar que nas gestantes portadoras de diabetes (tanto do

tipo 1, quanto gestacional), esses niveis foram significativamente superiores aos das
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nao-gravidas e também maiores que os de gestantes nao-diabéticas (p<0,05). O valor

de p foi inferior a 0,05 quando comparadas ndo-gravidas com gravidas diabéticas

(GRAF. 26).

Concluindo, mulheres gravidas com ou sem diabetes apresentaram elevacao
significativa nos niveis de ANG I em relacdo as ndo-gravidas. Entre os dois grupos
de ndo-gravidas, as portadoras de diabetes tipo 1 apresentaram niveis circulantes de

ANG I significativamente mais altos que as ndo-diabéticas.
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GRAFICO 26 - Niveis circulantes de angiotensina I em nio-gravidas nio-diabéticas
(NGND)
n =12, gravidas ndo-diabéticas (GND) n =13, ndo-gravidas portadoras de diabetes tipo 1
(NGDM1), gravidas e portadoras de diabetes tipo 1 (GDM1) n = 12, gravidas portadoras
de diabetes gestacional em controle com dieta (GDMG) n =12 ¢ gravidas portadoras de
diabetes gestacional em controle com insulina (GDMG2) n =9.

P<0,05: NGND x NGDM1; NGND x GND; GND x GDM1; NGND x GDMG ¢ NGND x GDMG?2.
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5.3.2 Avaliagdo comparativa da angiotensina II em todos os grupos

Em nenhum grupo houve significancia estatistica em relagdo a ANG II (GRAF. 27).
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GRAFICO 27 - Niveis circulantes de angiotensina II em ndo-gravidas, nao-diabéticas
(NGND) n =12, gravidas ndo-diabéticas (GND) n =12, nao-gravidas portadoras
de diabetes tipo 1 (NGDM1) n =12, gravidas e portadoras de diabetes tipo 1
(GDM1) n =15, gravidas portadoras de diabetes gestacional em controle com
dieta (GDMG) n =14 e gravidas portadoras de diabetes gestacional em controle
com insulina (GDMG?2) n =9.

Houve significancia estatistica em relacao ao grupo de mulheres NGND e NGDM1, com p <0,05.

5.3.3 Avaliag@o comparativa da angiotensina-(1-7) em todos os grupos

Os valores individuais da ANG-(1-7) estdo apresentados no GRAF. 28, que mostra as
comparagdes das médias de todos os grupos. Os niveis de ANG-(1-7) elevaram-se
significativamente quando comparadas NGND com GND (p<0,05) e NGND com
GDM1, com p inferior a 0,05. Também foi significativa a elevagao de ANG-(1-7)

nas GDM1 comparadas as diabéticas ndo-gravidas.
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E importante salientar que os niveis de ANG-(1-7) apresentaram-se
significativamente mais baixos ao compararem-se 0s grupos de gestantes que
apresentaram diabetes gestacional com os grupos de mulheres gravidas, diabéticas

tipo 1 ou gravidas ndo-diabéticas (p<0,05).

Houve elevagao significativa (p<0,05) de ANG-(1-7) em mulheres gravidas com e
sem diabetes tipo 1, comparadas as mulheres nao-gravidas com e sem diabetes tipo 1,

demonstrando, nesses grupos, que o fato de estar gravida elevou a ANG-(1-7).

Houve, porém, reducao significativa (p<0,05) de ANG-(1-7) em grévidas portadoras
de diabetes gestacional, quando comparadas as gestantes dos outros grupos. Os
niveis de ANG-(1-7) nessas gestantes comportaram-se como se elas nao estivessem

gravidas.
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GRAFICO 28 - Niveis circulantes de angiotensina-(1-7) em ndo-gravidas, ndo-
diabéticas (NGND) n = 12, gravidas ndo-diabéticas (GND) n = 13, nao-gravidas
portadoras de diabetes tipo 1 (NGDM1) n =12, gravidas e portadoras de diabetes
tipo 1 (GDM1) n = 15, gravidas portadoras de diabetes gestacional em controle
com dieta (GDMG) n =15 e gravidas portadoras de diabetes gestacional em
controle com insulina (GDMG?2) n =9.

P<0,05 quando comparados os grupos NGND x GND, NGND x GDM1 e GDM1 x GDMG

5.3.4 Avaliagdo comparativa da atividade renina plasmatica em todos os grupos

Os valores individuais da ARP estdo apresentados no GRAF. 29, com as
comparagdes das médias de todos os grupos. Houve elevacdo da ARP nas mulheres
sem diabetes que engravidaram, sugerindo ativacdo da ARP (p<0,05). Os niveis de
ARP também elevaram significativamente quando comparadas ndo-gravidas e nao-

diabéticas com diabéticas tipo 1 ndo-gravidas, em que o valor de p foi inferior a 0,05.
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Os niveis de ARP apresentaram-se ainda mais elevados ao comparar-se o grupo de

nao-gestantes ¢ ndo-diabéticas com o de diabéticas tipo 1 nao-gravidas.
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GRAFICO 29 - Comparagio da atividade da renina plasmatica em ndo-gravidas, nio-
diabéticas (NGND) n =12, gravidas ndo-diabéticas (GND), ndo-gravidas
portadoras de diabetes tipo 1 (NGDM1) n =13, gravidas e portadoras de diabetes
tipo 1 (GDM1) n =13, gravidas portadoras de diabetes gestacional em controle
com dieta (GDMG) n =15 e gréavidas portadoras de diabetes gestacional em
controle com insulina (GDMG?2) n =8.

P<0,05 entre os grupos NGND e NGDM1, e NGND x GDMI.

5.3.5. A avalia¢do comparativa da angiotensina 1-7/ANG I em todos os grupos

Apenas a relagdo ANG-(1-7) /ANG 1 apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos. O GRAF. 30 compara gestantes ndo-diabéticas e
gestantes portadoras de diabetes gestacional, pois hd uma queda significativa nessa

relacdo. Quando o grupo de gestantes portadoras de diabetes gestacional foi
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subdividido em dois (dieta versus insulina para o tratamento), a significancia
estatistica permaneceu apenas no grupo que se controlou apenas com dieta. Ou seja,
nesse subgrupo, a relagdo ANG-(1-7) /ANG I ¢ ainda mais baixa - houve menor

formacdo da ANG-(1-7) proveniente da ANG I.
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GRAFICO 30 - Relagdo entre as medianas da ANG-(1-7) /ANG I em ndo-gravidas,
ndo-diabéticas (NGND) n = 12, gravidas ndo-diabéticas (GND) n =13, nio-
gravidas portadoras de diabetes tipo 1 (NGDMI1) n =12, gravidas e portadoras
de diabetes tipo 1 (GDM1) n =15, gravidas portadoras de diabetes gestacional
em controle com dieta (GDMG) n = 12 e gravidas portadoras de diabetes
gestacional em controle com insulina (GDMG2) n = 9.

