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RESUMO

O polimorfismo I/D do gene da enzima conversora da angiotensina (ECA) tem sido
associado com a progressao das doengas renais € provavelmente na mortalidade dos pacientes
com insuficiéncia renal crénica (IRC) devido a problemas cardiovasculares. Com o intuito de
detectar o efeito do polimorfismo génico da ECA, na sua concentragao em nivels sericos, em
pacientes com IRC e em ‘ndividuos com fungdo renal normal (grupo controle), foi realizada a
genotipagem com base no intron 16 do gene da ECA por meio da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR). A medida da atividade da ECA foi procedida utilizando-se o kit da Sigma Diagnostics.
Nio foram encontradas diferengas significativas entre oS gendtipos 11 ¢ ID em relagao a
concentragio sérica da ECA pelo teste de Tukey, de modo que seus maiores niveis plasmaticos
foram observados em pacientes com IRC apresentando o genétipo DD. Entretanto, © nivel da
ECA total nos pacientes com IRC diferiu significativamente do grupo controle. Os dados obtidos
nesta pesquisa evidenciam a necessidade de se desenvolver outro marcador molecular que esteja

mais associado a insuficiéncia renal cronica.

Palavras chave: Polimorfismo ECA, Insuficiéncia Renal Cronica, Atividade da ECA
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1 - INTRODUCAO

Possuem uma progressio acelerada no estagio final da insuficiéncia rena] (VLEMING et al.,

1999). Este polimorfismo tem sido associado com a progressdo das doengas renais e

O sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) exerce um importante papel na

Octapeptidio.
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A via receptor 1 da angiotensina 11 age como um potente vasoconstrictor e peptidio
estimulador da aldosterona e a ECA inativa o nonapeptidio bradicinina, blogueando o sistema
calicreina nos tecidos (WANG & STAESSEN, 2000).

Virios nonapeptideos analogos a angiotensina I inibem a ECA e, portanto sdo
utilizados no tratamento da hipertensdo renina-dependente. A ECA também degrada a

bradicinina, um potente vasodilatador, e deste modo, aumenta a pressio sanguinea
(GRANNER, 1990).

A angiotensina Il aumenta a pressao sangiiinea por sua agao de vasoconstrigdo em
arteriolas, sendo a substancia vasoativa mais potente que se conhece. Ela inibe a liberagio de

renina pelas células justaglomerulares, além de ser uma potente estimuladora de aldosterona

(GRANNER, 1990).

Em algumas espécies a angiotensina II é convertida em angiotensina III, igualmente
um potente estimulante da producio de aldosterona. No homem, os niveis plasmaticos de
angiotensina II ¢ quatro vezes maior que os de angiotensina I1I. Tanto a angiotensina II, como

a angiotensina 111, sdo rapidamente inativadas pelas angiotensinases (GRANNER, 1990).

A atividade das enzimas de conversio foi inicialmente mostrada no plasma, mas sabe-
se hoje que o local principal de conversio de angiotensina I em angiotensina II é o pulmao
(YATES et al., 1982). A enzima pulmonar cliva angiotensina I dez vezes mais avidamente do

que o faz a enzima plasmatica, e parece ser responsavel por mais da metade da conversio in
vivo (YATES et al., 1982).

Mais recentemente, verificou-se que a atividade da enzima conversora da angiotensina
(ECA) estava associada ao aparelho justaglomerular. Esta observagdo foi de consideravel
significado para as teorias correntes sobre o controle da liberagao de renina, uma vez que a
angiotensina I pode ser formada localmente em um sitio de liberagdo de renina e exerce

efeitos diretos sobre o rim (YATES et al., 1982).




2 - OBJETIVOS

e Determinar as freqiiéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo da enzima conversora
da angiotensina (ECA), em pacientes com insuficiéncia renal cronica (IRC);
e Comparar essas freqiiéncias com um grupo de individuos que ndo apresentam

insuficiéncia renal (grupo controle);

e Detectar o efeito do polimorfismo génico da ECA, na sua concentragao em niveis séricos,

nos pacientes com IRC e no grupo controle.



