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RESUMO



A subunidade p22phox é um componente essencial do complexo enzimatico NADPH
oxidase, o qual é considerado a principal fonte de produtos do stress oxidativo no sistema
cardiovascular. O alelo -930G da p22phox tem sido associado com maior stress oxidativo
mediado pela NADPH oxidase e hipertensdo arterial. Nos recentemente demonstramos que
a hipertrofia do ventriculo esquerdo ¢ acompanhada de aumento na expressdao miocardica
de p22phox em ratos submetidos a coarctagdo da aorta, sugerindo que esta proteina pode
estar envolvida em lesdes de 6rgao-alvo induzidas por hipertensao, mais especificamente na
hipertrofia cardiaca. Foi pesquisada a prevaléncia deste polimorfismo em 160 individuos
acompanhados no Ambulatério de Hipertensdao Arterial Sistémica da UNICAMP, e
realizada a correlagdo desta variante com a massa e geometria ventricular esquerda, lesao
renal e perfil metabdlico destes pacientes. Nao foram encontradas correlacdes significativas
entre este polimorfismo e lesdo renal ou estrutural em ventriculo esquerdo. Porém, nos
individuos com gendétipo GG foram encontrados niveis séricos de Triglicérides e de LDL

colesterol significativamente mais baixos.
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ABSTRACT



The p22phox subunit is an essential component of the NAD(P)H oxidase enzymatic
complex, which is considered the major source of oxidative stress products in the
cardiovascular system. The -930G allele of p22-phox has been associated with higher
promoter activity, increased NAD(P)H oxidase-mediated oxidative stress and hypertension.
NADPH oxidases have been proved important in the pathogenesis of renal damage in
models of hypertension. We recently reported that left ventricular hypertrophy is
accompanied by increased myocardial p22-phox expression in aortic-banded rats,
suggesting that this protein might be involved in hypertensive cardiac hypertrophy. Thus,
the aim of the present report was to investigate the role of p22phox -930A/G polymorphism
on cardiac hypertrophy, renal damage and metabolic profile in hypertensive patients. We
research the -930A/G polimorfism prevalence in 160 hypertensive subjects from
Ambulatory Hypertension Unit - UNICAMP. The follow-up was between 2005 and 2006.
The variant -930A/G has not relationship with alterations in ventricular structure and with
renal damage markers. However, in GG subjects was associated with lower seric levels of
Triglycerides and LDL-cholesterol This finding suggest a association between this variant

GG genotype with a best metabolic profile in hypertensives.
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1- INTRODUCAO



1.1- Hipertensao Arterial Sistémica

A hipertensao arterial sist€émica (HAS) constitui um importante problema de
saude publica, afetando aproximadamente 30 milhdes de individuos no Brasil e cerca de um
bilhdo de individuos em todo o mundo (OLMOS et al, 2002; CHOBANIAN et al, 2000).
Com o envelhecimento da populacdo, a prevaléncia desta doenga tende a aumentar.
Estimativas dos estudos de Framingham indicam que o desenvolvimento de hipertensdo
arterial € de aproximadamente 90% entre homens e mulheres normotensos na faixa etdria

de 55 a 65 anos, com sobrevida até a faixa de 80 anos (VASAN et al, 2001).

A HAS € um dos mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento de
doenca cardiovascular, explicando 40% das mortes por acidente vascular cerebral e 25%
daquelas por doenga coronariana (NEAL et al, 2000). A correlagdo entre a pressao arterial e
o risco de eventos cardiovasculares € continua a partir de niveis pressoricos acima de
115/75 mmHg (LEWINGTON et al, 2002). Em individuos entre 40 e 70 anos, para cada
aumento de 20 mmHg na pressao sistdlica ou de 10 mmHg na pressdo diastélica dobra-se o
risco de doenca cardiovascular (LEWINGTON et al, 2002). Sob esta perspectiva, estima-se
que no mundo, cerca de 7,1 milhdes de 6bitos por ano sdo atribuidos a HAS. No Brasil,
segundo o DATASUS, no ano de 2003, a hipertensdo arterial primaria foi causa de mais de
110 mil internagdes e mais de trés mil 6bitos isoladamente. Entretanto, ao se considerar
também as doengas para as quais a HAS € fator de risco, observa-se que estes nimeros sao
bem maiores. Ao serem somados os dados de mortalidade por insuficiéncia cardiaca (IC),
infarto agudo do miocardio (IAM) e doenca isquémica do coracdo, a participacdo da HAS

na taxa de 6bito por doencas cardiovasculares passa a ser superior a 50% (BRASIL, 2006).

