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Resumo

A obesidade infantojuvenil € um problema de saude publica devido ao maior risco de
desenvolvimento precoce de doencas associadas como hipertensao, dislipidemias,
diabetes e sindrome metabdlica. Ha evidéncias de que o sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) e o sistema calicreina-cinina (SCC) possam ser modulados na
obesidade. Objetivo: Avaliar a modulacdo do SRAA e do SCC em criancas e
adolescentes com diferentes estados nutricionais e avaliar a contribuicdo destas
alteracbes para desenvolvimento de complicacbes associadas a obesidade.
Métodos: Participantes de 6 a 19 anos foram classificados como baixo peso (BP),
eutrofico (EU), sobrepeso (SP) e obeso (OB) de acordo com o percentil do IMC.
Também foram classificados pelo risco cardiovascular de acordo com a razéo cintura
e estatura (RCE). Foi realizada avaliacao clinica e foram mensuradas a expressao e
atividade das enzimas; renina, enzima conversora de angiotensina (ECA), ECA2,
endopeptidase neutra, catepsina D (CatD) e quimase na urina e no
plasma. Resultados: Nas amostras de urina, a expressdo da ECA somatica (SECA)
estava aumentada no grupo OB quando comparado com o grupo EU (0,530 vs 0,090
unidade arbitraria, p=0,04) e foi maior no grupo com RCE aumentada (0,265 vs 0,090,
p =0,046). A isoforma N-dominio soluvel de 90 KDa da ECA (nECA de 90 KDa) foi
mais frequentemente encontrada no grupo com RCE aumentada (p=0,05), sua
expressdo foi maior neste grupo (0,265 vs 0,130, p=0,02) e se correlacionou
positivamente com parametros antropométricos. A atividade da CatD urinaria foi maior
no grupo EU do que no grupo SP (0,098 vs 0,027, p<0,01) e estava aumentada no
grupo com RCE normal (0,095 vs 0,028, p<0,01). A obesidade e a RCE aumentada
estavam relacionadas com a hipertrigliceridemia e a deficiéncia de HDL-C e houve
correlagcdo entre a atividade da ECA urinaria, a expressdo da quimase urinaria e a
expressado da CatD plasméatica com estas alteracdes. O grupo OB apresentou maiores
niveis de acido Urico, maior niumero de plaquetas e maiores valores presséricos. O
altimo se correlacionou positivamente com a atividade da quimase urinaria.
Concluséo: A obesidade e a RCE aumentada contribuiram para maior expressao da
SECA e da nECA de 90 na urina, e para uma menor atividade da CatD urinaria, o que
pode refletir menor sintese de CatD a nivel renal ou um menor clearance da CatD
circulante, culminando em seu acumulo no plasma. Essas alteracdes podem promover
o aumento dos niveis de angiotensina (Ang) | e Ang Il e a diminui¢cdo dos niveis de
Ang 1-7 e bradicinina. O desbalanco nos niveis destes peptideos favorecem a
hipertrigliceridemia, o acumulo dos triglicerideos nos adipocitos e por fim, a
manutencdo da obesidade. O aumento da expressdo da ECA associado a
hipertrigliceridemia e deficiéncia de HDL-C contribuem para a inflamacéo, o estresse
oxidativo, a disfuncéo endotelial e a resisténcia a insulina; mecanismos que levam ao
desenvolvimento das dislipidemias, hipertenséo, diabetes e sindrome metabdlica.
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Abstract

Childhood obesity is a public health issue linked to a higher risk of developing obesity
associated diseases as, hypertension, dyslipidemia, diabetes, and metabolic
syndrome. There is evidence that the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS)
and the kallikrein-kinin system (KKS) are modulated in obesity. Objectives: Evaluate
the modulation of RAAS and KKS in children and adolescents with different nutritional
status and evaluate the contribution of alterations in these systems to the development
of obesity associated diseases. Methods: Participants aged from 6 to 19 years were
classified into underweight (UW), normal weight (NW), overweight (OW) and obese
(OB) according to body mass index percentile. They were also classified by
cardiovascular risk assessed through waist to height ratio (WHtR). The clinical
evaluation was performed, and we measured the expression and activity of renin,
angiotensin converting enzyme (ACE), ACE2, neprilysin, cathepsin D (CatD) and
chymase in urine and plasma samples. Results: In urine, expression of somatic ACE
(SACE) was higher in OB than in NW group (0.530 vs 0.090 arbitrary unit, p=0,04) and
it was increased in higher WHtR group (0.265 vs 0.090, p =0.046). The N-domain
isoform of 90 KDa of ACE (nACE of 90 KDa) was more frequently found in the higher
WHItR group (p=0.05), its expression was higher in this group (0.265 vs 0.130, p=0.02)
and it positively correlated with anthropometric variables. The urinary CatD activity was
increased in NW group compared to OW group (0.098 vs 0.027, p<0.01) and it was
higher in normal WHtR group (0.095 vs 0.028, p<0.01). Obesity and higher WHtR were
associated with hypertriglyceridemia and HDL-C deficiency and there was correlation
between urinary ACE activity, urinary chymase expression and circulating CatD
expression with these clinical alterations. The OB group presented higher levels of
uric acid, increased number of platelets and augmented blood pressure values. The
last was positively correlated with the expression of urinary chymase. Conclusion:
Obesity and higher WHtR contributed to higher sACE and nACE of 90 KDa expression
in urine and to lower urinary CatD activity what can be due to downregulation of CatD
in the kidneys, or to decreased clearance of circulating CatD, resulting in its
accumulation in plasma. These alterations can lead to higher levels of angiotensin
(Ang) | and Ang Il and diminished levels of Ang 1-7 and bradykinin. This imbalance
contributes to the hypertriglyceridemia, triglycerides accumulation in the adipocytes
and to obesity. The augmented expression of ACE associated to hypertriglyceridemia
and HDL-C deficiency leads to inflammation, oxidative stress, endothelial dysfunction,
and insulin resistance; mechanisms which contribute to the development of
dyslipidemia, hypertension, diabetes, and metabolic syndrome.
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Introducdio



1 INTRODUCAO

1.1 Obesidade

A obesidade é uma doenca multifatorial, caracterizada pelo desbalanco
persistente entre 0 consumo e 0 gasto energético (1). Fatores comportamentais e
socioambientais estdo envolvidos no desenvolvimento e manutencdo da obesidade,
enquadram-se; fatores biologicos (genética, doencas de base, microbiota), fatores
comportamentais (dieta, sedentarismo), fatores ambientais (condicdo social, cultura,

uso de medicamentos, exposicdo a xenobioticos) (2).

A obesidade constitui um dos principais fatores de risco para desenvolvimento
de hipertensdo arterial, resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia e
sindrome metabdlica (3). Além disto, ela é indiretamente associada com condi¢cdes
psicolégicas como depresséo, ansiedade e estresse (3). A obesidade tornou-se um
problema de saude publica global, cerca de 4 milh&es de pessoas morrem ao ano em

consequéncia de suas complicagdes (4).

A classificacdo de obesidade em individuos adultos é dada por um indice
de massa corpérea (IMC) 2 30 kg/m?2. Em 2016, estimou-se que 1,9 bilhdes (39%) dos

adultos apresentavam sobrepeso e cerca de 650 milhdes (13%) estavam obesos (4).

Para caracterizacdo de obesidade em criancas e adolescentes é necessario
ajustar o valor de acordo com o sexo e idade, obtendo o valor de percentil do IMC em
relacdo a uma populacdo. Criancas com percentildo IMC acima de 95 sao
consideradas obesas (5). O numero de criancas e adolescentes entre 6 e 19 com
sobrepeso ou obesidade cresceu drasticamente de forma globalizada atingindo 340
milhdes em 2016 (4). Em 2020, 39 milh&es de crian¢as com menos de 5 anos estavam

com sobrepeso ou obesidade (4).

No Brasil, dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) divulgados em 2010 (6), mostram que entre 1974-75 e 2008-09 considerando
a faixa etaria entre 10 e 19 anos, a porcentagem de meninos com excesso de peso
subiu de 3,7% para 21,7%, e em relacdo ao sexo feminino subiu de 7,6% para 19,4%.
Na faixa etaria entre 6 e 9 anos verificou-se que 1 a cada 3 criancas apresenta
sobrepeso. Estes dados sdo preocupantes, uma vez que, estas criancas estao
sujeitas ao desenvolvimento precoce de morbidades associadas ao sobrepeso e

obesidade, tais como diabetes, dislipidemia, hipertensdo, osteoartrite, acidente



vascular encefalico e cancer (7), o que reduz de forma significativa a qualidade e

expectativa de vida.

Além dos impactos a saude fisica e psicologica dos individuos obesos, a
obesidade tem um grande impacto social e econdmico. Muitos estudos associam a
presenca de sobrepeso e obesidade com diminuicdo da frequéncia escolar, o que
compromete o desenvolvimento psicossocial destes individuos (8). Estudos similares
em adultos demonstram que a obesidade culmina em maior indice de auséncia no
trabalho e em queda de produtividade (9). Estudo realizado nos EUA, estima que em
2021 os gastos médicos de pacientes obesos foram 100% maiores do que os de

pacientes com peso normal (10).

Os mecanismos fisiolégicos pelos quais o desenvolvimento e manuten¢éo da
obesidade ocorrem sdo pouco compreendidos apesar do conceito que caracteriza a
doenca ser muito simples; maior consumo do que gasto energético (11). Desta forma,
mecanismos que regulam o balanco energético sdo os mais estudados, porém ainda
existem muitos pontos a serem elucidados principalmente em relacdo a obesidade

infantojuvenil.

A leptina € um dos principais horménios envolvidos no controle da fome e
saciedade e é produzida e secretada pelos adipécitos, portanto apresenta maiores
concentracfes conforme a porcentagem de gordura corporal aumenta (12). No nucleo
arqueado do hipotdlamo a leptina age estimulando a liberagdo de pré-6pio-
melanocortina, que é convertida em horménio a melandcito estimulante (aMSH) e em
adrenocorticotrofina (ACTH) (13). O aMSH se liga a receptores de melanocortina do
tipo 4 no nucleo hipotalamico paraventricular e promove supressao do apetite. O
ACTH por sua vez promove a sintese e secrecdo de cortisol, hormdnios sexuais e
aldosterona. Em concentracfes elevadas o ACTH promove lipdlise, captacdo da
glicose e aminoé&cidos pelo musculo esquelético e secrecdo da insulina (11, 13). A
leptina ainda inibe a expressao do neuropeptideo Y (NPY) e da proteina relacionada
ao gene agouti (AGRP). Destacando que o NPY e AGRP séo secretados por
neurénios do nucleo arqueado e promovem aumento da ingestdo alimentar,

diminuicdo do gasto energético e aumento da lipogénese (11).

Defeitos genéticos associados a producdo de leptina ou aos seus receptores
causam severa hiperalgia e obesidade, no entanto, esses casos sdo raros. Em

contrapartida, a hiperleptinemia € uma alteragdo comum em individuos obesos e é



bem estabelecido que a obesidade é associada a resisténcia a leptina, embora os
mecanismos que levam a essa resisténcia sejam desconhecidos, acredita-se que
possa ser atribuido a fatores genéticos, alteragBes durante o desenvolvimento e ao
comportamento alimentar (11, 13). Em criancas e adolescentes em diferentes fases
do desenvolvimento, os niveis de leptina ja apresentam correlacdo com a gordura
corporal estando elevados em criancas obesas e reforcando que a resisténcia a
leptina ja possa ser um mecanismo relevante no desenvolvimento da obesidade
infantil (14).

Hormonios gastrointestinais também participam no controle da fome e
saciedade, a grelina tem importante papel orexigénico, estimulando o apetite ao agir
no hipotalamo e ainda inibe a oxidacdo de gorduras contribuindo para aumento da
reserva energética (15). A grelina é suprimida no periodo pés-prandial, porém em
obesos esse mecanismo € prejudicado e a grelina continua a ser produzida mesmo
apos a saciedade. Importantemente, a grelina também tem como sua principal funcéo
estimular a produgcdo do hormonio do crescimento (15). Foi visto que criangas com
sobrepeso apresentam disfungéo na regulacdo da secrecao de grelina apresentando
menores niveis do hormoénio durante o jejum e menor supressao da grelina no periodo

pos-prandial quando comparadas a criancas com peso normal (16).

Outros horménios como o peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP1) e a
colecistocinina sdo liberados pelos enterécitos durante a ingestdo de alimento,
promovem saciedade e interrupc¢ao do estimulo para continuar a refeicdo, pois ativam
através de sinalizacao aferente vagal, a secrecao de peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) no nucleo parabraquial e este tem potente acdo anorexigena (11).
Agonistas do GLP1 tém sido apontados como terapia potencial para controle da
obesidade infantojuvenil (17).

Mecanismos de particAo energética também podem influenciar no
desenvolvimento e manutencdo da obesidade. Neste cenario as calorias advindas da
dieta sdo preferencialmente armazenadas em forma de gordura nos adipocitos. Muito
pouco se sabe sobre a regulacéo destes mecanismos, porém, os efeitos da leptina, a
distribuicdo e atividade da lipoproteina lipase (LPL) e alteragdes no desenvolvimento

parecem ter papel importante (11) .

AlteragOes durante o desenvolvimento dos sistemas que regulam o balanco

energético podem contribuir de forma significativa para um fenotipo mais propenso a



obesidade na infancia e na vida adulta. Logo apds 0 nascimento, mecanismos basicos
como a distens&o gastrica sdo 0s principais responsaveis por controlar a ingestao de
alimento, estimulos promovidos pelo trato gastrointestinal pés-absor¢édo de nutrientes
comecam a se desenvolver a partir da segunda semana de vida (18). Mecanismos
mais complexos que regulam a manutencéo e utilizacao de reservas energéticas de
curto e longo prazo séo estabelecidos apos o periodo de desmame (19). Todos esses
mecanismos ainda sdo maturados ao longo da infancia e adolescéncia e é
estabelecido que durante o primeiro e quarto ano de vida os padrdes alimentares
individuais vao se estabelecer de acordo com as experiéncias da crianca em relacéo

a alimentacao (11).

A maturacdo dos circuitos neuronais do nucleo arqueado do hipotalamo que
incluem, o sistema melanocortina, 0 AGRP e o NPY, sdo altamente influenciados pela
dieta materna durante o desenvolvimento fetal e a amamentacdo (11). A
disponibilidade e composi¢céo do leite materno pode modular o tempo para inicio da
producdo de leptina pelo tecido adiposo, assim como, a exposicao a obesidade
materna durante a gestacdo e amamentacdo pode comprometer a formacao de
receptores de leptina, o que gera um impacto de longo prazo na resposta do
organismo aos efeitos da leptina (11, 20, 21). Ainda, a desnutricdo durante periodo de
lactacdo tem impacto negativo na maturacdo de mecanismos que inibem as acdes de
AGRP, como a sinalizacdo do acido gama aminobutirico (GABA), isso ocorre de forma
a permitir compensacdo do déficit de crescimento apls cessada a privacdo de

nutrientes, porém torna estes individuos mais propensos a obesidade (22, 23).

Apesar da relevancia de alteragcbes que afetam diretamente o balanco
energético na fisiopatologia da obesidade, outros mecanismos fisiol6gicos parecem
desempenhar um papel importante sendo atrelados ndo sé ao desenvolvimento e
manutencdo da obesidade, mas também ao desenvolvimento de doencas
cardiometabolicas associadas a obesidade. Esses mecanismos séo pouco abordados
principalmente no contexto da obesidade infantojuvenil. Mas, sabe-se que adipocinas
como a apelina, adiponectina e resistina estdo envolvidas no metabolismo dos
carboidratos e lipidios. Ainda, dois importantes sistemas hormonais envolvidos no
controle da presséao arterial e equilibrio hemodinamico tem relagdo com a obesidade
sendo estes o0s sistemas renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e calicreina-cinina
(SCQ).



Véarios estudos sugerem participacdo do SRAA e SCC na modulagdo e
manutencdo da obesidade. O tecido adiposo € capaz de produzir e secretar diversos
componentes do SRAA, assim contribui ndo somente para ativagéo local do sistema,
mas também para sua ativagao a nivel sistémico (24). O tratamento com inibidores de
componentes do SRAA mostrou efeito benéfico sobre a obesidade (25). Ainda, estudo
anterior do nosso grupo mostrou desbalanco nos niveis de peptideos do SRAA e SCC
em criangas obesas e correlacdo com niveis de leptina (26). A modulagdo do SRAA
e SCC na obesidade, somada a importancia fisiologica destes dois sistemas justifica
a investigacdo destes na fisiopatologia da obesidade infantojuvenil e das alteracdes

cardiometabdlicas associadas.

1.2 Sistema renina-angiotensina-aldosterona

O SRAAé o mais importante sistema hormonal envolvido na fisiologia
cardiorrenal, uma vez que, controla as fun¢cdes hemodinamicas através da regulacéo

da presséo arterial, volume sanguineo e equilibrio eletrolitico (27).

O SRAA é tradicionalmente ilustrado por sua cascata classica, isso porque 0
papel da via classica no controle da pressao arterial sistémica € o mais bem elucidado,
mas o sistema é muito mais complexo com diversas enzimas, peptideos e receptores

que interagem entre si (Figura 1) e com outros sistemas, como o SCC.

Atualmente, o SRAA tem se destacado ndo s6 pela sua importancia na
homeostase hemodinamica, mas também pela sua contribuicdo na fisiopatologia de
diversos 6rgdos (27). O SRAA exerce funcdes enddcrinas, paracrinas,
autocrinas e intracrinas, sendo que a descoberta de novos peptideos e vias
alternativas para geracao e inativacdo dos mesmos aumenta a complexidade deste
sistema (28-30).

S&o0 propostos varios eixos distintos do SRAA que se interconectam. O
eixo dito como classico, € composto pela enzima conversora de angiotensina |
(ECA), o peptideo efetor, angiotensina (Ang) Il e seus receptores AT1 e AT2, onde
resumidamente a ligagdo da Ang Il a AT1 promove efeitos deletérios quando hiper-
regulada e tem papel relevante nas doencas cardiovasculares e a ligacdo a

AT2 promove acdes opostas, protetoras (28).



O segundo eixo principal € formado pela enzima conversora de angiotensina
Il (ECA2), Ang 1-7 e seu receptor, Mas, consiste em uma descoberta relativamente
recente, mas estudos tem sedimentado que este eixo tem papel importante ao
contrabalancear as acdes mediadas pela ligacdo da Ang Il ao ATl (29).
Adicionalmente, a ECA2 recebeu destaque notério devido a seu papel na
fisiopatologia da coronavirus disease 2019 (COVID-19), uma das maiores pandemias

da idade contemporanea.

Ainda, diversas enzimas desempenham papel em eixos alternativos, como a
endopeptidase neutra (NEP), catepsina D (CatD), e quimase que também seréo
abordadas (31) (Figura 1).
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Figura 1. Vias metabdlicas do SRAA. Esquematizacdo das vias metabdlicas do SRAA destacando a formacéo dos dois principais peptideos do sistema, a
Angiotensina Il, que pode ser formada pela ECA agindo sobre angiotensina | na via classica ou por vias alternativas, onde a quimase age sobre a angiotensina
I, ou onde a catepsina G ou a tonina agem sobre o angiotensinogénio. Destaca-se também a formacao do peptideo com func8es protetoras, a angiotensina

1-7 que pode ser formado a partir da angiotensina I, angiotensina 1-9 ou angiotensina Il por agdo da ECA, ECA2, NEP, prolilendopeptidase ou carboxipeptidase.



1.2.1 Renina

A renina € uma aspartil protease produzida e secretada pelas células
justaglomerulares renais, na sua forma inativa e na sua forma ativa, pro-renina e
renina, respectivamente. A liberacdo de renina pelas células justaglomerulares é
estimulada por acdo simpatica, queda na pressao de perfusédo na arteriola aferente e
por queda na concentracdo de ions cloreto. A pré-renina pode ser convertida a sua

forma ativa através da agdo de proteases, incluindo a calicreina (32, 33).

A renina difere de outras aspartil proteases pela sua alta especificidade, ela
atua especificamente sobre o angiotensinogénio (AGT), convertendo-o em Ang |, que
alimentara o sistema (34). O tratamento da hipertensdo com inibidores da ECA
(IECAs) e bloqueadores dos receptores de angiotensina (BRAS), promovem o
aumento da expressao e atividade plasmética da renina como forma de compensacao,
a Ang | acumulada pode entéo ser convertida a Ang Il por vias independentes da ECA.
Assim, emergiram o0s inibidores de renina como uma nhova classe de anti-
hipertensivos, cujo representante € o alisquireno (34). Além disso, essa classe
terapéutica tem relevancia na pesquisa cientifica ja que bloqueia a reacao inicial do

sistema.

Por muito tempo foi sustentado que a funcao fisiopatolégica da renina se
restringia a producéo basal de Ang | e que a pro-renina era um precursor inativo (35,
36). No entanto, com descoberta do receptor de renina e pré-renina descobriu-se que
a renina e a pro-renina podem exercer acfes independentes, uma vez que ambas
podem se ligar a este receptor (36, 37). Estas acdes incluem, a ativacdo da cascata
de sinalizacao das proteinas quinase ativadas por mitdgeno (MAPKSs), inducao da
contractilidade, hipertrofia, fibrose e apoptose em cardiomidcitos através do fator de
crescimento tumoral (TGF)-B e estimulagao da ciclooxigenase (COX) 2 (35, 37). O
que abre precedente para futuros estudos de acdes da renina fora do seu papel na

via classica do SRAA.

1.2.2 Eixo classico ECA/ Ang Il/ AT1 e AT2

Quando ocorre queda da pressdo arterial sistdlica, estimulo simpatico ou
diminuicdo de ions cloreto, ha deteccédo pelo aparelho justaglomerular renal e ocorre

liberacdo da renina pelas células justaglomerulares (33). A renina cliva o AGT
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liberando a Ang | (Asp!-Arg?-Val®-Tyr*-lle>-His®-Pro’-Phe8-His%-Leu®) na circulacédo
(34). No endotélio de diversos tecidos; principalmente no pulmonar, a Ang | circulante

é clivada pela enzima ECA em Ang Il (34, 38).

A Ang Il (Aspl-Arg?-Val®-Tyr*-lle®-Hisb-Pro’-Phe®) é um octapeptideo e age
sobre seus receptores AT1 e AT2 (33, 38). As acdes sobre o receptor AT1 promovem
0 aumento da pressao arterial, pois estimulam a vasoconstricAo das pequenas
artérias, a liberacdo de aldosterona pela adrenal e de vasopressina pela hipéfise, além
disso, esses horménios agem promovendo a retencdo de sédio com consequente

retencdo de agua e aumento da volemia (34, 38).

Além da via classica, a Ang Il pode ser produzida por via independente da
renina e ECA, onde o AGT ¢ clivado pela catepsina G ou tonina. O octapeptideo
também pode ser gerado a partir da Ang | por acdo da quimase (Figura 1) (31, 39).
Além de controlar a funcdo hemodinamica o eixo classico exerce diversas funcdes

nos mais diferentes 6rgaos através da Ang Il.

A ligagdo da Ang Il com AT1 promove na musculatura vascular lisa,
vasoconstricdo, proliferagdo celular, inflamagdo e fibrose (28, 40). No
coracdao, contribui para inotropismo, hipertrofia, remodelamento e disfuncéo (41). Nos
rins, leva a aumento da taxa de filtracdo glomerular, aumento da reabsorcéo de sédio,
espessamento do ramo ascendente da alca de Henle, estresse oxidativo, inflamacéo

e remodelamento da matriz (42, 43).

No sistema nervoso simpatico (SNS), a Ang Il contribui para aumento da
liberacdo de norepinefrina e inibicdo da liberacdo de acetilcolina (44). Na adeno e
neuro-hipofise, promoveliberacdode horménios adeno e neuro-ipofisarios (horménio
adenocorticotréfico, horménio luteinizante, prolactina e vasopressina) e controla a

ingestdo de sbdio e 4gua e também a reabsorcdo de sédio e dgua pelos rins (45).

Como a presséo arterial é produto do débito cardiaco x resisténcia periférica, a
principal funcdo da Ang Il € promover o aumento da pressao arterial, uma vez que, a
Ang Il eleva o débito cardiaco porque aumenta a contratilidade cardiaca e promove

aumento da resisténcia periférica pela vasoconstricdo e aumento de volume (41, 43).

No entanto, as acbes da Ang Il mediadas por AT2 sé&o
protetoras, exercendo feedback negativo sobre o receptor AT1, pois o receptor AT2

antagoniza as ac¢des do AT1, inibindo sua sinalizacao, ligando-se a ele ou regulando
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sua expressdo. Assim, o receptor AT2 promove efeitos anti-hipertensivo, anti-
remodelamento e anti-aterosclerotico, parece ser o principal receptor de Ang Il
expresso durante o desenvolvimento fetal, mas sua expresséo cai drasticamente apds

0 nascimento (46, 47).

A ECA foi descoberta em 1955 e na época homeada de enzima conversora de
hipertensina, pois produzia o potente vasopressor hipertensina |l a partir da
hipertensina I, hoje conhecidas como Ang | e Ang Il, respectivamente (48). A ECA
pertence a familia M2 das metalopeptidases dependentes de zinco e tem acao
carboxidipeptidasica, desta forma hidrolisa dipeptideos da porcéo carboxiterminal de
seus substratos (49, 50). Esta enzima desempenha papel importante na regulacéo da
pressao arterial. Primeiro porque é responséavel pela formacgéo de Ang Il, como visto.
Adicionalmente, inativa a bradicina (BK), um potente vasodilatador do SCC (41). Além
de seu papel na via classica do SRAA, a ECA também esta presente nas vias
alternativas sendo responséavel pela formacao de Ang lll e degradacdo de Ang 1-7
(31).

A ECA humana apresenta duas formas, a somatica e a testicular (41, 50, 51).
A forma somatica apresenta dois dominios; N-dominio e C-dominio, e tem peso
molecular que varia entre 150 e 180kDa. A forma testicular tem entre 90 e 100kDa,

apresenta apenas o C-dominio e esta presente exclusivamente nos testiculos (50, 51).

A forma somatica da ECA ja foi descrita em diversos tecidos, no tecido
endotelial vascular, nas células borda escova do intestino, no tubulo contorcido
proximal, tubulos seminiferos e no sistema nervoso. Porém, o local onde ha maior
conversao de substratos pela ECA é no tecido pulmonar. A ECA pode sofrer shedding
(Figura 2A), processo no qual o ectodominio de uma proteina de membrana pode ser
clivado e liberado na corrente sanguinea, podendo inclusive exercer uma funcao
diferente (52, 53). A forma soltvel da ECA somatica (SECA) é encontrada no plasma,

urina, fluido seminal, fluido amnidético e fluido cerebrospinal (34).

