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RESUMO

Palavras - chave: Angiotensina Il, Angiotensina-(1-7), Enzima Conversora de Angiotensina
2 (ECA2), Mulheres no climatério.

A hipertenséo arterial sistémica é uma doenca crbnica degenerativa de etiologia
multifatorial e poligénica, caracterizada pela presenca de niveis tensionais elevados,
sendo considerada um dos mais importantes fatores de risco para o
desenvolvimento das doengas cardiovasculares. Estudos demonstram que cerca de
um bilhdo de individuos apresentam HAS em todo mundo, sendo esta patologia
responsavel por 7,1 milhdes de morte a cada ano. Diversos fatores estdo associados
ao aumento da incidéncia da hipertensdo arterial, como obesidade, dislipidemias,
dieta rica em sal, alterag6es nos niveis hormonais e sedentarismo. Apds o periodo
da menopausa, observa-se significativa elevacdo nos valores de presséo arterial
dessa populacdo, sendo estes similares ou até maiores aos dos homens para esse
mesmo periodo. O sistema renina-angiotensina (SRAA) desempenha importante
papel no controle dos sistemas cardiovascular e renal e a angiotensina Il é um
potente vasoconstritor desse sistema, formado a partir da agdo da Enzima
Conversora de Angiotensina (ECA). Por outro lado, a recente descoberta da Enzima
Conversora de Angiotensina 2 (ECA2), um homélogo da ECA, mudou todo o
conceito do SRAA. A ECA 2 é responsavel pela formag&o do peptideo angiotensina-
(1-7) a partir da clivagem do ultimo aminoacido (fenilalanina) da angiotensina II.
Recentes evidéncias tém demonstrado efeitos benéficos da angiotensina-(1-7) para
as doengas cardiovasculares através da vasodilatacdo, efeito anti-arritmogénico,
melhora na funcdo contratil pos-isquemia e inibicdo da proliferagcdo celular do
musculo liso vascular, sendo esses efeitos antagdnicos aqueles observados pela
angiotensina Il. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi analisar a atividade da
ECA2, concentragbes plasmaticas da Angiotensina Il e Angiotensina-(1-7), o perfil
lipidico e a glicemia em mulheres hipertensas e normotensas que se encontram na
fase do climatério. Apos aprovacgdo do comité de ética, as voluntarias normotensas e
hipertensas foram selecionadas de acordo com os critérios de inclusdo para
participagdo desse estudo. Dezenove voluntarias normotensas e catorze voluntarias
hipertensas (idade 52.7+2 e 58.8+2) anos respectivamente participaram deste
estudo. Os parametros antropométricos (peso corporal, indice de massa corporal -
IMC e circunferéncia abdominal - CA) cardiovasculares (presséo arterial sistolica —
PAS, pressao arterial diastdlica - PAD e frequéncia cardiaca de repouso - FCR) e
bioquimicos (atividade da ECA2, perfil lipidico e glicemia’) também foram analisados.
Quanto aos parametros antropométricos, ndo foram observadas diferencas
significativas tanto para o IMC (NT: 26.5+£0.6; HT: 27.0+£0.8) quanto para a CA (NT:
91.2+1.4; HT: 93.8+1.7). Em relag&o aos parametros cardiovasculares, foi observada
diferenca significativa para a PAS (NT: 113.3+2.3; HT: 130.6£2.9), porém, ndo foram
observadas diferengas significativas tanto para a PAD (NT: 75.0£1.5; HT: 75.3£5.5)
quanto para a FCR (NT: 80.8+2.5; HT: 78.0+4.3). Por fim, quanto aos parametros
bioquimicos, ndo foram verificadas diferencas significativas para o CT (NT:192.0£10;
HT: 197.1+10) HDL-c (NT: 34.2+1.4; HT: 31.2+2.1), LDL-c (NT: 133.7+£9.7; HT:
145+10.1), Glicemia (NT: 80.4£3.2; HT: ), creatinina (NT: 0.86+£0.02; HT: 0.97+0.05)
e para a atividade da ECA2 (NT:23070+932; HT:2480+123). Por outro lado, foi
observada diferenca significativa apenas para o TG (NT: 136.3+13; HT: 198.8+£21.9).
Em conclus&o, nossos resultados demonstram que a atividade plasmaética da ECA2
ndo diferiu entre as voluntarias normotensas e hipertensas, no entanto, as
voluntérias hipertensas apresentam maiores niveis plasméticos de triglicerideos.
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1. INTRODUCAO

1.1 Hipertensé&o Arterial

A hipertenséo arterial sistémica (HAS) € uma doencga cronica degenerativa de
etiologia multifatorial e poligénica, caracterizada pela presenca de niveis tensionais
elevados normalmente associados a alteracbes metabdlicas, hormonais e
fendmenos tréficos (hipertrofias cardiaca e vascular), sendo considerada um dos
mais importantes fatores de risco para o0 desenvolvimento das doengas
cardiovasculares (DCVs). A HAS apresenta custos médios e socioecondémicos
elevados, decorrentes principalmente de lesdes em 6rgdos alvos tais como: coragéo,
cérebro, vasos sanguineos, rins e retina (NEGRAO & BARRETO, 2006).