3 - REVISAO DE LITERATURA

3.1 — Insuficiéncia Renal Crénica (IRC)

A insuficiéncia renal cronica é um estado no qual o metabolismo corporal estd
acometido como conseqiiéncia da disfungio dos rins. Existem varias manifestagdes clinicas
provocadas pelo disturbio metabolico. Muitas delas sao atribuidas a falha na excrecdo ou na
conservagao de varias substincias quimicas pelos rins (WALTER & ISRAEL, 1979),

O rim é o regulador mais importante do fluido extracelular; ele controla a
concentragdo de varios eletrolitos, sendo essencial para o balango acido-base; ¢ também
responsavel pela excregdo de produtos residuais nitrogenados. Além disso. o rim pode fazer
parte da manutengdo da pressao sangiiinea, estando envolvido na eritropoiese e no
metabolismo da vitamina D (WALTER & ISRAEL, 1979).

A insuficiéncia renal crénica provoca a perda irreversivel de grande numero de
nefrons funcionantes. Sintomas clinicos sérios em geral ndo ocorrem até que o numero de
nefrons funcionais caia, pelo menos 70% abaixo do normal. De fato, concentracdes
sanglineas relativamente normajs da maioria dos eletrélitos e volumes normais do liquido
corporal podem ainda ser mantidos até que o numero de néfrons funcionantes diminua abaixo

de 20 a 30% do normal (GUYTON & HALL, 1997).

3.2 — Etiologia da IRC

A agressdo dos rins de natureza mais persistente, freqiientemente ndo é reversivel e
ocasiona destruigao progressiva da massa dos néfrons. As causas mais comuns de
insuficiéncia renal cronica (IRC) s@o a glomerulonefrite, doengas tubulointersticiais.

nefropatia diabética e nefrosclerose. Qualquer que seja sua causa, o impacto posterior da




final (GUMPRECHT et al, 2000).

Diferengas raciais, status socio-econdmicos e fatores ambientais, embora estejam

pagina posterior Mmostra algumas causas de insuficiéncia renal cronica (GUYTON & HALL,
1997),
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Tabela 1 - Causas de insuficiéncia renal cronica (IRC)




3.3 - Manifestacées clinicas e fisiologicas

A apresentacao, intensidade de sinais e sintomas da uremia, freqiientemente variam

muito de um paciente Para outro, dependendo, pelo menos em parte, do grau de redugio da

Em fase relativamente inicial da IRC, quando a taxa de filtracdo glomerular total

(TGF) é reduzida Para valores entre 359 e 50% do normal, a fungdo rena] global ¢ suficiente

proxima a 20% - 30% do normal), ocorre a hiperazotemia e aparecem geralmente as
Mmanifestagies iniciais de insuficiéncia renal, sendo g hipertensio e g anemia as mais comuns
das primeirag anormalidades. Qutrag perturbagdes sio g intolerdncia g carboidratos,
hiperuricemia, hipertn'glicendemia € redugdo da capacidade de concentrar a urina que leva 3
politria e a noctyria (BRENNER & LAZARUS, 1983).

Com maior perda da massa de néfrons (TGF abaixo de 20% a 25% do normal), o
paciente apresenta insuficiéncia renal manifesta que, além do maior grau de anemia e
hipertensao, Caracteriza-se por acidose metabolica, sobrecarga de liquidos e varios disttrbios

dos sistemas nervoso, cardiovascular e gastrintestinal. A uremia pode ser considerada como

mas ndo para o diagnostico diferencial. Se nao se observam as dimensdes renais pela

radiografia simples, muitas vezes elas sdo reveladas pela tomografia (KERR, 1977).

(KERR, 1977),
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A pielonefrite crénica é confirmada pela cicatrizagdo assimétrica e regular; com os
calices em forma de baqueta: na insuficiéncia renal tardia, quando os detalhes dos calices sio
dificeis de serem visualizados, um grande aumento na gordura peripélvica nas tomografias ¢
um sinal util (KERR, 1977).

De acordo com trabalhos descritos na literatura, a nefropatia diabética tem sido a
maior determinante de morbidade e mortalidade de pacientes diabéticos insulino-dependentes
(DORIA et al., 1994).

Estudos anteriores de grupos familiares com nefropatia diabética auxiliam na
confirmagdo da hipotese de que fatores genéticos também contribuem para a susceptibilidade
de nefropatia diabética (SEAQUIST et al., 1989; QUINN et al., 1992).