Os niveis elevados de pressao arterial podem induzir a lesdo direta nos érgaos,
ou podem atuar como fator secundario na fisiopatogénese dessas lesdes, por estimular o
desenvolvimento de aterosclerose (KAPLAN, 2002). No coragdo, a acdo direta dos altos
niveis pressoricos leva inicialmente a hipertrofia de ventriculo esquerdo podendo progredir
para a insuficiéncia cardiaca. Nos rins, desenvolve-se a nefropatia hipertensiva inicialmente
estrutural, que pode progredir para perda funcional e insuficiéncia renal cronica. No sistema
vascular, além das alteracOes estruturais nas paredes dos vasos, podem ocorrer como

eventos mais graves a disseccdo de aorta e no sistema nervoso central, o acidente vascular
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encefdlico hemorragico e a encefalopatia hipertensiva. Na retina, podem ocorrer exsudatos
e hemorragias e, em casos mais graves, papiledema (KAPLAN, 2002; V DIRETRIZES
BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO, 2006).

O processo aterosclerdtico secunddrio a hipertensdo pode causar alteragdes
isquémicas em diversos tecidos. No coracdo manifesta-se pelas sindromes coronarianas
agudas e cronicas. No sistema vascular periférico € notada a presenca da doenga vascular
arterial de extremidades e no sistema nervoso central o processo aterosclerdtico cronico
pode ter como desfecho o acidente vascular encefélico isquémico, alteracdes cognitivas e
deméncia vascular. (KAPLAN, 2002; V DIRETRIZES BRASILEIRAS DE
HIPERTENSAO, 2006).

As complicacdes mais prevalentes da HAS s@o a nefropatia hipertensiva e a
hipertrofia ventricular esquerda, as quais em sua maioria ndo apresentam repercussao
funcional. Porém o risco de progressdao para uma perda funcional acentuada e morte € alto

caso ndo haja controle rigoroso dos niveis pressoricos (KAPLAN, 2002).

1.2- Hipertrofia Ventricular Esquerda

A hipertrofia ventricular esquerda (HVE) é um achado comum na evolucdo dos
pacientes hipertensos. Em pacientes com HAS leve a moderada a incidéncia de HVE
avaliada por indices ecocardiograficos, situa-se entre 12 a 30% em hipertensos nao
selecionados, e entre 20 a 60% em pacientes avaliados em centros de referéncia

(DEVEREUX et al, 1995).

A elevagdo sustentada da pressdo arterial produz um aumento de tensdo na
parede do ventriculo esquerdo podendo levar a um aumento da massa ventricular e
espessamento da parede, por hipertrofia dos cardiomidcitos e proliferacio do estroma
conjuntivo. Essas alteracdes sdo consideradas compensatérias e ocorrem visando

normalizar a tensdo na parede ventricular (LORELL et al, 2000).
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Apesar de considerada um fator adaptativo, a HVE € também fator de risco para
morbidade e mortalidade cardiovascular, independente do nivel pressérico e de outros
fatores de risco (LEVY et al, 1990). Em metandlise de 20 estudos envolvendo 48.000
pacientes, encontrou-se risco médio ponderado de morbidade cardiovascular associado a
HVE de 2,3 vezes (VAKILI et al, 2001). Deve-se considerar também que a hipertrofia
cardiaca causada pela hipertensdo arterial € o principal fator predisponente para a
insuficiéncia cardiaca (LEVY et al, 1996). Este fato assume grande relevancia, pois a
insuficiéncia cardiaca estd associada a até 50% de mortalidade em cinco anos e representa a
principal causa de internacdo no Sistema Unico de Satde (SUS) a partir dos 65 anos
(ARAUIJO et al, 2005). O impacto socio-econdmico também pode ser avaliado em um
estudo realizado no Reino Unido, o qual estimou um custo anual de US$ 1.136.000.000

para os 988.000 individuos com insuficiéncia cardiaca que precisaram de tratamento

durante o ano de 1995 (STEWART et al, 2002).

Embora a sobrecarga pressora seja o principal fator determinante para a HVE e
o remodelamento ventricular, fatores como atividade simpdtica, niveis de neurohormdnios,
fatores autdcrinos e pardcrinos, ingesta de sal, o etilismo, a obesidade, o diabetes melitus e
o estresse oxidativo também podem contribuir para a variabilidade de massa cardiaca em
hipertensos (NADRUZ et al, 2001; DHALLA et al, 2000). Alguns estudos também tém
demonstrado a influéncia de fatores genéticos no desenvolvimento da hipertrofia
ventricular esquerda. Filhos normotensos de pais hipertensos tém massa ventricular
esquerda maior que filhos de pais normotensos (RAVOGLI er al, 1990). Em ratos
geneticamente hipertensos, a hereditariedade da massa ventricular esquerda foi estimada
em 76% (INNES et al, 1998). Neste contexto, genes envolvidos com a estrutura ventricular,
hormonios, fatores de crescimento, homeostase do célcio, pressdo arterial e stress oxidativo
tém sido apontados como candidatos provéveis para explicar o desenvolvimento da

hipertrofia cardiaca (ARNETT, 2000).
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1.3- Nefropatia Hipertensiva

A incidéncia de doenca renal cronica em hipertensos € de 156 casos por milhao
(MOELLER et al, 2002). Apesar da baixa incidéncia, como a populagcdo de hipertensos €
grande, o nimero absoluto de pacientes torna-se expressivo, considerando-se que 25% dos
pacientes em hemodidlise apresentam insuficiéncia renal por nefropatia hipertensiva
(ROMAO JUNIOR et al, 2003). Além disto, a manutencdo destes pacientes representa um
custo socio-econdmico elevado, visto que o gasto com o programa de didlise e transplante
renal no Brasil situa-se ao redor de 1,4 bilhGes de reais ao ano (ROMAO JUNIOR
et al,2004).