Duas isoformas de N-dominio soluveis presentes naturalmente no organismo
foram encontradas em fluido ileal e urina de humanos, apresentam peso molecular de
65kDa (nECA de 65 KDa) e de 90kDa (nECA de 90 KDa) (54). Acredita-se que sejam
derivadas da clivagem da sECA no ponto de ligacdo entre o C-dominio e o N-dominio

por serino proteases (Figura 2A) (55). Estudos sugerem que a nECA de 90 KDa seja
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um marcador de hipertensao, pré-eclampsia e inflamacao, pois individuos que nao
apresentam a isoforma possuem perfil com baixa predisposi¢cdo para aumento da

presséao arterial e inflamacéao (54, 56, 57).

A) B)
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ECA somatica dominio solaveis

solavel
9 Ang | = Ang |l
Ang 1-7 - Ang 1-5
BK = BK 1-7
ECA ancoradaa ! I
membrana Ang | - Angll
¥< o Ang 1-7 > Ang 1-5

Proteases o S .o

? BK - BK 1-7
SN

SE RN

Elaborada pela autora.

Figura 2. Processo de shedding da ECA somatica liberando a ECA somatica soluvel e as
isoformas N-dominio sollveis da ECA. (A) (I.) A ECA somética é encontrada ancorada a membrana
e é susceptivel ao processo de shedding, onde proteases clivam a base do ectodominio que é liberado
formando a ECA somatica soldvel. (II.) Ainda, o processo de shedding pode ocorrer na ligacéo entre o
C-dominio e o N-dominio da proteina, acredita-se que por intermédio de serino proteases, o que resulta
na liberacdo de duas isoformas N-dominio sollveis, de 90KDa ou 65KDa. B) A ECA somatica apresenta
dois dominios funcionais o N e o C. Eles apresentam afinidade e eficiéncia catalitica diferentes de
acordo com o substrato, o N-dominio € o principal responsavel pela inativagdo da Ang 1-7, o C-dominio
€ o principal responsével pela formagéo de Ang Il, e ambos tém afinidade e eficiéncia semelhantes para
inativar BK.

E importante destacar que existe diferenca de especificidade entre os dominios
da ECA (Figura 2B). Os dominios tém afinidade equivalente pela Ang I, no entanto, a
eficiéncia catalitica do C-dominio sobre a Ang | é trés vezes maior que a do N-dominio.
Camundongos com apenas o N-dominio funcional apresentam pressao arterial

normal, porém atingem a homeostase promovendo a atividade da renina e por isso
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apresentam niveis aumentados de Ang I, cerca de sete vezes maior que o encontrado
no grupo controle. Em relacdo a BK, testes in vitro mostram que ambos os dominios

tém afinidade e eficiéncia equivalente para hidrolisé-la (Figura 2B) (41).

Ainda, em relacdo a Ang 1-7, testes in vitro mostram que a Ang 1-7 seja um
substrato especifico para N-dominio, no entanto, aparentemente ambos os dominios
clivam a Ang 1-7 em proporcdes praticamente iguais, porém considerando que o N-
dominio tem menor afinidade por esta, sua atividade catalitica sobre Ang 1-7 € mais
eficiente (58, 59).

Devido a suas acdes, a ECA tem importante papel na fisiopatologia de diversas
doencas. Variacdes na expressado local da ECA ja foram descritas em diversas
doencas, como insuficiéncia renal, infarto do miocardio (IM), aterosclerose, fibrose
pulmonar, entre outras (34). Estudo com criangas com sindrome metabdlica mostra
gue ha efeito benéfico dos IECAs sobre a resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia e
controle peso (60). Dados de estudos preliminares do nosso grupo evidenciaram
maiores niveis de Ang | e desArg®Bradicinina (desArg°BK) e menores niveis de Ang
1-7 e BK, de acordo com aumento da massa corpérea (26). Desta forma, € provavel

gue a ECA tenha papel relevante regulando SRAA e SCC na obesidade.

1.2.3 Eixo ECA2/ Ang 1-7/ Mas

A ECAZ2 é uma carboxipeptidase dependente de zinco pertencente a familia M2
das metaloproteases (61). Esta proteina é composta por 805 aminoacidos e contém
um anico dominio ativo que apresenta maior semelhanca com o N-dominio da ECA
somatica (42%), ja sua porcdo carboxi terminal ndo é ativa e tem 48% de
correspondéncia com a colectrina; uma proteina ndo catalitica que parece participar
no controle da reabsorcdo de proteinas nos rins, na proliferacédo de células  no
pancreas e na exocitose de insulina (46, 61). Embora tenham a estrutura semelhante
a ECA e a ECA2 apresentam diferentes funcdes e atividade catalitica; a ECA é uma
carboxidipeptidase enquanto a ECA2 age como uma carboximonopeptidase, retirando

apenas um aminoéacido da porcao carboxi terminal de seus substratos (61).

A ECAZ foi identificada em 2000, quase 50 anos depois da descoberta da ECA,
adicionando um nivel de complexidade maior ao classico SRAA. Esta enzima esta

presente em vias alternativas do SRAA (Figura 1) (29, 62), e ainda desempenha
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funcdo catalitica importante sobre peptideos vasoativos de outros sistemas, como
apelina 13, apelina 17, apelina 36, neurotensina, desArg°BK, desArg*°calidina e
dinorfina Al -13 (61, 63, 64). Mas, sua principal acdo no SRAA consiste em degradar
Ang Il, o mais potente vasoconstritor do sistema, para formar Ang 1-7, com acoes
opostas, protetoras. A ECA2 também contribui para formacdo de Ang 1-7
indiretamente, pois cliva a Ang | formando a Ang 1-9, que é clivada posteriormente
pela ECA formando Ang 1-7 (Figura 1) (29, 31, 62).

A Ang 1-7 (Asp!-Arg2-Val*-Tyr*-lle®-Hisb-Pro’) é um heptapeptideo ativo do
SRAA que promove ac¢des que contrabalanceiam as ac¢des da via classica (31) e tem
sido apontada como uma antagonista do SRAA ativado, pois contrapde as acdes da
Ang 1l (65). Esta angiotensina exerce sua acao atraves de ligacdo ao seu receptor
especifico, Mas, o qual se trata de um receptor transmembrana acoplado a proteina
G e amplamente distribuido em diversos tecidos (61, 66). As acdes da Ang 1-7
incluem: vasodilatacao, por promocéo da liberacdo de prostaglandinas e 6xido nitrico
(NO), efeito antiarritmico que parece estar relacionado a bomba de sdodio-potassio,
modulacdo do SNS, efeito antiproliferativo e antiremodelamento, liberacdo de
vasopressina em ratos hiper volémicos, inibicdo de sinais promovidos pela Ang Il e

protecdo das células B do pancreas contra estresse oxidativo (65, 67).

Assim como a ECA, a ECA2 também é susceptivel ao processo de shedding
(52). Estudos mostram que a ADAM-17 é a principal enzima responsavel pelo
shedding da ECA2 (68). Cerca de 2 a 4% da ECA2 é encontrada na forma soluvel
(69). O aumento da forma solavel é relatado como um marcador de doencas
cardiovasculares e de diabetes ndo controlada (70-72). Inclusive, a Ang Il agindo

sobre AT1 promove a expressao de ADAM-17 e a liberagdo de ECA2 soluvel (73).

Além de suas acdes cardiovasculares, estudos tém sugerido envolvimento da
ECA2 como protetora em diversos outros processos fisiologicos e fisiopatolégicos
como gravidez, doencgas renais, Alzheimer e hipertensdo arterial pulmonar (74-77).
Nos dois ultimos anos a ECA2 ganhou disseminada notoriedade devido ao seu papel
na fisiopatologia da COVID-19.

O virus responsavel pela COVID-19, nomeado de severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), reconhece a ECA2 e se liga a ela, reacdes

proteoliticas subsequentes permitem a entrada do virus na célula hospedeira (Figura
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3) (78). Essa funcéo levantou um amplo debate cientifico. Primeiramente, se discutiu
gue expressao aumentada da ECA2 aumentaria a susceptibilidade a COVID-19 e sua
severidade, j& que a proteina serve de receptor para o virus (79). Em contrapartida,
em determinadas ocasifes a ECA2 pode ser endocitada junto ao SARS-CoV-2 (Figura
3D), o0 que leva a deplecéo de sua funcao fisiologica nos tecidos (80, 81). A ECA2
tratando-se de uma enzima essencial contrabalanceando as fungfes deletérias do
SRAA e clivando a desArg®BK, cinina com funcéo inflamatéria; a diminuicdo de suas
funcbes nos mais diversos tecidos poderia implicar na ampla gama de sintomas
presentes na COVID-19.

Trés artigos publicados pelo nosso grupo exploram essa interconexao entre a
COVID-19, a ECA2, 0 SRAA e 0 SCC e suas implicacdes em injaria renal observada
em pacientes com a doenga e o impacto durante a gravidez (74, 82, 83).
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Fonte: Adaptada de Azinheira Nobrega Cruz et al., 2021 (82).

Figura 3. Estrutura do SARS-CoV-2 e mecanismo de entrada na célula e replicacéo. (A) O SARS-
CoV-2 é um virus de RNA que esta contido nos nucleocapsideos, o envelope retém o material genético
e contém a proteina de membrana e dimeros de hemaglutinina esterase. Ligada ao envelope esta a
proteina S, qual é responsavel pela ligagdo ao receptor, ECA2. (B) Enzimas reportadas por participar
do mecanismo de entrada do SARS-CoV-2 na célula. (C) (I.) O virus reconhece seu receptor, ECA2. A
chamada via curta é possivel quando a S foi previamente clivada pela furina durante a sua biossintese
e na presenca de TMPRSS2 e ou tripsina na superficie celular para efetuar a clivagem da porgédo S1
da proteina S. (Il.) O virus se funde com a membrana plasmatica da célula hospedeira; (lll.) liberando
seu material genético no citosol; (1V.) a transcricdo de seu RNA e replicacdo ocorre no citosol, enquanto
as proteinas estruturais sdo biosintetizadas no reticulo endoplasmético e aparelho de Golgi, nesta
etapa, a furina pode fazer o priming da proteina S na porgdo de ligagcdo entre S1 e S2. (V.) O novo
material genético é encapsulado pelo envelope e proteinas estruturais gerando os virions; (IV.) que
serdo liberados da célula hospedeira. (D) (I.) O SARS-CoV-2 reconhece seu receptor, ECA2. Se a S

nao foi previamente clivada pela furina uma segunda via de entrada é ativada e (Il.) o virus é endocitado;
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(lll.) devido a diminuicdo de pH, a catepsina L é ativada e consegue clivar a por¢cdo S1 da S,
promovendo energia para a fusdo do SARS-CoV-2 com a membrana do endossomo. (IV.) O material
genético é liberado, (V.) a transcricdo do RNA e a replicagédo ocorrem no citosol, enquanto as proteinas
estruturais sao biosintetizadas no reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi. Nesta representacao,
nado ha furina para realizar o priming da S em S1/S2. (VI.) O material genético é encapsulado pelo

envelope e proteinas estruturais gerando os virions (VII.) que serédo liberados da célula hospedeira.

1.2.4 Vias alternativas do SRAA

1.2.4.1 Endopeptidase Neutra

A NEP, também conhecida como neprilisina € uma metalopeptidase
dependente de zinco, assim como a ECA. A NEP foi primeiramente descrita em 1968,
na borda em escova dos rins de ratos (84). Posteriormente, a NEP também foi
encontrada no cérebro, onde era responsavel pela clivagem de encefalinas, e foi tida

CcoOmo uma nova enzima, por isso também foi batizada de encefalinase (85).

7

A NEP é amplamente distribuida no organismo de mamiferos, sendo
encontrada em abundancia nas membranas em borda escova das células proximais
renais, no intestino, placenta, plexo coroide e células reticulares do sistema imune
(86). Também pode ser encontrada em menores concentracdes; nos o0varios,
testiculos e cérebro. Em cada érgao a NEP exerce fun¢des diferentes dependo dos

substratos disponiveis (86).

No cérebro, inativa neurotransmissores opioides, taquicininas e peptideo B
amildide, que € neurotéxico e predispde a doenca de Alzheimer, assim o papel da
NEP nesta doenca tem sido amplamente estudado. Seu papel no sistema imune ainda
ndo € elucidado, porém sua sequéncia € idéntica a do antigeno de leucemia
linfoblastica aguda, encontrado na superficie de leucdcitos (87). Assim, a NEP

constitui um importante biomarcador em determinados tipos de leucemia infantil (86).

A enzima tem papel no controle da pressao arterial, pois inativa o peptideo
natriurético atrial in vivo, o qual € secretado pelo tecido cardiaco, vasos, rins e cérebro,
o0 peptideo natriurético exerce efeito natriurético, vasodilatador, inibe os efeitos
deletérios do SRAA, inibe os efeitos do SNS, além de exercer acdo que previne

hipertrofia e proliferacéo celular no tecido cardiaco (88, 89).
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Ainda, a NEP inativa outro importante vasodilatador, a BK, que sera descrita
em detalhe posteriormente. Assim atribuiu-se alto potencial terapéutico para inibidores
da NEP. No entanto, estes tiveram modesto efeito no tratamento da hipertensao
essencial e insuficiéncia cardiaca (87). A associacao entre os IECAs e o inibidor da
NEP (omapatrilat) também foi testada no tratamento da insuficiéncia cardiaca, porém
houve alta incidéncia de angioedema devido ao aumento da BK (87, 89).
Recentemente, em 2015, foi aprovada para tratamento de insuficiéncia cardiaca
cronica uma associagao entre bloqueador do receptor de angiotensina (valsartan) e o
inibidor de NEP (sacubitril), embora também apresente angioedema como efeito

adverso importante (87).

Como visto anteriormente, a ECA2 é tida como principal produtora de Ang 1-7,
a partir da Ang Il (29). No entanto, a NEP é capaz de produzir Ang 1-7 a partir da Ang
| (Figura 1). E em estudo realizado por Domenig et al (90), mostrou-se que nos rins
principalmente, a producao de Ang 1-7 pela NEP também constitui uma via principal
para formagé&o do peptideo. Portanto, a piora da fungéo renal, que foi observada como
um dos efeitos adversos da terapia com inibidores da NEP, pode ser devido a
diminuicao dos niveis de Ang 1-7, que tem efeitos renoprotetores por contrabalancear

os efeitos da via classica do SRAA.

1.2.4.2 Catepsina D

As catepsinas sdo proteinas lisossomais, primeiramente descritas no suco
gastrico. Sua classificacdo varia de acordo com a atividade catalitica podendo ser
classificadas em; cisteino proteases, aspartil proteases ou serino proteases (91). A
CatD é uma aspartil endopeptidase soluvel (EC 3.4.23.5) (92) e é sintetizada como
pré-pré-enzima com 412 aminodcidos, no reticulo endoplasmatico (93, 94). Apos sua
sintese, a pré-pro-CatD passa por glicosilacdo dupla em sua por¢cdo N-terminal
formando a pré-CatD e segue para o complexo de golgi, as porc¢des glicosiladas irdo
adquirir residuos de manose-6-fosfato, que permitem que a pré-CatD se ligue a
receptores de manose-6-fosfato contidos nos lisossomos. Uma vez dentro do
compartimento lisossomal, com pH &cido, a pré-CatD sofre clivagens que a convertem

na enzima madura, CatD (92, 93).
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A CatD é considerada uma enzima house keeping devido a sua importancia no
processo de turnover de proteinas, e devido a sua regulacédo génica, que permite que
a proteina seja constitutivamente expressa. A CatD esta presente em todas as células
vivas do organismo humano com excec¢do aos eritrécitos (93, 94). No entanto, a
transcricdo do gene da CatD também pode ser regulada, o que permite que sua

expressao seja aumentada em resposta a processos fisiolégicos especificos (93, 94).

Segundo Liu et al (95), existe uma correlacdo positiva entre 0s niveis
circulantes de CatD e resisténcia a insulina, assim como, com o aumento dos niveis
de triglicerideos (TG) em pacientes com diabetes tipo Il recém diagnosticada e que
ainda ndo estavam sob tratamento. A CatD parece ter importante papel na regulacéo
dos niveis de lipoproteinas; ao parear pacientes com baixos niveis de lipoproteina de
alta densidade (HDL-C), com controles do mesmo sexo e idade, observaram que 0
grupo com deficiéncia de HDL-C apresentava niveis de CatD 50% mais baixos em
comparacao ao controle. Este resultado foi atribuido ao fato de a CatD modular a
bomba de efluxo ABCA-1 que media o efluxo de colesterol e fosfolipidios via
Apolipoproteina Al (96).

Em contrapartida estudos in vivo e in vitro estabelecem que enzimas
lisossomais, como a pré-CatD, possam induzir a formacédo da placa de ateroma, isso
porque macréfagos derivados de mondcitos liberam essas enzimas e acidificam o
meio, que pode ficar suficientemente acido para que ocorra auto converséo da preé-
CatD em CatD. Uma vez ativa, a CatD é capaz de induzir a hidrélise de lipoproteinas
incluindo a lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) tornando-as instaveis e

permitindo seu acumulo (92).

As catepsinas em geral tém sido descritas como possiveis marcadores de risco
para desenvolvimento de doencas cardiovasculares, uma vez que, parecem estar
envolvidas na fisiopatologia da obesidade, resisténcia a insulina, diabetes tipo Il e
aterosclerose, todos fatores de risco para desenvolvimento de evento cardiovascular
(91). Estudo avaliando os niveis de CatD, catepsina L e cistatina B no plasma de
individuos que sofreram eventos coronarianos em relacdo a populacdo controle
pareada por sexo e idade, mostraram maiores niveis destas proteases no grupo que

sofreu evento cardiovascular. Entretanto, estudo com criangas de 6 a 12 anos néo
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definiu associacao entre o0s niveis séricos de CatD e alteracfes antropomeétricas que

culminem em risco cardiovascular aumentado (97).

Em relagcdo ao SRAA, a CatD mantém certa semelhanca e homologia com
renina, mas, embora a renina tenha substrato estritamente especifico; o AGT, a CatD
€ capaz de clivar uma variedade de substratos, e as condi¢des 6timas de atividade da
CatD podem variar de acordo com o substrato em questdo. No entanto, sabe-se que

o pH ideal para sua atividade catalitica € de aproximadamente 4,5 (98, 99).

A CatD é capaz de formar Ang | a partir do AGT. Porém, essa via alternativa é
pouco provavel em condicdes fisioldgicas normais, pois a CatD se mantém confinada
dentro dos lisossomos e sua atividade em pH fisiologico € reduzida. Mas, € relevante
lembrar que em situacdes especificas essa reacdo se torna plausivel, como por
exemplo, apds infarto do miocardio, pois a CatD é liberada dos lisossomos no tecido

cardiaco lesado, e o pH tende a ser mais baixo (98, 99).

No SCC, evidenciou-se que pode ocorrer participacao da CatD na liberacéo de
cininas a partir de clivagem do cininogénio, embora sejam liberadas apenas pequenas

concentragdes de BK a partir de incubagdo com plasma humano (100).

1.2.4.3 Quimase

O termo quimase refere-se ao grupo de serino proteases com atividade
quimiotriptica expressas principalmente nos mastocitos (101). Apesar de todas as
quimases serem similares, o processo de evolucao alterou sua atividade catalitica e
especificidade e algumas quimases hoje sdo primariamente elastoliticas ou leucina
seletivas. A quimase humana tem atividade quimiotriptica e alguns de seus substratos
fisiologicos sdo, Ang |, albumina, profilina, endotelina, apo A-1 e proteina de
transferéncia de colesterol esterificado (101).

Nos seres humanos, a quimase € expressa junto a diversas serino proteases
em leucdcitos granuldcitos. A quimase madura € armazenada em granulos junto com
histamina e triptases. A ativacao das pro-quimases ocorre no meio intracelular através
da remocéo de um dipeptideo acido da porcao n-terminal pela dipeptidilpeptidase I,
essa reacdo ocorre em pH 5,5. Porém, a atividade da quimase dentro dos mastécitos

€ inibida pelo pH baixo, mas quando liberada em meio extracelular, em pH neutro, ela
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se torna ativa (101). As funcbes biolégicas da quimase incluem; destruicdo de
proteinas da matriz extracelular, inativacdo de neuropeptideos inflamatorios,
catabolismo de lipoproteinas, promocéo de angiogénese (101). No SRAA, a quimase
participa da via alternativa para formagao de Ang Il a partir da Ang | (Figura 1) (31).

Estudos propbéem que a quimase apresente um papel importante na
fisiopatologia de doencas cardiovasculares e metabdlicas, pois compde uma via
alternativa independente da ECA para a formagao do hormdnio vasoconstritor, Ang Il.
Ainda, a quimase proveniente dos mastocitos foi identificada como a principal
geradora de Ang Il no tecido cardiaco e vascular humano (102). Embora, em ratos
tenha sido demonstrado que a producao de Ang Il no tecido vascular é completamente
dependente da ECA. A diferenca se da devido as diferentes especificidades, ja que a
quimase humana hidrolisa a Ang | na porcdo C-terminal, na ligacdo entre os
aminoacidos Phe8-His®, produzindo a Ang Il. J& a quimase de rato promove a clivagem

nas ligacGes da Tyr®, formando peptideos inativos (103).

Muitos estudos sustentam a importancia da acéo da quimase, na formacao de
Ang Il a nivel local. Estudos clinicos mostram que a quimase tem expressao
aumentada nas lesfes de aterosclerose aértica, no miocardio ventricular apos IM, e
ainda na artéria toracica de pacientes com niveis elevados de LDL-C (104). Na fase
aguda do IM observa-se aumento da infiltracdo de leucécitos mononucleares, que
contém quimase e contribuem para um aumento de trés vezes na sua atividade local.
Apés 21 dias do IM, a quimase € a principal responsavel pela formacao de Ang Il,
tendo uma atividade muito maior do que a da ECA e catepsina G. O que infere que o
estresse patologico promovido pela isquemia e IM promovem a infiltracdo de
leucécitos e a ativagdo da formacgéo da Ang Il via quimase. E desta forma, a quimase,
participa no processo de remodelamento cardiaco apos IM (104).

Foi verificado em artérias desnudas, que o bloqueio da producédo da Ang Il
utilizando IECAs é apenas parcial, devido a producdo residual pela via alternativa da
guimase. Estudos tém demonstrado que ha aumento da expressao da quimase em
rins diabéticos e que a inibicdo da enzima tem maior efeito sobre os niveis renais de
Ang Il do que a inibicdo da ECA. Ainda a inibicdo da quimase contribui para prevenir

a proteinuria e expansdo mesangial em modelo de nefropatia diabética (105). Desta
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forma a quimase parece ter papel importante na regulacdo do SRAA em doencas

cardiovasculares e renais.

1.3 Sistema calicreina-cinina

O SCC e um sistema hormonal constituido por um
precursor proteico chamado cininogénio, o qual € clivado por proteases
denominadas calicreinas gerando metabdlitos ativos, as cininas (Figura 4). Além do
ja bem estabelecido papel do SCC modulando inflamacao e nocicepcao, este sistema
também participa em diversos processos fisiopatolégicos como
hipertenséo, trombose, diabetes, obesidade, cancer e doencas do sistema nervoso
central atuando em nivel sistémico e tecidual, embora o Ultimo tenha papel mais
relevante (67, 106, 107).

O cininogénio é o substrato para a producéo de cininas, e pode diferir no peso
molecular e afinidade pelas calicreinas. O cininogéniode alto  peso
molecular (CAPM), 120kDa, serve de substrato para calicreina plasméatica formar a
BK (Arg!-Pro2-Pro3-Gly*-Phe®-Seré-Pro’-Phe8-Arg®) enquanto o cininogénio de baixo
peso molecular (CBPM) é clivado principalmente pela calicreina tecidual formando
calidina (Lys!-Arg?-Pro3-Pro*-Gly®>-Phe®-Ser’-Pro8-Phe®-Arg'®) (andlogo de BK)
(Figura 4). Deficiéncia de CAPM compromete a coagulacao, fibrindlise, liberacao

de cininas e possivelmente a ativagéo do sistema complemento (67, 108).

As cininas podem interagir com dois tipos de receptores Bl e B2, estes
pertencem a familias de receptores transmembrana acoplados a proteina G (108,
109).
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Figura 4. Sistema calicreina-cinina e suas vias metabdlicas. A calicreina tecidual age sobre o CBPM
formando a calidina, enquanto a pré-calicreina € ativada por (*) fator XIlI ou prolil-carboxipeptidase
formando a calicreina plasmatica que age sobre o CAPM formando a BK, ambas cininas agem
preferencialmente sobre o receptor B2. A calidina e a BK sdo metabolizadas rapidamente pela ECA,
formando calidina 1-8 e bradicinina 1-7, respectivamente. Estas Ultimas podem ser metabolizadas
novamente pela ECA formando calidina 1-6 e bradicinina 1-5, que é uma cinina ativa. Uma via de
metabolizag&o alternativa para a BK e a calidina é via aminopeptidase P (APP), onde a bradicinina 2-9
e a calidina 2-10 sdo formadas e posteriormente clivadas pela dipeptidil dipeptidase IV (DPP V)
finalmente formando bradicinina 4-9 e calidina 4-10. Outra via de metabolizacdo da BK e da calidina
consiste nas cininases |, que removem a arginina da por¢cdo carboxiterminal destas cininas formando
os metabodlitos ativos desArg®BK e desArg'®calidina, que agem preferencialmente sobre receptor B1. A
desArg®BK é preferencialmente metabolizada pela APP, mas ECA e ECA2 sé&o vias de metabolizagao
alternativas. Ja a desArg*Ccalidina sofre clivagem principalmente pela NEP e aminopeptidase M (APM),

e a ECA é uma via alternativa.
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Os receptores B2 sdo expressos amplamente em diversos tecidos em
condicbes fisiolégicas normais (106, 111). A BK e a calidina apresentam maior
afinidade pelo receptor B2 (Figura 4) (106). Este receptor parece
mediar as acdes protetoras em morbidades cardiovasculares e renais (106).
Estudos com modelo animal mostram que knockout do receptor B2 resulta em
resisténcia a insulina, tolerancia a glicose e sensibilizacdo aos efeitos hipertensivos
do sodio (108, 112). A ativagdo de B2 promove efeitos protetores contra IM, pois tem
efeitos anti-proliferativos em fibroblastos e anti-hipertréfico em cardiomidcitos e
protege contra danos renais causados por espécies reativas de oxigénio
(106). Quando B2 é expresso em baixas concentracfes ou na auséncia de B1, este

parece exercer efeito anti-inflamatorio (111).