Segundo a VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial (2010) a
classificagcdo da pressao arterial para individuos maiores de 18 anos é dada

conforme a tabela que segue abaixo (Tabela. 1).

Tabela 1. Classificagdo da Presséo Arterial (SBH, 2010).

Classificacao Pressao sistolica (mmHg) Pressao diastolica (mmHg)
Otima <120 < 80

Normal =130 < 85

Limitrofe 130-139 85-89
Hipertensio estdgio 1 140-159 90-99
Hipertensio estagio 2 160-179 100-109
Hipertensdo estdgio 3 = 180 =110
Hipertensdo sistélica isolada =140 < 90

Quando as pressdes sistolica e diastolica de um paciente situam-se em categorias diferentes, a maior deve ser utilizada para classificagdo da pressdo arterial,

Estima-se que cerca de um bilhdo de individuos apresentem HAS em todo
mundo, sendo esta patologia responsével por aproximadamente 7,1 milhdes de
Obitos por ano (CHOBANIAN et al., 2003). Desses hipertensos, cerca de 50% estéo
entre a faixa etaria de 60 e 69 anos e ¥ destes, acima de 70 anos (DOREA &
LOTUFO, 2004) (Figura 1). Segundo dados do American Heart Association (2010) a
HAS atinge cerca de 74 milhdes de pessoas nos EUA, sendo que uma em cada trés
pessoas adultas apresenta esta patologia. A maior prevaléncia da HAS representa
um fator de risco independente, linear e continuo para as DCVs (LEWINGTON,
2002).
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Figura 1. Prevaléncia da Hipertensao Arterial Sistémica segundo o American Heart
Assaociation, 2010.

No Brasil, estudos realizados em algumas cidades mostram prevaléncia de
HAS em torno de 22,3% a 43,9% da populacdo, sendo esta considerada um dos
principais fatores de risco de morbidade e mortalidade cardiovascular,
representando alto custo social, uma vez que é responsavel por cerca de 40% dos
casos de aposentadoria precoce e absenteismo no trabalho (VI DIRETRIZES
BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL, 2010).

Diversos fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento da HAS
sendo os principais: obesidade, dislipidemias, dieta rica em sal, alteracées nos
niveis hormonais e sedentarismo, especialmente entre as mulheres apés a
menopausa (SIMKIN-SILVERMAN et al., 1995, 2003; AMERICAN COLLEGE OF
SPORTS MEDICINE, 2004; BLOCH et al., 2006).

1.2 Climatério
O climatério compreende o periodo entre o fim da fase reprodutiva até o inicio

da senescéncia da mulher. Este periodo encontra-se entre os 40 aos 65 anos de
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idade. Dentro desse periodo, a fase de maior importdncia é a menopausa,
considerada essa uma etapa normal do processo de envelhecimento da mulher. E
definida como sendo a faléncia total da funcido ovariana em produzir hormoénios
esterdides e ovulacdo, acarretando em amenorréia permanente (GALLO et al., 2001;
FREITAS et al., 2002).

Previamente a menopausa, 0s valores de pressao arterial sdo, em geral,
menores em mulheres quando comparados aos homens da mesma idade.
Entretanto, ap6s a menopausa, observa-se significativa elevacdo nos valores de
pressao arterial (WASSERTHEIL-SMOLLER et al., 2000; REXRODE et al., 2003;
RECKELHOFF & FORTEPIANI, 2004; SARTORI-VALINOTTI et al., 2007; PHILLIPS,
JING & HEYMSFIELD, 2008). Entretanto, os reais mecanismos celulares e/ou
moleculares pelos quais ocorre maior incidéncia de hipertenséo arterial em mulheres
apés a menopausa ainda ndo s&o claros. Uma variedade de fatores parece
contribuir para a elevagéo de pressao arterial na menopausa, entre eles destacam-
se a deficiéncia de estrogénio, o aumento do estresse oxidativo, a disfungéo
endotelial, a elevagéo da atividade do sistema renina-angiotensina, a elevagédo nos
niveis plasmaticos de testosterona, as alteracdes no perfil lipidico e o aumento no
ganho de peso (FURTADO & MARTIN, 1995; REIS et al., 2000; FORJAZ et al.,
2007).