* e ** p<0,05 quando comparados os grupos NGND, GND, NGDM1 com GDMG e DMG?2.
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5.3.6 Avaliagao comparativa da angiotensina I /ANG(1-7) em todos os grupos

Nao houve diferenca na relagdo ANG II/ANG (1-7), porém observou-se nitidamente

uma tendéncia ao aumento na relacdo gestantes portadoras de diabetes tipo 1 nao-

gravidas e de diabetes gestacional p=0,21. (GRAF. 31).
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GRAFICO 31 - Relagéo entre as medianas da ANG II /ANG-(1-7) em ndo-gravidas,
ndo-diabéticas (NGND) n = 12, gradvidas ndo-diabéticas (GND) n =13, nio-
gravidas portadoras de diabetes tipo 1 (NGDMI1) n =12, gravidas e portadoras
de diabetes tipo 1 (GDM1) n =15, gravidas portadoras de diabetes gestacional

em controle com dieta (GDMG) n = 12 e gravidas portadoras de diabetes
gestacional em controle com insulina (GDMG2) n = 9.

Em sintese, os principais resultados obtidos neste estudo foram:

a) A ativacdo do SRA na gravidez através da detec¢do, em nivel periférico, de um

aumento dos componentes do SRA; isto pode ser demonstrado comparando-se as
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d)

135

variaveis estudadas entre ndo-gravidas e ndo-diabéticas com gravidas e nao-
diabéticas. Houve elevagdo nos niveis da ANG II, porém sem significancia

estatistica.

A ANG I mostrou-se significativamente mais elevada na gravidez tanto de
diabéticas quanto de nao-diabéticas, assim como foi elevada em diabéticas tipo 1

nao-gravidas, comparada com o grupo-controle de mulheres sem co-morbidades.

A ANG-(1-7) elevou-se na gestacdo normal e de diabéticas tipo 1, porém o

mesmo nao ocorreu nas gestantes portadoras de diabetes gestacional.

A razao ANG-(1-7) / ANG I mostrou-se significativamente mais baixa nas
gravidas com diabetes gestacional quando comparadas com gravidas sem

diabetes ou com diabetes tipo 1.

Mesmo quando o grupo de gestantes com diabetes gestacional foi subdividido em
dois, ou seja, gravidas com diabetes gestacional que controlaram apenas com
dieta e que controlaram com insulina, foi significativa a redu¢do na razdo de

ANG 1-7/ ANG L.

Houve aumento significativo nos niveis de ARP em diabéticas tipo 1 ndo-

gravidas.



6 DISCUSSAO
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No que se refere as determinagdes de ARP e niveis circulantes de angiotensinas, ¢
importante salientar que os dados disponiveis em relagao a gestacdo de mulheres
diabéticas sdo bastante escassos. A maior parte das publicacdes diz respeito as
determinagdes da ARP em animais prenhes diabéticos. Além disso, existem poucos
estudos sobre o SRA em gravidas diabéticas (LOUKOVAARA et al. 2005),
especialmente em portadoras de diabetes gestacional, € ndo ha publicacdo que mostre
os niveis circulantes de angiotensinas como ANG-(1-7) tanto em gravidas com

diabetes tipo 1 ou gestacional. Desta forma, o calculo amostral foi realizado através

de experimento-piloto.

A seguir sera realizada a discussdo individualizada de cada grupo estudado e suas

relacdes.

6.1 Grupo 1: ndo-gravidas e nao-diabéticas

Houve uma grande preocupacdo em selecionar uma amostra representativa de
gestantes normais e ndo-gestantes, nas quais pudessem ser determinados tanto a ARP
quanto os niveis de angiotensinas circulantes e, a partir dai, possibilitar-se a
comparagdo desses parametros com situagdes clinicas associadas a condig¢des

patologicas como o diabetes gestacional e tipo 1.

Varios pesquisadores tém procurado caracterizar melhor a importancia fisioldgica e o

metabolismo das angiotensinas tanto em nivel sistémico quanto em diferentes tecidos
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(SANTOS e CAMPAGNOLE-SANTOS, 1994; FERRARIO et al., 1998; SANTOS
et al., 2000). Existem inimeras evidéncias de que outras angiotensinas, além da
ANG II, exer¢am diferentes acdes sistémicas e teciduais, variando conforme a
espécie e a situagdo fisiopatologica estudada (SANTOS e CAMPAGNOLE-

SANTOS, 1994; FERRARIO et al., 1998; SANTOS et al., 2000).

Esse grupo-controle consistiu de ndo gravidas e nao-diabéticas sem quaisquer sinais
e/ou sintomas de enfermidades, normotensas, sem uso de anticoncepcionais orais,
com fungdo renal preservada e sem passado morbido digno de nota. Dessa forma,
esse grupo mostrou a expressao periférica fisioldégica dos componentes do SRA em
mulheres saudaveis, possibilitando a determinacdo de valores médios de ARP e
angiotensinas para comparagdo com situacdes associadas, como a gravidez, o
diabetes tipo 1 e o diabetes gestacional. Essas mulheres ndo foram avaliadas quanto a
época do ciclo menstrual em que se encontravam, pois varios estudos demonstraram
ndo haver diferenca significativa entre os niveis de angiotensinas entre homens e
mulheres e apenas discretas diferencas em relacdo a fase do ciclo menstrual

(VALABHJI et al., 2001).

Em sintese, no grupo-controle foram detectados niveis plasmaticos de ARP e
angiotensinas que devem refletir razoavelmente o estado do SRA em condicdes

fisiologicas, permitindo, assim, comparagdes com situagdes patologicas.
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6.2 Grupo 2: gravidas e ndo-diabéticas

O segundo grupo originou-se do pré-natal normal do Ambulatério do Hospital das
Clinicas e as gestantes foram selecionadas quanto a auséncia de hipertensdao e
diabetes, sem intercorréncias durante a gestacdo. Neste sentido, esse grupo também
serviu para controle, revelando a ativacdo natural do sistema renina-angiotensina

durante a gestacao.