Controversamente, o receptor B1 parece ser fortemente induzido por estimulos
inflamatorios, processos de injuria e dor (113, 114). Em condicfes fisioldgicas a
expressdo de B1 permanece em nivel baixo, aumentando rapidamente quando um
processo inflamatorio ou de estresse se instala (106, 111). A principais cininas ativas
sobre B1 séo a desArg°BK e a desArg*°calidina (Figura 4) (115).

1.3.1 Calicreinas

As calicreinas, tanto a plasmatica quanto as teciduais, sdo serino proteases e
sdo amplamente distribuidas no organismo humano. Existem atualmente 15 tipos de
calicreinas teciduais secretadas, destas nos referimos normalmente a calicreina
tissular 1, como calicreina tecidual (116). A principal atividade da calicreina tecidual e
plasmatica é a clivagem de cininogénio para formacao de cininas, mas estas também
participam de outros processos. A calicreina tecidual cliva calistatina, somatostatina,
pro-insulina, LDL-C, fator precursor do peptideo natriurético atrial, pré-renina,

peptideo vasoativo intestinal e AGT (116).

A calicreina tecidual ou glandular pode ser encontrada nas glandulas salivares,
tecido sinovial, rins, intestino, pancreas, fluido broncoalveolar de pacientes asmaticos
e no plasma em pequenas quantidades (67). Estas agem preferencialmente sobre o
CBPM liberando a lys-bradicinina, chamada de calidina (107). A regulagcdo da
secrecdo das calicreina teciduais, assim como, suas func¢des ainda ndo sdo bem

estabelecidas e variam de acordo com o tecido (67).
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A calicreina plasmatica é expressa principalmente pelo figado (108). Esta
circula na forma de zimogénio, pré-calicreina, também conhecida como fator Fletcher
e pode ser ativada por agao do fator Xl utilizando CAPM como co-fator (67). Uma via
independente de fator Xll é estabelecida pela enzima prolil-carboxipeptidase que é
encontrada na parede do endotélio e é responsavel por transformar pré-
calicreina em calicreina. A calicreina plasmatica age sobre o CAPM e libera BK
(108). A BK ainda pode ser formada  através da hidrélise
da calidina pela aminopeptidase M (117, 118).

1.3.2 Bradicinina

A BK foi descoberta em 1948, pelo cientista brasileiro Mauricio Rocha e Silva e
seus colaboradores durante um estudo sobre choque circulatério induzido pelo
veneno de Bothrops jararaca, que Vvisava identificar enzimas proteoliticas
responsaveis pela liberacdo de histamina. Na época acreditava-se que a histamina
era mediadora do choque circulatorio (119). Foi entdo descoberta uma nova molécula
liberada por estas enzimas, a BK (120). O grupo passou a estudar formas para evitar
a destruicdo da cinina plasmatica e isolaram peptideos presentes no veneno de
jararaca (121), mais tarde descobriu-se que esses peptideos inibiam a ECA. Os IECAs
advindos destas descobertas sdo até hoje um dos medicamentos mais utilizados no

tratamento da hipertenséo arterial sistémica (122).

A BKéo principal peptideo ativo do SCC,atua como potente
vasodilatador, aumenta a permeabilidade vascular, estd envolvido na contracdo de
musculo liso, geracéo de dor, natriurese, diurese e aumento do fluxo sanguineo renal,
estimula resposta imune inata e adaptativa e aumenta a captacao de glicose pelos
tecidos (108, 112). Como visto, ela é formada pela acdo catalitica da calicreina
plasmatica sobre o CAPM enquanto seu analogo a lys-bradicinina, chamada também

de calidina é formada pela clivagem do CBPM pela calicreina tecidual (116).

As duas possuem acdes iguais, poréem a BK desempenha a¢cado mais potente e
ambas podem ser rapidamente degradadas pela ECA ou pela NEP formando
0s metabdlitos BK 1-7 e calidina 1-8,a ECA entdo age novamente sobre estes
metabdlitos formando BK 1-5 e calidina 1-6 (Figura 4) (118), ambos sdo normalmente

ditos como inativos, mas alguns estudos em animais e in vitro apontam funcao
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biologica para BK 1-5, como inibidor da agregacdo plaquetaria promovida pela
trombina e protecdo contra efeitos deletérios promovidos por lipopolisacarideos em
ratos (123, 124). Outra via de degradacao da BK e da calidina € pela aminopeptidase
P, que as converte nos peptideos inativos BK 2-9 e calidina 2-10 que posteriormente
sado degradados pela dipeptidil peptidase 1V formando BK 4-9 e calidina 4-10 (Figura
4) (125).

Em uma outra via alternativa a BK e a calidina sdo metabolizadas por
carboxipeptidases plasméticas (CPN) ou associadas a membrana (CPM), estas sdo
genericamente chamadas de cininases |I. As CPNs séo sintetizadas pelo figado e
depois liberadas na circulacdo enquanto as CPMs podem ser encontradas nos rins,
pulmdes, fibroblastos, células endoteliais da artéria pulmonar e placenta (126). Os
produtos desta via de metabolizacdo compreendem a desArg°BK e a desArg'°calidina,

respectivamente (127, 128).

1.3.3 DesArg®-bradicinina

A desArg®BK (Argi-Pro?-Pro3-Gly*-Phe®-Ser-Pro’-Phe®) é um peptideo
ativo, e sua resposta € mediada pelo receptor B1, sendo principalmente considerada
uma cinina proé-inflamatéria, embora tenha outras fun¢des ambiguas. Estudos
mostram que a desArg®BK pode elevar o tonus vascular da artéria pulmonar quando
este se encontra em nivel normal, no entanto, quando o ténus vascular se
encontra demasiadamente elevado o peptideo age de forma contraria diminuindo-o
(126). Quando administrada em coelhos previamente tratados
com lipopolisacarideos de bactérias ou endotoxinas provoca hipotensdo transiente
(108, 129). Em aorta desnuda e artérias mesentéricas de ratos provoca
vasoconstricdo (108, 129). Em coracgdo isquémico a desArg°BK tem efeito protetor
dependente da liberagdo de mediadores como NO, fator hiper-polarizante derivado de

endotélio e prostandides (115).

Além de seus efeitos cardiovasculares a desArg®BK provoca contragdo
em colon humano e duodeno e bexiga de ratos. Tem participacao na fisiopatologia da
obesidade, umavez que, foi observado que a administracdo de desArg°BK em
camundongo é capaz de aumentar niveis plasmaticos de leptina (130). E que

camundongos com B1 e B2 knockout apresentam menores niveis de leptina e insulina
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e sado resistentes a obesidade induzida por dieta rica em gordura (109), ressaltando

um possivel papel desta cinina e do SCC na obesidade.

A desArg®BK pode ser metabolizada pela ECA ou pela aminopeptidase P e ao
contrario do observado na degradacéo de BK, a aminopeptidase P constitui a principal
via de degradacdo da desArg®BK (127). A desArg°BK também serve de substrato
para a ECA2, embora a BK ndo possa ser degradada por esta (61). A desArg°calidina
por sua vez é degradada principalmente pela aminopeptidase M e NEP e a ECA

constitui uma via alternativa (131).

1.4 Interacao entre SRAA e SCC

A ECA é um dos principais pontos de interacéo entre 0 SRAA e SCC, pois cliva
a Ang | para formar o principal peptideo efetor do SRAA, a Ang Il, com acéo
vasoconstritora. Também degrada o principal peptideo do SCC, a BK, que tem potente

acao vasodilatadora (132) (Figura 5).

A ECA2 também representa um ponto de intera¢do importante; uma vez que,
degrada a Ang Il formando Ang 1-7, que tem ac¢des que se opde a Ang Il, podendo
ser considerada um antagonista do SRAA ativado (65). E no SCC, a ECA2 é
responsavel por degradar desArg®BK (61), cinina pré-inflamatdéria, inativando-a (108)
(Figura 5).

Ainda, pode-se salientar a ativacdo da pré-renina por intermédio da calicreina
plasmética e a formacéo de Ang Il diretamente do AGT por agdo da calicreina (133).
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Fonte: Adaptada de Oliveira et al., 2021 (83).

Figura 5. Principais vias de interacdo entre SRAA e SCC. O SRAA e 0 SCC interagdo em multiplos pontos, sendo a ECA, a ECA2, a NEP e a CatD enzimas
gue agem em ambos os sistemas. A ECA forma a Ang Il no SRAA e inativa BK no SCC, ainda participa em via alternativa para formacéo de Ang 1-7 e constitui
uma via de inativacao dela. A ECA2 forma Ang 1-7 diretamente agindo sobre Ang Il ou indiretamente formando Ang 1-9 que depois é clivada em Ang 1-7. No
SCC a ECAZ2 inativa a desArg9BK. No SRAA, a NEP forma Ang 1-7 a partir da Ang | e no SCC trata-se de uma via de metabolizacdo da BK. Ainda a CatD é
reportada como capaz de agir sobre os precursores proteicos dos dois sistemas formando BK ou Ang I. Finalmente, a calicreina é capaz de promover a

ativacao proteolitica da pré-renina em renina.
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Enzimas das vias alternativas também constituem pontos de interacdo entre 0s
dois sistemas. A NEP tem participacdo no SRAA, podendo formar Ang 1-7 a partir da
Ang | (31). JA no SCC a NEP pode ser responsavel pela inativacdo da BK (87). A
CatD é capaz de produzir Ang | a partir do AGT quando em pH 4,0 — 5,0, o que pode
ocorrer na inflamacgéo, esta protease também pode clivar o cininogénio produzindo
pequenas concentracdes de BK (99, 100). A quimase parece ter participacdo apenas
no SRAA, contribuindo de forma significante a nivel tecidual para formag&o de Ang Il
por via independente da ECA (104).

1.5 Participacao do SRAA e do SCC na fisiopatologia da obesidade

O tecido adiposo é um orgdo enddcrino que também comporta funcdes
paracrinas e autocrinas (134). As substancias produzidas pelo tecido adiposo séo
chamadas adipocinas, dentre elas pode-se ressaltar, a leptina, fator de necrose
tumoral (TNF) q, interleucina 18, interferon y, acidos graxos livres, resistina, apelinas
e adiponectina (12, 135).

Dentre as adipocinas também se incluem os componentes do SRAA e diversos
estudos sugerem uma participacdo importante deste sistema na modulacdo do
metabolismo do tecido adiposo (25). Sabe-se que ha uma estimulacdo do SRAA local
e sistémico na obesidade, assim o tecido adiposo contribui ndo somente para niveis
locais de AGT, renina, ECA e Ang Il, mas também em nivel plasmético (24, 136). Este
efeito, de ativacdo do SRAA, pode ser produzido diretamente ou indiretamente devido
contribuicéo do tecido adiposo na hiperativacdo do SNS que ativa 0 SRAA (136). Essa
acdo sobre o SNS pode ser mediada pela leptina, que estimula a liberacdo de
catecolaminas (137). Adicionalmente a propria Ang Il é capaz de agir centralmente
aumentando a atividade simpatica (138). Ainda, na obesidade ocorre a inducao da

resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia estimula o SNS (138).

Evidéncias de que o SRAA estd modulado na obesidade ou de que possa
modula-la, incluem os fatos de que em modelos experimentais a inibicdo do SRAA
altera o metabolismo energético, supressao da renina, ECA, Ang Il e AT1 contribuem
para peso reduzido e resisténcia a obesidade induzida por dieta rica em gordura (139).
Animais com delecdo da ECA apresentam maior gasto energético no metabolismo
basal e maior expressdo de enzimas ligadas a lipolise e beta-oxidagdo (140).
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Inclusive, esses efeitos podem ser mediados por AT2, uma vez que, a ativacdo de
AT2 inibe termogénese e gasto energético basal (141). Em humanos, bloqueadores
do SRAA (captopril, losartana e alisquireno) utilizados no tratamento da hipertensao
tem efeito benéfico sobre a obesidade (25). A expressdo aumentada de Ang 1-7 em
ratos previne a obesidade induzida por dieta rica em acUcar (142). E ainda, €&
observado aumento dos niveis de Ang | e diminuicdo dos niveis de Ang 1-7 na
obesidade (26, 27). Ja é bem estabelecida a contribuicdo do tecido adiposo para 0s
niveis de AGT. Em condi¢des fisiolégicas normais a concentracdo de angiotensinas é
paralela & expressao de AGT no figado, no entanto, quando ha deficiéncia de AT2, a
concentracdo de angiotensinas parece estar emparelhada com a expressado de AGT

nos adipdcitos (143).

Outras observagdes interessantes sobre o0 SRAA na obesidade compreendem
o fato de que in vitro a Ang Il e a Ang 1-7 parecem interferir na lipdlise, sendo que a
primeira inibe o processo e a segunda o favorece, nestes estudos foram usadas altas
doses das angiotensinas, o que torna dificil concluir se o processo pode ocorrer in vivo
(25). Adicionalmente, a expressao de receptores de renina é maior no tecido adiposo
ectépico do que no tecido adiposo subcutaneo (143), e a acdo da renina e da pro-
renina sobre estes parece estar envolvida em eventos cardiovasculares (35, 37),
ressaltando a importancia da distribuicdo de gordura e como a gordura ectépica pode

contribuir para desenvolvimento das comorbidades associadas a obesidade.

A formacédo local de Ang Il encontra-se aumentada na obesidade (27) e
aparentemente contribuem para disfuncdo nos adipdcitos, pois a Ang Il estimula a
ativagao de fator nuclear kappa B (NFkB) aumentando a secrecéo de citocinas e a
inflamacéo (27). Na obesidade ainda € observado um aumento dos niveis de
aldosterona, o que pode ser devido ao tecido adiposo estimular a esteroidogénese
nas glandulas adrenais (27). Estudos in vitro com adipdcitos humanos mostram que
produtos da oxidagdo de &cidos graxos podem estimular a sintese de aldosterona.
Ainda, a perda de peso contribui para diminuicdo dos niveis circulantes de AGT,

aldosterona e para diminuigéo da atividade da renina plasmatica (27, 144).

Destaca-se também a participacdo do SCC na fisiopatologia da obesidade. A
BK encontra-se diminuida em obesos e a desArg°BK aumentada e seus niveis se

correlacionam negativamente com a leptina (26), camundongos com knockout dos
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receptores B1 e B2 apresentam menores niveis de leptina e insulina e sdo resistentes
a obesidade induzida por dieta rica em gordura (109). Em concordancia, também foi
observado que bloqueio do receptor B1 previne insulite e hiperglicemia e que a
administracdo de desArg°BK em camundongos é capaz de aumentar niveis
plasmaticos de leptina (145). Em contrapartida, a BK tem papel importante
promovendo a captacdo de glicose pelos tecidos (146). Estudo do nosso grupo
mostrou correlacdo negativa entre niveis de BK e Ang 1-7 com os niveis de leptina
(26).

A literatura também aponta a participacdo das enzimas que compdem as vias
alternativas do SRAA e SCC na obesidade. A CatD encontra-se aumentada no tecido
adiposo de ratos e humanos obesos (91). Estudo feito em camundongos demonstrou
que a hipertrofia do tecido adiposo mediante dieta rica em gordura promove um
aumento da expressdo e da atividade da CatD no tecido adiposo epididimal. O
aumento da expressédo da CatD promove apoptose dos adipdcitos através da clivagem
e ativacdo das enzimas pré-apoptéticas, Bax e Bid. A morte celular no tecido adiposo,
culmina na infiltracdo de macréfagos que produzem citosinas inflamatérias
estabelecendo um baixo nivel de inflamac&o cronico, que consiste em um dos

principais fatores para desenvolvimento de resisténcia a insulina (147).

Os mastocitos e a quimase também parecem participar no desenvolvimento e
manutencdo das doencas cardiometabdlicas. O acumulo de mastécitos no tecido
adiposo branco de camundongos obesos ja foi evidenciado e contribui para a
manutencdo de um estado de inflamacéo, uma vez que, estes liberam mediadores
inflamatorios, substancias quimiotaticas, histamina, heparina e serino proteases,

incluindo a quimase (148).

Camundongos com deficiéncia de mastocitos quando submetidos a uma dieta
gue induz obesidade apresentaram menor ganho de peso, nivel reduzido de citocinas
inflamatorias, e menor acumulo de macréfagos no tecido adiposo, além de melhor
controle da glicemia, quando comparados com controles (148). Em mastocitos
isolados de biopsia de tecido adiposo branco de pacientes com obesidade severa,
observou-se maiores niveis de quimase do que o apresentado pelo grupo eutrofico.
Em avaliacdo histolégica observou-se que os mastocitos no tecido adiposo destes

individuos se encontram principalmente nas areas fibroticas, proximas a vasos (148).
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Outra observacao interessante é que o numero de mastécitos acumulados no
tecido adiposo e a concentracdo de quimase sao maiores nos obesos diabéticos do
que nos somente obesos. Sugerindo que possa haver uma interacdo onde o acumulo
de mastocitos contribua para inflamagéo e desenvolvimento de resisténcia a insulina
e do diabetes tipo Il e ou que a hiperglicemia possa interferir no fenétipo, maturacao

e migracao dos mastocitos no tecido adiposo (148).

Em relagdo a NEP, camundongos NEP knockout apresentam aumento
significativo de peso a partir do sétimo més de vida, ocorre também aumento dos
niveis de TG e VLDL-C, diminuicdo do HDL-C, glicemia basal aumentada e os niveis
de leptina mantém correlacdo positiva com ganho de peso, indicando tolerancia a
leptina (149). Ainda, camundongos tratados com inibidor da NEP (candoxatril)
apresentam ganho de peso significativo, e este efeito é relacionado ao aumento do
consumo de alimento, demonstrando que a inibicdo da NEP promove efeito

orexigénico (149).

Em humanos, o papel da NEP na obesidade e no desenvolvimento de doengas
associadas também € bem reportado. Na presenca de obesidade e disfuncdo do
tecido adiposo ocorre ativacdo do eixo leptina/ aldosterona/ NEP, que promove o
trafico renal-simpatico, a inativacdo de peptideos natriuréticos, a retencéo de sédio e
a expansao do plasma (150). A NEP € expressa nos pré-adipocitos e sua expressao
aumenta durante a diferenciacdo, embora a NEP pareca néo ter funcédo essencial
durante este processo, acredita - se que este aumento de sua expressao nos
adipécitos durante a diferenciacdo contribua para aumento dos niveis de NEP
circulante na obesidade ja que estes aumentam progressivamente junto com o IMC e
o indice HOMA (Homeostatic Model Assessment) (151). Adicionalmente, existe
correlacao positiva entre NEP circulante e IM, pressao arterial e presenca de sindrome

metabdlica em adultos (151).

Apesar destes dados mostrarem a relevancia do SRAA e SCC na obesidade,
estudos avaliando essas alteracdes na obesidade infantojuvenil sdo escassos e a
maioria dos estudos avalia os sistemas a nivel sistémico ou local no tecido adiposo,
mas nao ha relatos demostrando a modulagdo do SRAA e SCC renal durante a
obesidade infantojuvenil. Com base no exposto justifica-se uma investigacéo

aprofundada de como o SRAA e o SCC estdo modulados na urina e no plasma em
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criancas com diferentes estados nutricionais, a fim de avaliar como possiveis
alteracdes destes sistemas em criangcas com sobrepeso e obesidade podem contribuir
para desenvolvimento e manutencdo da obesidade e promover um fenétipo favoravel
ao desenvolvimento precoce de doencas cardiometabdlicas. Ambos o0s sistemas séo
alvo recorrente de terapias medicamentosas e identificacdo e entendimento dos
mecanismos associados a obesidade infantojuvenil pode abrir precedentes para

novas estratégias terapéuticas no combate a doenca.
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2 HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 Hipotese

Postulamos que a obesidade infantojuvenil desencadeia alteracbes na
atividade e expresséao das duas principais enzimas do SRAA e que participam no SCC,
a ECA e a ECA2. Estas seriam responsaveis pelo desbalanco entre os eixos destes
sistemas resultando na estimulacdo dos eixos deletérios, ECA/Ang II/AT1 e
desArg®BK/B1, e supressdo dos eixos protetores, ECA2/ Ang 1-7/ Mas e BK/B2
contribuindo para um fendtipo de vasoconstricao, oxidacéo, proliferacao e inflamacao.
O que torna as criancas e adolescentes obesos mais propensos ao desenvolvimento
precoce de complicacdes cardiometabdlicas associadas a obesidade; tais como,

hipertenséo, diabetes, dislipidemias e sindrome metabdlica.

2.2 Objetivo Geral

Investigar a modulacdo dos principais componentes do SRAA e SCC em
criancas e adolescentes com diferentes estados nutricionais; baixo peso, eutrofico,
sobrepeso e obeso, correlacionar e associar as alteragdes encontradas com o perfil

bioquimico, cardiovascular e antropométrico destes individuos.

2.3 Objetivos Especificos

¢ Realizar avaliacdo transversal das criancas e adolescentes envolvidos neste
estudo.

e Coletar os dados antropométricos, clinicos e bioquimicos.

e Determinar a expressao e atividade das principais enzimas do SRAA e SCC
(renina, ECA, ECA2, quimase, NEP e CatD) na urina e no plasma.

¢ Quantificar os peptideos do SRAA (Ang I, Ang Il e Ang 1-7) e do SCC (BK e
desArg®BK) na urina e no plasma. Estes experimentos estdo em
processamento.

e Correlacionar expresséo e atividade das enzimas com niveis de peptideos,
apos a analise dos mesmos. E correlacionar os resultados com dados

antropomeétricos, cardiovasculares e bioquimicos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

No presente estudo foi realizada uma avaliacdo transversal de 360 criancas e
adolescentes com idade entre 6 e 19 anos de ambos 0s géneros, que no periodo de
2014-2016 estavam matriculados no projeto Estacdo Conhecimento — Fundagéo Vale
e ou escolas da rede publica de Vitéria — ES.

Foram inclusos criancas e adolescentes que participaram do estudo
“DETERMINANTES DA ELEVACAO DA PRESSAO ARTERIAL EM CRIANCAS E
ADOLESCENTES DE DIFERENTES ANCESTRALIDADES” coordenado pelo Dr.
José Geraldo Mill, o qual foi aprovado pela Plataforma Brasil e pelo Comite de Etica e
Pesquisa da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) sob o CAAE
30385014.8.0000.5060. Neste estudo haviam 856 participantes que foram
classificados pelo percentil do IMC (pIMC) e Z-escore do IMC nas categorias baixo
peso (BP), eutrofico (EU), sobrepeso (SP) e obeso (OB), todos os participantes que
apresentaram baixo peso (n=53), sobrepeso (n=120) e obesidade (n=67) e que
atendiam os critérios de inclusdo e excluséo foram incluidos no presente estudo, dos
616 eutroficos, 120 foram selecionados randomicamente e constituem o grupo

controle, pois apresentam peso normal de acordo com sexo, altura e idade.

Os critérios de exclusao foram: suspeita ou conhecimento de diabetes mellitus,
de doencas imunoldgicas ou infecto-contagiosas, hipotireoidismo ou hipertireoidismo
e sindromes genéticas, uma vez que, podem desencadear alteragcdes no SRAA e
SCC. Assim como, uso cronico de medicamentos tais como: anti-hipertensivos,
moderadores de apetite, estatinas e outros medicamentos que interfiram na pressao

arterial.

3.2 Aspectos éticos

O presente estudo, foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UNIFESP,
instituicdo coordenadora, sob o CAAE 83298217.1.0000.5505 (Anexo 1) e pelo
Comité de Etica e Pesquisa da UFES, instituicdo coparticipante sob o CAAE
83298217.1.3001.5060 (Anexo 2).
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3.3 Coleta de urina, plasma e avaliacao clinica

Essa etapa foi realizada pelo grupo do Dr. José Geraldo Mill. Apés a explanacao
do protocolo, da aceitacdo e da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido pelos pais ou responsaveis a criangca acompanhada de um dos pais ou
responsavel foi orientada a comparecer a Clinica de Investigacdo Cardiovascular no
Centro de Ciéncias da Saude da UFES, em jejum de 12-14 horas, para coleta de

sangue, urina, realizacdo de exames clinicos e aplicacdo dos questionarios.

Parte do sangue coletado foi encaminhado para analise laboratorial para
determinacdes bioquimicas (glicose, ureia, creatinina, acido Urico, colesterol total
(CT), lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-C), LDL-C, HDL-C) e para
realizacdo do hemograma (Laboratério Tommasi, Vitoria, Brasil).

Duas amostras de plasma EDTA (com e sem inibidor de proteases) foram
armazenadas no biorrepositério ELSA — ES a -80° C para realizacdo de experimentos
futuros. Estas amostras foram utilizadas neste presente estudo para avaliacdo da

modulagdo do SRAA e SCC circulante nesta populacéo.

A primeira ou a segunda urina do dia e a urina das proximas 2h - 3h foram
coletadas em seu volume total. Parte deste volume foi encaminhado para laboratério
clinico para quantificacdo de soédio, potassio e creatinina (Laboratério Tommasi,

Vitoria, Brasil).

Duas aliquotas de 10 mL adicionadas de inibidor de proteases (Complete
mini®, EDTA free (Roche)) foram armazenadas no biorrepositorio ELSA — ES para
realizacdo de experimentos futuros. Estas foram utilizadas no presente estudo para

avaliacdo da modulacéo do SRAA e SCC renal nesta populagao.

Foram também aplicados questionarios para obtencdo de dados gerais,
demograficos, étnico-raciais, doencas previamente diagnosticadas, uso de
medicamentos, pratica de atividade fisica e padrdo alimentar. N&o puderam ser
aplicados questionarios sobre historico familiar de doengas, dados neonatais e sobre
a gestacao, para evitar o constrangimento aos participantes quais nao tinham contato

com 0s genitores.
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3.3.1 Avaliacdo antropométrica

Para as avaliacGes antropométricas, os participantes foram pesados descalcos
e vestindo apenas roupa de baixo em balanca eletrénica (Toledo, Brasil) com preciséo
de 50g. Além da medida de peso, também foi avaliada a porcentagem de gordura
corporal, massa magra (MM) (Kg) e massa gorda (MG) (Kg) por bioimpedancia. A
estatura dos participantes foi medida com estadiometro (Seca GmBH & Co,
Alemanha) com 0,1 cm de preciséo, as medidas foram tomadas com o participante
em pé com a cabeca em posi¢ao de Frankfurt. A circunferéncia de cintura foi medida
no plano horizontal entre a crista iliaca e a Gltima costela com fita métrica com 0.1 cm
de precisdo (152, 153). A avaliacdo do estadiamento puberal foi feita utilizando
método de Tanner (154).