Existem fortes evidéncias que relacionam as redugdes nas concentragdes
séricas de estrogénio com a elevacdo na pressdo arterial (WASSERTHEIL-
SMOLLER et al., 2000; GALLO et al., 2001; FREITAS et al., 2002; FORJAZ et al.,
2007; COYLEWRIGHT et al., 2008). Sabe-se que o estradiol (um dos tipos de
estrogénio) pode promover protecdo cardiovascular através do controle do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), incluindo reducdo da expressdo dos
receptores AT1 em vasos e rins e reduzir a atividade da ECA (HARRISON-
BERNARD et al., 2003). O efeito do estrogénio sobre o tdnus vascular foi estudado,
em modelos animais em diferentes artérias, como a corondria, a aorta, a
mesentérica e as artérias cerebrais. Foi verificado que o endotélio vascular possui
receptores para 0 estrogénio, e que este pode aumentar a liberagdo de fatores
relaxantes derivados do endotélio, como o NO, bem como aumentar sua
biodisponibilidade para as células musculares lisas (TOSTES et al., 2003). No
entanto a génese da HAS em mulheres apds a menopausa é mais complexa do que

aquela observada em modelo experimental de menopausa em animais de
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laboratério. Além disso, a reposicdo hormonal em mulheres ap6s a menopausa
mostrou-se de baixa eficicia na redugc@o dos valores de pressdo arterial, como
também na prevencdo de eventos cardiovasculares, confirmando que o0s
mecanismos envolvidos no controle da pressédo arterial em mulheres apds a
menopausa sdo diferentes daqueles encontrados em modelos experimentais
(ESHRE Capri Workshop Group, 2006). Assim, mudancas no estilo de vida, como
educacdo alimentar e a pratica de atividade fisica regular, associadas a terapéutica
efetiva no controle da hipertensdo arterial, da hiperglicemia e da dislipidemia,
parecem trazer melhores resultados na qualidade de vida de mulheres apds a

menopausa.

1.3 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

O SRAA é um dos mais importantes sistemas de controle da presséo arterial.
A renina é uma enzima glicoproteolitica liberada pelos rins quando a presséo arterial
cai a niveis muito baixos. Sua resposta consiste em elevar a presséo arterial de
diversas maneiras (GUYTON & HALL, 2006). Essa enzima é sintetizada e
armazenada de forma inativa, denominada pré-renina, nas células justaglomerulares
dos rins, situadas nas paredes das arteriolas aferentes proximas aos glomérulos.
Quando se observa redugbes da pressao arterial, reagbes fazem com que essas
moléculas da pro-renina sejam clivadas e liberam a renina na corrente sanguinea.
Esta, por sua vez, catalisa o angiotensinogénio (proteina da familia das serpinas
produzido no figado), liberando um peptideo formado por 10 amino&cidos chamado
Angiotensina | (Ang ), também conhecida como Angiotensina-(1-10), produzida na
circulagdo (GUYTON & HALL, 2006).

A Ang |, por sua vez € convertida em angiotensina Il (Ang Il). Esta conversao
ocorre quase que totalmente nos pequenos vasos dos pulmdes, catalisada pela
enzima conversora de angiotensina 1 (ECA 1) presente no endotélio dos vasos
pulmonares. Os efeitos da Ang Il sdo mediados por dois tipos distintos de
receptores: AT1 e AT2, sendo que a maior interacdo desse peptideo da-se pela via
AT1, o qual estimula a agdo vasoconstritora, efeito arritmogénico, proliferacdo
celular, trombose, coagulagéo, inflamacdo e hipertrofia do musculo liso vascular.
(ALLEN et al., 2000; SIRAGY et al, 2007; SANTOS & FERREIRA, 2007). Esta
interacdo com o receptor AT,, principalmente na musculatura lisa, ativa a proteina G

com conseqiente ativacdo de fosfolipase C-p e formagdo de 1,4,5-trifosfato e
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diacilglicerol. O aumento da concentracdo intracelular de calcio e ativacdo da
proteina C quinaseleva a vasoconstricdoacarretando assim a elevag¢do da pressao
arterial. Além destes efeitos, a Ang Il promove hipertrofia ventricular esquerda,
vasoconstricdo renal, contracdo de ceélulas mesangiais, aumento da atividade do
trocador Na'/H" proximal e distal, inibicdo da secrecdo de renina e liberagdo de
aldosterona (GUYTON & HALL, 2006).

Por outro lado, a interacdo com o receptor AT2, até o presente momento
menos estudado, apresenta efeito antagdnico a a¢édo do eixo Ang Il — receptor AT1,
resultando na formacdo de Oxido Nitrico (NO) e conseqiiente vasodilatacdo (RUSH
& AULTMAN, 2008) além da inibicdo e proliferacdo do crescimento celular e mediar

os efeitos neurotroficos no sistema nervoso central (GUYTON & HALL, 2006).

1.4 Enzima Conversora de Angiotensina 2, Angiotensina 1-7 e Receptor
MAS

Recentemente, a descoberta da Enzima Conversora de Angiotensina 2
(ECA2), um homologo da ECA1l, mudou todo o conceito do SRAA no controle
cardiovascular (RAIZADA & FERREIRA, 2007). A ECA2 foi originalmente
caracterizada como um homélogo a ECA1, compartilhando aproximadamente 42%
da sequéncia de nucleotideos com conservacdo dos residuos dos sitios ativos.
Ambas as enzimas possuem dois dominios funcionais, contudo, a ECA contém dois
sitios cataliticos enquanto a ECA2 possui apenas um (GALLAGHERet al, 2006;
WYSOCKI et al, 2009). A ECA2 é altamente expressa no coragéo, no figado e nos
testiculos, apresentando essa fung&oregulatoria tanto para o sistema cardiovascular
quanto para o ciclo reprodutivo. (FYHRQUIST & SAIJONMAA, 2008).