Segundo DORIA et al. (1994), polimorfismos no gene da ECA podem contribuir para
a susceptibilidade genética a complicagdes renais em pacientes diabéticos insulino-
dependentes.

Varios estudos tém demonstrado que o polimorfismo I/D do gene da ECA esti
fortemente associado com os niveis da enzima circulante e com o aumento do risco de doenga
coronaria, em pacientes nio diabéticos (CAMBIEN et al., 1992).

Segundo TARNOW et al. ( 1995), o polimorfismo I/D do gene da ECA niio contribui
para a susceptibilidade genética a nefropatia diabética e retinopatia proliferativa, enquanto o
dumento na concentragdo da ECA no plasma pode ter importéncia no inicio e na progressao
da nefropatia diabética em pacientes caucasianos.

Em um estudo recente, dados evidenciaram que o alelo D do gene da ECA esta
associado com a nefropatia diabética, IgA glomerulonefrite e com a progressao da doenca
renal. A associagdo deste alelo com a nefroangiosclerose tem sido também muito investigada.
A hipotese de que este alelo possa agir pelo menos como marcador, no diagndstico da
nefroangiosclerose, foi confirmada (MALLAMACI et al., 2000).

De acordo com YOSHIDA et al. (1996), o polimorfismo do gene da ECA esta
associado com a perda da fun¢do renal, em pacientes com nefropatia diabética, mas o
polimorfismo de outros genes que fazem parte do SRAA, especificamente o polimorfismo
M235T do gene do angiotensinogénio e o polimorfismo A1166C do gene ATI, nao estdo

associados com a perda progressiva da fungdo renal, em pacientes diabéticos insulino-

independentes.



3.5 - O Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA)

O sistema renina angiotensina aldosterona é composto pela renina, angiotensinogénio
(AGT), enzima conversora da angiotensina (ECA) e pelos genes dos receptores tipos 1 e 2 da
angiotensina Il (AGTR] e AGTR2) (CRISAN & CARR, 2000).

O gene da renina est4 localizado no cromossomo 1932, medindo aproximadamente 12

Kb, sendo composto por 10 éxons e 9 introns(COHEN-HAGUENAUER et al., 1989:
HADMAN et al 1984).

O gene do angiotensinogénio localiza-se Mo cromossomo 1g42-43. mede
aproximadamente 13 Kb e ¢ COmposto por cinco éxons e quatro introns (MALIK et al., 1997
PHILIPP et al., 1998).

O gene da enzima conversora da angiotensina (ECA) esta no cromossomo 17q23,
mede 21 Kb, e é composto por 26 éxons e 25 introns (HUBERT et al., 1991: MATTEI et al.,
1989).

A renina é uma glicoproteina acida, com cerca de 42.000 daltons de peso molecular,
sintetizada pelas células justaglomerulares dos rins, a partir de um precursor. a pro-renina ou
grande renina, que ¢ a forma inativa circulante da mesma (SILVA, 2001).

Os estimulos para a secregdo da renina sdo a diminui¢do do volume intravascular e da

pressdo sangiiinea, com menor estiramento da arteriola aferente; deplegdo de sal, com menor

hemorragia e situagdes de estresse, onde haveria uma ativagao por meio de receptores beta-
adrenérgicos renais (SILVA, 2001).

De modo geral, a renina ndo atua diretamente. Ela aumenta a pressao arterial e a
secrecao de aldosterona, por intermédio do angiotensinogénio (globulina do plasma). Atuando
sobre o angiotensinogénio, a renina libera um decapeptidio, a angiotensina 1. Uma enzima do
plasma remove dois aminoacidos da angiotensina I, formando g angiotensina I, um
octapeptidio (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995),