3.3.2 Afericdo da pressao arterial

Apoés 5 minutos de repouso, ha posi¢ao sentada, a pressao arterial foi aferida
no bragco esquerdo com monitor digital de presséo arterial de brago (Omrom 705CP,
intellisense, JAPAN) ja validado em estudos populacionais (155). Trés medidas foram
tiradas com intervalo de 1 minuto entre elas. A primeira medida era descartada e fazia-
se a média da segunda e terceira medidas, em caso de diferenca maior do que 5
mmHg uma quarta medida era tomada e considerava-se as mais proximas para a
média (153).

Também foi aferida a velocidade de onda de pulso (VOP), a pressao arterial
de decubito e realizado o eletrocardiograma de repouso, como descrito em detalhes
por Zaniqueli et al., 2017 (153). Em resumo, os participantes foram colocados
confortavelmente em posi¢éo supino por 5 minutos, foi entdo aferida a pressao arterial
de decubito sempre no braco direito e uma Unica vez, também foi mensurada a
distancia em centimetros entre o pulso femoral e a furcula (distancia femoral). Para
mensuracgao da VOP dois transdutores foram posicionados, ambos do lado direito, um
na arterial carétida e um na artéria femoral (virilha), um software dedicado (Complior,
SP; Artech Medical, Pantin, France) captava o intervalo de tempo em segundos entre
o inicio da onda de pulso na carétida e o inicio da onda de pulso na artéria femoral,
foram coletadas 15 medidas consecutivas e as 10 mais préximas foram utilizadas para

o calculo da média, esse valor era dividido pela distancia femoral e resultava na VOP.
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3.4 Separacéo dos grupos de estudo

Utilizando os dados antropométricos coletados foi calculado o IMC (peso (Kg)/
[altura (m)]?). Uma vez obtido o IMC o valor foi ajustado de acordo com sexo e idade
nos graficos de percentil do IMC para classificacdo dos percentis nas categorias; BP,
EU, SP e OB de acordo com os pontos de corte estipulados pelo Centers of Disease
Control and Prevention (CDC), 2014 (5) (Tabela 1) e utilizando a calculadora Pediatric
Z-score Calculator do Children’s Hospital of Philadelphia. A classificagéo nutricional
das criancas e adolescentes participantes no estudo também foi feita através do Z-
escore do IMC de acordo com os pontos de corte estipulados pela World Health
Organization (WHO), 2006 (156) (Tabela 1), os calculos foram feitos utilizando a

mesma calculadora.

Tabela 1. Valores de referéncia para determinacdo do estado nutricional em criancas e
adolescentes de 2 a 19 anos utilizando as curvas de IMC paraidade e sexo e valores de z-escore
do IMC.

Valor encontrado na crianca Classificacao
< Percentil 5 < Escore z-2 Baixo Peso
= Percentil 5 e < Percentil 85 = Escore z-2 e < Escore z+1 Eutréfico
= Percentil 85 e < Percentil 95 = Escore z+1 e < Escore z+2 Sobrepeso
=Percentil 95 = Escore z+2 e < Escore z+3 Obeso

Nota: A tabela apresenta os pontos de corte para classificagdo nutricional de criangas e adolescentes
por percentil do IMC e Z-escore do IMC. Os pontos de corte do percentil do IMC para as categorias
Baixo Peso, Eutrofico, Sobrepeso e Obeso estdo de acordo com estipulado pelo CDC, 2014. Os pontos
de corte para 0 Z-escore has mesmas categorias estdo de acordo com estipulado pela WHO, 2006.

Também foi calculada a razéo cintura estatura (RCE) (Equacéo 1) um indicador
de obesidade e de distribuicdo de gordura central associada a risco de doenca
cardiovascular. Os valores foram classificados em normal (RCE < 0,5) e risco

cardiovascular aumentado (RCE = 0,5) (157).

Equacéo 1. Célculo da Razéo de Cintura por Estatura (RCE).

Circunferéncia da Cintura (cm)

RCE =
Estatura (cm)
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3.5 Concentracdao e dialise de urina

Com intuito de obter concentracdo de proteina urindria suficiente para
determinacdo da expressdo e da atividade enzimética, as urinas foram concentradas
e dialisadas usando adaptacdo de protocolo descrito por Hattori et al., (51). As
amostras foram descongeladas e o pH corrigido para 8 através da adicdo de tampéao
TRIS 1 mol/L. Posteriormente os 20 mL de cada amostra foram centrifugados em tubo
com membrana semipermeavel de aproximadamente 30KDa (Amicon®), até que
restasse apenas 2 mL de urina contendo as proteinas com peso molecular acima de
30KDa, para obtencdo de uma urina 10 vezes concentrada. Posteriormente, as
amostras foram dialisadas com tampao TRIS-HCL pH 8, o volume de 1 mL desta urina
foi aliguotado para as andlises de atividade enzimética. Os 1 mL restantes foram
dialisados com &gua deionizada para retirada de sal, apds a lavagem o volume de 1

mL foi aliquotado para as analises de western blotting.

3.6 Mensuracdao da atividade enziméatica
3.6.1 Atividade da ECA

A atividade da ECA na urina foi determinada por método fluorimétrico, utilizando
0s substratos, Z-Phe-His-Leu-OH (Z-FHL) e hipuril-His-Leu-OH (h-HL) que é mais
especifico para o C-dominio, ambos foram diluidos em tampao borato (158, 159).
Apés incubacdo de 50uL de amostra com substrato a 37°C, a reac¢ao foi interrompida
com NaOH 0,28M, a porcao His-Leu liberada por acdo enzimatica reagiu com o
marcador fluorescente orto-ftaldialdeido, formando um composto fluorescente, a
reacao foi interrompida apés 10 minutos com HCl 3N. A leitura foi realizada em
microplaca em espectrofluorimetro (Infinite® 200 PRO, Tecan™), com comprimento
de onda (A) de excitacdo 360nm e A de emissao de 465nm. Os célculos foram feitos
com base na curva padrdo do dipeptideo His-Leu. Os valores expressos em
nmol/min/mL foram corrigidos pela concentracdo de creatinina urinaria resultando em
nmol/min/mg de creatinina. Foi calculada a raz&do Z-FHL/h-HL da atividade da ECA de

cada participante (Equagéo 2).
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Equacéo 2. Célculo da razéo da atividade da ECA

Razao da atividade da ECA

__ atividade da ECA com Z — FHL nmol/min/mg de creatinina

atividade da ECA com h — HL nmol/min/mg de creatinina

3.6.2 Atividade da ECA2

A atividade enzimatica da ECA2 na urina foi determinada fluorimetricamente,
utilizando Mca-APK-Dnp como substrato fluorogénico (160, 161), este foi diluido em
tampao apropriado (Tris 75 mM, NaCl 1M, pH 6,5, captopril10 uM, ZnCl2 0,5 mM,
Complete mini EDTA free). As amostras (50uL) foram incubadas a 37°C com o
substrato na presenca ou auséncia de inibidor especifico DX600 e as leituras foram
realizadas no tempo zero e de forma ciclica a cada 2 minutos no espectrofluorimetro
(Infinite® 200 PRO, Tecan™), no A de excitacdo de 320nm e no A de emisséo de
420nm e temperatura 37 °C. Os célculos foram feitos com base na curva padréo do
controle fluorogénico Omni MMP™ (nas concentracdes de 0,0125uM a 0,800 uM),
descontando o sinal do tempo zero, subtraindo a atividade na presencga de inibidor
especifico e considerando o tempo de maior atividade. Os valores foram expressos
em pM/min/mL e depois corrigidos pela concentracao de creatinina urinaria resultando

em uM/min/mg de creatinina.

3.6.3 Atividade da renina

Para mensuracéo da atividade da renina na urina e no plasma foi utilizado o
tetradecapeptideo, Abz-DRVYIHPFHLLVYS-EDDnp, como substrato fluorogénico em
protocolo adaptado de Rosa et al., (39). As amostras foram incubadas previamente
com tampdo para ensaio sem inibicdo especifica (Tris HCI 50 mM, Captopril 10 uM,
Pepstatina 20nM, Complete Mini, pH 7.5) e com inibigdo especifica (Tris HCI 50 mM,
Captopril 10 uM, Pepstatina 20uM, Complete Mini, Alisquireno 100uM, pH 7.5) a 37°C,
para adeséo dos inibidores. O substrato foi entdo adicionado. As leituras foram feitas
de forma ciclica no tempo zero e a cada 2 minutos, por 40 minutos, no

espectrofluorimetro, no A de excitagdo de 320nm e no A de emissdo de 420nm,
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temperatura 37°C. Os calculos para atividade da renina na urina foram feitos da
mesma forma descrita para ECA2 (Item 3.6.2). Para a atividade da renina plasmatica

foram considerados os valores em pM/min/mL.

3.6.4 Atividade da Catepsina D

A atividade da CatD na urina foi feita utilizando método fluorimétrico (39). As
amostras de urina (50 pL) foram incubadas previamente com tampao acetato de sodio
50mM (pH 4,0), Complete Mini e com ou sem o inibidor especifico (Pepstatina 20 uM),
por 8 minutos. Depois foi adicionado o peptideo Abz - AIAFFSRQ - EDDnp e realizada
a leitura ciclica a cada 10 minutos, por 2 horas, no A de excitacdo 320nm e no A de
emissdo de 420nm, temperatura 37°C. Os célculos de velocidade de reacdo foram
feitos da mesma forma como descrito para ECA2 (item 3.6.2). Um piloto para
mensuracao da atividade da CatD plasmaética foi realizado, mas néo foi detectada

atividade.

3.6.5 Atividade da NEP

A mensuracdo da atividade da NEP urinaria foi feita utilizando método
fluorimétrico adaptado de Rosa et al., (39). O volume de 50 pL de urina foi incubado
previamente, por 10 minutos, com tampéao Tris 50mM (pH 7,4), ZnCl2, Captopril 10
UM, com e sem o inibidor especifico (Thiorphan 2 uM). Depois foi adicionado o
peptideo Abz - (d)Arg-Gly-Leu - EDDnp e realizada a leitura ciclica no tempo zero e a
cada 2 minutos, por 40 minutos, no A de excitacdo de 320nm e no A de emisséo de
420nm, temperatura 37°C. Os célculos de velocidade foram feitos como descrito para
ECA2 no item (3.6.2).

3.6.6 Atividade da quimase

A atividade enzimatica da quimase na urina foi determinda por método
fluorimétrico (39). As amostras de urina foram incubadas previamente, por 12
minutos, com tampao Tris 0,1 M (pH 7.5), NaCl 0,1 M, Captopril 10 uM e com ou sem
o inibidor especifico (quimiostatina 100 uM). Depois foi adicionado o peptideo Abz —

AIKFFSAQ- EDDnp e realizada a leitura no tempo zero e ciclica a cada 5 minutos,
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por 60 minutos, no A de excitacao de 320nm e no A de emisséo de 420nm, temperatura

37°C. Os calculos de velocidade foram feitos como o descrito para ECA2 (item 3.6.2).

3.7 Depuracgéo de albumina no plasma

O plasma precisou ser tratado previamente a analise de western blotting, foram
selecionadas 80 amostras de plasma, sendo 20 de cada grupo, as amostras foram
depletadas de albumina utilizando o método de cromatografia liquida de proteina
rapida (FPLC). Resumidamente, as amostras diluidas em tampéo fosfato (KH2PO4 50
mM, pH 7,0) eram injetadas no aparelho de FPLC (AKTA™, GE HealthCare) acoplado
a coluna de afinidade pela albumina (HiScreen™ Blue FF, GE HealthCare). A fase
moével A (KH2PO4 50 mM, pH 7,0) era utilizada para equilibrar a coluna e permitia a
eluicdo das proteinas e retencdo de albumina na coluna. Assim, o volume referente
ao primeiro pico cromatografico (tempo de eluicdo 1 a 10 minutos) foi coletado e apos
inicio da corrida com fase mével B (KH2PO4 50 mM, KCI 1,5 M, pH 7,0) a albumina
retida era eluida gerando um segundo pico cromatografico, o volume referente a esse
pico era descartado (tempo de eluicdo a partir de 10 minutos) (Figura 6). Foi feita a
dosagem de proteina das amostras de plasma depletado de albumina assim como ja

descrito no item 3.6 e aliquotas para render 50 pg de proteina foram liofilizadas.
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Figura 6. Cromatograma de deple¢do de albumina no plasma. O primeiro pico em azul é referente

as proteinas de interesse, o segundo pico em cinza é referente a albumina. Os niimeros em vermelho

sao referentes aos tubos de coleta.

3.8 Quantificacdo das proteinas totais e liofilizacao

A quantificacdo de proteinas nas amostras de urina e plasma foi necessaria

para controle do processo de concentragdo e dialise de urina (item 3.5) e do processo

de depuracdo de albumina no plasma (item 3.7). Foi utilizado método descrito por

Bradford (162), onde as proteinas reagem com azul brilhante de Coomassie

produzindo coloracdo azul em intensidade proporcional a sua concentracdo, essa
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intensidade foi mensurada por espectrofotometro com leitor de microplaca (Infinite®
200 PRO, Tecan™) no A 595 nm. A curva padrao foi realizada utilizando albumina de

soro bovino nas concentragdes de 0,025 mg/mL a 1 mg/mL.

Para cada amostra de plasma depurado de albumina e de urina concentrada e
dialisada com TRIS-HCI e 4gua deionizada, o volume equivalente a 50 ug de proteina
foi aliquotado. As aliquotas foram secas em um concentrador a vacuo (CentriVap,

Labconco®) a temperatura de 30 °C por 1 hora ou até secagem.

3.9 Determinacao da expressao das enzimas

A determinacao da expressao das enzimas nas amostras de urina e plasma foi
realizada separadamente por eletroforese (SDS-PAGE) (163) e western blot. Foram
utilizadas 50ug de proteina liofilizada, destacando que cada gel continha amostras
dos quatro grupos classificados por pIMC. Para marcacdo do peso molecular foi
utilizado marcador Rainbow® full range (Amersham). As proteinas separadas no gel
foram transferidas para membrana de diofluoreto de polivinilideno (PVDF) utilizando
método de transferéncia molhada. Apoés a transferéncia, a proteina total presente na
membrana foi determinada pela coloracdo de Ponceau (164). As membranas foram
cortadas na altura de 55 KDa e foi aplicada solucdo de descoloracao para Ponceau.
Em seguida, as membranas foram bloqueadas utilizando 5,0% de leite desnatado
(Molico®) em tampéao TBST (NH2C(CH20H)s 0,1M, NaCl 2,5 M, Tween® 0,05%), pH
7,5) atemperatura ambiente por 1 hora. Posteriormente, foi realizada a incubacao
overnight & 4°C com os anticorpos primarios Y1 [1:1000] (In house), H175 [1:500]
(Santa Cruz), H321 [1:5000] (Santa Cruz), H105 [1:500] (Santa Cruz), EPR3057Y
[1:5000] (Abcam), E-AB-33393 [1:1000] (Elabscience) que reagem especificamente
contra ECA, ECA2, NEP, renina, CatD e quimase, respectivamente. Apds as
lavagens com TBST.As membranas foram incubadas com o anticorpo
secundario; anti-rabbit HPR (Amershan) em temperatura ambiente por 1 hora e
meia. A deteccdo da proteina de interesse foi realizada pelo método
de quimiluminescéncia no fotodocumentador Amershan Imager 600®
utilizando mistura de luminol e peroxido sobre a membrana (Kit ECL Select®,

Amershan) de acordo com instru¢des do fabricante.
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A andlise da expressado das enzimas foi realizada no software Image Lab®

(BioRad) utilizando a proteina total (Ponceau) para normalizacao.

3.10 Analise estatistica

Os resultados para as variaveis continuas com distribuicdo normal foram
expressos como média e desvio padrao, valores de mediana, quartis e erro padrédo da

mediana foram usados para resumir variaveis quando aplicavel.

Para analise inferencial das variaveis numeéricas com distribuicdo normal, foram
aplicados testes paramétricos tais como T student (comparacdo de dois grupos) e
ANOVA (comparacéo de multiplos grupos). A comparacao dos grupos para variaveis
numéricas com distribuicdo outra foi realizada por testes ndo paramétricos como,
Man- Whitney (comparacao de dois grupos) e Kruskal — Wallis ou Mood’s Median teste

(comparacédo de multiplos grupos).

Para comparacédo de variaveis categoricas foi utilizado teste Qui-quadrado ou

exato de Fisher, de acordo com 0s pressupostos.

Foi considerado intervalo de confianca de 95% e os dados que apresentaram
um valor de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes e quando havia
mais de dois grupos foi realizado o teste de post-hoc mais indicado para avaliar entre

quais grupos existia diferenca.

Correlagfes entre variaveis quantitativas foram avaliadas pelo teste Spearman.
E para analise de regressao linear simples foram verificados os pressupostos de
normalidade, auséncia de outliers que arrastem a média, homoscedasticidade e
independéncia dos residuos. Todas as andlises foram executadas no programa R
statistics.



Resudtados
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4 RESULTADOS
4.1 Caracterizagao dos grupos

No presente estudo, os participantes (n = 360) foram divididos por pIMC nas
categorias baixo peso (BP) (15%), eutréfico (EU) (33%), sobrepeso (SP) (33%) e
obeso (OB) (19%) (Figura 7). Aléem da classificacdo por pIMC também foi feita a
classificagdo dos participantes nas categorias BP, EU, SP e OB de acordo com Z-
escore do IMC que resultou em uma menor porcentagem de participantes nas
categorias de extremidade; BP (9%) e OB (10%), e um maior numero de participantes

nas categorias intermediarias; SP (42%) e EU (39%) (Figura 7).

Classificagdo por pIMC Classificagao por Z - escore

9%
19% - 15% 10% - r o

\39%

\ “’-‘
33%_" \L33% 42%.J

(e [Jeu [@sp  [Jos

Figura 7. Distribuicdo dos participantes nos grupos classificados por pIMC vs classificagcéo por
Z-escore. A figura compara a distribuicdo dos participantes nas categorias BP, EU, SP e OB de acordo

com a classificacé@o por pIMC (a esquerda) e Z-score do IMC (a direita).

Na classificacdo por pIMC ¢é possivel determinar graus de obesidade,
normalmente considera-se o percentil do IMC = 99 como obesidade severa e alguns
estudos sugerem que pIMC = 97 ja possa ser classificado como obesidade severa
(165, 166). Na populagdo estudada apenas 2 individuos apresentaram percentil > 99
e 38 apresentaram percentil > 97. No entanto, o grupo obeso néo foi subdividido.

Os participantes (n = 360) também foram divididos de acordo com a RCE; um
método utilizado para avaliar gordura central e risco cardiovascular aumentado (157).

Cerca de metade da populacéo estudada (52%) apresentou uma RCE aumentada,
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indicando maior risco cardiovascular (Figura 8A). Como esperado, ao estratificar
dentro das categorias classificadas por pIMC (Figura 8B), vimos que houve diferenca
entre os grupos (p < 0,01), pois mais 95% dos pacientes que apresentaram RCE
aumentado pertenciam as categorias SP e OB.
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Figura 8. Avaliacdo de risco cardiovascular pela RCE na populacdo estudada e nos grupos
classificados por pIMC. A) Distribuicdo da populagcéo estudada nas categorias, risco cardiovascular
aumentado e risco cardiovascular normal de acordo com a classificagdo do RCE. B) Distribuicdo dos
participantes com risco cardiovascular aumentado e normal nos grupos classificados por pIMC. Teste
exato de Fisher (p<0,01).
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A porcentagem de meninos (53%) foi superior a de meninas (47%) (Figura 9).
Na estratificacdo entre as categorias classificadas por pIMC, notou-se que no grupo
SP ocorreu inversdo das propor¢des e havia maior nimero de meninas do que

meninos (p = 0,02) quando comparado aos outros grupos (Figura 9).
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Figura 9. Distribuic&o dos participantes do sexo masculino e feminino nos grupos de estudo. A)
Distribuicdo da populagéo estudada de acordo com sexo nas categorias, feminino e masculino. B)
Distribuicdo dos participantes do sexo masculino e feminino nos grupos classificados por pIMC. Teste
exato de Fisher (p=0,02).

A idade média da populacao estudada foi de 11,6 anos e houve diferenca na
distribuicdo de idade entre os grupos classificados por pIMC, onde os individuos do
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grupo EU eram mais velhos do que os participantes do grupo OB (12,7+2,9 vs
10,8£2,3, p<0,01) (Figura 10). Foi avaliado também os diferentes estagios do
desenvolvimento sendo que, 29% dos participantes encontravam-se na pré-
puberdade, 58% na puberdade, 10% na p6s puberdade e 2% n&o foram avaliados
(Figura 11A). Foi realizada a estratificacdo dos participantes em diferentes fases do
desenvolvimento nos grupos classificados por pIMC e ndo houve diferenca de

distribuicdo entre os grupos (p = 0,30) (Figura 11B).
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Figura 10. Distribuicdo de idade nos grupos classificados por pIMC. Foi aplicado o teste de
Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s Test e (C) EU#OB, p<0,01.
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Figura 11. Distribuicdo dos participantes de acordo com o estadiamento puberal. A) Distribuicdo
da populacédo estudada nas categorias, pré — pubere, pubere, pés — pubere e ndo avaliado. B)
Distribuigdo dos participantes de acordo com estagio do desenvolvimento nos grupos classificados com
pIMC. Teste exato de Fisher (p=0,30).
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Em relacdo a raca e cor, a maioria dos participantes eram pardos (56%),
seguidos de pretos (24%), brancos (18%), indigenas (2%) e amarelos (0%) (Figura
12A). foi feita a avaliagao da distribuicdo de raca e cor entre os grupos classificados

por pIMC, e ndo houve diferenca (p = 0,85) (Figura 12B).
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Figura 12. Distribuicdo dos participantes de acordo com a raca e cor. A) Distribuicdo de raga/cor
na populacdo estudada de acordo com autoavaliacédo. B) Distribuicdo dos participantes por raca e cor

nos grupos classificados pelo pIMC. Teste exato de Fisher (p=0,85).
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As medidas de peso (Kg), IMC, pIMC, Z-escore do IMC, circunferéncia de

cintura (cm), quadril (cm), MG (Kg) e porcentagem de gordura (%) foram maiores a

medida que a massa corpdrea aumentava e houve diferenca estatistica entre todos

os grupos classificados por pIMC e o mesmo foi observado para o percentil de estatura

(Tabela 2). Ainda, a massa MM (Kg) estava diminuida no grupo BP em relacdo aos

outros grupos (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliacdo dos pardmetros antropométricos nos grupos de estudo classificados por

pIMC.
Grupos de estudo
Variavel BP EU SP OB Valor de p
(n=53) (n =120) (n =120) (n=67)
Peso (Kg) 31,0+£8,6 43,5+13,5 51,7t14,6 61,5+16,8 *p <0,01 (G)
IMC 14,2+1,2 18,1+2,5 22,5+2,6 26,72 .4 *p <0,01 (G)
pIMC (%) 2,2+1,3 44,4+23,9 90,8+2,9 97,6+1,0 *p <0,01 (G)
Z-escore -2,3+0,6 -0,2+0,7 1,4+0,2 2,1+0,2 *p <0,01 (G)
Estatura (cm)  145,1+15,9 152,2+16,3 149,5+14,1 150,2+12,8 “p=0,04 (A)
pEstatura (%) 43,3+28,2 53,3+27,7 63,6x24,9 77,6x21,0 “p <0,01 (G)
C"C‘(Ccr:;t”ra 55,152  62,647,4 71,8472 81,393  *p<001(G)
Quadril (cm) 68,7+8,8 79,5£10,5 86,7+12,1 94,5+11,2 #p <0,01 (G)
ICQ 0,81+0,05 0,79+0,05 0,84+0,18 0,86+0,07 P <001
(B,C.E,F)
RCE 0,40+0,02 0,41+0,03 0,49+0,03 0,53+0,08 P01
(A,C.E,F)
MM (Kg) 13,9+4,6 18,8+6,7 19,0+6,4  20,1+6,2  *p<0,01 (A,D,E)
MG (Kg) 4,2+1,6 8,4+4,8 16,4+5,6 24,6x7,9 *p <0,01 (G)
% gordura 13,7+3,6 19,0+7,5 31,7£5,3 39,545,0 *p <0,01 (G)

Nota: Valores representados em Média + desvio padrdo. *“Mood’s median test e Pairwise median test.
“Kruskal-Wallis e Dunn’s Test. “ANOVA e Tukey HSD. (A) EU # BP, (B) EU # SP, (C) EU # OB, (D) BP
# SP, (E) BP # OB, (F) SP # OB, (G) Todos os grupos diferem entre si.
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As variaveis antropomeétricas também foram avaliadas nos grupos classificados
pela RCE. Todos os parametros, exceto a estatura (cm), apresentaram diferenca

significante, sendo maiores no grupo com RCE aumentado (Tabela 3).

Tabela 3. Andlise dos parametros antropomeétricos nos grupos classificados pela RCE.

Grupos de estudo

Variavel RCE Normal RCE Aumentado Valor de p
(n=174) (n =186)

Peso (Kg) 40,4147 54,6+15,8 *p <0,01
IMC 17,2£3,4 23,834 *p <0,01
pIMC (%) 32,3+29,1 92,7+4,9 *p <0,01
Z-escore -0,79+1,3 1,59+0,4 *p <0,01
Estatura (cm) 150,3+16,2 149,5+£13,9 *p = 0,47
pEstatura (%) 51,6£27,9 67,4+25,5 *p <0,01
Circ. Cintura (cm) 60,0+7,0 75,449,2 *p <0,01
Quadril (cm) 76,4114 89,3124 “p <0,01
ICQ 0,79+0,05 0,86+0,15 *p <0,01
RCE 0,40+0,03 0,52+0,04 *p <0,01

MM (Kg) 17,5+6,6 19,2+6,4 *p =0,01
MG (Kg) 7,6£5,9 19,0+7,4 *p <0,01
% gordura 17,7+7,3 34,3+6,7 *p <0,01

Nota: valores representados em Média + desvio padrdo. * Man Whitney teste. "T-test.