A ECA2 é responséavel pela formagédo do heptapeptideo Angiotensina-(1-7)
(Ang-(1-7)) a partir da clivagem do ultimo aminoécido fenilalanina da extremidade
carboxilica da Ang Il, proporcionando assim, reducéo dos efeitos vasoconstritores da
Ang |l por utilizd-lo como substrato (SCHINDLER et al., 2007; CASTRO et al., 2005).
O esquema abaixo (Figura 1) mostra a formagcdo da Ang-(1-7) a partir do

angiotensinogénio.
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Angiotensinogen = NH>-Asp-Arg-Val-Tyr-Ile -His-Pro-Phe-His-Leu-Val-Ile-His-Ser-R

Angiotensin I NH;-Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His -Pro-Phe-His-Leu-COOH

Angiotensin I1 NH;-Asp-Arg-Val-Tyr-1 le-His-ProjPhe-COOH

Angiotensin-(1-7)  NH-Asp-Arg-Val-Tyr -Ile-His-Pro-COOH

Figura 1. Conversédo do angiotensinogénio em Ang-(1-7). Adaptado de Schindler et
al., 2007.

Além disso, a Ang-(1-7) pode ser formada indiretamente a partir da ECA2,
através da remogdo de um aminoacido do substrato protéico na extremidade
carboxilica da Ang |, resultando na formagédo da Angiotensina-(1-9) (Ang-(1-9)), um
peptideo biologicamente inativo, que é posteriormente convertido em Ang-(1-7) pela
acado da ECA e endopeptidases, considerada esta uma via menos eficiente de
formacdo de Ang-(1-7) (Figura 2) (RICE, et al.,2004; SCHINDLER et al., 2007;
FYHRQUIST & SAIJONMAA, 2008; CAMPBELL et al, 2004).
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Angiotensinogen Bradykinin

Renin Inactive metabolites
Inhibition by
Ang-(1-7)
2
— B2 receptor
Angiotensin T * Angiotensin-(1-9)
§ B Stimulation by
ACE, Non-ACE PEP. NEP ) Ang(1-7)
ACE. NEP
Angiotensin IT Angiotensin-(1-7) —» Inactive metabolites
ACE
ACE2, PEP, CBP
AT ;-receptor AT ;-receptor Mas-receptor
Vasoconstriction -  Vasodilation - antiproliferative effects
Hypertension - Inhibition of - antiarrhythmic effects
Decreased renal proliferation - vasodilation (BK and NO-release)
blood flow - Modulation of - stimulation of renal Na~ excretion

’ extracellular matrix -  modulation of sympathetic nervous system
Augmentation of

peripheral
noradrenergic activity

Figura 2: Formagé&o da Ang-(1-7) pela via direta e indireta pela ECA. Adaptado de
Schindler et al., 2007.

Evidéncias mostram que a formacdo de Ang-(1-7) promove efeitos benéficos
para as doencas cardiovasculares, tais como vasodilatacdo, efeito anti-
arritmogénico, melhora na fungéo contratil pés-isquemia (FERREIRA et al., 2001), e
inibicdo da proliferacdo celular do masculo liso (FREEMAN., et al., 1996; TALLANT&
CLARK, 2003), potencializa o efeito vasodilatador da bradicinina, reduz o
crescimento dos cardiomiécitos, inibe os efeitos da sintese de colageno, previne a
fibrose cardiaca e demonstra reducao dos niveis de Ang Il no coracdo (GOMES
FILHO et al. 2008). Seus efeitos apresentam-se antagonicos aqueles observados
pela Ang Il tanto em culturas de células (CRACKOWER et al.,, 2002; RICE et
al.,2004; KUBA et al., 2005) como em tecidos vasculares (HARMER et al., 2002; Llet
al., 2003; RICE., 2004).

Particularmente, as células endoteliais sdo consideradas importante sitio de
formagdo e metabolismo da Ang-(1-7), onde muitos estudos mostraram que suas

acOes vasculares envolvem aumento na producdo de vasodilatadores como o NO
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(FERREIRA & SANTOS, 2005). Diversos estudos mostram que os efeitos bioldgicos
da Ang-(1-7) sdo mediados pela estimulacdo especifica do receptor MAS
caracterizando assim uma nova via de regulagéo do sistema cardiovascular a partir
do SRA, denominado eixo ECA2-Ang (1-7)-Mas (SANTOS et al., 2003; PINHEIRO et
al.,2004; TALLANT,FERRARIO, GALLAGHER, 2005).Tem sido sugerido que o eixo
ECA2 — Ang-(1-7) — receptor MAS desempenha papel contra regulatério para o
SRAA, induzindo a liberagédo de NO através da fosforilacdo/desfosforilacio dos sitios
estimulatérios e inibitérios da serina e do sitio estimulatério da treonina (SANTOS et
al, 2008), sendo esses efeitos opostos aos cléassicos efeitos do eixo ECA — Ang Il —
receptor AT1 (FERREIRA & SANTOS, 2005).