O presente estudo mostrou claramente a ativacao fisioldégica do SRA circulante
durante a gravidez, quando dois grupos de mulheres normais, nao gravidas e gravidas
foram comparados. Observou-se elevagdao significativa (> duas vezes) quando
comparadas ANG I, ANG-(1-7) e ARP com ndo-gestantes. Somente ANG II nao
apresentou significancia estatistica, todavia, estava duas vezes mais elevada que em
ndo-gestantes, conforme ja demonstrado em vérios outros estudos (SEALEY et al.,

1991; AUGUST et al., 1995; MERRIL et al., 2002).

E interessante observar essa ativagdo fisiologica do SRA que, conforme discutido
anteriormente, necessita apresentar um equilibrio ativo entre todos os componentes,
no intuito de manterem-se os niveis pressoricos adequados durante toda a gestagao.
Essa ativacdo ¢ considerada paradoxal, pois essas gestantes ndo apresentam
hipertensdo, apesar da ativagdo do sistema. Sabe-se que alteracdes nesse equilibrio
sdo responsaveis por distirbios significativos durante a gestagdo, especialmente a
pré-eclampsia, onde muitos autores comprovaram, nessas gestantes, a reducdo dos

niveis circulantes da ANG-(1-7) - (MERRIL et al., 2002).
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Os niveis de ANG II ndo apresentaram significancia estatistica entre os dois grupos
estudados (p=0,17), porém demonstraram tendéncia a elevagio. E possivel que este
fato se deva ao tamanho da amostra, no entanto, ¢ importante salientar que a ativagao
do SRA na gestagdo foi vastamente referenciada em varios estudos (conforme

descrito anteriormente) e esse ndo era o foco principal desta tese.

6.3 Grupo 3: nao-gravidas diabéticas tipo 1

Ja o terceiro grupo de pacientes foi composto por mulheres ndo-gravidas, portadoras
de diabetes tipo 1, em idade reprodutiva, com ciclos menstruais normais, em controle
em nosso Ambulatorio para atingir controle metabolico ideal (glicohemoglobina <
7%) para engravidar. Nenhuma dessas mulheres era portadora de micro ou
macroangiopatias detectaveis pelo exame clinico, fundoscopia ou depuragdo de
creatinina e proteintria em urina de 24 horas e nenhuma encontrava-se em uso de

contraceptivos orais.

Através de dosagem das angiotensinas circulantes e da ARP, neste estudo percebeu-
se elevagdo significativa da ANG I e da ARP nesse grupo de pacientes, mas nao da

ANG II e da ANG-(1-7) em relagdo as mulheres normais do grupo I.

Essas pacientes possuiam controle metabolico satisfatorio, atestado pelos niveis de
glicohemoglobina 7,5 + 0,3% e glicemia realizada no momento da coleta < 100mg%

em sangue capilar, uma vez que esses parametros podem sabidamente alterar de
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forma significativa o SRA, tanto tecidual quanto periférico. Desta forma, como nao
havia hiperglicemia no momento da coleta das angiotensinas, como explicar niveis
tdo altos de ARP? Em estudo de BIORCK (1990) sobre hiperglicemia e um estado de
hiperfiltragdo em pacientes diabéticos, descreveu-se que ocorre nao aumento no
ritmo de filtragdo glomerular durante a hiperglicemia, mas uma reducao no fluxo
sangiiineo renal com manutencao do ritmo de filtragdo glomerular. Isto poderia ser
explicado pela duracdo do estimulo e justificaria o aumento na secrecao de renina
observada 12 horas ap6s um pico hiperglicémico. Como nessas mulheres nao se
dispoe de glicemias realizadas durante a madrugada, ou seja, cerca de 12 horas antes
da coleta das angiotensinas ¢ ARP, ndo ¢ possivel saber se houve, nesse periodo,

algum pico hiperglicémico responsavel pela elevagao tardia da ARP.

Baseado em estudos do DCCT (1993), sabe-se que a hiperglicemia ¢ um importante
fator implicado no desenvolvimento da nefropatia diabética em pacientes com
diabetes tipo 1 e que a manuten¢do da euglicemia pode prevenir ou retardar a
progressdo da doenga renal. Ativagdo do SRA e subseqiiente geracdo de ANG II
também exercem papel importante na progressao da nefropatia diabética (LEWIS et
al., 1993). Em estudos de MILLER (1999), demonstrou-se que hiperglicemia
moderada sem glicostria pode exercer efeitos hemodindmicos e humorais como
aumento na ARP, nos niveis pressoricos e na resisténcia vascular renal. Também

O’HARE et al. (1982) sugeriram essa relag@o entre hiperglicemia e ativacdo do SRA.

Em estudo com diabéticos normotensos, avaliaram-se a ARP e os niveis de pressao

arterial antes e apds a inducdo de hiperglicemia (WOODS; HALL; MIZELLE,
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1987). Houve inicialmente elevacdo nos dois parametros e a seguir redu¢do com a
restauragdo dos niveis glicémicos. Desta forma, episoddios pontuais de hiperglicemia
podem ser responsaveis por profundas e fugazes alteragcdes no SRA, sem implicar

elevacao significativa na glicohemoglobina (DERR et al, 2003).

Ha, atualmente, inimeras evidéncias de que a ativacdo do sistema tanto em nivel
periférico quanto tecidual realmente contribua para as complicagdes renais
hemodinamicas e celulares do diabetes (DANSER et al., 1989; COOPER, 1998;
BREWSTER e PERAZELLA, 2004). Os inibidores da enzima de conversao da
angiotensina parecem influenciar a prevengdo das complicagdes micro e
macrovasculares do diabetes, que sugerem ser independentes dos seus efeitos anti-
hipertensivos (DZAU et al., 2000). Investigacdes sobre o SRA em pacientes
diabéticos podem gerar esclarecimentos quanto aos mecanismos envolvidos nas
complica¢des micro e macrovasculares e aos efeitos benéficos dos inibidores da ECA

(VALABHJY J, 2003).

Entretanto, o estado do SRA no diabetes ¢ controverso, com diferentes grupos
descrevendo ativagdo, inativagdo ou um sistema inalterado (BJORCK,1990;
MILLER et al., 1996; USTUNDA; CAY; NAZIROGLU, 1999). As inconsisténcias
nesses estudos provavelmente advém das diferencas na populacdo estudada, no
volume extracelular e nos niveis de glicemia. O’HARE et al. (1982); USTUNDA;
CAY; NAZIROGLU (1999) estudaram pacientes diabéticos normotensos antes e
apos um intervalo de melhora no controle glicémico e descreveram um declinio

significante na pressdo arterial em paralelo com os niveis glicémicos. Ainda nesses
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trabalhos, os niveis de ANG II estiveram marcadamente elevados durante o periodo
de pior controle glicémico, mas normalizaram apos o controle agudo da glicemia. Em
um estudo de MILLER et al. (1996) em individuos normais, elevagdes agudas na
insulina e glicose apos sobrecarga de glicose foram acompanhadas por reducao nos
niveis de cortisol e aldosterona e elevacdes na ARP. Em algumas situagdes, ¢
possivel deduzir que a elevacgao resulte de diurese osmotica por reducdo do volume
extracelular, com ativagao da ARP. Entretanto, o estudo de PRICE et al. (1999), nao
detectou deplecdo de volume durante o periodo de hiperglicemia e elevacao da ARP,
tornando essa hipdtese menos provavel. No estudo em questdo as pacientes nao
apresentavam hiperglicemia no momento da coleta e a média glicémica era

adequada, assim como nao apresentavam glicosuria no momento da coleta.