Como esperado, a variavel sexo interferiu em algumas medidas
antropomeétricas, devido a diferencas fisioldgicas de composicéo corporal. A MM (Kg)
era maior nos individuos do sexo masculino (19,2 vs 17,4, p=0,05), a porcentagem de
gordura era maior nas meninas do que nos meninos (29,2 vs 23,7, p<0,01) e o indice
de cintura e quadril (ICQ) era maior nos meninos (0,85 vs 0,80, p<0,01), a tabela

completa esta disponivel nos apéndices (Apéndice 1).
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4.3 Avaliacdo parametros bioquimicos e hematolégicos

O estado nutricional interferiu nos parametros bioquimicos e hematoldgicos. O
sobrepeso e a obesidade contribuiram para maiores niveis de CT, VLDL-C, LDL-C e
TG e houve diferenca significativa entre os grupos SP e ou OB em relacao aos grupos
BP e ou EU (Tabela 4). Em contrapartida, os niveis de HDL-C encontravam-se
diminuidos nos grupos SP e OB em comparagdo com os grupos EU e BP (Tabela 4),
assim as razdes entre as lipoproteinas e o HDL-C aumentaram gradativamente nos
grupos de acordo com o pIMC (Tabela 4). No grupo OB, os valores médios de HDL-C
sdo menores do que o considerado clinicamente desejado, os valores de TG estavam
aumentados e a razdo TG/ HDL-C estava aumentada (167) (Apéndice 2). Nos outros
grupos os valores médios se encontram todos dentro da faixa clinicamente desejavel

para criangas e adolescentes (167) (Apéndice 2).

Além das diferencas do perfil lipidico, o marcador de inflamacdo e risco
cardiovascular, o acido Urico, estava aumentado nos grupos SP e OB quando
comparado aos grupos BP e EU (Tabela 4), apesar da média de todos os grupos estar
dentro de uma faixa clinicamente normal (168) (Apéndice 3). Ainda, os niveis do
indicador de metabolismo muscular, a creatinina sérica, encontravam-se aumentados
no grupo EU quando comparado aos grupos BP e OB (Tabela 4), os valores médios
de creatinina sérica para ambos os grupos estavam dentro do clinicamente aceito
(168) (Apéndice 3). Valores de glicemia e ureia sérica ndo diferiram entre 0s grupos
(Tabela 4).

O estado nutricional também influenciou nos parametros hematologicos, a
diminuicdo de parametros como, porcentagem de hemoglobina e hematécrito sédo
observados na anemia e desnutricdo e estes parametros estavam diminuidos nos
grupos BP, SP e OB em comparacdo ao grupo EU (p < 0,01) (Tabela 4).
Adicionalmente, um maior niumero de plaquetas, fator associado a aterosclerose e
trombose, estava presente no grupo OB em comparagdo ao grupo EU (p = 0,03)
(Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros bioquimicos e hematolégicos nos grupos de estudo classificados por

pIMC.
Parametros bioquimicos
Varidvel Grupos de estudo
(ma/dL) BP EU SP OB Valor de p
(n =50) (n=118) (n =120) (n =65)

CT 137,0+25,5 145,0+30,0 149,0+28,6 152,9+28,8 *p=0,03®
HDL-C 50,418,6 49,619,2 46,0+9,9 42,8+8,8 *p <0,01 ®¢0.B
LDL-C 69,7£21,6 78,0£27,0 83,9+24,3 90,0+27,7 *p <0,01 ©P-E)
VLDL-C 17,3t4,7 17,8+4,2 19,9445 22,51£5,3 *p <0,01 ®CD.EF

TG 61,7+£23,0 66,3+27,0 77,1+27,6 98,9+42,8 *p<0,01 BCD.EF

CT/ HDL-C 2,8+0,6 3,0+0,6 3,3x0,7 3,7+0,8 "p <0,01 ©
TEPY 14105 16206 19406  22:08  peoieEcoo
TG/ HDL- C 1,3+0,6 1,4+0,7 1,8+0,8 25+15 "p<0.01 B C.D.EF)
Glcose 957101 851487 84585 84,584 *p = 0,33
serica
Acido urico 3,6%0,9 4,1+1,2 4,3+1,4 4,5+0,9 *p <0,01 ¢:D.E)
Ureia sérica 21,615,3 22,315,1 22,315,3 21,1+4,3 *» =0,51
Cr sérica 0,52+0,12 0,59+0,14 0,55+0,15 0,53+0,12 *p <0,01 . ©
Parametros hematolégicos
Grupos de estudo
Variavel BP EU SP OB Valor de p
(n =50) (n=118) (n =120) (n = 65)
Heméacias  4685+328  4833+414  4758+356  4824+366 p=0,17
(milhdes/ mm?)
Hemoglobina  13,1+0,9  13,6+1,0  13,2t1,0  13,0%0,9 p<0,01 489
(g/dL)
Hematocrito  39,5+25  41,1#3,2  39,9+2,9 39,5432 p<0,01 489
Plaquetas  259,3+71,1 256,7+67,5 274,5+65,7 277,8+55,1 p=0,03©

(milhdes/mm?3)

Nota: Média + Desvio Padrdo. * Kruskal Wallis teste — Post hoc DunnTest. "Mood’s Median test — Post
hoc Pairwise teste. (A) EU # BP, (B) EU # SP, (C)EU # OB, (D) BP # SP, (E) BP # OB, (F) SP # OB, (G)

Todos os grupos diferem entre si.
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Os parametros bioquimicos também foram avaliados nos grupos classificados
por Z - escore (Apéndice 4) e os resultados foram muito similares aos descritos para
pIMC.

Na avaliacdo de acordo com o risco cardiovascular e RCE (Tabela 5), os
valores de CT, VLDL-C, LDL-C e TG foram estatisticamente maiores no grupo com
RCE e risco cardiovascular aumentado e os valores de HDL-C menores.
Consequentemente as razdes entre as lipoproteinas e o HDL-C estavam aumentadas
no grupo com RCE aumentada (Tabela 5). Os valores de acido urico também foram
maiores no grupo com RCE aumentada (Tabela 5). Mas, diferente do observado nos

grupos classificados por pIMC né&o houve diferenca em relacéo a creatinina sérica.

A classificacdo por RCE diluiu a diferenca em relagdo a hemoglobina e
hematdcrito ja que de forma geral o grupo com RCE normal incluiu os individuos EU
e BP, assim ndo houve diferenca entre os grupos (Tabela 5). JA& o niamero de

plagquetas foi significativamente maior nos individuos com RCE aumentada (Tabela 5).

Tabela 5. Parametros bioguimicos e hematolégicos nos grupos de estudo classificados pela
RCE.

Parametros bioquimicos

Grupos de estudo

Variavel
(mg/dL) RCE Normal RCE Aumentado Valor de p*
(n=167) (n=184)

CT 141,2+27,4 151,6+£29,5 p<0,01
HDL-C 49,6+8,9 45,019,8 p<0,01
LDL-C 74,2+24.4 87,3+26,3 p<0,01

VLDL-C 17,8+4,6 20,7+4,8 p<0,01
TG 65,2+27,2 84,5+34,4 p<0,01
CT/HDL-C 29+0,6 3,5+0,8 p<0,01
LDL-C/HDL-C 1,5+05 2,0£0,7 p<0,01
TG/HDL-C 1,4+0,7 20+£1,1 p<0,01
Glicose 84,418,1 85,0+11,6 p =0,64
Acido arico 3,9+1,1 4,4+1,3 p<0,01
Ureia sérica 22,315,1 21,745,1 p=0,25
Cr sérica 0,57+0,15 0,56+0,18 p=0,23
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Parametros hematoldgicos

Grupos de estudo

Variavel RCE Normal RCE Aumentado Valor de p
(n=167) (n=184)
Hemaéacias (milhdes/
4695+397 4760+358 *p =0,12
mm§)
Hemoglobina (g%) 13,4+1,0 13,2+1,0 p=0,11
Hematdcrito 40,5+3,1 39,9+3,1 *p = 0,06

Plaguetas (mil/mm3) 255,8+65,1 277,1+64,7 *p < 0,01

Nota: Média + Desvio Padrdo. * Man Whitney teste. " Teste T.

O sexo dos participantes ndo influenciou nos parametros bioquimicos
avaliados, com a excecdo da ureia sérica que foi maior nos meninos (22,8+4,9 vs

21,045,1, p<0,01), tabela completa disponivel nos apéndices (Apéndice 5).

4.4 Avaliacao cardiovascular

Assim como para o IMC, a avaliacdo da pressdo arterial em criangas e
adolescentes é feita através do percentil da pressédo arterial sistdlica (pPAS) e
percentil da presséao arterial diastélica (pbPAD) de acordo com idade, género e altura.
Se o percentil de 3 medidas ocasionais for 295, a crianca esta com pressao arterial
elevada, valores 290 e < 95 sao limitrofes (169). Neste estudo, apenas trés
participantes apresentaram PAS e ou PAD elevada e apenas nove se encontravam
na faixa limitrofe (dado ndo mostrado). Porém, a avaliacdo cardiovascular mostrou
gue a média dos valores pressoricos e da VOP aumentam gradualmente nos grupos
classificados por pIMC (Tabela 6). Assim maiores niveis pressoéricos foram
encontrados nos grupos SP e OB, sendo que o grupo OB apresentou maior pPAS do
gue o grupo BP, e maior pPAD quando comparado ao grupo EU (Tabela 6). A
frequéncia cardiaca e a VOP néo apresentaram diferenca entre os grupos (Tabela 6).
A avaliacdo dos parametros cardiovasculares por Z-escore apresentou resultados

muito similares (Apéndice 6).

Ainda, em analise de regressao linear simples, a idade se mostrou um fator

influente sobre a PAS (mmHg) (Apéndice 7), o grupo OB apresentou niveis
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pressoéricos maiores (Tabela 6), se os mesmos padrbes comportamentais e fenétipo
forem mantidos o grupo OB tem mais chance de atingir niveis hipertensivos

precocemente.

Tabela 6. Parametros cardiovasculares nos grupos de estudo classificados por pIMC.

Grupos de Estudo

Variavel BP EU SP OB Valor dep *
(n=53) (n=117) (n=120) (n=67)
PAS
100,4+9,0 105,8+9,5 105,4+9,1 107,3#7,7 p<0,01 AD.B)
mmHg
PAD
60,3+7,8 62,1+6,1 63,2+6,9 64,515,9 p<0,01®H8
mmHg

pPAS 37,8+24,2 44,7+25,0  47,3+23,7 53,0+21,6 p <0,01 ®

pPAD 46,3+22,9 47,3+18,6 52,0+20,8  55,4+18,8 p=0,02©
PAS dec. 109,7+11,6 115,4+12,2 115,7+11,5 117,7+10,6 p<0,01 A CD.E)
PAD dec. 61,5+6,6 63,0+8,5 65,0+6,9 66,0+6,4 p <0,01 (€. D.E)

VOP 5,48+0,6 5,67+1,0 5,66+1,1 5,71+0,8 p=0,59
FC bpm 74,3+11,0 73,2+13,1 74,6£11,1  75,8%+10,6 p=0,51

Nota: Média + Desvio Padrdo. *ANOVA unifatorial — Post hoc Tukey HSD. (A)EU # BP, (B) EU # SP,
(C)EU # OB, (D) BP # SP, (E) BP Peso # OB, (F) SP # OB, (G) Todos os grupos diferem entre si.

Houve diferencas significantes entre os grupos classificados pelo RCE e risco
cardiovascular. Como esperado, o grupo com RCE aumentado apresentou valores
aumentados em todos os parametros, exceto para a frequéncia cardiaca e a VOP
(Tabela 7). Fazendo a analise de regressao linear da PAS (mmHg) pela idade nos
grupos estratificados por RCE, verificou-se que houve influéncia da idade na PAS,

mas 0s grupos mantém niveis pressoricos similares ao longo do tempo (Apéndice 8).

Foi também feita a comparacao entre 0os sexos e 0 sexo feminino apresentou

maiores valores de PAD mmHg, pPAD e frequéncia cardiaca (Apéndice 9).
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Tabela 7. Parametros cardiovasculares nos grupos de estudo classificados pela RCE.

Grupos de estudo

Variavel
RCE Normal RCE Aumentado Valor de p*
(mg/dL)
(n=170) (n=187)

PAS mmHg 103,9+9,9 106,2+8,4 p=0,01
PAD mmHg 61,7+6,9 63,6+6,5 p<0,01
pPAS 42.0+25,0 50,1+22.8 p<0,01
pPAD 47,0+20,1 53,3+20,0 p<0,01
PAS dec. 113,0+12,2 116,8+11,1 p <0,01
PAD dec. 62,8+7,5 65,6+7,3 p<0,01
VOP 5,59+0,9 5,69+1,0 p=0,19
FC bpm 73,4+12 .4 75,2+11,0 p =0,06

Nota: Média + Desvio Padréo. * Teste T.

4.5 Atividade e expressao das enzimas do SRAA e SCC

A ECA foi a enzima do SRAA e SCC mais influenciada pelo estado nutricional
e ou pelo risco cardiovascular avaliado pela RCE. Na urina, trés bandas distintas da
ECA eram expressas nas membranas de PVDF, uma banda referente a SECA com
190 KDa, e duas referentes as isoformas N-dominio sollveis, uma com 90 KDa e outra
com 65 KDa (Figura 13A). As bandas referentes as isoformas N-dominio solGveis nédo
estavam presentes em todas as amostras, apenas 31,6% das amostras apresentavam
ambas as isoformas, 14,7% apresentavam somente a nECA de 65 KDa, 14,7%
apresentavam apenas a nECA de 90 KDa e 39,5% apresentavam apenas a banda
referente a sECA. Ainda a presenca de uma isoforma N-dominio da ECA era

dependente da outra (Teste qui-quadrado, p <0,01).
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Figura 13. Expressédo das enzimas do SRAA e SCC na urina e no plasma dos participantes. A)
Expressdo das enzimas do SRAA e SCC na urina dos participantes em membrana de PVDF e
coloracdo de Ponceau caracteristica das amostras de urina, também destaca como os grupos de
estudo foram distribuidos nas membranas e o peso molecular (PM) qual a proteina de interesse (Alvo)
foi ou deveria ser observada. Destacando que a ECA apresentou trés bandas distintas, uma
correspondente a sECA (190 KDa) e duas bandas correspondentes as isoformas N-dominio sollveis,
uma com 90 KDa e a outra com 65 KDa. B) Expresséo das enzimas do SRAA e SCC no plasma dos

participantes em membrana de PVDF e coloracdo de Ponceau caracteristica das amostras de plasma,



64

também destaca como os grupos de estudo foram distribuidos nas membranas e o peso molecular
(PM) qual a proteina de interesse (Alvos) foi ou deveria ser observada. Destacando que a ECA
apresentou trés bandas distintas, uma correspondente a sSECA (190 KDa) e duas bandas

correspondentes as isoformas N-dominio solUveis, uma com 90 KDa e a outra com 65 KDa.

Nas amostras de urina avaliadas (n = 207), a expressdo da seECA estava
aumentada no grupo OB quando comparado com o grupo EU (0,530 vs 0,090 unidade
arbitraria, p=0,04) (Figura 14A). Nao houve diferenca em relacdo a expressao da
NECA de 65 KDa (Figura 14B). Houve tendéncia (p=0,08) de maior expressdo da
NECA de 90 KDa no grupo OB (Figura 14C). Ainda, ndo houve dependéncia entre a
presenca da nECA de 90 KDa e o estado nutricional (Figura 14D), assim como nao
houve dependéncia entre a presenca da nECA de 65 KDa e o estado nutricional (Teste
exato de Fisher, p=0,58) (Apéndice 10).

Nos grupos classificados pelo risco cardiovascular avaliado pela RCE, a
expressdo da SECA estava aumentada na urina dos participantes com risco
cardiovascular aumentado (0,265 vs 0,090 unidade arbitraria, p =0,046) (Figura 15A).
A expresséo da nECA de 65 KDa néo foi diferente entre os grupos (Figura 15B) e a
expressdo da nECA de 90 KDa também estava aumentada no grupo com risco
cardiovascular aumentado (0,265 vs 0,130, p=0,02) (Figural5C). Adicionalmente, a
NnECA de 90 KDa foi mais frequentemente encontrada no grupo com risco
cardiovascular aumentado (p=0,05) e a mesma dependéncia nao foi observada para
NECA de 65 KDa (Teste exato de Fisher, p=0,36) (Apéndice 11).



10 :>

. =0.04
. . . - _r P
= ; :
E !
5384 E
S
z
S
= 0.530
=
1 "
© - _ .
Z° 1
S
TS 0.150
S 0.120 0.090
E
o | .
o
T T T T
BP EU SP OB
Estado nutricional
@ p=0.08
571 T .
£ ‘
T o»
% o
=
737
o
2 -1
8 ° | 1 0.310
@ ; 0.230
T 0.155
@ 0.060
=
o : , : :
BP EU SP (0]:]
Estado nutricional

02 04 06 08

nECA de 65 KDa - unidade arbitraria

00

020

015

0.10

Frequéncia (%)

0.05

0.00

L

| . p=023
0.305 }
0.125
0.055 0.060
: ]
T T T T
BP EU SP oB
Estado nutricional
|| Auséncia da nECA de 80 KDa
p=0.25

. Presenca da nECA de 90 KDa

10%

9,7%

9,7%

7,7%

BP

EU

SP

Estado nutricional

OB

65

Figura 14. Expressédo da ECA somética soluvel e das isoformas N-dominio soltveis da ECA na urina dos participantes nos grupos de estudo

divididos por pIMC. A) Distribuicdo da expressdo da ECA somatica soltvel (SECA) - unidade arbitraria. Kruskal — Wallis seguido de Dunn’s test, p = 0,04,
y EU # OB. B) Expresséo da isoforma N-dominio de 65KDa da ECA (nECA de 65 KDa). Kruskal — wallis, p = 0,23. C) Expresséo da isoforma N-dominio de
90KDa da ECA (nECA de 90 KDa). Kruskal — wallis, p = 0,08. D) Presenca da isoforma N-dominio de 90 KDa da ECA na urina dos participantes. Teste de
dependéncia, teste exato de Fisher, p = 0,25.



>

¥
© 2 ¢ T p=0,046
g * ;
P :
5 o
@
=]
[}
h=R"
c O
=
I
w g
g e
= 0.265
[=>]
< ° 0.090
S
L
w (=1
S
T T
Normal Aumentado
(RCE < 0.5) (RCE 20.5)
Risco cardiovascular
o] *
57 : ; p=002
5
o « |
PR
=
= *
S <= ‘
|
(3
Sz
o 0.265
D
S 2 0.130
<€
o
[= g -
T T
Normal Aumentado
(RCE <0.5) (RCE 20.5)

Risco cardiovascular

NACE de 65 KDa — unidade arbitraria 99

Frequéncia (n)

10

08

06
I

04

02
1

66

00
I

40 4

. p=0.50
0.030
0.085
T T
Normal Aumentado
RCE<0.5 , . RCE=05
Risco cardiovascular
p=0.05
[ ] Auséncia da nECA de 80 KDa
. Presenga da nECA de 90 KDa
19,3%
17,4%
Normal Aumentado
RCE<05 RCE=05

Risco cardiovascular

Figura 15. Expressdo da ECA somaética soluvel e das isoformas N-dominio soltveis da ECA na urina dos participantes nos grupos de estudo

divididos pela RCE. A) Expressédo da ECA somética soluvel (SECA) na urina dos participantes divididos por risco cardiovascular. Man — Whitney test, p =
0,046. B) Expressao isoforma N-dominio de 65 KDa da ECA (nECA de 65 KDa). Man — Whitney test, p = 0,50. C) Expresséo isoforma N-dominio de 90KDa da
ECA (nECA de 90 KDa). Man — Whitney test, p = 0,02. D) Presenca da isoforma N-dominio de 90 KDa da ECA na urina. Teste de dependéncia, qui - quadrado,

p = 0,05.



67

A expresséao da ECA no plasma apresentou um perfil diferente do visto na urina
(Figura 13B). As trés bandas estavam presentes, e apenas 4,5% do total de amostras
avaliadas ndo apresentaram as isoformas N-dominio soluvel (Apéndice 12 e 13), a
NECA de 90 KDa apresentava a marcagdo mais acentuada, diferente da urina, onde
a maior intensidade de expressao foi vista na banda da seCA (Figura 13).
Adicionalmente, a expressédo da ECA nas amostras de plasma apresentou um perfil
bem homogéneo e ndo houve diferenca na expressao da sECA, nECA de 65 KDa ou
NECA de 90 KDa nos grupos classificados por estado nutricional (Tabela 8) ou por
risco cardiovascular (Tabela 9), assim como, ndo houve dependéncia entre a
presenca das isoformas N-dominio e o estado nutricional ou risco cardiovascular
(Apéndice 12 e 13).

Em relacdo a ECA2, NEP, Quimase e CatD, suas bandas foram detectadas,
tanto na urina quanto no plasma, na altura de 116KDa, 100KDa, 30KDa e 27KDa,
respectivamente (Figura 13). A analise de expressao destas na urina e no plasma
nao apresentou nenhuma diferenca relacionada ao estado nutricional (Tabela 8). Na
avaliacdo por risco cardiovascular apenas a quimase plasmatica apresentou
tendéncia a diferenca significante (p=0,07) (Tabela 9). A expresséo da renina nao foi
avaliada, pois nao foi possivel detectar sua banda nem nas amostras de urina nem

nas amostras de plasma (Figura 13).
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Tabela 8. Expressao das enzimas do SRAA e SCC na urina e no plasma dos participantes de
acordo com estado nutricional.

Expressdo Enzimatica na urina (unidade arbitraria)

Grupos
Enzima BP EU SP OB Valor de p*
(n =51) (n = 53) (n =53) (n = 49)
ECA2 0,180+0,06 0,395+0,06 0,370+0,05 0,330+0,05 0,48
NEP 0,090+0,05 0,200+0,06 0,200+0,04 0,150+0,06 0,78
Quimase  0,280+0,05 0,070+0,04 0,140+0,04 0,170+0,06 0,12
CatD 0,185+0,06 0,100+0,05 0,108+0,04 0,260+0,04 0,69
Expressado Enzimatica no plasma (unidade arbitraria)
Grupos
Enzima BP EU SP OB Valor de p*
(n=18) (n = 20) (n=19) (n=19)
SECA 0,500+0,06 0,280+0,05 0,360+0,05 0,230+0,05 0,58
nECAde 90 0,540+0,07 0,256+0,04 0,375+0,05 0,367+0,05 0,32
KDa
nECAde 65 0,320+0,06 0,262+0,04 0,290+0,04 0,244+0,06 0,77
KDa
ECA2 0,40+0,04 0,27+0,05 0,2740,03 0,3+0,05 0,98
NEP 0,26+0,04 0,12+0,04  0,2940,03 0,34+0,04 0,27
Quimase  0,090+0,04 0,090+0,04 0,140+0,03  0,28+0,04 0,47
CatD 0,13+0,04 0,18+0,05 0,2040,04 0,39+0,04 0,32

Nota: Valores expressos em Mediana + erro padrdo da mediana. * Kruskal Wallis teste.
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Tabela 9. Expressao das enzimas do SRAA e SCC na urina e no plasma dos participantes de
acordo com RCE.

Expressao Enzimatica na urina (unidade arbitréaria)

Grupos
Enzima RCE Normal RCE Aumentado Valor de p*
(n = 104) (n=102)
ECA2 0,340 £ 0,04 0,350 +£ 0,04 0,18
NEP 0,190 £ 0,04 0,175+ 0,04 0,85
Quimase 0,200 £ 0,03 0,145+ 0,04 0,70
CatD 0,103 £ 0,04 0,149 £ 0,03 0,55
Expressado Enzimatica no plasma (unidade arbitraria)
Grupos
Enzima RCE Normal RCE Aumentado Valor de p*
(n=38) (n=38)
SECA 0,380 £ 0,04 0,285 £ 0,03 0,36
nECA de 90 0,310 £ 0,04 0,370 £ 0,03 0,70
KDa
nECA de 65 0,270 £ 0,04 0,289 + 0,03 0,90
KDa
ECA2 0,380 £ 0,03 0,340 £ 0,03 0,67
NEP 0,220 £ 0,03 0,290 £+ 0,02 0,69
Quimase 0,080 £+ 0,03 0,270 £ 0,03 0,07
CatD 0,160 £ 0,03 0,260 £ 0,03 0,40

Nota: Valores expressos em Mediana + erro padrdo da mediana. * Kruskal Wallis teste.

Foi realizada anélise de correlacdo para verificar se variagcbes na expressao
das enzimas do SRAA e SCC podem ter correlagdo com variaveis antropométricas,
bioquimicas e cardiovasculares. A expressdo da nECA de 90 KDa na urina teve
correlacdo positiva com os parametros antropométricos incluindo, circunferéncia de
cintura (cm), MM (Kg), IMC (Kg/m?), RCE, porcentagem de gordura corpérea, pIMC e
Z-escore do IMC (Figura 16). Para a SECA e nECA de 65 KDa néo foram evidenciadas

correlagdes diferentes de zero de acordo com o teste de Spearman (Figura 16). N&o
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foram observadas outras correlacdes referentes a expressao enziméatica e parametros

antropometricos.

SECA_190
nECA_65
Estatura_cm
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Figura 16. Matriz de correlagéo entre a expresséo da sECA, nECA de 90 KDa, e nECA de 65 KDa
e 0s parametros antropométricos. As correlagdes referentes a SECA, nECA de 90 KDa e nECA de
65 KDa que foram consideradas diferentes de zero pelo teste de Spearman estdo com coeficiente rho

destacado no quadrado, o valor de p esta representado por (*) onde, *p <0,05, **p =0,01, ***p <0,01.

A expressao da quimase urinaria e da CatD plasmaética tiveram correlagdo com
o perfil lipidico. A expresséo da quimase na urina correlacionou-se negativamente com
os niveis de HDL-C e com os niveis de CT (Figura 17). Ja a expressao da CatD
plasmatica correlacionou-se positivamente com niveis de LDL-C, CT, razdo do LDL-
C/ HDL-C e razdo do CT/ HDL-C (Figura 17). Nao foram observadas outras

correlacdes referentes a expressao enzimatica e parametros bioquimicos.
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expressao_Quimase_urina

Figura 17. Matriz de correlagdo entre a expressdo da quimase urinéaria e da CatD plasmatica e
perfil lipidico. As correlagfes referentes a expresséo das enzimas que foram consideradas diferentes
de zero pelo teste de Spearman estdo com coeficiente rho destacado no quadrado, o valor de p esta
representado por (*) onde, *p <0,05, **p =0,01, ***p <0,01.

A atividade enzimatica da ECA foi avaliada com o substrato Z-FHL, mais
representativo para o sitio ativo N. Nao houve diferenca na atividade da ECA (Z-FHL)
urinaria (nmol/min/mg de creatinina) nos grupos de estudo classificados por estado
nutricional (p = 0,12) (Figura 18A), assim como, ndo houve diferenca nos grupos
classificados pela RCE (p =0,24) (Figura 18 B).