Os principais efeitos fisiologicos da angiotensina Il sdo os de aumentar a pressio
sangliinea e a secregdo de aldosterona pelo cortex da adrenal. A aldosterona é um horménio
que inibe a secregio de sodio pelos rins, A deficiéncia em sodio é um estimulo para a
liberagao da renina, que acelera a secre¢do de aldosterona, indo essa substincia inibir a
secrecao de sodio. Inversamente. o excesso de sodio no sangue deprime a secre¢do de renina,

que inibe a produgdo de aldosterona, e isto aumenta a excre¢do de sédio na urina

(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995),




Iesposta a estimylog especificos (CRISAN & CARR, 2000),

A secrecdo da renina ¢ controlada Por varios fatores. A macula densa é yy grupo
especializado de células tubulares contorcidas distajs que agem como quimioreceptores para

controlar os niveis de sodio e cloreto no tubulo dista] (CRISAN & CARR, 2000),

inibida, A Secrecdo da rening ¢ entdo automaticamente modulada vig inervacio simpatica dog
tubulos renais e arteriolas (CRISAN & CARR, 2000).

enzimatica da ECA regula dois efeitos: 3 ativagdo de um agente vasoconstrictor (ANGII) e a
inativagio de um agente vasodilatador (bradicinina). A ANGII € também um peptidio

estimulador da aldosterona, A aldosterona promove deplegio de potassio enquanto provoca
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utro potente mecanismo para o controle da
Pressdo — o sistema renina-angiotensina (GUYTON, 1993).

A angiotensina I, durante sya persisténcia no Sangue, exerce dois efeitog principais
que podem elevar 3 pressao arterial. Q primeiro deles, vasoconstri¢do, ocorre muito
rapidamente, em segundos, A vasoconstricio € muijto intensa nas arteriolas e

consideravelmente Menor nas veias. A constricdo das arterjolas aumenta a resisténcia

Pressao arterial ao normal (GUYTON, 1993).
A angiotensina leva 0s rins a reterem tanto sal quanto agua por duas maneirag
distintas, Na primeira, a angiotensina atua diretamente sobre os rins, Causando reten¢io de

agua e sal E na segunda, a angiotensina Jeva as glandulas Supra-renais a secretarem




reduzido em at¢ quatro a seis vezes (GUYTON, 1993),

Existe uma probabilidade de errg de genotipagem, em que o alelo I/D pode ser
confundido com o alelo DD (SHANMUGAN et al, 1993). Entretanto, SINGER et al (1996)
relataram que esga probabilidade tem sido estimada em aproximadamente 5% de troca do
alelo I/D pelos alelos D/D, porém esta estimativa se baseia em estudos que utilizaram

meétodos mais antigos. Desse modo, ndo parece possivel que a afirmagdo de CAMBIEN et al.

(MISSOURIS et al., 1996; EVANS et al; SINGER et al., 1996).




Desde sua concepeao por Kary Mullis em 1985, a PCR tem tornado seqiiéncias
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4 - MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi realizada no Laboratério BioGenetics Tecnologia Molecular Ltda e

no Laboratério de Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia em Uberlandia, MG.

4.1 - Material biologico

As amostras de sangue periférico e de soro de pacientes com insuficiéncia renal
cronica e controles, devidamente codificadas sem qualquer identificacdo, foram doadas pelo

Laboratorio BioGenetics, para fins de realizar estudo populacional de variagdes génicas, sem

comprometimento ético.

amostras de pacientes com insuficiéncia renal cronica e o segundo por 138 amostras de
individuos com fung¢do renal normal (grupo controle), totalizando 276 amostras, que foram
posteriormente processadas para a extragdo do DNA e genotipagem.

A segunda parte do estudo foi baseada na medida da atividade da enzima conversora
da angiotensina (ECA), no soro de 37 amostras de pacientes com insuficiéncia renal cronica

(IRC) e 48 amostras de individuos com fungdo renal normal (grupo controle), utilizando-se o
kit da Sigma Diagnostics.

4.2 - Extracio do DNA

A extragdo do DNA foi feita segundo 0 método de isolamento de DNA adaptado por
SAMBROOK et al, (1989). O Sangue, armazenado a 4°C, foi centrifugado para separacao da
camada de leucécitos. Uma aliquota de 500 ul dessa camada foi transferida para um
eppendorf de 1.5 m] e acrescentou-se 1.0 ml de Tampio de Lise de Hemacias (TLH) cuja

composig¢ao é: (NH4CI 155 mM; KHCO3 10 mM ¢ EDTA 1 mM), em cada amostra,

misturando por inversio durante 30 segundos.




le

A mistura foj centrifugada a 2,500 pm durante 5 minutos para peletar os nucleos.