Segundo LUIK et al (2003), ha aumento da atividade do SRA em pacientes
diabéticos, porém, de sistemas teciduais, onde a ARP encontra-se muito ativada. No
entanto, ¢ a ANG II elevada que parece mediar a geracdo de matriz mesangial que,
por sua vez, estimula a atividade do TGF- B1, levando a um aumento da sintese e
diminui¢do na degradagdo das proteinas mesangiais e resultando em expansdo da
matriz, responsavel pela génese da nefropatia diabética (MATSUSAKA; HYMES;

ICHIKAWA, 1996; SINGH et al., 1999; BURNS, 2000).

Em estudo animal, ANDERSON; JUNG; INGELFINGER (1993) apresentaram
inameras participagdes do SRA, tanto tecidual quanto periférico, na génese das
complicacdes diabéticas. A ARP tecidual mostrou-se elevada (2,3 vezes) em ratos

diabéticos mantidos hiperglicémicos no momento da coleta, porém houve apenas
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discreto ou nenhum aumento na ARP plasmatica. Esse estudo apontou também uma

significativa redu¢ao na ECA plasmatica.

Classicamente, ¢ sabido que mesmo a hiperglicemia moderada induz a uma ingestao
aumentada de sodio, assim como a uma expansao do volume plasmatico. Nesse caso,
era de se esperar uma supressdo nos niveis de renina plasmatica, do
angiotensinogénio e dos niveis de mMRNA da renina teciduais. Entretanto,
anormalidades nesse eixo sodio-volemia-renina foram descritas em inumeros
estudos, indicando uma desregulacao desse eixo em pacientes diabéticos. O bloqueio
da ANG II, tanto direto com o uso de bloqueadores AT1 quanto indireto com o uso
de inibidores da ECA, melhora as respostas adaptativas renais em pacientes
diabéticos, apesar de inimeros trabalhos ndo demonstrarem melhora da hiperfiltragao

glomerular com essas drogas (MILLER et al., 2003).

Outra possibilidade para o aumento significativo da ARP circulante e,
conseqiientemente, da ANG I, porém sem elevagdo da ANG II e/ou ANG-(1-7), seria
a metabolizacdo da ANG [ em outras angiotensinas, como, por exemplo, a
angiotensina 1-9, como ocorreu no estudo de MAHMOOD et al. (2002) em ratos

diabéticos ou de angiotensina 1-4 (RE, 2004).

Segundo estudos de NISHIYAMA (2002), o fluido intersticial renal normal
apresenta concentracdo 1000 vezes maior de ANG II quando comparada com os
niveis circulantes da mesma. Desta forma, ¢ importante salientar que a avaliacdo do

SRA circulante pode representar apenas a ponta do “iceberg”, ou seja, ndo se sabe
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com certeza o que ocorre em nivel tissular, como se encontram a ECA ou outras
enzimas como as quimases, endopeptidases, prolil-endopeptidases ou até mesmo as

angiotensinas (RESENDE e MILL, 2002).

Além disso, inimeras outras variaveis de confundimento podem explicar esse nivel
tao alto da ARP no grupo de pacientes do presente estudo. Diferencgas na ingestao de
sodio e proteina, assim como o desconhecimento dos niveis de microalbumintria no
grupo avaliado. Além disto, apenas a glicemia no momento da consulta era
conhecida, mas ndo aquela de 12 ou mais horas antes da coleta. Deve—se considerar,
também, erro na coleta ou realizacdo da ARP nesse grupo, uma vez que sabidamente
a dosagem da ARP apresenta grande variabilidade inter e intra-ensaio, sendo

necessarias mais investigagdes para maior esclarecimento.

Existem, ainda, diversas possibilidades de erro e/ou variabilidade excessiva em
relacdo as determinagdes da ARP ndo apenas em diabéticos. SEALEY ¢ LARAGH
(1976) ja haviam relatado a existéncia de imensa variabilidade nos valores obtidos
para ARP ao compararem vérios “kits” utilizados no RIE para determinacdo da taxa
de producdo de ANG I, ou seja, da ARP. Esses autores verificaram que essa grande
variabilidade entre os procedimentos analiticos pode ser atribuida principalmente a

diferencas em sua habilidade para detectar valores baixos de ARP.
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6. 4 Grupo 4: gravidas portadoras de diabetes tipo 1

O quarto grupo estudado foi composto por gestantes diabéticas tipo 1 (GDMI), todas
apresentando controle glicémico considerado adequado através de parametros como
glicohemoglobina, frutosamina e média de glicemias capilares. Além disto, nao
apresentavam proteinuria ou alteragdes na depuracdo de creatinina e o resultado do
exame de fundo de olho era normal. A avaliagao fetal através de ultra-som obstétrico
mostrava-se dentro de parametros considerados adequados, sem macrossomia,
polidramnio ou malformacdes congénitas. O doppler de artérias uterinas encontrava-
se dentro da normalidade, sem presenga de incisura. Foram excluidas as gestantes
que evoluiram com elevacao dos niveis pressoricos ou proteintria. O resultado da
gravidez mostrou-se favoravel, ou seja, todos os recém-nascidos encontravam-se até
o percentil 90 de peso/idade gestacional, nenhum necessitou de tratamento
especializado e todos receberam alta nas primeiras 72 horas ap6s o parto, sugerindo

controle materno adequado.