>
04 05

03

02

y 0,055

0.1

p=0.12

0,036

0,047

Atividade da ECA (Z-FHL) nmol/min/mg de
creatinina

00

0,070

JE T

—_—

BP

04

03
1

creatinina
02

EU

SP

Estado nutricional

oB

p =024

0.1

0,037

0,061

Atividade da ECA (Z-FHL) nmol/min/mg de

T
Normal

(RCE <0,5)

Aumentado

(RCE20,5)

72

Figura 18. Atividade da ECA utilizando o substrato Z-FHL avaliada na urina dos participantes
divididos por pIMC e RCE. A) atividade da ECA (nmol/min/mg de creatinina) utilizando o substrato Z-

FHL nos grupos de estudo classificados por estado nutricional. Mood median test, p = 0,12. B) Atividade

da ECA (nmol/min/mg de creatinina) utilizando o substrato Z-FHL nos grupos de estudo classificados

por RCE e risco cardiovascular. Man — Whitney test, p = 0,24.
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A atividade da ECA também foi avaliada utilizando o substrato h-HL, qual é
mais especifico para o C-dominio. Porém, também néo houve diferenca na atividade
da ECA (h-HL) urinaria (nmol/min/mg de creatinina) nos grupos classificados por pIMC
(p =0,36) (Figura 19A) e nem nos grupos classificados pela RCE (p = 0,55) (Figura
19B).
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Figura 19. Atividade da ECA utilizando o substrato h-HL avaliada na urina dos participantes
divididos por pIMC e RCE. A) atividade da ECA (nmol/min/mg de creatinina) utilizando o substrato h-
HL nos grupos de estudo classificados por estado nutricional. Mood median test, p = 0,36. B) Atividade
da ECA (nmol/min/mg de creatinina) utilizando o substrato h-HL nos grupos de estudo classificados por

RCE e risco cardiovascular. Man — Whitney test, p = 0,55.
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A razdo entre a atividade da ECA (Z-FHL) e a atividade da ECA (h-HL) é usada

para prever a atividade do N-dominio. Mas, ndo houve diferenca na razao da atividade

da ECA (Z-FHL/h-HL) na urina nos grupos de estudo classificados por estado

nutricional (p = 0,71) (Figura 20A), assim como, ndo houve diferenca nos grupos
classificados pela RCE (p =0,22) (Figura 20B). Porém valores da razdo Z-FHL/h-HL

maiores que 1, indicam predominancia da atividade do N-dominio (170).
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Figura 20. Razao da atividade da ECA Z-FHL/h-HL avaliada na urina dos participantes divididos

por pIMC e RCE. A) Razéo da atividade da ECA nos grupos de estudo classificados por estado

nutricional. Mood median test, p = 0,36. B) Atividade da ECA (nmol/min/mg de creatinina) utilizando o

substrato h-HL nos grupos de estudo classificados por RCE e risco cardiovascular. Man — Whitney test,

p = 0,55.
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No entanto, houve correlagdo negativa entre a atividade da ECA (Z-FHL), e
entre a razdo da atividade da ECA (Z-FHL/h-HL) e os niveis de HDL-C (Figura 21).
Adicionalmente, houve correlacdo positiva entre a atividade da ECA (Z-FHL) e os
parametros VLDL-C e razdo do TG/ HDL-C (Figura 21). A razéo da atividade da ECA
(Z-FHL/h-HL) também se correlacionou positivamente com a razdo do CT/ HDL-C,
razéo do LDL-C/ HDL-C e com a razdo de TG/ HDL-C (Figura 21).
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Figura 21. Matriz de correlacédo entre a atividade da ECA e perfil lipidico. As correlacdes referentes
a atividade da ECA (Z-FHL), atividade da ECA (h-HL) e razdo da atividade da ECA (Z-FHL/h-HL) que
foram consideradas diferentes de zero pelo teste de Spearman estdo com coeficiente rho destacado

no quadrado, o valor de p esta representado por (*) onde, *p <0,05, **p =0,01, ***p <0,01.
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A atividade da CatD na urina (UM/min/mg de creatinina) foi influenciada pelo
estado nutricional e pelo risco cardiovascular avaliado pela RCE. A atividade da CatD
foi maior no grupo EU do que no grupo SP (0,098 vs 0,027, p<0,01) (Figura 22A).
Adicionalmente o grupo com RCE normal apresentou maior atividade da CatD do que
0 grupo com risco cardiovascular e RCE aumentados (0,095 vs 0,028, p<0,01) (Figura
22B).
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Figura 22. Atividade da CatD avaliada na urina dos participantes divididos por pIMC e RCE. A)
Atividade da CatD (uM/min/mg de creatinina) nos grupos de estudo classificados por estado nutricional.
Mood median test seguido de Pairwise Median test, p <0,01, (C) EU # SP. B) Atividade da CatD
(MM/min/mg de creatinina) nos grupos de estudo classificados por RCE e risco cardiovascular. Man —
Whitney test, p <0,01.
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Em consisténcia com o observado, a atividade da CatD na urina apresentou
correlacdo negativa com diversos parametros antropomeétricos incluindo, 1CQ,
circunferéncia de cintura (cm), MG (Kg), IMC (Kg/m?), RCE, porcentagem de gordura
corporea, pIMC e Z-escore do IMC (Figura 23).
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Figura 23. Matriz de correlacéo entre a atividade da CatD urinaria e parametros antropométricos.
As correlac@es referentes a atividade da CatD urinaria que foram consideradas diferentes de zero pelo
teste de Spearman estao com coeficiente rho destacado no quadrado, o valor de p esta representado
por (*) onde, *p <0,05, **p =0,01, ***p <0,01.

Em relacdo a atividade da renina, ECA2, NEP e quimase (uM/min/mg de
creatinina) na urina, ndo houve diferencga estatisticamente significante entre os grupos
divididos pelo estado nutricional (Tabela 10) e nem entre os grupos divididos pelo risco
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cardiovascular avaliado pela RCE (Tabela 11). As atividades da ECA, ECA2, NEP,
guimase e renina também foram avaliadas nos grupos divididos por Z-escore e o perfil
foi muito similar ao observado para pIMC, porém nessa categoriza¢do a quimase teve
tendencia a diferenca significante (p =0,08) (Apéndice 14).

Tabela 10. Atividade das enzimas do SRAA e SCC na urina e no plasma nos grupos de estudo
classificados por pIMC.

Atividade enzimatica na urina (uM/min/mg de creatinina)

Grupos
Enzima BP EU SP OB p value
(n = 46) (n =95) (n =108) (n = 56)
Renina 0,198+0,05 0,184+0,03 0,173+0,04 0,162+0,05 0,785*
ECA2 0,142+0,09 0,094+0,04 0,129+0,08 0,097+0,06 0,135*
NEP 0,052+0,01 0,034+0,02 0,047+0,01 0,066+0,01 0,136*
Quimase  0,082+0,06 0,071+0,05 0,075+0,07 0,120+0,08 0,400*

Atividade enzimética no plasma (uM/min/mL)

Grupos
Enzima BP EU SP OB p value
(n = 43) (n = 99) (n = 104) (n = 62)
Renina  0,198+0,19 0,245+0,08 0,205+0,04 0,214+0,05 0,401*

Nota: Valores expressos como mediana * erro padrdo da mediana. *Teste de Kruskal — Wallis. #Mood’s
Median test.

Com excecdo da atividade da ECA2 e da renina urinaria (UM/min/mg de
creatinina) que foram maiores nas meninas do que nos meninos, atividade da ECA2
(0,146+0,04 vs 0,091+0,02, p<0,01) e atividade da renina (0,220+0,03 vs 0,168+0,02,
p = 0,046), ndo houve influéncia do sexo dos participantes na atividade das enzimas
(Apéndice 15).
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Tabela 11. Atividade das enzimas do SRAA e SCC na urina e no plasma nos grupos de estudo
classificados pela RCE.

Atividade enzimatica na urina (uM/min/mg de creatinina)

Grupos
Enzima Normal Aumentado p value*
(n = 141) (n = 164)
Renina 0,192+0,03 0,169+0,03 0,137
ECA2 0,102+0,03 0,113+0,03 0,709
NEP 0,041+0,01 0,049+0,01 0,669
Quimase 0,070+0,04 0,085+0,05 0,139
Atividade enzimética no plasma (uM/min/mL)
Grupos
Enzima Normal Aumentado p value*
(n = 142) (n=166)
Renina 0,237+0,08 0,207+0,06 0,195

Nota: Valores expressos como mediana + erro padrdo da mediana. * Teste de Man-Whitney.

Também foi feita analise de correlacdo para a atividade da renina, ECA2, NEP
e quimase com parametros antropométricos, bioquimicos e cardiovasculares,
utilizando o teste de Spearman. A atividade da ECA2 urinaria se correlacionou
negativamente com a MM (Kg) (rho: -0,12, p = 0,05) e a atividade da renina plasmatica
se correlacionou positivamente com o peso (Kg) (rho: 0,12, p = 0,03) e com a
creatinina sérica (mg/dL) (rho: 0,14, p = 0,01). Finalmente, a atividade da quimase
urinaria apresentou correlacdo positiva com diversos parametros cardiovasculares
incluindo, PAS (mmHg), PAD (mmHg), PAS de decubito (mmHg), PAD de decubito
(mmHg), pPAS e pPAD (Figura 24). Ainda, foi observado correlagdo negativa com a
VOP (m/s) (Figura 24).
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Figura 24. Matriz de correlagdo entre a atividade da quimase urinaria e parametros
cardiovasculares. As correlacdes referentes a atividade da quimase que foram consideradas
diferentes de zero pelo teste de Spearman estdo com coeficiente rho destacado no quadrado, o valor

de p esta representado por (*) onde, *p <0,05, **p =0,01, ***p <0,01.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo foi analisado a expressao e atividade enzimatica das principais
enzimas do SRAA e SCC incluindo, a renina, a ECA, a ECA2, a NEP, a CatD e a
guimase, de forma a identificar como estas enzimas estdo moduladas de acordo com
0 estado nutricional e de acordo com o risco cardiovascular e assim associar as
alteracdes observadas nestes sistemas com complicacdes associadas a obesidade
infantojuvenil. A prevaléncia de sobrepeso e obesidade entre criangas e adolescentes
tem crescido drasticamente de forma globalizada nas ultimas décadas (4) e identificar
possiveis mecanismos fisiolégicos que contribuem para o desenvolvimento e
manutencao da obesidade infantojuvenil e para o desenvolvimento de complicacdes
associadas € essencial para identificar marcadores de risco e tracar futuras

estratégias terapéuticas.

Sabe-se gque a obesidade € uma doenca multifatorial influenciada por fatores
genéticos, bioldgicos, socioecondmicos e comportamentais (2). Nesse estudo foi
avaliada a contribuicéo de fatores biol6gicos como, sexo, raca/ cor, idade e estagio do

desenvolvimento no estado nutricional e no risco cardiovascular.

7

O sexo masculino é atrelado a um maior risco de desenvolver doencas
cardiometabdlicas quando comparado a mulheres pré-menopausa. Este perfil ja pode
ser observado na infancia e adolescéncia e é associado a fatores comportamentais
como, tempo de tela, hébitos alimentares e menor preocupacdo com aparéncia
corporal, além da diferenca biolégica entre os sexos (171). Neste estudo, a
porcentagem geral de participantes do sexo masculino foi maior (53%) (Figura 9),
porém na distribuicdo nos grupos por estado nutricional, o grupo SP apresentou maior
porcentagem de meninas (p = 0,02) (Figura 9B). Desta forma, em variaveis que
possam ser influenciadas pelo sexo, o grupo sobrepeso pode apresentar diferenca

induzida pela predominancia do sexo feminino em comparacao aos outros grupos.

Em relacdo a idade, foram avaliados criangas e adolescentes de 6 a 19 anos e
a média de idade da amostra total foi de 11,6 anos + 2,7. A idade média do grupo EU
(12,7 anos + 2,9) foi maior que a do grupo OB (10,8 anos + 2,3) (p < 0,01) (Figura 10).
Porém, considerando a fase da infancia e adolescéncia, a idade isoladamente n&o
reflete em grandes diferengas no organismo, o mais relevante é avaliar o estagio de

desenvolvimento. A puberdade € um processo essencial no desenvolvimento humano
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e promove mudancas fisicas, enddcrinas e fisioldégicas direcionadas pelo eixo
hipotalamico-hipofisario-gonodal com o propdésito de que se alcance a maturidade
sexual (154, 172). Por isso, € importante que a distribuicdo de participantes em
diferentes estagios do desenvolvimento seja parecida entre os grupos. Neste estudo,
29% dos participantes encontravam-se na pré-puberdade, 58% na puberdade, 10%
na poés puberdade e 2% nédo foram avaliados (Figura 11A). A estratificacdo dos
participantes em diferentes fases do desenvolvimento foi realizada nos grupos
classificados por pIMC e ndo houve diferenca de distribuicdo entre os grupos (p =
0,30) (Figura 11B). Portanto a fase do desenvolvimento puberal ndo afetou a

incidéncia de BP, SP e OB nesta populacao.

Raca e cor tém impacto sobre a predisposi¢cao a doencas cardiometabdlicas
devido ndo s6 ao impacto da genética, mas também a fatores socioecondmicos
atrelados a esta variavel (173). No Brasil, a classificacdo de raca e cor é baseada na
autoproclamacao diferentemente do observado em estudos cientificos internacionais
onde a divisdo € feita baseada na cor e etnia incluindo brancos, pretos, hispanicos,
latinos e asiaticos (174). No presente estudo, a maioria dos participantes séo pardos
(56%), seguidos de pretos (24%), brancos (18%), indigenas (2%) e amarelos (0%)
(Figura 12A). Nao houve dependéncia entre raca e cor e o estado nutricional dos

participantes (p = 0,85) (Figura 12B).

Na classificacédo dos participantes do estudo por estado nutricional foi utilizado
o pIMC. No presente estudo, a prevaléncia de baixo peso (15%), sobrepeso (33%) e
obesidade (19%) ndo pode ser comparada com a populacdo geral, porque essa
amostra foi selecionada de forma a obter uma melhor distribuicdo de participantes
entre as categorias, aumentando as porcentagens de individuos de BP, SP e OB e
diminuindo a porcentagem de individuos na categoria EU (33%) (Figura 7). Mas,
segundo dados do Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional (SISVAN) de 2020
(175), no Brasil, a prevaléncia de baixo peso, sobrepeso, obesidade e obesidade
grave entre criancas de 5 a 10 foi de 5,56%, 15,9%, 9,5% e 6,32%, respectivamente.
Ja entre os adolescentes (11 a 19 anos) 3,89% estavam com baixo peso, 19,97%

apresentaram sobrepeso, 9,55% eram obesos e 2,41% tinham obesidade grave.

Além da classificacdo por pIMC também foi feita a classificacdo dos

participantes nas categorias BP, EU, SP e OB de acordo com Z-escore do IMC e
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observa-se uma menor porcentagem de participantes nas categorias de extremidade,
BP (9%) e OB (10%), e um maior numero de participantes nas categorias
intermediarias, SP (42%) e EU (39%) (Figura 7). Isso pode ser explicado pelo Z-
escore ter uma faixa limitada que varia de z-2 a z+3, entre a qual sao divididas as
categorias. Ainda, diversos estudos apontam que o Z-escore do IMC ndo € o mais
indicado, principalmente se pretende-se diferenciar graus de obesidade e ou graus de

desnutricdo (165).

Apesar do pIMC ou Z-escore do IMC serem ferramentas praticas que
dependem apenas de simples medidas de peso e altura, sendo avaliagcbes que nao
exigem aparelhos sofisticados e ndo sdo invasivas, ambas tém a limitacdo de néo
fornecerem informacdes sobre a distribuicdo de gordura corporal e ndo diferenciarem
entre MM, referente aos musculos e a MG, referente a gordura corporal (176).
Adicionalmente, para criancas e adolescentes € necessario a corre¢cao por género e
idade, o que exige que sejam feitas grandes coletas de dados para gerar as curvas

de crescimento utilizadas nestes calculos (176).

Assim, de forma a complementar a classificacdo por estado nutricional, os
pacientes também foram divididos de acordo com a razéo de cintura e estatura (RCE);
um meétodo utilizado para avaliar gordura central e risco cardiovascular (157). A RCE
teve boa correlacdo com o estado nutricional jA que como esperado houve
dependéncia entre estado nutricional e a RCE, pois mais de mais 95% dos individuos
com RCE aumentada pertenciam aos grupos SP e OB (Figura 8). No entanto, é
importante destacar que mesmo entre os individuos classificados como EU, aqueles
que apresentam RCE aumentada, possuem maiores niveis de CT, TG, LDL e
apresentam maior PAS e PAD (157).

7z

A RCE é uma boa opcdo ao ICQ para avaliacdo de gordura central
principalmente em criangas ja que o ICQ é obtido a partir da divisdo da circunferéncia
de cintura (cm) pelo quadril (cm) e a constituicdo fisica dos meninos faz com que
tenham quadril mais estreito, a tendéncia € que homens tenham maiores valores de
ICQ (177), como foi verificado neste estudo (Apéndice 1). Por isso sdo adotados
pontos de corte diferentes de acordo com o sexo (178), e isso nao € facilmente
transferivel para criangcas e adolescentes por conta das mudancas corporais

associadas ao desenvolvimento puberal.
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Ambas as classificacbes adotadas ofereceram boa correlagdo com o0s
parametros antropométricos. Como o esperado, as medidas de peso (Kg), IMC, pIMC,
Z-escore do IMC, circunferéncia de cintura (cm), quadril (cm), MG (Kg) e porcentagem
de gordura (%) foram maiores a medida que a massa corporea aumentava, e houve
diferenca estatistica entre todos os grupos classificados por pIMC (Tabela 2).
Interessantemente, a MM (Kg) estava diminuida no grupo BP em relacéo aos outros
grupos (Tabela 2), o que mostra que a classificagdo pelo pIMC também prediz os
efeitos associados ao baixo peso, uma vez que a desnutricdo compromete o

desenvolvimento da musculatura.

Esta é a grande limitacdo da RCE, que tem boa correlacdo com parametros
alterados no sobrepeso e obesidade, mas alteracdes causadas pelo baixo peso sao
normalmente diluidas dentro do grupo com RCE normal devido a presenca das
criancas e adolescentes com peso normal (EU). Na classificacdo pela RCE, todos os
parametros antropomeétricos, exceto estatura, apresentaram diferenca significante,
sendo maiores no grupo com RCE aumentado (Tabela 3). Nessa avaliacado os dados
mais impactantes foram que o grupo com RCE aumentada apresentou porcentagem
de gordura 2 vezes maior (34,3+6,7 vs 17,7+7,3, p<0,01) e MG (Kg) 2,5 vezes maior

gue o grupo com RCE normal (Tabela 3).

Também foi avaliada a interferéncia do sexo dos participantes nas medidas
antropométricas, e 0s Unicos parametros que apresentaram diferencas nesta andlise
foram, MG (Kg), porcentagem de gordura (%) e o ICQ (Apéndice 1). A MG (Kg) e a
porcentagem de gordura foram maiores nas meninas do que dos meninos, mas essa
pode ser caracterizada como uma diferenca fisiologica entre os sexos (177). E, o ICQ,
como ja mencionado era maior no sexo masculino, mas o valor médio encontrava-se

dentro da faixa considerada normal (Apéndice 1) (177).

Foi visto que o tecido adiposo é um 6rgao enddcrino capaz de produzir e
secretar componentes do SRAA e SCC (25). A ECA e a CatD se mostraram
moduladas pelo estado nutricional e pela RCE e se correlacionam com medidas
antropomeétricas. A expresséo da sECA na urina das criangas obesas € maior do que
nas criangas eutrdéficas (0,090 vs 0,530, p = 0,04) e é maior nas criangas com RCE e
risco cardiovascular aumentado do que nas criangas com RCE normal (0,090 vs
0,265, p = 0,046) (Figura 14 e 15). Ainda, a nECA de 90 KDa foi mais frequentemente



86

encontrada na urina dos participantes com RCE aumentada e sua expressao foi maior
na urina destes (Figura 15). Assim, evidencia-se uma hiperativacdo da ECA, pelo
menos a nivel renal, e apesar de néo ter sido constatada diferenga estatistica na
atividade da ECA urinéaria, o grupo OB apresentou 0os maiores valores e o grupo EU
0S menores valores tanto na avaliagdo com substrato Z-FHL quanto na avaliacdo com
substrato h-HL (Figura 18 e 19). Isto associado a maior expressao da SECA e da nECA
de 90 KDa contribuiria para desbalanco em niveis de peptideos formados ou
degradados a partir da acdo da ECA (experimentos em processamento). Ainda, a
presenca da nECA de 90 KDa na urina de criancas e adolescentes pode ser um
marcador de risco cardiovascular aumentado associado a obesidade. Em
concordancia, a expressédo da nECA de 90 KDa se correlacionou positivamente com
diversos parametros antropométricos como, quadril (cm), cintura (cm), MG (Kg),
porcentagem de gordura, RCE, IMC (Kg/m?), pIMC e Z-escore do IMC (Figura 16).

N&o foram vistas alteracdes na expressao da ECA no plasma. Porém, estudo
anterior do nosso grupo constatou alteracdes nos niveis de peptideos plasmaticos em
criancas obesas, que apresentaram menores concentracdes de BK e Ang 1-7 em
comparacao as criancas eutroficas (26). O presente estudo, reforca a hipotese de que
a ECA seria a principal responséavel por essas alteracfes ja que BK e Ang 1-7 séo
seus substratos e sua expressdo estava aumentada nos participantes obesos. Ainda,
o N-dominio € o principal responsavel pela inativacdo da Ang 1-7 (58, 59),
demonstrando que o aumento da presenca e expressao da nECA de 90 KDa no grupo
com RCE e risco cardiovascular aumentado possa refletir em deplecdo dos niveis de

Ang 1-7 nesses participantes.

Neste estudo, a atividade da CatD urinéria estava diminuida no grupo SP em
comparacao ao grupo EU (p <0,01) e o grupo com RCE aumentada também
apresentou atividade da CatD urinaria reduzida (p<0,01) (Figura 22). Adicionalmente,
a atividade da CatD na urina correlacionou-se negativamente com o ICQ, RCE, cintura

(cm), MG (Kg), porcentagem de gordura, IMC, pIMC e Z-escore (Figura 23).

Os relatos sobre alteracdes na expressao da CatD sdo ambiguos. Isso porque
a CatD parece ter funcdes diferentes de acordo com a célula e as func¢des da CatD
circulante divergem da intracelular (179). Muitos estudos evidenciaram efeitos

deletérios relacionados ao aumento dos niveis da CatD circulante como, resisténcia a
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insulina, hipertrofia e inflamacao do tecido adiposo, formacéo de placa de ateroma e
insuficiéncia cardiaca (91, 95, 147, 180). Em contrapartida, foi evidenciado que
pacientes com deficiéncia de HDL-C possuem macrofagos derivados de mondcitos
com expressédo reduzida do mRNA da CatD, o que esté associado a funcao diminuida
da proteina ABCAL, envolvida no efluxo de colesterol (96). Estudos com animais CatD
knockout, mostraram que a enzima € essencial para desenvolvimento e sua auséncia
promove neurodegeneragéo, atrofia da retina, cegueira e atrofia da mucosa intestinal
resultando em perda de peso e anorexia (92). Nos rins, a CatD se mostrou protetora,
camundongos com knockout de CatD especificamente nos podocitos desenvolvem

proteindria que se agrava em glomérulo esclerose (181).

A diminuicdo da CatD na urina do grupo SP e do grupo com RCE aumentada,
pode estar relacionada a uma diminuicdo da sintese de CatD a nivel renal nestes
individuos. Adicionalmente, os rins tém a funcdo de excretar algumas proteinas do
plasma e assim interferem nos niveis circulantes ou meia vida desses elementos na
circulagdo (182). A CatD circulante tem peso molecular baixo, aproximadamente
34KDa, podendo ser filtrada ou secretada pelos rins em condig¢des fisiolégicas normais
(179). A atividade diminuida da CatD na urina dos participantes com SP e com RCE
e risco cardiovascular aumentado poderia refletir uma diminuicdo no clearance da
CatD circulante, que resultaria em uma maior concentracdo desta no plasma. Porém,
ndo foi possivel confirmar essa hip6tese, ja que nao foram vistas diferencas na
expressdo da CatD tanto na urina, quanto no plasma (Tabelas 8 e 9). Apesar de a
expressdo da CatD no plasma se correlacionar com o perfil lipidico, como sera

discutido a sequir.

Sabidamente, o sobrepeso e a obesidade infantil contribuem para o
desenvolvimento de doencas como dislipidemias, diabetes e sindrome metabdlica na
vida adulta. No entanto, alguns estudos descrevem que disfungfes j4 possam ser
visualizadas na infancia e adolescéncia (183). Os parametros bioquimicos foram
avaliados nos grupos classificados por pIMC, Z-escore do IMC e RCE. Foram
observadas diferencas nesses parametros em decorréncia do sobrepeso e obesidade,

sendo alguns parametros ja clinicamente alterados.

Os niveis de CT, VLDL-C, LDL-C e TG aumentaram gradativamente com o

aumento de massa corporea. Houve diferenca significativa entre os grupos SP e ou
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OB em relacéo aos outros grupos BP e ou EU (Tabela 4). Por outro lado, os niveis de
HDL-C encontravam-se diminuidos nos grupos SP e OB quando comparados aos
grupos BP e EU (Tabela 4). Adicionalmente, foram avaliadas as razdes entre as
lipoproteinas e o HDL-C, pois um HDL-C elevado pode contrabalancear niveis
aumentados de CT, LDL-C e TG (184). No entanto, as razdes das lipoproteinas pelo
HDL-C também foram maiores nos grupos SP e OB em comparacéo aos grupos BP
e EU (Tabela 4).

Importantemente, os valores médios de HDL-C no grupo OB s&o menores do
gue o considerado clinicamente desejado, os valores de TG estdo aumentados e a
razado TG/ HDL-C esta aumentada (167) (Apéndice 2). Na avaliacao pela RCE, o grupo
com RCE e risco cardiovascular aumentado apresentou niveis menores de HDL-C e
valores aumentados de CT, TG, LDL-C, VLDL-C e de suas razdes quando comparado
ao grupo com RCE normal (Tabela 5), porém apenas o HDL-C pbde ser considerado

clinicamente alterado (Apéndice 2).