O receptor MAS, também conhecido como MAS proto-oncogene, €
responsavel pela codificacdo de uma proteina com 7 dominios transmembréanicos
ligados a proteina G (GPRCs) (JACKSON et al, 1988). Sua expressdo da-se
predominantemente no testiculo e em distintas areas do cérebro, como o hipocampo
e a amidala, sendo menos evidente nos rins e no coragcdo(BUNNEMANN, et al.,
1990; ALENINA, BADER, WALTHER, 2002).

Observou-se tanto em cultura de células (CHEN, et al., 2002) como na regido
das amidalas de ratos (CHEN, et al. 1996) que a interagdo entre o receptor AT1 e 0
receptor MAS promovia resposta alterada da Ang Il. Castro et al. (2005)
demonstraram que o0 bloqueio dos receptores AT1 proporciona vasodilatagéo
mediada pelo receptor MAS em concentragdes muito menores de Ang-(1-7), (0.22
pmol/L), confirmando assim os efeitos antagonicos entre o receptor AT1 e o receptor
MAS. Um dos mecanismos proposto para essa interagdo receptor-receptor,
especificamente para os receptores GPCRs, é o fenbmeno da
dimerizag&o/oligomerizacdo (ROCHEVILLE et al., 2000; GALVEZ et al., 2001). Em
alguns casos, a oligomerizacdo é considerada um pré-requisito para uma eficiente
ligagéo e sinalizacdo dos agonistas com seus receptores, ja em outros casos, esse
fendmeno ndo acarreta consequéncias bioldgicas (ROCHEVILLE et al., 2000;
GALVEZ et al, 2001; MILLIGAN 2001). Entretanto, 0s reais mecanismos da
interagcdo entre o receptor MAS e receptor AT1 ainda nao foram totalmente

elucidados.
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2. OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi analisar a atividade plasmatica da ECAZ2,
concentragdes plasmaticas da Angiotensina Il e da Angiotensina-(1-7), o perfil
lipidico e a glicemia em mulheres hipertensas e normotensas que se encontram na

fase do climatério.
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3. METODOLOGIA

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em Seres
Humanos (protocolo: 6334/2009) do Instituto de Biociéncias da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filhos- UNESP Rio Claro (Anexo 1).

3.1 Participantes

As participantes desse estudo foram convidadas através de panfletos e
anuncios dentro da comunidade universitiria e de &reas circunvizinhas a
Universidade Estadual Paulista — UNESP (Bela Vista), e recrutadas seguindo-se 0s

critérios de incluséo.

3.2 Critérios de Incluséo

Para serem incluidas no estudo as participantes deveriam apresentar idade
acima de 40 anos, ndo ser fumante, ndo ser diabética (nivel de glicose em jejum <
100 mg/dl), ter funcdo renal normal (creatinina sérica < 135 mmol/L), apresentar IMC
< 30 kg/m? e néo realizarem terapia medicamentosa anti-hipertensiva utilizando
medicamentos atuantes sobre o SRA (inibidores da enzima conversora de
angiotensina e bloqueadores do receptor AT1).

As participantes qualificadas foram convidadas a comparecerem novamente
ao Laboratério de Atividade Fisica e Saude Da Mulher (onde o estudo foi realizado)
para um exame inicial e também para uma explicacdo completa do estudo pelo
pesquisador responsavel. De acordo com o Comité de Etica, um termo de
consentimento livre e esclarecido escrito foi assinado por todas as participantes
apos terem sido fornecidas as informacgdes de todos os procedimentos do estudo, de
seus riscos e beneficios e apds todas as duvidas dos participantes terem sido

respondidas

3.3 Grupos Experimentais

Os grupos experimentais foram constituidos por 33 voluntarias, sendo estes
divididos conforme organograma abaixo (Figura 3):
Grupo Normotenso(NT) - n=19 voluntarias

Grupo Hipertenso(HT)- n=14 voluntarias
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VOLUNTARIAS
n=33
l : 1
'NORMOTENSAS " HIPERTENSAS |
(NT) (HT)
i n=19 n=14

Figura 3: Organograma representando 0s grupos da pesquisa.

3.4 Antropometria

O peso corporal foi mensurado em uma balanga da marca TOLEDO®, com a
participante vestindo roupas leves e descalca. A altura foi mensurada através de
estadidmetro da propria balanca.

O indice de massa corporal (IMC) foi determinado pela razdo peso corporal/
altura ao quadrado. A medida da circunferéncia abdominal foi feita com a voluntaria
de pé, ao final da expiracdo, no ponto médio entre o Ultimo arco costal e a crista
illaca antero-superior, com fita meétrica inelastica. O valor da circunferéncia
abdominal (CA) foi adotado como indicador de excesso de tecido adiposo

abdominal, sendo essas medidas tomadas em duplicata.