Como descrito anteriormente, sabe-se que a nefropatia diabética ¢ a causa mais
comum de insuficiéncia renal terminal em paises desenvolvidos e que a gravidez em
pacientes com niveis elevados de creatinina e proteinuria acompanha-se de maior
risco de deterioragdo da funcdo renal, de complicagdes obstétricas e de malformagdes
fetais (PRUDY et al., 1996). Assim, muitos servicos que lidam com essas pacientes
recomendam cuidados e até mesmo contra-indicam a gravidez para as portadoras de
nefropatia avancada, baseado em que se acredita que o curso da gravidez pode

acelerar a progressdo da nefropatia para estdgios terminais (REECE;
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LEGUIZAMON; HOMKO, 1998). Isto se deve ao fato da gravidez associar-se
normalmente ao aumento na taxa de filtracdo glomerular, que também ¢ situacao
observada na nefropatia diabética, supondo-se, entdo, o agravamento da lesdo renal
em mulheres diabéticas que ja manifestam essa complicacdo. As que tém taxas
normais de excrecdo de proteinas no inicio da gestacdo apresentardo minima
alteragdo no primeiro e segundo trimestres da gestagdo. Entretanto, no terceiro
trimestre ¢ comum o surgimento ou o aumento das taxas de excrecdo de proteinas
urinarias, que tendem a retornar ao normal cerca de seis semanas apos o parto

(McCANCE et al., 1989).

Como mencionado anteriormente, existem poucos estudos que definem precisamente
os niveis circulantes de angiotensinas em gestantes com diabetes tipo 1. Sendo
assim, fica claro que dados a respeito dos niveis de angiotensinas em humanos sao
bastante restritos, principalmente de ANG-(1-7). Dessa forma, as determinagdes de
ANG I, ANG II e ANG-(1-7) foram realizadas em todas as gestantes diabéticas
estudadas, padronizando-se a0 maximo as condi¢cdes da coleta de sangue e os

procedimentos experimentais durante os radioimunoensaios.

Neste estudo, foram acompanhadas 13 gestantes diabéticas tipo 1 bem controladas e
avaliadas as ANG I, ANG II e ANG-(1-7), assim como a ARP, no terceiro trimestre
da gestacdo. Observou-se ativacdo do SRA quando comparado esse grupo com o de
mulheres ndo-gravidas e diabéticas nos parametros ANG I e ANG-(1-7), porém nao

na ANG II e ARP. Mesmo ao compararem-se as gravidas diabéticas com as ndo-



148

diabéticas, esses parametros foram mantidos. Novamente percebe-se elevacao

significativa da ANG I no grupo de mulheres diabéticas

Conforme descrito, houve elevacao significativa tanto da ANG I quanto da ANG-(1-
7) em gravidas com diabetes tipo 1. Na literatura, sdo encontrados poucos trabalhos
que avaliaram o SRA na gestacao de diabéticas, talvez pela dificuldade de se analisa-
lo no diabetes e, ainda mais, na gestacdo de diabéticas. Em ratas prenhes diabéticas
com e sem controle glicémico adequado, VANDICK et al. (2001) observaram
redugdo da proteinuria nas primeiras, assim como redug¢dao da ANG Il e da ECA. Ao
contrario, aquelas com controle glicémico inadequado exibiram proteintria intensa e
niveis elevados de ANG II até apods o parto. Também ANG et al. (2002) afirmaram
que gestantes diabéticas tipo 1 com bom controle durante a gestacdo nao
apresentaram disfun¢do endotelial, situagdo que também pode estar vinculada ao
SRA, conforme discutido no capitulo 2. Estudo de LOUKOVAARA et al. (2005)
encontrou reducdo da ARP em gestantes diabéticas quando comparadas com

gestantes ndo diabéticas, sem alteracdes nos niveis de ANG II entre os dois grupos.

Nenhum estudo anterior havia avaliado ANG-(1-7) em gestantes com diabetes tipo 1

com controle glicémico adequado.

Nesse contexto, o estudo da ANG-(1-7) vem adquirindo importancia crescente tendo-
se em vista a seletividade e diversidade de seus efeitos em relagdo a ANG II. Alguns
autores t€ém denominado essa angiotensina de peptideo contra-regulador, baseando-se

em efeitos vasculares, cardiacos e renais que se mostraram antagonicos aos da ANG
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I (CHAPPEL et al., 1998; FERRARIO et al., 1998). Adicionalmente, o
metabolismo desse heptapeptideo difere daquele da ANG II pelo fato de a ANG-(1-
7) poder ser formada diretamente a partir da ANG I e ser metabolizada em ANG-(1-

5) por a¢do da ECA (FERRARIO et al., 1998; SANTOS et al., 2000).

E importante salientar que, como a ANG-(1-7) pode ser formada diretamente a partir
da ANG I, talvez esta possa ser a explicagdo para a elevacao de ambas neste estudo.
Ou seja, nessas pacientes, os niveis elevados de ANG I podem estar gerando mais
ANG-(1-7), o que ¢ consistente com os achados nesse grupo de pacientes com bom
controle glicémico, sem elevagdo dos niveis pressoricos e que, muito provavelmente,
se comportaram como aquelas estudadas por ANG et al, 2002 (com bom controle
glicémico durante a gestacao e, conseqlientemente, fungcao endotelial preservada). Ai
se encontra uma possivel ligacdo entre ANG-(1-7) e fun¢do endotelial, pois o
aumento dessa angiotensina eleva os niveis de BK que, por sua vez, aumenta a
disponibilidade de NO para o endotélio com preservagao deste (PAULA et al, 1995;

OLIVEIRA et al., 1999).

Assim, a elevagdo significativa dos niveis de ANG-(1-7) foi o dado mais intrigante
obtido nesse grupo de pacientes. Além disso, esse aumento foi seletivo para essa
angiotensina, uma vez que os niveis de ANG II ndo diferiram significativamente do
grupo-controle. O significado preciso desse achado permanece obscuro. Pode-se
postular que a ANG-(1-7) esteja envolvida na fisiopatologia do diabetes e da

gravidez, atuando como um peptideo contra-regulador, com agdes anti-hipertensivas
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e protetoras do endotélio ndo sé renal como sistémico, além de possiveis acdes

protetoras para o feto.

Hé uma inquestionavel relagdo entre ANG-(1-7) e BK, demonstrada em estudos de
FERRARIO et al. (1998); OLIVEIRA et al (2003) e outros. Entretanto, em situacdes
em que ha ativacao fisiologica ou patologica dos sistemas em questdo, como € o caso
da gravidez, da pré-eclampsia, do diabetes com e sem complicacdes, do diabetes
gestacional, como essas interrelagdes se mantém? Quais as conseqiiéncias a
médio/longo prazo dessas modificagdes? Alguns estudos ja abordaram essas inter-
relagdes nessas situagdes descritas, como os de OLIVEIRA et al. (2002 e 2003),
onde BK e ANG-(1-7) foram avaliadas em ratos diabéticos e demonstrou-se que a
hiperglicemia bloqueia essa interacdo. Porém, estudos em humanos ainda sao

deficitarios, necessitando de maiores investigagoes.