Essas observagdes s&o condizentes com a dislipidemia associada a obesidade,
onde a hipertrigliceridemia € uma alteracdo importante que desencadeia outras
alteracdes no perfil lipidico (185). O acumulo de TG e acidos graxos livres no figado
leva a producao aumentada de VLDL-C, o que compromete a lipdlise dos quilomicrons
devido a competicdo pela LPL (185). O excesso de TG também contribui para
diminuicdo dos niveis de HDL-C e para a formacédo de LDL-C de baixa densidade, a
sdLDL-C, que migra mais facilmente para a camada intima dos vasos e tem maior
predisposicdo a oxidacdo, sendo altamente aterogénica (185). Tanto a sdLDL-C
guanto os quilomicrons e VLDL-C acumulados na camada intima do vaso podem ser

captados por macréfagos resultando na formacédo das células espumosas (185).

Interessantemente, o perfil lipidico teve correlacdo com a expressao ou
atividade das enzimas do SRAA e SCC. A atividade da ECA medida com substrato Z-
FHL se correlacionou com menores niveis de HDL-C, maior razdo TG/ HDL-C e niveis
maiores de VLDL-C (Figura 21). A razao da atividade da ECA urinaria Z-FHL/ h-HL,
gue estima a atividade do N-dominio, também se correlacionou com niveis menores
de HDL-C, maior razdo CT/ HDL-C e maior razdo TG/ HDL-C (Figura 21). Essas
observagdes corroboram com evidéncias de que a ECA patrticipa na fisiopatologia das

dislipidemias e consequentemente da aterosclerose, pois forma a Ang Il, que age
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estimulando a 3-hidroxi-metil-glutaril coenzima A (HMG — CoA) e a sintese de
colesterol nos macréfagos. Contribui para formacdo de células espumosas porque
promove influxo de LDL-C nos macrofagos via receptor AT1 e ainda contribui para
disfuncéo endotelial através da oxidacédo, inflamacgéo e vasoconstricdo (186). A ECA
ainda degrada a BK que parece ter papel protetor prevenindo a disfuncéao endotelial.
IECAs e BRASs mitigam esses efeitos (186).

A quimase contribui de forma importante para niveis locais de Ang Il e esta
enzima proveniente dos mastocitos foi identificada como a principal geradora de Ang
Il no tecido cardiaco e vascular humano (102). Neste estudo, a expressao da quimase
na urina estava correlacionada com uma diminuicéo dos niveis de HDL-C (Figura 17).
E sabido que a quimase contribui na fisiopatologia da aterosclerose possivelmente por
ser uma via de degradacdo da Apolipoproteina Al, por comprometer a funcdo da
proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP), que permite o transporte
de colesterol ésteres e TG entre o HDL-C e outras lipoproteinas (187, 188). E ainda
pela acdo da Ang Il, a expressao de Ang Il dependente de quimase € aumentada em
aortas ateroscleréticas de humanos (189). Também foi observado que
hipertrigliceridemia promove aumento da expressdo da quimase na aorta e que a
inibicdo da quimase diminui a formacdo de placa de ateroma sem influenciar na
pressao arterial, peso ou perfil lipidico (189). Lembrando que a quimase é uma enzima
presente nos granulos dos leucdcitos, que migram para a parede vascular no inicio da

lesdo aterosclerotica (190).

A expressao da CatD no plasma estava correlacionada com menores niveis de
HDL-C e maiores valores de CT, razdo CT/ HDL-C e razdo LDL-C/ HDL-C (Figura 17).
Isto poderia ser esperado jA que os niveis circulantes de CatD sao associados a
aterosclerose e evento cardiovascular (97). Estudos in vivo e in vitro demonstram que
enzimas lisossomais, como a pré-CatD, possam induzir a formagédo da placa de
ateroma, isso porque macrofagos derivados de mondcitos liberam essas enzimas e
acidificam o meio, que pode ficar suficientemente acido para que ocorra auto
conversdao da pré-CatD em CatD. Uma vez ativa, a CatD € capaz de induzir a hidrolise
de lipoproteinas, incluindo a LDL-C tornando-as instaveis e permitindo seu acumulo e

oxidacgéao (92).
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Ainda em relacéo aos parametros bioquimicos, os valores de acido urico foram
maiores nos grupos SP e OB em relacao aos outros e também foram maiores no grupo
com a RCE aumentada (Tabelas 4 e 5). Apesar da média de todos 0s grupos estarem
dentro de uma faixa normal (168) (Apéndice 3), niveis maiores de &cido urico na
infancia promovem um aumento precoce dos valores de presséao arterial (191). Nos
adultos, valores elevados de acido Urico s&do associados com doencas
cardiovasculares, obesidade, sindrome metabdlica e doencas renais. E proposto que
os niveis de acido urico aumentem em individuos obesos devido a resisténcia a
insulina, pois o acumulo de insulina promove reabsorcdo de sodio e urato (192). Nao
se sabe ao certo a contribuicdo do acido uUrico na fisiopatologia das doencas
cardiometabdlicas, mas ha indicios de que o acido Urico promova a disfuncéo
endotelial através da promocdo de estresse oxidativo, inflamacdo e proliferacdo
celular. Ainda, niveis aumentados de acido Urico sdo associados a ativacao

plaquetéria (192).

Interessantemente, o grupo OB apresentou maior numero de plaguetas em
comparacao ao grupo EU (p = 0,03), o mesmo foi observado no grupo com RCE e
risco cardiovascular aumentado (p <0,01) (Tabelas 4 e 5). As plaquetas e ativacao
plaguetéria sdo fatores importantes na fisiopatologia da aterosclerose e trombose
(193). A obesidade pode promover ativacdo plaquetéaria por conta do baixo grau de
inflamac&o crénico. As plaquetas possuem receptores de leptina e agonistas destes
receptores podem promover agregacao plaquetaria e contribuir para que se
estabeleca associacdo entre obesidade e desenvolvimento de doencas

aterotromboticas (193).

Alguns parametros bioquimicos e hematolégicos refletiram as alteragdes
provocadas tanto pelo baixo peso quanto pela obesidade. A creatinina sérica foi maior
no grupo EU quando comparado aos grupos BP e OB (Tabela 4), provavelmente
porque ela reflete metabolismo muscular e o grupo baixo peso tem musculatura
menos desenvolvida e o grupo obeso tem uma menor propor¢céo de MM (Kg) do que
gordura. Ainda, o grupo EU apresentou maior porcentagem de hemoglobina e maior
hematdcrito do que os grupos; BP, SP e OB (p < 0,01) (Tabela 4). Apesar dos valores
estarem todos dentro do clinicamente aceito (Apéndice 3). Estes resultados realcam

gue a massa corpérea ndao é um indicativo de nutricdo e saude.



91

Estudos sugerem que 25% dos pais de criancas com sobrepeso ou obesidade
enxergam seu filho como dentro do peso normal principalmente na faixa etaria de 5 —
9 anos de idade (194). Esse comportamento pode ser explicado pelo fendbmeno de
transicdo epidemioldgica, pois ha algumas décadas a principal preocupagdo quanto
ao desenvolvimento infantil era a desnutricdo e a crianga “gordinha” era vista como
saudavel. Porém, é comum haver caréncia de nutrientes e anemia entre criancas e

adolescentes com sobrepeso e obesidade devido a dieta desbalanceada (195).

A obesidade também €& um dos principais fatores de risco para hipertensédo
arterial porque promove alteracdo de parametros metabodlicos e estruturais que
sobrecarregam o sistema cardiovascular. Se sabe que individuos obesos desde a
infancia tem maior risco de desenvolverem hipertensdo, sofrerem evento
cardiovascular e acidente vascular encefalico (3). E como visto, varios parametros
antropomeétricos, bioquimicos e referentes ao SRAA e SCC que sao relacionados ao
maior risco de doencas metabolicas e cardiovasculares foram observados no grupo

OB e no grupo com RCE e risco cardiovascular aumentado.

No presente estudo, apenas trés participantes apresentaram pPAS e ou pPAD
elevada e apenas nove se encontravam na faixa limitrofe (dado ndo mostrado).
Porém, a média da PAS (mmHg), PAD (mmHg), pPAS e pPAD aumentaram
gradualmente nos grupos classificados por pIMC (Tabela 6). Assim maiores niveis
pressoricos foram encontrados no OB, sendo que a diferenca foi significante entre o
grupo BP e OB no caso do pPAS, e entre os grupos EU e OB no caso do pPAD (Tabela
6). Apesar das médias dos valores pressoricos nos grupos classificados por pIMC
estarem todos dentro de valores clinicamente normais, considerando que os valores
pressoricos sao influenciados pela idade e que grupo OB ja partia de valores maiores
(Apéndice 7), os individuos do grupo OB podem atingir niveis hipertensivos
precocemente se mantidos os mesmos habitos e fenotipo. Em relagéo a classificacdo
por RCE, todos os parametros foram maiores no grupo com RCE e risco
cardiovascular aumentado (Tabela 7). A frequéncia cardiaca ndo apresentou
diferenca entre os grupos (Tabelas 6 e 7).

A atividade da quimase urinaria se correlacionou com maiores niveis de PAS
(mmHg), PAD (mmHg), pPAS, pPAD, PAS decubito e PAD decubito. E se
correlacionou com menores valores de VOP (m/s) (Figura 24). Seria esperada uma
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correlacdo positiva com a VOP, ja que estad € uma ferramenta que prediz a rigidez
vascular, e quanto maior a VOP (m/s), menor a distensibilidade dos vasos e maior a
rigidez arteriolar (196). Porém, na infancia e adolescéncia a VOP ¢é influenciada
principalmente pela estatura, mas também pela idade, estagio do desenvolvimento,
raca e sexo (153, 197). Sabe-se que a correlacdo da VOP com risco cardiovascular
aumentado e a interferéncia na pressao arterial € mais acentuada na fase adulta,
assim como foi demonstrado que as diferengas na VOP influenciadas pela raca e cor
comecgam a aparecer apenas na puberdade (153).

N&o foram verificadas diferencas relacionadas ao estado nutricional e a RCE e
risco cardiovascular para expresséo ou atividade da renina, ECA2 e NEP (Tabelas 8,
9, 10 e 11). Era esperado encontrar uma diminuigdo na expressao ou atividade da
ECA2 nos participantes obesos e com RCE e risco cardiovascular aumentado. Isto
porque, foi verificado que criancas obesas tem menores niveis de Ang 1-7, principal
produto da ECA2, e maiores niveis de desArg®BK, qual é degradada pela ECA2 (26,
61, 65). Porém, a ECA2 se mostrou influenciada pelo sexo dos participantes, as
meninas apresentaram maior atividade da ECA2 urinaria do que 0S meninos
(0,146+0,04 vs 0,091+0,03, p<0,01). Essa diferenca observada pode constituir um dos
fatores para o menor risco de hipertensao e doenca cardiovascular em mulheres pré-
menopausa. A avaliagcdo de componentes do SRAA (Ang I, Ang 1-7 e atividade da
ECA 2 no tecido adiposo) em camundongos de ambos 0s sexos submetidos a dieta
rica em gordura para desenvolvimento de hipertensdo relacionada a obesidade
demonstrou que, apesar das fémeas apresentarem maior ganho de peso e massa de
gordura, tinham menores niveis de Ang Il e maiores niveis de Ang 1-7 associados a
maior atividade da ECA2 no tecido adiposo (198). Consequentemente, os machos
apresentaram hipertensao associada a obesidade enquanto as fémeas ndo, porém a

mesma protecao nao foi vista em fémeas ovariectomizadas (198).

Em resumo, a obesidade e a RCE aumentada contribuiram para maior
expressdo da SECA e da nECA de 90 KDa na urina, e para uma menor atividade da
CatD urinaria, o que pode refletir um menor clearance da CatD circulante culminando
em seu acumulo no plasma, ou pode indicar menor sintese renal desta enzima. Essas
alteracdes podem promover o aumento dos niveis de Ang | e Ang Il e a diminui¢éo

dos niveis de Ang 1-7 e BK, o que ja foi constatado em criancas obesas, em estudo
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anterior do nosso grupo (26). Essas alteracdes podem refletir no desenvolvimento e
na manutencao da obesidade. A Ang I, inibe a lipolise e a captacao de glicose pelos
tecidos, por outro lado a Ang 1-7 e a BK favorecem estes processos (25, 146). Desta
forma, o desbalanco nos niveis destes peptideos favorece a hipertrigliceridemia e o
acumulo dos TG nos adipécitos aumentado a massa de gordura corpOrea. Em
contrapartida, o tecido adiposo contribui para hiperativacdo do SRAA a nivel local e
sistémico alimentando este fendtipo (24). Estas consideracfes sao reforcadas pela
correlacdo positiva entre a expressédo da nECA de 90 KDa e correlagéo negativa da

CatD urinaria com as medidas antropomeétricas.

E importante ressaltar que as principais alteracdes foram vistas na urina; que
representa mais fielmente o SRAA e SCC renal. O aumento da expresséo e atividade
da ECA é um fator importante no desenvolvimento de doengas renais como,
nefropatias, glomerulopatias, doenca renal crénica (DRC), doenca renal em estagio
final (DREF) e hipertensdo associada a transplante renal (75, 199). A diminuicdo da
expressdo e atividade da CatD também estd associada a lesdo glomerular e
desenvolvimento de DRC (181). Embora, estudos mostrem que a obesidade infantil
esta associada a maior mortalidade por DREF e que o aumento da obesidade infantil
coincide com aumento da incidéncia de insuficiéncia renal crénica e DREF nessa
populacdo (200), o entendimento sobre como a obesidade infantil contribui para
doenca renal é muito limitado. Nesse contexto, nosso estudo contribui de forma
significativa demonstrando que a obesidade infantil esta atrelada a alteracdes do
SRAA e SCC renal, alteracfes estas que sdo similares as observadas em estudos
experimentais e clinicos de doenca renal. Infelizmente ndo foi realizada a avaliacédo
da funcao renal, mas estes resultados justificam estudos mais aprofundados sobre a
contribuicdo da obesidade infantil para doencga renal.

Adicionalmente, as criangas e adolescentes obesos e com RCE aumentada
apresentaram um perfil propicio ao desenvolvimento de doencas cardiometabdlicas.
Foi constatado aumento de marcadores inflamatérios como a nECA de 90 KDa e o
acido urico (54, 192). E o aumento da expressdo da seECA e nECA de 90 KDa
associado a hipertrigliceridemia e deficiéncia de HDL-C observadas no grupo OB,
favorece a oxidacdo das lipoproteinas por acdo da Ang Il, que também promove

inflamacé&o atraindo leucécitos e favorecendo a formacgéao de células espumosas, e
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nesse contexto mecanismos protetores associados a Ang 1-7 e BK estariam
diminuidos (185, 186). Como discutido, a quimase e a CatD parecem participar
neste processo, pois houve correlacdo da expressédo da quimase urinaria e da CatD
plasmatica com o aumento das lipoproteinas e a diminuicdo do HDL-C. Ainda, o
aumento dos niveis de acido Urico juntamente ao aumento do numero de plaguetas
observados no grupo OB contribuem para ativacdo plaquetaria (192, 193). Essas
alteracdes somadas criam um ambiente propicio a dislipidemia e disfuncao endotelial

que predispdem a aterosclerose e lesdo vascular.

E importante observar que o aumento da expressdo ECA observado no grupo
OB promove um estado pré-hipertensivo, devido ao desbalanco entre os niveis de
Ang Il qgue promove a retencao de sodio e agua, a vasoconstricdo e a fibrose, e e os
niveis de Ang 1-7 e a BK, que promovem vasodilatacdo. Nao foram observadas
alteracdes clinicas referentes a pressao arterial, porém os valores pressoricos
estavam aumentados no grupo OB em comparacdo aos grupo BP e ou EU. Assim, a

manutencao deste estado pré-hipertensivo pode levar a hipertensdo precocemente.

As alteracdes também podem contribuir para a diabetes tipo Il. A Ang I
promove a acao da NADPH oxidase, principal responsavel pela formacéo de espécies
reativas de oxigénio, o aumento destas promove inibicdo da fosfoinositideo 3 —
quinase (PI-3K), que em resposta a ativacdo do receptor de insulina promove
translocacdo do transportador de glicose 4 (Glut4) para a membrana permitindo que
a glicose seja captada pelo musculo esquelético, cardiaco e tecido adiposo (201, 202).
A Ang Il ainda promove a sinalizagao do NFkB, promovendo inflamacéo e ativacao do
TNFa que diminui a sensibilidade a insulina do musculo esquelético, promove
lipogénese no figado e a hiperlipidemia (202). A ECA inibi as a¢fes da BK e Ang 1-7,
a BK favorece a captacéo de glicose pelos tecidos, e ambas promovem a producao
de NO, sendo antioxidantes e vasodilatadoras, a Ang 1-7 ainda exerce efeito anti-
inflamatorio inibindo a sinalizagao de NFkB (203). A hipertrigliceridemia e deficiéncia
de HDL-C observadas no grupo OB também contribuem para o estresse oxidativo e
inflamacé&o. A manutencéo destas alteracbes pode promover resisténcia a insulina e
disfuncao das células B pancreaticas, o que a longo prazo culmina na diabetes tipo Il
(202, 204).
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Por fim, a ECA € a principal enzima do SRAA e SCC modulada na obesidade
infantojuvenil e sua regulacdo aumentada promove o desbalanco nos peptideos Ang
II, Ang 1-7 e BK, criando um fendétipo propicio ao desenvolvimento das complicacdes
associadas a obesidade incluindo, dislipidemia, hipertenséo, resisténcia a insulina,

diabetes tipo Il e sindrome metabdlica.
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6 CONCLUSAO

Este estudo contribui de forma significativa demostrando que alteragdes no
SRAA e SCC estao presentes na obesidade infantojuvenil antes do surgimento da
hipertensao arterial. Adicionalmente, os resultados refletem que ocorre principalmente
uma modulacdo do SRAA e SCC renal na obesidade infantojuvenil, o que se trata de
um dado novo e que contribui para o surgimento da hipétese de que o aumento da
incidéncia de doenca renal em criangas e adolescentes obesos pode ser atrelado a

alteracdes no SRAA e SCC renal.

A ECA é o principal integrante do SRAA e SCC modulado na obesidade
infantojuvenil. A maior expresséo da SECA e da nECA de 90 KDa nas criangas obesas
pode explicar os niveis diminuidos da Ang 1-7 e da BK observados no plasma de
criancas obesas em estudo anterior, e diferentemente do esperado, ndo foram vistas
alteracdes na expressao e atividade da ECA2 que poderiam justificar o aumento de
desArg®BK nas criancas obesas, indicando que outras vias metabdlicas talvez sejam
mais relevantes nesse contexto. Ainda, a nECA de 90 KDa na urina foi identificada
como possivel marcador de aumento de risco cardiovascular associado a obesidade.
A CatD também é afetada pelo estado nutricional, essas alteracdes podem ser
relevantes para alterar o metabolismo das lipoproteinas, mas futuros estudos sao

necessarios para esclarecer a funcao da CatD na obesidade.

A obesidade infantojuvenil estava associada com alteracfes clinicas do perfil
lipidico; hipertrigliceridemia e deficiéncia de HDL-C. A presenca destas alteracfes
junto a regulacdo aumentada da ECA nas criancas e adolescentes obesos ativa
mecanismos que levam a manutencdo da obesidade e que contribuem para

desenvolvimento das dislipidemias, hipertensao, diabetes e sindrome metabdlica.

Ndo foram observadas alteracbes clinicas referentes aos parametros
cardiovasculares ou metabolismo da glicose em funcdo da obesidade infantojuvenil.
Porém, marcadores de inflamacéao e disfuncao endotelial como acido urico e nECA de
90 KDa estavam aumentados no grupo OB e os valores pressoricos eram maiores no

grupo OB e com RCE aumentada.

Por fim, a regulacdo da ECA ¢ alterada na obesidade infantojuvenil e pode
contribuir para alteracbes nos niveis de peptideos do SRAA e SCC ativando

mecanismo fisiopatologicos que contribuem para manutengéo da obesidade e para o
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desenvolvimento de doencas cardiometabdlicas e renais associadas a esta. Desta
forma, justifica-se o monitoramento da expresséao e atividade da ECA em criancgas e
adolescentes obesos, e a investigacdo de possiveis beneficios de terapia voltada a

supressao da ECA para essa populacao.
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Apéndices



Apéndice 1. Tabela de avaliacdo dos parametros antropométricos nos grupos classificados por

género.
Grupos de estudo
Variavel Valor de p
Feminino Masculino

Peso (Kg) 47,5+16,2 47,9+17,3 *p =0,87
IMC 20,9+4,7 20,4+4.8 *p =0,32

pIMC (%) 66,8+34,9 60,4+37,8 *p =0,44
Z-escore 1,2+1,4 1,0+1,6 *p = 0,45
Estatura (cm) 148,7+13,7 150,9+16,1 *p =0,20
pEstatura (%) 66,8+£27,0 60,6+£28,6 *p =0,83
Circ. Cintura (cm) 67,3£10,3 68,7£12,1 *p = 0,36
Quadril (cm) 84,8+£13,1 81,6+£13,7 “p=0,03
ICQ 0,80+0,06 0,85+0,15 *p <0,01

RCE 0,46x0,07 0,46+0,07 p=0,93
Massa Magra (Kg) 17,455 19,2+7,2 *p = 0,05
Massa Gorda (Kg) 14,8+8,7 12,2+48,7 *p <0,01
% gordura 29,219,2 23,7t11,6 *p <0,01

Nota: Valores representados em Média + desvio padrdo. * Man Whitney teste. "T-test.

Apéndice 2. Valores de Referéncia para perfil lipidico em criancas e adolescentes.

Em jejum Sem jejum
Idade (anos)

Aceitavel (mg/dL) Aceitavel (mg/dL)

CT 2-19 <170 <170
LDL-C 2-19 <110 <110
HDL-C 2-19 > 45 > 45

TG <10 <75 <85

10-19 <90 <100
N&o HDL-C 2-19 <120 -

Valor calculado de referéncia para as razbes

CT/HDL-C 2-19 <38 <3,7
LDL-C/ HDL-C 2-19 <24 <2,4
TG/HDL-C <10 <1,6 <1,8
10-19 <20 <2,2

Nota: Adaptado de Guia Pratico de Atualizagdo — Departamento Cientifico de Endocrinologia (2019 — 2021). As
razdes foram calculadas com base nos valores de referéncia aceitaveis para idade.
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Apéndice 3. Valores de Referéncia para parametros bioquimicos e hematolégicos em criancas
e adolescentes.

Paramétros Bioquimicos

Parametros no sangue Faixa etaria Valores Aceitaveis
Acido Grico (mg/dL) 6 - 11 anos 2,2-6,6
12 - 19 anos (masculino) 3,0-7,7
12 -19 anos (feminino) 2,7-57
Nitrogénio ureico Crianca 5,0-18,0
Adulto 6,0 - 20,0
Glicose (mg/dL) Crianca 60 -100
>16 anos 70 - 105
Creatinina (mg/dL) Crianca 0,3-0,7
Adolescente 0,5-1,0
Adulto (masc.) 09-1.3
Adulto (femin.) 0,6-1,1
Paramétros hematologicos
Parametro Faixa etéria Valores aceitaveis
Hemoglobina (g/dL) 6 -12 anos 11,5-13,5
12 - 18 anos (masc.) 13,0-14,5
12 - 18 anos (femin.) 12,0-14,0
Hematdcrito (%) 6 -12 anos 35-40
12 -18 anos (masc.) 36 -43
12 - 18 anos (femin.) 37 -41
Hemécias (g/dL) 6 - 18 anos 31,0-34,0
Plaquetas (103/mL) 6 -18 anos 150 - 350

Nota: Adaptado de Hughes & Kahl — Harriet Lane Handbook (2018).
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Apéndice 4. Tabela de parametros bioquimicos nos grupos de estudo classificados por Z-

escore.
Variavel Grupos de estudo
Valor dep *
(mg/dL) BP EU SP OB
CT 137,7£27,8 143,5£29,3 149,6+28,7 153,6£28,0 p =0,03"
HDL-C 50,3+9,3 49,7+9,1 45,819,5 41,1+9,1 p<0,01®CDE
LDL-C 70,2422,8 76,5+26,4  84,6£24,7 93,5#28,2 p<0,01®CDE
VLDL-C 17,5+4,6 17,7£4,4 20,2+4,7 23,3t5,1 p<0,01®CDER
TG 60,9+21,2 65,5+26,8 79,5+29,4 107,5t47,2 p<0,01®CDEP
Glicose 84,1+8,6 84,7+8,2 84,7+12,3  85,5+6,9 p=0,97
Acido
o 3,5+0,99 4,0£1,1 4,4+1,3 4,6+0,87 p<0,01&CDE
drico
Ureia
N 22,745,0 22,145,1 21,845,3 21,6%4,2 p=0,73
sérica
Crsérica 0,53+0,13 0,59+0,15 0,55+0,19 0,56%0,12 p=0,16

Nota: Média = Desvio Padrao. * Kruskal Wallis teste — Post hoc DunnTest. (A) Eutréfico # Baixo Peso,
(B) Eutrdfico # Sobrepeso, (C) Eutréfico # Obeso, (D) Baixo Peso # Sobrepeso, (E) Baixo Peso # Obeso,
(F) Sobrepeso # Obeso, (G) Todos os grupos diferem entre si. * DunnTest ndo identificou qual grupo

difere.

Apéndice 5. Tabela parametros bioquimicos nos grupos de estudo classificados por género.

Variavel Grupos de estudo Valor de p*
(mg/dL) Feminino Masculino

CT 147,5+28,1 146+29,8 p=0,48
HDL-C 48,1+10,1 46,4+9,2 p=0,13
LDL-C 81,1+25,0 81,0+27,3 p=0,47
VLDL-C 19,645,0 19,1+4.8 p =0,50
TG 75,5+31,3 75,2+33,9 p=0,70
Glicose 84,0+7,5 85,4+11,8 p=0,11
Acido darico 4,1+1,2 4,3+1,2 p=0,16
Ureia sérica 21,045,1 22,8+4,9 p <0,01
Cr sérica 0,55+0,14 0,58+0,19 p=0,16

Nota: Média + Desvio Padrdo. * Man Whitney teste.
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Apéndice 6. Tabela de parametros cardiovasculares nos grupos de estudo classificados por Z

escore.
Variavel Grupos de Estudo Valor dep *
BP EU SP OB

PAS mmHg 99,1+9,4 105,5+9,7 105,448,8 109,0+7,0 p <0,01A.D.B)
PAD mmHg 61,2+9,0 61,7t6,4 63,2+6,6 65,616,2 p=0,016€H
pPAS 36,4+25,5 44,4+25,2 47,6123,3 56,6+21,1 p <0,01 B
pPAD 50,3+25,5 46,3+19,1 52,1+20,3 57,31+19,3 p=0,02©

FC bpm 75,7£11,6 72,9+12,7 75,0114 74,849,0 p=0,42

Nota: Média + Desvio Padrédo. * ANOVA unifatorial — Post hoc Tukey HSD. (A) EU # BP, (B) EU # SP,
(C)EU # OB, (D) BP # SP, (E) BP # OB, (F) SP # OB, (G) Todos os grupos diferem entre si.