3.5 Medida da Presséao Arterial

A pressdo arterial das voluntarias foi aferida em trés dias distintos,
calculando-se a média das trés afericdes conforme recomendacdo da sociedade
brasileira de hipertensédo (SBH, 2010). Nos dias determinados para afericdo da
pressao arterial, as voluntarias foram instruidas a néo realizarem exercicio fisico.
Pela manhda, as voluntarias compareceram ao laboratorio e apds 15 minutos de
repouso a pressao arterial foi aferida com a voluntaria na posicao sentada utilizando

um medidor de presséo arterial automatico (Microlife, modelo BP3BT0-A®).

3.6 Coleta Sanguinea
As voluntarias foram instruidas a realizarem jejum de 12 horas e a nédo

tomarem medicamentos que possam conter substancias estimulantes.
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Pela manhd, amostras de sangue venoso foram obtidas de veia periférica
através de técnica asséptica com material de pungdo venosa apropriado para a

populacdo estudada. A coleta foi realizada por uma profissional competente.

3.7 Analise Bioquimica

Perfil lipidico, Glicemia e Creatinina

Foram coletados 10 mL de sangue com material descartavel, que foi dividido
em dois tubos, sendo que um deles de 4.0 ml contendo fluoreto para a andlise da
glicose plasmética, e outro com gel de separacgéo, para sorologia e analise do peffil
lipidico (colesterol total, LDL-colesterol (LDL-c), HDL-colesterol (HDL-c) e
triglicerideos (TG)) e da creatinina.

As metodologias para tais andlises seguiram as instru¢des dos respectivos
kits:

- Colesterol Total - método enzimatico;

- HDL colesterol precipitante - método enzimatico;
- LDL precipitante - método enzimatico;

- Triglicerideos — método enzimético;

- Glicose GodPap — método enzimatico;

- Creatinina Fast — método cinético.

A leitura dos dados foi feita pela técnica de espectrofotometria no leitor de
ELISA (BioTek®).

Atividade da ECA2

As amostras de sangue foram coletadas (5ml) em um tubo contendo EDTA.

Apos isso, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 3500 rpm. As reagfes
foram realizadas num volume total de 100ul, contendo: 100mM Tris buffer, pH 7.5,
2ug BSA, 100uM substrato para ECA2 (Abz-Gly-Phe-Ser-Pro-Tyr(NO;)-OH,
Peptidesinternational, USA), 2 pl de plasma e 1% DMSO. As preparagbes foram
incubadas a 37°C por 2 horas. Apoés isso, as reac¢des foram interrompidas utilizando-
sel00n/mol do inibidor especifico para a ECA2 (DX600, Phoenix
Pharmaceuticalsinc, California, USA). As leituras foram realizadas em triplicata,
utilizando-se o leitor de fluorescéncia (Fusion®) em um comprimento de onda de

excitacdo = 360nm e emisséo = 410nm.
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Concentracdoplasméatica da Angiotensina lle da Angiotensina-(1-7)

Para determinar as concentragdes plasméticas de Angll e Ang-(1-7), foram
utilizados kits especificos EIA (extraction-freeabsorbanceassays — EIAS,BACHEM®,

USA) seguindo-se o protocolo do fabricante.

3.8 Analise Estatistica

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para determinagcdo da
normalidade do conjunto de dados analisados. Posteriormente, utilizou-se uma
andlise descritiva (média e erro-padréo) seguida pelo teste t de Student ndo pareado
para comparacao entre 0os grupos normotenso e hipertenso. Adotou-se o nivel de

significancia de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Antropometria

Os dados antropométricos sumarizados na Tabela 2 demonstram que ambos
0S grupos, hipertenso e normotenso, apresentam como caracteristica uma
populacdo de meia idade com sobrepeso e valores de circunferéncia abdominal

acima do ideal. N&o observamos diferengas significativas entre si (Figuras 4 € 5) .

Tabela 2: Idade e valores antropométricos para os grupos de normotensas e
hipertensas.

NORMOTENSAS HIPERTENSAS Significancia
Parametros
n=19 n=14 p<0,05
Idade (anos) 52.74 £ 2.04 58.86 £ 2.55 0,0679
IMC (Kg/m?) 26.55 + 0.6245 27.03+0.83 0,6395
CA (cm) 91.24+1.41 93.83+1.78 0,2597

Valores descritos em médiaterro-padrao da média.

IMC: indice de Massa Corporea; CA: Circunferéncia Abdominal.

IMC
304
[ MNormotensas
Bl Hipertensas
. 20-
E
fa]]
o
10 -
u-

Figura 4. Valores médios representativos de IMC dos grupos de voluntarias

normotensas (n=19) e hipertensas (n=14). Os valores estdo representados em
média + erro-padrdo da média.
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Circunferéncia Abdominal
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Figura 5. Valores médios obtidos da circunferéncia abdominal (CA) dos grupos de
voluntarias normotensas (n=19) e hipertensas (n=14). Os valores estdo
representados em média + erro-padrdo da média.

4.2 Presséo Arterial Sistémica e Frequéncia Cardiaca de Repouso (FCR)

Como esperado, o valor da presséo arterial sistolica (PAS) das hipertensas foi
significativamente maior quando comparado ao grupo das voluntarias normotensas
(Figura 6). O mesmo néo ocorreu com relagéo a presséo arterial diastolica (PAD) e a
frequéncia cardiaca de repouso (Figuras 7 e 8). A tabela 3 sumariza os valores
médios da PAS e da PAD, além dos valores médios da FCR entre os grupos do

estudo.