Observou-se que a ANG-(1-7) atua endogenamente como um hormonio antidiurético
em ratos normotensos, promovendo a retencdo de dgua e a redugdo do ritmo de
filtracio glomerular (SANTOS et al., 1996; SIMOES e SILVA et al., 1997;
BARACHO et al., 1998). Esses achados sugerem que a ANG-(1-7) desempenha um

papel enddgeno no controle do equilibrio hidroeletrolitico na gestagao.

E importante ressaltar, ainda, que muitos dos efeitos sistémicos e/ou locais das
angiotensinas podem resultar de interacdes do SRA com varios outros mediadores
locais e/ou circulantes que atuam ora modulando, ora inibindo e ora potencializando

seus efeitos. E sabido que a ANG-(1-7) também estimula a sintese ¢ a liberagdo de
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prostaglandinas vasodilatadoras e oxido nitrico, bem como potencializa as agdes
biologicas da BK (LIMA et al., 1997; FERRARIO et al., 1998; PAULA et al., 1999;
SANTOS et al., 2000). Tomados em conjunto, esses efeitos atuam como um contra-
regulador das agdes da ANG II, promovendo reducao dos niveis pressoricos. Dessa
forma, o aumento dos niveis de ANG-(1-7) detectado no presente estudo poderia ser
justificado como um mecanismo de compensagdao as alteragdes hemodinamicas

induzidas pela gravidez.

O SRA pode estimular o crescimento vascular através de efeitos proliferativos da
ANG II ou inibir a partir de agdes diretas e indiretas da ANG-(1-7) sobre o endotélio
vascular (SANTOS et al, 2000). Além disso, a ANG-(1-7) possui um efeito
antiangiogénico em camundongos, diferindo significativamente das acdes
estimulatérias da ANG II nesse mesmo modelo experimental (MACHADO et al.,
1999). Pode-se, entdo, dizer que a ANG-(1-7) seria capaz de retardar a
glomerulosclerose produzida em parte pelos efeitos proliferativos da ANG II

(HAMAR et al., 1999).

Porém, em estudo recente em nossa Instituicdo, niveis extremamente elevados de
ANG-(1-7) circulante foram demonstrados em criancas e adolescentes portadores de
insuficiéncia renal cronica em estdgio terminal (SIMOES e SILVA et al, 2001).
Ainda que ndo se saiba qual o significado desse aumento, a ANG-(1-7) foi
considerada, neste estudo, como um marcador de lesdo renal progressiva nesses
pacientes pediatricos portadores de diferentes nefropatias devido, talvez, a disfun¢ao

nos receptores desse heptapeptideo em nivel renal e/ou vascular ou, ainda, a
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alteracdes na formagao e/ou degradacdo do mesmo. Essa correlacdo pode ser a
mesma em relagcdo as gestantes com diabetes tipo 1 durante a gestagdo? Estariam os
receptores para ANG-(1-7) reduzidos ou modificados nessa condi¢cao? Ou haveria
alguma alteracdo na formacao/degradacao dessa angiotensina na gestagdo dessas
mulheres? Talvez, em pacientes com fung¢ao renal preservada, o significado da ANG-

(1-7) seja de prote¢ao, mas essa hipotese € apenas especulativa.

Dessa forma, pode-se postular que esse aumento da ANG-(1-7) circulante em
gestantes diabéticas tipo 1 contribua de alguma forma para a compensagdo as
alteragdes hemodinamicas induzidas pela gravidez e talvez para prote¢ao glomerular
e fetal, embora o oposto deva ser analisado, ou seja, seria esse um marcador de lesdo

renal?

6.5 Gravidas portadoras de diabetes gestacional Grupos 5 e 6

Nesse grupo foram avaliadas 24 gestantes portadoras de diabetes gestacional,
subdivididas em dois, dependendo do uso ou ndo de insulina. Foram excluidas as
gestantes com diabetes gestacional que apresentaram algum transtorno hipertensivo
antes ou durante a gestagdo, no intuito de avaliar o sistema renina-angiotensina sem a

interferéncia que os niveis pressoricos ou o uso de drogas possam refletir.

As gestantes portadoras de diabetes gestacional selecionadas para este estudo

realizaram o teste de sobrecarga de glicose conforme os critérios da ADA e foram
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retestadas em nosso laboratorio, preenchendo os critérios de dois valores alterados na
curva. Todas foram acompanhadas por equipe multidisciplinar que constava de
médicos endocrinologistas e obstetras, além de equipe de enfermagem e
nutricionista. As glicemias capilares foram realizadas pelo menos duas vezes por
semana, sempre em jejum e duas horas apds as refeicdes; e testes de proteina e
hemoglobina glicada foram realizados mensalmente. Proteinuria foi realizada
trimestralmente e todas foram acompanhadas durante e apds o parto. Todas
apresentavam controle metabolico adequado, atestado pelas médias glicémicas,
proteina glicada e glicohemoglobina dentro dos parametros da normalidade, além de
resultados fetais e perinatais compativeis com bom controle glicémico materno, pois

nao houve macrossomia, polidramnia ou complicagdes perinatais.

Para a classificacdo adequada dessas gestantes, ¢ importante que todas sejam
reavaliadas apds o parto quanto a persisténcia ou ndo do diabetes, porém, até o
momento da apresentacdo deste estudo, nem todas foram ainda reclassificadas. Essa
avaliagdo ¢ realizada rotineiramente em nosso Servico através da dosagem de
glicemia em jejum e duas horas apds sobrecarga de 75g de dextrosol, segundo os
critérios da Organizacdo Mundial da Satde, a partir de oito semanas apds o parto.
Das 24 pacientes, 15 ja foram avaliadas no pds-parto. Nesse grupo houve persisténcia
do diabetes em 20% (todas elas utilizaram insulina para controle durante a gestacao)
e 26,7% de intolerancia a carboidratos (sendo trés que fizeram controle com dieta e
uma com insulina). E importante salientar que, apesar de orientadas a retornar no
poOs-parto para a realizagdo do teste de sobrecarga, muitas ndo retornaram as