Descartou-se o sobrenadante, repetindo-

foram colocadas em gelo por 10 minutos,

As mesmas foram centrifugadas a 2.500 Pm por 15 minutos. O sobrenadante foj
recolhido e adicionoy-se 800 ul de etanol absoluto a temperatura ambiente _ misturando-se
por inversido até que ocorresse a precipitagdo. Girou-se o tubo em seu eixo no seu sentido
horizontal, para prender o DNA 3 parede do tubo. descartando-se o sobrenadante, Em seguida,

0 pelete foi lavado em 1,0 ml de etanol 709 Finalmente, o alcool foi descartado e o pelete foi

4.3 - PCR para genotipagem do gene da ECA

O fragmento correspondente ao intron 16 do gene da ECA foi amplificado conforme
0s primers descritos abaixo:

5 CTGCAGACCACTCCCATCCTTTCT 3

3" GATGTGGCCATC ACATTGGTCAGAT 3’

Cada reacao foj constituida por 3ul de DNA, 10 pmol de primer, 1,5 mM de MgCl2,
0,5 mmol/l de cada dNTP, 1 U de Taq DNA polimerase e | X tampao da Taq DNA polimerase

em um volume final de 25 ul.
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4.4 — Medida da atividade da enzima conversora da angiotensina (ECA)
A medida da ECA foj procedida utilizando-se o kit da Sigma Diagnostics. As amostras

de plasma foram processadas no Laboratério de Bioquimica da Universidade Federal de
Uberlandia.

mistura do kit 10 ml de agua deionizada. Em seguida, preparou-se o calibrador ACE
adicionando-se a mistura 1,0 ml de agua deionizada. Posteriormente, adicionou-se 1,0 ml do
reagente ACE nas cubetas teste e calibrador. Em seguida, foram adicionados 100 ul do
calibrador na cubeta, misturou-se por inversio, e mediu-se a absorbancia no
espectrofotémetro a 340 nm. Depois, colocou-se 100 ul da amostra na cubeta teste, misturou-
Se por inversdo, e mediu-se a absorbancia também. Logo apos, as amostras medidas foram
mantidas a 37°C por 5 minutos,

Em seguida, foi feito uma nova medida apés 5 minutos de incubagdo. Os calculos

foram feitos de acordo com a seguinte formula presente no kit:
ACE (U/L) = A A/5 min Teste/ A A/ 5 min Calibrador x Atividade do calibrador

Onde A A/5 min teste = A teste inicial — A teste final e A A/S min calibrador = A

inicial do calibrador — A final do calibrador.

4.5 — Aniilise Estatistica
Os valores obtidos pela. ECA sérica foram transformados devido 3 grande
variabilidade para vx+1. Ag medias foram comparadas pelo teste de Tukey.

A equagdo de Hardy-Weinberg foi usada para calcular e comparar as frequiéncias

alélicas e genotipicas dos grupos analisados.




S - RESULTADOS E DISCUSSAQO

doengas cardiovasculares, relaciona-se também com as fisiopatologias renais, bem CoOmo com
4 progressdao das mesmas, Ja foram identificados vérios polimorfismos de genes que

codificam og Componentes do SRAA. entre estes se destaca o polimorfismo I/D do gene da

cardiovascular dog pacientes com insuficiéncia renal cronica (VEA, 2002).
Nos ultimos anos, estudos evidenciaram que muitos genes e diversos fatores

ambientais e demograficos poderiam ter um papel determinante no desenvolvimento e

gerou um fragmento no gel de agorose de 490 pb; o heterozigoto gerou fragmentos de 490 ¢
203 pb: e o homozigoto sem insergio D/D gerou um fragmento de 203 pb (Figura 2).
As freqiiéncias genotipicas do 8rupo controle apresentaram pouca variagdao quando

Comparadas com o grupo de pacientes com [RC (Figura 3),
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Figura 2 - Produtos de amplificacio da regido polimérfica no intron 16 do gene da ECA

detectados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, As colunas consistem de: 1-Marcador de |
KB: 2 ¢ 8-Genétipo I/D; 3. 6. 7. 9 ¢ 12-Genotipo DD: 4. 5|0 € 11-Genétipo II; 13-Controle
negativo da reagio (agua).
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Figura 3 —

Comparagio entre os genoti

pos dos grupos controle e Tenais cronicos,
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O mesmo foi observado com a freqiiéncia dos alelos T e D que ndo apresentou

diferengas significativas para a populagao controle e para o grupo de pacientes com IRC
(Figura 4).