Tabela 3: Valores de PAS, PAD e FCR dos grupos de hipertensas e normotensas.

A Normotensas Hipertensas Significancia
Parametros n=19 n=14 0<0,05
PAS (mmHg) 113.3+2.30 130.6 + 2.96* <0.0001
PAD (mmHg) 75.04 £ 1.53 75.34 + 5.53 0,9542
FCR (bpm) 80.80 + 2.53 78.00 + 4.32 0,5554

Valores descritos em médiaterro-padrao da média.
PAS: Pressao Arterial Sistélica* ;PAD: Pressao Arterial Diastolica; FCR: Frequéncia Cardiaca de
Repouso.

* Estatisticamente diferente entre os grupos de hipertensas e normotensas.
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PAS
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50-

Figura 6: Valores médios de pressao arterial sistdlica dos grupos de voluntarias
normotensas (n=19) e hipertensas (n=14). Os valores estdo representados em

média + erro-padrdo da média.
*, Diferenga estatisticamente significante (p<0,05) em relagéo ao grupo normotenso .
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Figura 7: Valores médios de pressao arterial diastolicados grupos de voluntarias
normotensas (n=19) e hipertensas (n=14). Os valores estdo representados em
média + erro-padrdo da média.
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Frequéncia Cardiaca de Repouso
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Figura 8: Valores médios das frequéncias cardiacas de repouso dos grupos de
voluntarias normotensas (n=19) e hipertensas (n=14). Os valores estdo
representados em média + erro-padrdo da média.

Dentre as 14 voluntarias hipertensas, trés ndo faziam uso de medicamentos
(21,4%), enquanto que as demais faziam uso de monoterapia. A tabela 4 mostra os
tipos de medicamentos, o numero e porcentagem das voluntarias que faziam uso de

medicamentos anti-hipertensivos.

Tabela 4: ndmero e porcentagem de mulheres hipertensas e seu referente tipo de

medicagéo, em relacdo ao total de hipertensas.

Medicacéao n° de voluntérias e porcentagem
Betabloqueador n=9 (64,28%)
Inibidores dos canais de Ca” n=1 (7,14%)

Diurético n=1 (7,14%)

4.3 Analise Bioquimica

A tabela 5 sumariza os valores da média do perfil lipidico, glicemia e
creatinina dos grupos de normotensas e hipertensas.

Nota-se que os valores do colesterol total (Figura 9), HDL-c (Figura 10), LDL-c
(Figura 11), glicemia (Figura 13) e creatinina (Figura 14), n&o se observou diferencas

estatisticamente significantes entre os grupos. Por outro lado, em relagédo ao TG,
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verificou-se diferenga estatisticamente significativa entre os grupos de normotensas

e hipertensas (Figura 12), mesmo sob o uso de medicamentos.

Tabela 5: Valores da média do perfil lipidico, glicemia e creatinina entre os grupos
de voluntéarias normotensas e hipertensas.

Significancia

Parametros Normotensas Hipertensas 00,05
CT 192.0 + 10.50 197.1 +10.35 0,737
HDL-c 34.21+1.49 31.26 £ 2.168 0,254
LDL-c 133.7 £ 9.75 145.2 + 10.13 0,429
TG 136.3+13.16 198.8 + 21.96* 0,015
Glicemia 80.40 + 3.20 82.00 £ 2.478 0,711
Creatinina 0.86 + 0.029 0.97 £ 0.053 0,079

Valores descritos em médiaterro-padrao da média.
CL: Colesterol Total; TG: Triglicerideos*.

* Estatisticamente diferente entre os grupos de hipertensas e normotensas.

Colesterol Total

] Mormotensas
Bl Hipertensas

Figura 9: Comparacdo da média dos valores de colesterol total entre os grupos de
voluntarias normotensas e hipertensas.
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Figura 10: Comparacéao dos valores médios de HDL-colesterol entre os grupos de
voluntarias normotensas e hipertensas.

LDL-c
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Figura 11: Comparagédo dos valores médios de LDL-colesterol entre os grupos de
voluntarias normotensas e hipertensas.
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Triglicerideos
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Figura 12: Comparagéo dos valores médios de triglicerideos entre os grupos de
voluntarias normotensas e hipertensas.
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Figura 13: Comparac¢édo dos valores médios de glicemia entre os grupos de
voluntarias normotensas e hipertensas.
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Figura 14: Comparacdo dos valores médios de creatinina entre os grupos de
voluntarias normotensas e hipertensas.

Atividade da ECA2
Quanto a analise da atividade enzimatica da ECA2, ndo se observou

diferenca estatisticamente significante entre os grupos das voluntarias (Figura 15).

Tabela 6: Valores da média da atividade enzimatica da ECA2. Comparacao entre o
grupo de voluntarias hipertensas e normotensas.