consultas.
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O diabetes gestacional ¢ um tipo que ocorre durante a gestacao e, na grande maioria
das vezes, ha retorno dos niveis glicémicos ao normal apds o parto. Sabe-se hoje que
mulheres com essa historia gestacional adversa apresentam niveis elevados de lipides
em jejum e da pressao arterial quando comparadas com as que ndo apresentaram esse
quadro durante a gestacao (XIANG et al., 2004). Essas encontram-se sob maior risco
de desenvolver diabetes tipo 2 no futuro, o que ocorre em cerca de 60% delas (BEN-
HAROUSH e YOGEV, 2004), além de doenga cardiovascular. Essas observagoes
podem apresentar mecanismos comuns com a sindrome metabolica e resposta
inflamatoéria alterada. SATTAR e GREER (2002) vincularam essas complicagdes
comuns da gravidez ao risco aumentado de doencas metabolicas e vasculares no
decorrer da vida. Eles focaram especificamente o diabetes gestacional e os
transtornos hipertensivos durante a gestacdo. Sabe-se que as alteracdes fisioldgicas
da gestagdao incluem um aumento da resisténcia a insulina, eleva¢ao dos lipides
plasmaticos e uma regulacdo para cima da cascata inflamatoria (NOGUEIRA, 2001).
Esses autores levantaram a hipotese de que a gravidez representa um “teste de
estresse” do metabolismo e da funcdo vascular maternos. Eles atribuiram essas
complicacdes da gravidez ao risco aumentado de transtornos vasculares e
metabolicos no decorrer da vida e levantaram a hipdtese de que elas e a doenga
corondria compartilham diversos fatores etioldgicos comuns, incluindo obesidade,

dislipidemia e hiperinsulinemia (SINGH et al.,1999; SATTAR e GREER, 2002).

Intimeras evidéncias no presente estudo apontam para uma alteracdo no perfil
circulante dos componentes do SRA em pacientes portadoras de diabetes gestacional,

revelando um aumento na producao de ANG I e reduc¢do na formagao da ANG-(1-7),
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além de alteracdo significativa na relacdo ANG-(1-7)/ANG 1, o que significa que a
ANG I elevada ndo gerou especificamente ANG-(1-7). Essa reducdo da ANG-(1-7),
apesar de ndo relacionada a hipertensao (pois nesse grupo foram excluidas as
hipertensas), pode ser o elo entre o diabetes gestacional e a presenga precoce de
disfun¢do endotelial em mulheres que manifestaram diabetes gestacional, situacao
esta ja demonstrada em estudos de KNOCK et al, (1997); PARADISI et al. (2002).
Talvez uma explicacdo possivel seja a reducdo de 6xido nitrico e prostaglandinas
especialmente de PGI2 (FERNANDES et al., 2005), que apresentam forte correlagao
com bradicinina ¢ ANG-(1-7). Esse mesmo mecanismo pode explicar as alteragdes
encontradas em gestantes com pré-eclampsia devida aos niveis reduzidos da ANG-
(1-7) - (MERRIL, 2002), conforme discutido anteriormente. Interessante ¢&
correlacionar diabetes gestacional e pré-eclampsia (SUHONEN, 1993), que parecem
compartilhar alteragdes comuns no SRA. Seria esta a correlagdo entre as duas

entidades?

Sdo inumeros os estudos que associam o diabetes gestacional a hipertensdo.
LEIONONEN et al. (2004) relataram incidéncia de pré-eclampsia em 43% das
mulheres com diabetes gestacional. Nelas, o perfil glicémico foi semelhante, exceto
pelos niveis elevados de glicemia em jejum no grupo das hipertensas, revelando

maior resisténcia insulinica e hiperatividade simpatica.

E conhecido que no terceiro trimestre da gravidez sdo caracteristicos insulino-
resisténcia e estado de hiperinsulinemia. Por ser esse 0 momento de maior incidéncia

de hipertensdo na gravidez, essa relagdo pode estar vinculada a etiopatogenia da pré-
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eclampsia. Varios fatores associam pré-eclampsia a insulino-resisténcia: deficiéncia
de oxido nitrico, deficiéncia de calcio, alteragdo na liberagdo de prostaglandinas e
desordens no sistema renina-angiotensina. Através de técnicas de “clamp” insulinico,
tem sido demonstrada insulino-resisténcia persistente no pos-parto de mulheres que
apresentaram pré-eclampsia mesmo sem terem apresentado diabetes gestacional

(SEELY, 1999).

Vérias pesquisas associaram o diabetes a disfuncdo endotelial. Neste sentido, ¢
interessante ressaltar os estudos de KNOCK et al. (1997) e PARADISI et al. (2002),
que demonstraram a presenca de disfung¢do endotelial em mulheres portadoras de
diabetes gestacional. Ambos associaram-na a distarbios hipertensivos tanto durante
quanto apoOs a gestagdo, além disto, pode também ser interpretada como marcador
precoce de doenga macrovascular. ANASTASIOU et al. (1998) verificaram que
mulheres euglicémicas apds o parto, porém com historia de diabetes gestacional,
apresentavam disfuncdo endotelial, o que talvez seja a ligacdo entre o diabetes
gestacional e as anormalidades vasculares relacionadas ao diabetes tipo 2, mesmo

antes do desenvolvimento de hiperglicemia.

CATALANO et al. (1993) referenciaram que mulheres com diabetes gestacional
apresentavam reducdo importante na sensibilidade a insulina. E STEINBERG et al.
(1996) associaram insulino-resisténcia a disfun¢do endotelial. Talvez a insulino-
resiténcia seja também uma ligacdo entre o diabetes gestacional e a disfuncdo

endotelial. BALLETSHOFER et al. (2003) detectaram disfungdo endotelial em
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parentes de primeiro grau de portadores de diabetes tipo 2 que ja apresentavam

fatores de risco dessa doenca.

Além disto, sabe-se que a disfungdo endotelial ocorre precocemente na insulino-
resisténcia, antes mesmo de alteracdo nos niveis glicémicos (VIJAYARAGHAVAN
e DEEDWANIA, 2005) e ja pode ser observada em mulheres euglicémicas que
apresentaram diabetes gestacional (KNOCK et al, 1997). Em estudo recente
demonstrou-se alta prevaléncia de sindrome metabolica em mulheres que

apresentaram diabetes gestacional (FOREST, 2005).

No presente estudo, niveis baixos de ANG-(1-7) foram detectados. Como nao se
dispdoe de estudos prévios sobre essa angiotensina em gestantes portadoras de
diabetes gestacional, pode-se apenas supor que essa “ndo ativagdao” desse peptideo na
gestacdo pode realmente estar vinculado a presenca de disfuncdo endotelial e talvez
possa ser utilizado como um marcador desta situagdo em gestantes com diabetes

gestacional.

Classicamente, pacientes portadoras de diabetes gestacional s3o tratadas com dieta
isoladamente e, caso ndo haja bom controle glicémico, especialmente devido a riscos
fetais e perinatais, a insulina ¢ introduzida para melhor controle metabolico

(NOGUEIRA, 2001).