Apéndice 7. Equagao da reta de modelo de regressdo linear avaliando a correlagdo entre PAS e

aidade no grupo BP e no grupo OB.

Grupo Baixo Peso

y=86+1,3x
R2,4=0,14

p=0,003

PAS (mmHg)

IDADE (ANOS)

Grupo Obeso

y=91+1,6x
RZ,,=0,21
120 p < 0,0001

PAS (mmHg)

12

IDADE (ANOS)
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Apéndice 8. Equacao da reta de modelo de regresséo linear avaliando a correlacédo entre PAS e

a idade nos grupos classificados pela RCE.

y =86 +1,5x RCE normal

R2,4;=0,19

p<0,0001

PAS (mmHg)

IDADE (ANOS)

RCE aumentada

y=91+14x
R?,4=0,18
p <0,0001

PAS (mmHg)

IDADE (ANOS)

Apéndice 9. Tabela de pardmetros cardiovasculares nos grupos de estudo classificados por

género.
Variavel/ valor de p
Grupos PAS mmHg PAD mmHg % PAS % PAD FC bpm
p = 0,09 p <0,01 p=0,84 p =0,01 p <0,01
Feminino 104,248,2 63,716,4 46,3+24,0 53,1+20,0 77,5113
Masculino 106,0+9,9 61,8+6,9 46,0+24,3  47,7£20,1 71,5+114

Média + Desvio Padrado. * Teste T.
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Apéndice 10. Figura presenca da nECA de 65 KDa nos grupos de estudo classificados por pIMC.

40 50
|

30
1

20
I

10

p=0.58

13,3%

[l Auséncia de ECA 85
D Presenca de ECA 65

Apéndice 11. Presenca da nECA de 65 KDa nos grupos de estudo classificados por RCE.

Frequéncia (n)

p=0,36

50

40

20

10

Normal

RCE<0.5

[l Auséncia de ECA 65
D Presencga de ECA 65

23,9% 23,3%

Aumentado

. , RCE=0.5
Risco cardiovascular
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Apéndice 12. Tabela teste dependéncia entre estado nutricional e presenca das isoformas N-
dominio da ECA no plasma.

Presenca de Estado Nutricional *p =0,43
nECA de 90
BP EU SP OB Total
KDa
N&ao 0,0% 3,0% 1,5% 0,0% 4,5%
Sim 23,9% 20,9% 26,9% 23,8% 95,5%
Total 23,9% 23,9% 28,4% 23,8% 100%
Presenca de Estado Nutricional *p=1,00
nECA de 65
BP EU SP (0]2] Total
KDa
Nao 1,5% 1,5% 1,5% 0,0% 4,5%
Sim 22,4% 22,4% 26,9% 23,8% 95,5%
Total 23,9% 23,9% 28,4% 23,8% 100%

Apéndice 13. Tabela teste dependéncia entre RCE e presenc¢a das isoformas N-dominio da ECA

no plasma.

Presenca de Estado Nutricional *p=0,24

nECA de 90
KDa RCE normal RCE aumentada Total
Nao 4,5% 0,0% 4,5%
Sim 46,3% 49,2% 95,5%
Total 50,8% 49,2% 100%

Presenca de Estado Nutricional *p =

nECA de 65 RCE normal RCE aumentada Total
Nao 4,5% 0,0% 4,5%
Sim 46,3% 49,2% 95,5%
Total 50,8% 49,2% 100%
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Apéndice 14. Tabela de avaliacéo da atividade enzimatica da ECA, renina, ECA2, NEP e quimase
nos grupos classificados por Z-escore.

Atividade enzimatica na urina

_ Grupos
Enzima p value
BP EU SP OB
ECA S
. 0,085+0,06 0,037+0,12 0,052+0,16 0,063+0,09 0,218%
(Z-FHL) T
(@]
ECA (h-HL) % 0,049+0,18 0,024+0,02 0,027+0,04 0,028+0,02 0,169%
Razéo (Z- E
© 3,67+1,38 2,63+0,89  3,18+0,93  3,28+1,37 0,442%
FHL/h-HL) =
Renina @ 0,202+0,06 0,178+0,03 0,177+0,03 0,127+0,04 0,244*
ECA2 g’g 0,218+0,18 0,095+0,03 0,128+0,01 0,096+0,03 0,218%
NEP E % 0,070+0,02 0,038+0,01 0,049+0,01 0,097+0,04 0,309%
Quimase = ° 0,098+0,10 0,066+0,04 0,075+0,06 0,153+0,05 0,078%
Atividade enzimética no plasma (uM/min/mL)
_ Grupos
Enzima p value*
BP EU SP OB
Renina 0,203+0,04 0,236+0,02 0,207+0,07 0,220+0,12 0,772

Valores expressos como mediana * erro padrdo da mediana. *Mood’s Median Test. * Teste de

Kruskal — Wallis.



Apéndice 15. Tabela de avaliacéo da atividade enzimatica da ECA, renina, ECA2, NEP e quimase

nos grupos classificados pelo sexo.

Atividade enzimatica na urina

Enzima — : p value*
Feminino Masculino
ECA (zZ-
0,045+0,09 0,048+0,17 0,807
FHL) 5
ECA(h- 3
) 0,020+0,03 0,030+0,04 0,112
HL) £
£
Razdo £
(@]
(Z-FHL/ g 2,88+1,01 2,83+0,71 0,849
h-HL)
Renina @ 0,202+0,03 0,168+0,02 0,046
ECA2 g’ .g 0,146+0,04 0,091+0,03 <0,01
NEP £ § 0,052+0,01 0,041+0,01 0,132
Quimase % ° 0,075+0,04 0,083+0,05 0,480
Atividade enzimética no plasma (uM/min/mL)
Enzima p value*
Normal Aumentado
Renina 0,236+0,09 0,209+0,06 0,441

Valores expressos como mediana + erro padrdo da mediana. * Teste de Man-Whitney.
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Anexo 1 — Aprovacao do Comité de ética em Pesquisa da UNIFESP

JUNIFESP UNIFESP - HOSPITAL SAO

U 0TI PAULO - HOSPITAL 'QQW‘”’,M“P
ey UNIVERSITARIO DA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DAS ALTERACOES DOS SISTEMA RENINA-ANGIOTEMNSINA E CININAS-
CALECREINAS NA OBESIDADE INFANTO JUVENIL E SUA CONTRIBUICAO PARA
O DESENVOLVIMENTO DE COMPLICAGOES CLINICAS ASSOCIADAS A

Pesquisador: NAYARA AZINHEIRA NOBREGA CRUZ
Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 83298217.1.0000.5505

|n5ﬁtuiqﬁo Prﬂpﬂne“tﬂ: Escola Paulista de Medicina
Patrocinador Prlnf:lpal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.580 987

Apresentagdo do Projeto:

Projetc CEP/UNIFESP n:0150/2018 (parecer final)

A freguéncia do sobrepeso e obesidade entre criancas e adolescentes no Brasil vem crescendo de forma
preccupante nas ultimas décadas. As comorbidades, como hipertensao arterial, resisténcia a insulina,
dislipidemia e sindrome metabadlica e as consequéncias fisicas, sociais, psicologicas e econdmicas atreladas
a obesidade fazem com gue esta seja um problema de sadde pablica. Ha evidencias de que o SRA tenha
algum papel na modulagao de diversas doengas como, diabetes mellitus, Alzheimer, sindrome metabdlica e
obesidade, além de seu papel ja bem estabelecido na hiperiensdo. O SRA atualmente é muito mais do que
uma simples cascata representada por AGT, duas proteases, renina, ACE e um peptideo efetor, a Ang Il.
Com a descoberta dos novos eixos como, ACE 2/ Ang 1-7/ Mas e Ang A/ Alamandina/ MrgD, e seus
peptideos ativos com fungdes gue se assemelham a da Angll ou gue a conlrabalanceiam, & possivel
verificar um complexo balango no SRA permitindo que no mesmo sistema haja fungdes contra regulatdrias
que contribuam para manutengao da homeostase no crganismo. A ECAZ participa ativamente tanto no SRA
quanto no SCC, sendo responsavel pela degradagao da Ang Il e Ang A para formar Ang 1-7 e Alamandina,
respectivamente, e ainda pode degradar desArg9BK, peplideo agonista B1 com fungdes deletérias. Estudos
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preliminares do nosso grupo mostraram gue os sistermas SRA e SCC estariam modulados na obesidade,
pois existe uma correlagio positiva entre diminuigdo dos niveis

plasmaticos de Ang 1-7 e BK e o aumento da massa corporea, assim como, foi verificado concentragies
maiores de Ang | e des-Arg9BK em adolescentes obesos e obesos graves. Desta forma o balango entre a
ECA & ECAZ parece desempenhar papel importantena fisiopatologia da obesidade. Ainda, outras enzimas
destes sistemas podem contribuir para estas variagdes de acordo com a massa corporea.Desta forma, este
estudo tem como objetivo quantificar os peptideos do SRA e SCC em uma populag&o maior & mais
significativa, assim como avaliar a expressao e atividade das enzimas envolvidas na formagao destes
peptideos, em aspecial a ECA e ECAZ. Para entdo compreender melhor a participagdo do SRA e SCC na
fisiopatologia da obesidade visando o futuro desenvolvimento de novas estratégias de progndstico e
terapéutica, assim, possibilitando uma intervengao prévia, a fim de evitar o desenvelvimento da obesidade

em si e das complicagdes atreladas a esta.

Objetivo da Pesquisa:

-OBJETIVO PRIMARIO: Investigar a modulagéo dos principais componentes do SRA e SCC e sua
correlagdo com aumento da massa corporea e desenvolvimento de outras doengas atreladas a obesidade
na populag¢do infanto juvenil de Vitoria-ES.

-0OBJETIVO SECUNDARIO: - Analise antropométrica e clinica/bioquimica das criangas e adolescentes
envolvidos neste estudo.- Quantificar os peptideos do SRA e SCC, a fim de correlacionar sua variagdo com
a fisiopatologia da obesidade e das complicagdes atreladas a esta.- Determinar a expressao e atividade das
principais enzimas do SRA e SCC com intuito de investigar a causa de possiveis alteragbes nas
concentragies de peptideos.- Quantificar os niveis de adipocinas nos diferentes grupos e estabelecer
relagdo com fisiopatologia da obesidade.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Em relagio aos riscos e beneficios, o pesquisador declara:

-RISCOS: ndo oferece riscos aos participantes, uma vez que, as amostras ja foram coletadas no periodo de
2014-2016 para o projeto “DETERMINANTES DA ELEVACAO DA PRESSAO ARTERIAL EM CRIANCAS E
ADOLESCENTES DE DIFERENTES ANCESTRALIDADES™ o qual foi aprovado pela Plataforma Brasil e
pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES)sob o CAAE
30385014.8.0000.5060.

-BENEFICIOS: um estudo populacional avaliando como estdo modulados o SRA e SCC em criancgas e

adolescentes eutrdficos, com sobrepeso e obesos pode esclarecer como se da e gual contribuigdo
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dos mesmos no desenvolvimento @ manutengdo da obesidade e das co-morbidades associadas. Assim, ©
estudo poderia contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento da
obesidade, assim como, para o prognostico das complicagdes do scbrepeso e cbesidade.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

-Trata-se de projeto de doutorado de NAYARA AZINHEIRA NOBREGA CRUZ. Orientadora: Dulce Elena
Casarini; Co-orientadora: Fernanda Barrinha Fernandes. Projeto vinculado ao Departamento de Medicina,
SP-EFM, UNIFESP,

-Centro Coparticipante: Centro de Ciéncias da Saude; responsavel: JOSE GERALDO MILL; CEP: UFES -
Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Espirito Santo.

TIPO DE ESTUDQ: sera realizada uma avaliacao transversal.

LOCAL: Disciplina de Medicina Translacional.

PARTICIPANTES: amostra de sangue e urina de criangas obesas (amostras ja coletadas).
PROCEDIMENTOS: Este projeto utilizara amostras de urina e plasma que serdo coletadas no periodo de
2018 — 2019 para o projeto "DETERMINANTES DA ELEVACAO DA PRESSAO ARTERIAL EM CRIANGAS
E ADOLESCENTES DE DIFERENTES ANCESTRALIDADES” o qual foi aprovado pela Plataforma Brasil e
pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES)sob o CAAE
30385014.8.0000.5060. O responsavel pelo projeto, Dr José Geraldoe Mill, CPF 343.387.137-04, fara a
transferéncia deste material biolégico para utilizagdo no presente projeto: "ANALISE DAS ALTERAGOES
DOS SISTEMAS RENINA ANGIOTENSINA E CININAS-CALICREINAS NA OBESIDADE E SUA
CONTRIBUICAD PARA O DESENVOLVIMENTO DE COMPLICAGOES CLINICAS ASSOCIADAS A
OBESIDADE". O material sera armazenado no biorrepositério do projeto ELSA-ES e depois sera transferido
para UNIFESP, onde ficara sob a responsabilidade da Dra Dulce Elena Casarini, para utilizagdo em projetos
da mesma e de seus colaboradores. O armazenamento e a transferéncia estio declarados no TERMO DE
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, assim os participantes da pesquisa estao cientes de como
seus dados e material

biologico serao utilizados. -No presente estudo sera realizada uma avaliagao transversal de criangas e
adolescentes com idade entre 6 @ 19 anos de ambos os sexos matriculados no projeto Estagao
Conhecimento — Fundagao Vale e escolas da rede publica de Vitéria - ES. -DETERMINACOES
LABORATORIAIS: a partir das amostras de plasma e urina, serfo realizados variosestudos sobre referentes

aos sistema renina-angiotensina e cininas-calecreinas (mais detalhes estao no projeto detalhado).
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:

1- Foram apresentados os principais documentos: folha de rosto; projeto completo; copia do cadastro
CEP/UNIFESP, orgamento financeiro & cronograma apresentados adequadamente.

2-TCLE a ser aplicado aos participantes: c)- modelo de TCLE aplicado para o projeto CAAE
30385014.8.0000.5060. ; esta contemplada a participacio da UNIFESP. (Pasta: TCLE / Termos de
Assentimento / Justificativa de Auséncia - Submissao 5; Documento: TCLE.docx)

3- outros documentos importantes anexados na Plataforma Brasil:

a)-documento referente ao biorepositdrio do projeto ELSA-ES (Pasta: outros- Submissédo 5, Documento:
Biorrepositorio_Regimento.pdf) b}-autorizagao para o envio das amostras da Coordenadora do programa de
Pas-graducagao em Ciéncias Fisiologicas- Centro de Ciéncias da Saude, UFES (Pasta: outros- Submissao
5; Documento: autorizacao_transeferencia_material.pdf)

c)- carta de esclarecimentos sobre as amostras que serdo estudadas (Pasta: outros- Submissao 5;

Documento: Carta_esclarecimento_sobre_projeto.docx)

Recomendagodes:
sem recomendacies

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Todas as pendéncias foram atendidas.

1- Nao foi enviado nenhum documento assinado pelo pesquisador JOSE GERALDO MILL dando
ciéncia/autorizagao a respeito do uso de amostras coletas em seu projelo. Sera necessario enviar esta
autorizagao,

RESFPOSTA: Em resposta informo que uma carta de autorizagao de transferéncia e uso do material
assinada pelo Dr José Geraldo Mill foi anexada aos documentos

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2- Favor adequar as informagdes: no formulario de submissdo da Plataforma Brasil, campo “riscos”, foi
informado que as amostras ja foram colhidas (no periodo de 2014-2016). Entretanto no campo “Outras
informacgdes, justificativas ou consideragdes a critério do pesquisador”, e na metodologia informam gue o
material ainda sera coletado (no periodo de 2018 - 2019). Favor esclarecer e adequar.

RESPOSTA: Em resposta foram feitas as adequagdes no campo "QOutras informagdes, justificativas ou
consideragbes a critério do pesquisador”, onde agora consta:

Enderego: Rua Francisco de Castro, 55

Bairre: VILA CLEMENTIND CEP: 04.020-050
UF: 5P Municipio: SAQ PAULO
Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5539-7162 E-mail: cep@unifesp.edu.br
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“Este projeto utilizara amostras de urina, plasma e soro que foram coletadas no periodo de 2014 - 2016 para
o projeto “DETERMINANTES DA ELEVACAO DA PRESSAO ARTERIAL EM CRIANGCAS E
ADOLESCENTES DE DIFERENTES ANCESTRALIDADES" o qual foi aprovado pela Plataforma Brasil e
pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES)sob o CAAE
30385014.8.0000.5060. O responsavel pelo projeto, Dr José Geraldo Mill, CPF 343.387.137-04, fara a
transferéncia deste material bioldgico para utilizagao no presente projeto: "ANALISE DAS ALTERACOES
DOS SISTEMAS RENINA-ANGIOTENSINA E CININAS-CALICREINAS NA OBESIDADE E SUA
CONTRIBUICAD PARA O ESENVOLVIMENTO DE COMPLICACOES CLINICAS ASSOCIADAS A
OBESIDADE". O material foi armazenado no Biorrepositorio do projeto ELSA-ES e sua transferéncia e uso
foram também autorizados pela Dra Sénia Alves Gouvea, Coordenadora do programa de Pds Graduagao
em Ciéncias Fisioldgicas da UFES e responsavel pelo Biorrepositorio ELSA - ES." Também outra versio do
Projeto detalhado esta sendo anexada. Onde no tdpico “5.2

HSPECTOS ETlGUS” agora consta: "Este projeto utilizara amostras de urina e plasma coletadas no periodo
de 2014 — 2016 para o projeto “DETERMINANTES DA ELEVAGCAO DA PRESSAO ARTERIAL EM
CRIANCAS E ADOLESCENTES DE DIFERENTES ANCESTRALIDADES", o qual foi aprovado pela
Plataforma Brasil e pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) sob
o CAAE 30385014.8.0000.5060. Estas amostras foram armazenadas pelo Biorrepositério ELSA - ES, ate
obtengdo de autorizag8o de transferéncia e uso pela Universidade Federal de S0 Paulo (UNIFESP).”
Informo ainda que houve divergéncia de informacdes nos itens em questio, pois foi avaliada a possibilidade
de utilizagdo de material que ainda sera coletado para continuagéo do estudo ELSA. Porém foi considerado
mais conveniente utilizar as amostras ja coletadas no periodo de 2014 — 20186, s6 que algumas das
informagdes erroneamente nao foram corrigidas antes da submissao.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

QO CEP informa que a partir desta data de aprovagao, & necessario o envio de relatérios parciais e o relatdrio
final, quando do término do estudo.

Lembramos que & de responsabilidade do pesquisador assegurar que o local onde a pesquisa sera
realizada oferega condigdes plenas de funcionamento garantindo assim a seguranga e o bem estar dos
participantes da pesquisa e de quaisquer outros envolvidos .

Enderego: Rua Francisco de Castro, 55
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagies Basicas| PE_INFORMAGOES _BASICAS DO P | 08/03/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 955435 .pdf 17:04:00
Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado.pdf 08/03/2018 |NAYARA Aceito
Brochura 17:02:18  |AZINHEIRA
Investigador NOBREGA CRUZ
Qutros Autorizacao_Jose_Mill.pdf 08/03/2018 |NAYARA Aceito
16:59:51 AZINHEIRA

Qutros Carta_Resposta_Pendencia.pdf 08/03/2018 |NAYARA Aceito
16:55:17 |AZINHEIRA

Qutros CADASTRO_CEP.pdf 19/02/2018 | NAYARA Aceito
12:37:34  |AZINHEIRA

Qutros BiorrepositorioRegimento.pdf 19/02/2018 | NAYARA Aceito
12:35:44 |AZINHEIRA

Qutros autorizacao_transeferencia_material.pdf| 19/02/2018 |NAYARA Aceito
12:34:19 |AZINHEIRA

Qutros Carta_esclarecimento_sobre_projeto.do | 19/02/2018 |NAYARA Aceito

cX 12:32:15 | AZINHEIRA,

TCLE / Termos de TCLE.docx 19/02/2018 |NAYARA Aceito

Assentimento / 12:27:28 |AZINHEIRA

Justificativa de NOBREGA CRUZ

Auséncia

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 08/08/2017 |NAYARA Aceito
18:10:51 AZINHEIRA

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacido da CONEP:

MNao

SAO PAULQO, 04 de Abril de 2018
Assinado por:
Miguel Roberto Jorge

(Coordenadar)

Enderego: Rua Francisco de Castro, 55

Bairro: VILA CLEMENTING CEP: 04.020-050

UF: 5P Municipio: SAQ PAULO

Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5539-7162 E-mail:
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Anexo 2 — Aprovacao do Comité de ética em Pesquisa da UFES

UFES - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE gzmw mo
FEDERAL DO ESPIRITO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DAS ALTERAGOES DOS SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA E CININAS-
CALECREINAS NA OBESIDADE INFANTO JUVENIL E SUA CONTRIBUICAO PARA
O DESENVOLVIMENTO DE COMPLICAGCOES CLINICAS ASSOCIADAS A

Pesquisador: NAYARA AZINHEIRA NOBREGA CRUZ
Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 83298217.1.3001.5060

Instituigdo Proponente: Centro de Ciéncias da Saude
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 2.673.274

Apresentacdo do Projeto:

Estudo de carater transversal cujo titulo & ANALISE DE ALTERACOES NOS SISTEMAS RENINA
ANGIOTENSINA E CININAS-CALICREINAS NA OBESIDADE INFANTO JUVENIL E SUA CONTRIBUICAQ
PARA COMPLICAGOES ASSOCIADAS A OBESIDADE que utilizara amostras de urina e

plasma que foram coletadas no periodo de 2014 — 2016 para o projeto “DETERMINANTES DA ELEVACAQ
DAPRESSACQ ARTERIAL EMCRIANCAS E ADOLESCENTES DE DIFERENTES ANCESTRALIDADES™, o
gual foi aprovado pela Pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES)
sob o CAAE 30385014.8.0000.5080,

Objetivo da Pesguisa:

OBJETIVO PRIMARIO: Investigar a modulacéo dos principais componentes do SRA e SCC e sua
correlago com aumento da massa corpérea e desenvolvimento de outras doengas atreladas a obesidade
na populagio infanto juvenil de Vitoria-ES,

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Conforme a pesquisadora "NAO OFERECE RISCOS A0S PARTICIPANTES, UMA VEZ QUE, AS
AMOSTRAS JA FORAM COLETADAS NO PERIODO DE 2014-2016".

Beneficios

Um estudo populacional avaliando como estdo modulados o SRA e SCC em criangas e adolescentes

Enderego:  Av. Marechal Campos 1468

Bairro: SN CEP: 20.040-091

UF: ES Municipio: VITORIA

Telefone: (27)3335-7211 E-mail: cep.ufes@hotmail.com
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Plataforma

DA SAUDE DA UNIVERSIDADE %M
FEDERAL DO ESPIRITO

Continuagao do Parecer. 2673274

eutraficos, com sobrepeso e obesos pode esclarecer como se da e qual contribuigdo dos mesmos no

desenvolvimento & manutencio da obesidade e das co-morbidades associadas. Assim, o estudo podera

contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento da cbesidade, assim

como, para o

prognastico das complicagdes do sobrepeso e obesidade.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante considerando a possibilidade de novas terapéuticas para o tratamento da obesidade

infantil.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Todos os termos de apresentacao obrigatoria foram apresentados conforme recomendacdes anteriores

Recomendagobes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
NZo ha pendéncias, todas as pendéncia foram atendidas e anexadas na nova versao.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborade baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagées Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 16/05/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1107514 pdf 10:02:54
Outros Carta_Resposta_Pendencias_Cco.pdf 16/05/2018 |NAYARA Aceito
09:55:31  |AZINHEIRA

Parecer Anterior PBE_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 16/05/2018 |NAYARA Aceito
CEP 2621779.pdf 09:54:13  |AZINHEIRA

Orgamento Planilha_orcamentaria.docx 16/05/2018 |NAYARA Aceito
09:53:05 [AZINHEIRA

Projeto Detalhado/ |Projeto_Atualizado _para_Cco_pdf 16/05/2018 |MAYARA Aceito
Brochura 09:52:45 |AZINHEIRA

| Investigador NOBREGA CRUZ

Folha de Rosto folhaDeRosto UFES assinada.pdf 16/05/2018 |NAYARA Aceito

09:31:19 |AZINHEIRA

Enderago: Av. Marechal Campos 1468

Bairra: S/N CEP: 20.040-091
UF: ES Municipio: VITORIA
Telefone: (27)3335-7211 E-mail: cep ufes@hotmail com
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QBrad ™

Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado. pdf 08/03/2018 |NAYARA Aceito

Brochura 17:02:18 |AZINHEIRA

Investigador NOBREGA CRUZ

Qutros Autorizacao_Jose_Mill. pdf 08/03/2018 |NAYARA Aceito
16:59:51  |AZINHEIRA

Qutros Carta_Resposta_Pendencia.pdf 08/03/2018 |MAYARA Aceito
16:55:17 | AZINHEIRA

Outros CADASTRO_CEP .pdf 19/02/2018 |NAYARA Aceito
12:37:34  |AZINHEIRA

Qutros Biorrepositorio_Regimento. pdf 19/02/2018 |NAYARA Aceito
12:35:44  |AZINHEIRA

Outros autorizacao_transeferencia_material.pdf| 19/02/2018 |NAYARA Aceito
12:34:19  |AZINHEIRA

Qutros Carta_esclarecimento_sobre_projeto.do | 19/02/2018 |NAYARA Aceito

cX 12:32:15  |AZINHEIRA

TCLE / Termos de | TCLE.docx 19/02/2018 |NAYARA Aceito

Assentimento / 12:27:28 |AZINHEIRA

Justificativa de NOBREGA CRUZ

Auséncia

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

MNao
VITORIA, 24 de Maio de 2018
Assinado por:
Maria Helena Monteiro de Barros Miotto

(Coordenador)
Enderego: Av. Marechal Campos 1468
Bairro: S/N CEP: 29.040-091
UF: ES Municipio: VITORIA
Telefone: (27)3335-7211 E-mail: cep.ufes@hotmail com
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