DAlelo 1 |

‘mAlelo D| |

! 1-Controle 2-Renais crénicos

Figura 4 — Freqiiéncia alélica dos grupos controle e renais crénicos,

Varios estudos tém demonstrado que o alelo D do polimorfismo I/D do gene da ECA
nao esta associado diretamente com a IRC, mas com a progressao das doengas renais, assim

como da insuficiéncia renal cronica (HUNLEY et al, 1996; HARDEN et al. 1905;
SCHMIDT et al., 1995),

S@o considerados normais 0s niveis séricos da enzima conversora da angiotensina
(ECA) que apresentarem suas concentragdes entre 35 ¢ 90 U/l. Utilizando o teste de Tukey,
foi feita a analise da meédia dos niveis séricos x genotipos de ambos os grupos estudados. O
resultado deste teste apresentou uma correlagio significativa do genotipo DD com o maior

nivel da ECA. no plasma dos pacientes com insuficiéncia renal cronica (Figuras 5 e 6).




}I Renais crénic;osi
tﬂ Controle

Numero de individuos

1 2 3
Genétipos: 1. 1I; 2. ID; 3. DD

Figura 5 — Niveis de ECA menores que 90 U/L.

@ Renais cronicos
o Controle

Numero de individuos

O=_2NWE OO N

Genétipos: 1. II; 2. ID; 3. DD

Figura 6 — Niveis de ECA maiores que 90 U/L.




enzimética da ECA também fop; confirmada por outros Pesquisadoreg (TIRET ¢t al., 1992
RIBICHIN] et al., 1998: MALIK ¢t al., 1997 PHILIPP ¢t al., 199g: C()STEROUSSE et al .
1993; MARRE et al, 1994 MIZUIR] ¢t al., 1997 SASAKI et al, 199¢: OHMICH] g al.,
1997 DANSER et al, 1995) Contudo, deyido 40 polimorfismo 1/p do gene da ECa ser
inrrﬁnico, 0 mecanismo de expressao do gene da ECA com 0 genbtipo DD n3zo esta bem clarg,

Ha possibilidades de que essa relagao entre O genodtipo DD ¢om maiores nivejs da ECA no

Tabela 2 - Comparagso de médias entre Pacientes renaisg cronicos e controles entre og

genotipos do gepe da ECA.

129,78 3 A*

= : it 1zontal ndo sio
*Médias seguidas pela mesma letra Minuscula na vertical ¢ maitscula na hori

; : E key.
significativamente diferentes a0 nivel de 3% de probabilidade pelo teste de Tukey



geral, diferiram signiﬁcativamente daquelas observadas no 8rupo controle, que foram bem
menores. Degte modo a ECA se apresenta como 4 enzima chave dg sistema  renina

angiotensinga aldosterong (SRAA) e Sistema cining calicreina. O efejtg de um nivel elevado na
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6 — CONCLUSOES:

As frequéncias alélicas e genotipicas analisadas neste estudo nio apresentaram
diferencas significativas nos pacientes com insuficiéncia renal crénica e no grupo controle.
Este dado evidencia que ha outro marcador mais intimamente relacionado a doenca renal.
tornando necessario desenvolver outro marcador molecular que esteja mais fortemente ligado
a insuficiéncia renal cronica, Este marcador podera possibilitar averiguar, em termos de

diagnéstico, o possivel efeito dos polimorfismos do gene da enzima conversora da

angiotensina, nos pacientes com IRC.

A correlagdo existente entre o gendtipo DD do gene da ECA e seus maiores niveis
encontrados no plasma dos pacientes com IRC, reforca a necessidade de se desenvolver outro
marcador para relaciond-lo com os dados obtidos, pois o sistema renina angiotensina

aldosterona ¢ uma cascata enzimatica que possui varios componentes atuando de diversas

maneiras.
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