Neste estudo, as gestantes portadoras de diabetes gestacional que utilizaram insulina

para o controle glicémico apresentaram menor reducdo na relacio ANG-(1-7) /ANG
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I, talvez pelo uso da insulina exdgena que sabidamente melhora a sensibilidade
insulinica, aumentando a disponibilidade de 6xido nitrico e contribuindo para a
vasodilatagdo (YKI-JARVINEN, 2003). Porém, como explicar a melhora nos niveis
de ANG-(1-7) em gestantes que utilizaram insulina exdgena? Ha alguma ligacao
entre insulina exdgena e ANG-(1-7)? A insulina, melhorando o equilibrio endotelial,
poderia alterar o equilibrio do SRA, desviando a formagao da ANG I para a ANG-(1-

7) ao invés da ANG II?

A partir do conceito de que a vasodilagdao causada pela BK ¢ reduzida em diabéticos
e que a ANG-(1-7) potencializa os efeitos vasodilatadores da BK, OLIVEIRA e
FORTES et al. (2002) estudaram a resisténcia mesentérica em ratos diabéticos e
demonstraram que a ANG-(1-7) promove efeito vasodilatador, mas, ao contrario do
observado em ratos nao-diabéticos, ndo potencializa a vasodilatagao induzida pela
BK. Essa ndo-potencializacdo pode ser restaurada pelo tratamento cronico com
insulina e parece envolver hiperpolarizacio de membrana sem liberagdo de 6xido
nitrico. Também a administracdo aguda de insulina restaura a resposta vasodilatadora
a BK em vénulas mesentéricas de ratos diabéticos, conforme descrito pelos mesmos
autores. Assim, apesar de permanecer sem resposta a relacdo desse peptideo com
insulina, postula-se que haja alguma ligacdo entre eles, que talvez possa interferir

positivamente no equilibrio endotelial.

Espera-se que esse achado venha a contribuir para a melhor compreensao dos casos
de disfun¢do endotelial nesse grupo de pacientes. Como proposta para estudos

futuros, fica a possibilidade de avaliagdo do comportamento da ANG-(1-7) em
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mulheres com diabetes gestacional que retornaram a normoglicemia no pds-parto,
relacionando os niveis baixos de ANG-(1-7) com disfuncao endotelial persistente e

complicagdes macrovasculares descritas previamente.

Concluindo, nesse grupo de gestantes portadoras de diabetes gestacional, niveis
baixos de ANG-(1-7) podem estar associados a disfuncdo endotelial, tanto durante
quanto apds a gestagdo. Ao utilizar-se insulina para manter o controle glicémico
adequado, observou-se discreta elevagao nos niveis dessa angiotensina, podendo isso
significar que o uso da insulina pode estar associado também a mudancas no perfil
circulante das angiotensinas, especialmente a ANG-(1-7), e at¢ mesmo a melhora da
funcdo endotelial, justificando, talvez, sua utilizacdo também para a protecdo do
endotélio materno. Na realidade, todas essas hipoteses sdo apenas especulativas, pois
esse dado ¢ inédito, ja que o presente estudo ¢ o primeiro a mostrar redugao
significativa da ANG-(1-7) circulante nos pacientes com diabetes gestacional. Fica
evidente, entdo, que ainda ndao se compreende claramente qual o preciso significado

fisiopatologico dos dados obtidos nesse grupo de pacientes.

Outra hipdtese ¢ a de que a ANG-(1-7) possa atuar através de efeitos diretos
variaveis conforme sua concentragdo plasmatica e tecidual bem como seu sitio de
acdo, mas também por acgdes indiretas decorrentes de sua interacdo com outros
moduladores da fun¢do renal, tais como bradicinina, prostaglandinas, 6xido nitrico e
peptideos atriais natriuréticos (SANTOS et al., 2000). De qualquer forma, apesar de

uma explicagdo mais definitiva ainda estar por vir, fica evidente que esse
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heptapeptideo desempenha papel chave na regulagdo da funcdo renal, tanto em

condigdes fisiologicas quanto em situacdes patologicas.

Adicionalmente, se se separarem as pacientes quanto a doenca de base, ou seja,
portadoras de diabetes gestacional e tipo 1, observa-se redu¢ao da ANG-(1-7) nas
primeiras, enquanto no segundo grupo ha aumento. Essa elevagdo acentuada da
ANG-(1-7) nas diabéticas tipo 1 pode estar associada a melhora da funcao endotelial,
com possivel predominio de substancias vasodilatadoras sobre vasoconstritoras no
leito vascular. Tomados em conjunto, esses dados reforcam ainda mais a
possibilidade de que a determinagdo dos niveis circulantes de ANG-(1-7) possa ser
usada como um marcador de disfungao endotelial, a despeito do tratamento utilizado

e do tipo de diabetes.

E necessario que haja mais compreensio das mudangas e interagdes do SRA durante
a gestacdo da diabética para melhor orientacao pré-concepcional e concepcional, no
intuito de preservar a funcdo renal e endotelial e tentar compreender o papel da
gestagdo no desenvolvimento/progressdo das complicagdes diabéticas, além do
desenvolvimento posterior do diabetes tipo 2 nas mulheres que apresentaram diabetes

gestacional.



7 CONCLUSOES
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No presente estudo foram observadas as seguintes alteracdes nos componentes
circulantes do sistema renina-angiotensina em mulheres portadoras de diabetes tipol

(gravidas e ndo-gravidas) e diabetes gestacional:

e Houve ativacdo do SRA na gravidez através da detec¢ao de aumento de ANG
I, ANG-(1-7), ANG II e ARP, quando comparadas mulheres normais nao-
gravidas e gravidas, no terceiro trimestre de gestacdo. Apesar de elevada, a

ANG II nao apresentou significancia estatistica.

e Em mulheres diabéticas tipo 1 ndo-gravidas, houve aumento significativo da

ARP e ANG I quando comparadas com mulheres normais.

e A gravidez de mulheres diabéticas tipo 1 acompanhou-se de elevacdo

significativa e acentuada nos niveis de ANG I e ANG-(1-7).

e Em gestantes portadoras de diabetes gestacional e de diabetes tipo 1, houve
ativagdo do sistema como nas gestantes normais, porém nao houve elevagao

dos niveis circulantes da ANG-(1-7) nas portadoras de diabetes gestacional..

e A razdo ANG-(1-7) / ANG I mostrou-se significativamente mais baixa nas
gravidas com diabetes gestacional quando comparadas com gravidas sem
diabetes ou com diabetes tipo 1. Essa razdo apresentou discreta melhora nas

portadoras de diabetes gestacional controladas com insulina.
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