- Significancia
Normotensas Hipertensas
P p<0,05

Atividade da
+
ECA2 (UF/ug) 23070 £932.2 24780 + 123 0,268
Valores descritos em médiaterro-padrao da média.
UF/ ug: Unidade de Fluorescéncia para cada micrograma de proteinas totais.

Atividade da ECA2
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Figura 15: Comparacédo dos valores médios da atividade enzimatica da ECA entre
0s grupos de voluntarias normotensas e hipertensas.
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Concentracdo Plasméatica da Ang Il e da Ang-(1-7)

Apesar da tentativa de se avaliar a concentragdo plasmética de ANGII e da
ANG-(1-7), problemas técnicos impediram sua avaliagdo, e assim ndo pudemos

avaliar estes parametros, neste momento.
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5. DISCUSSAO

Nossos resultados mostram os niveis plasmaticos da enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2) em mulheres no climatério ndo sdo diferentes entre
normotensas e hipertensas. Por outro lado, os niveis tensionais de pressao arterial
sistdlica e niveis plasmaticos de triglicérides foram significativamente elevados em
mulheres hipertensas quando comparadas aquelas normotensas.

A incidéncia de doengas cardiovasculares aumenta dramaticamente com o
envelhecimento populacional, e tem se constituido na maior causa de morbi-
mortalidade em todo mundo, especialmente acima dos 50 anos de idade. Apesar
das mulheres compartilharem com os homens os diversos fatores de risco para o
desenvolvimento das doencas cardiovasculares, como obesidade, diabetes,
hipertensé@o arterial, dislipidemia, dentre outros, estudos epidemiol6gicos mostram
gque as mesmas, antes da menopausa, apresentam menor risco cardiovascular
quando comparadas aos homens de mesma idade (RECKELHOFF, 2001; VAN
EICKELS et al., 2005). Entretanto, ap6s o periodo da menopausa ha um aumento
significativo na incidéncia de hipertenséo arterial e suas complicagdes (AHA, 2010).
Este fato parece estar relacionado a uma possivel agdo protetora exercida pelos
hormonios sexuais femininos, sobretudo 0s estrogénios que apresenta queda
abrupta no periodo da menopausa (GENAZZANI, 2001; NISKANEN et al, 2002).

O sistema renina-angiotensina desempenha importante papel no sistema
cardiovascular, participando na regulagéo do fluxo sanguineo, no remodelamento do
didmetro do vaso e do coracdo (GUYTON & HALL, 2006). Em estados patoldgicos
como hipertensdo arterial e insuficiéncia cardiaca congestiva, os efeitos deletérios
do sistema renina-angiotensina tem sido extensamente estudados. Assim, 0 sistema
renina angiotensina e seus componentes tem sido foco de varias pesquisas na
tentativa de avaliar a incidéncia de doencas cardiovasculares e as possiveis
ferramentas para intervir neste sistema na tentativa de melhorar os efeitos no
sistema cardiovascular como hipertrofia cardiaca, remodelamento vascular e
aumento da pré-carga (SANTOS & FERREIRA, 2007).

Recentemente, a descoberta da ECA2 transformou os conceitos do sistema
renina-angiotensina, pois se observou que a ECA2, comtrapde os efeitos da ANGII,
reduzindo seus efeitos vasoconstritores e cardiacos (GOMES FILHO et al. 2008). Os

resultados existentes na literatura ainda sdo controversos com relacdo ao papel da



31

ECA2 no sistema cardiovascular. Em modelos de animais, os resultados séo
consistentes mostrando que a atividade da ECA2, promovem efeitos benéficos no
sistema cardiovascular (Santos ET al., 2006; Sampaio ET al., 2007; Silveira ET al.,
2010). No entanto, estudos envolvendo seres humanos mostram que 0s niveis
plasmaticos de ECA2 estao elevados e assim a atividade desta enzima foi associada
com piora do quadro patoldgico e/ou sua génese (epelman ET al., 2009; Lew ET al.,
2008). Em nosso trabalho, ndo observamos diferencas entre os niveis plasmaticos
da enzima conversora de angiotensina 2, quando comparamos mulheres
normotensas e hipertensas. Portanto, a concentracdo plasmética de ECA2 em
mulheres hipertensas ndo se associa ao quadro patologico estudado. Mas deve-se
salientar que o nimero amostral ainda é pequeno.

Por outro lado, nossos resultados mostram que as mulheres hipertensas
apresentam elevados niveis de triglicérides quando comparadas as mulheres
normotensas e apesar de ndo atingir significancia estatistica, os niveis plasmaticos
de LDL colesterol, molécula precursora na génese da aterosclerose, apresentaram-

se maiores e fora da taxa de normalidade (> 130 mg/ml).
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados mostram que a atividade plasmatica da Enzima
Conversora de Angiotensina 2 ndo se associara a patologia hipertenséao arterial em
mulheres no climatério. No entanto, ao se analisar o perfil lipidico, as mulheres
hipertensas apresentaram maiores niveis plasmaticos de triglicerideos apenas. Nao

houve diferenca significante entre os grupos com relacdo a glicemia ou creatinina.
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