Embora a prevaléncia de doenga renal cronica seja pequena em hipertensos,
alteracdes renais discretas, tanto estruturais quanto funcionais, sdo freqlientemente
encontradas nestes individuos, mesmo naqueles com elevagdes minimas da pressao arterial
(BRENNER et al, 2004, JOHNSON et al, 2002). A lesao histopatoldgica inicial associada
com HAS, a nefrosclerose (hipertrofia e fibrose da camada média das arteriolas
pré-glomerulares), € caracterizada hemodinamicamente por hipoperfusdo renal, com
preservacdo inicial da Taxa de Filtragdio Glomerular (BRENNER er al, 2004).
O fluxo sanguineo renal total diminui progressivamente, mas a fracdo de filtracdo aumenta,
permitindo uma preservagdo tempordria da Taxa de Filtragdio Glomerular
(BRENNER et al, 2004). Esta circunstancia leva a uma maior sensibilidade ao sal,
promovendo retencdo de sal, aumento na pressdo arterial, podendo se acompanhar de
microalbumitria (JOHNSON ez al, 2002). A medida que a HAS persiste e/ou aumenta, a
diminuicdo progressiva do fluxo sanguineo renal passa a ser acompanhada por um
decréscimo paralelo da Taxa de Filtracio Glomerular (BRENNER er al, 2004).
A albumindria torna-se clinicamente aparente neste momento, assim como as
anormalidades na excrecdo de sal e &dgua, que sdo indicativos da presenca de
glomerulosclerose (perda progressiva da superficie capilar glomerular e fibrose peritubular)
(JOHNSON et al, 2002). Por outro lado, também ha hipertrofia do mesangio e aumento na
permeabilidade da mebrana basal, contribuindo para a progressdo do quadro clinico

(BRENNER et al, 2004, PESSINA et al, 1993).
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Virios mecanismos tém sido propostos para justificar o desenvolvimento da
nefropatia hipertensiva. Estes incluem: o aumento do estresse mecanico secundério a
elevacdo dos niveis pressoricos promovendo alteragdes estruturais e funcionais das células
renais; a liberacdo autdcrina e pardcrina de fatores crescimentos e peptideos vasoativos
como Endotelina e Transforming Growth Factor-Beta; a produgdo local de mediadores
inflamatérios; e a ativagdo do  Sistema  Renina-Angiotensina-Aldosterona

(FOGO et al, 2001; ROSARIO et al, 2006).

Fatores genéticos t€m sido implicados no desenvolvimento de insuficiéncia
renal em hipertensos. Estudos epidemioldgicos observaram uma segregacao familiar de
insuficiéncia renal em afro-americanos (FREEDMAN et al, 1993). Por outro lado, diversos
polimorfismos genéticos foram correlacionados com a insuficiéncia renal em hipertensos,
especialmente genes que codificam componentes do sistema Renina-Angiotensina-

Aldosterona (FOGO et al, 2001).

1.4- Stress Oxidativo, HAS e Lesdo de Orggo Alvo.

Diversos estudos experimentais trazem fortes evidéncias de que espécies
reativas do oxigénio iniciam ou mantém a hipertensao arterial. Ratos que tiveram aumento
do stress oxidativo pela adicdo de chumbo em sua dgua apresentaram elevacgao significativa
dos seus niveis pressoricos (VAZIRI et al, 1999). Neste estudo, a administracdo de altas
doses de vitamina E, utilizada como antioxidante, promoveu normalizacio dos niveis
pressoricos assim como reducdo na producdo de espécies reativas de oxigénio. Em outro
trabalho, a administracdo de butionina-sulfoximina, um inibidor da glutationa-sintase
induziu a um aumento da pressao arterial em ratos. Porém, quando a butionina-sulfoximina
foi administrada juntamente com antioxidantes, houve manuten¢do dos niveis pressoricos
em valores considerados normais (VAZIRI et al, 2000). Além disto, a transfeccao do gene
da superdxido dismutase em ratos espontaneamente hipertensos levou a uma redugdo dos

niveis pressoricos (CHU et al, 2003).
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Alguns estudos clinicos demonstraram que seres humanos com HAS tém uma
capacidade antioxidante diminuida, o que pode ter importancia na fisiopatogénese desta
doenca. (RUSSO et al, 1998; CERIELLO et al,1991). Outros grupos t€ém investigado o
efeito da suplementacdo de antioxidantes (principalmente vitamina C) sobre os niveis
pressoricos, porém os resultados tém sido conflitantes. A suplementacdo de acido ascérbico
(vitamina C) mostrou-se ser eficaz na reducdo dos niveis presséricos em 48 individuos com
HAS (DUFFY et al, 1999). Entretanto, outro trial randomizado ndo encontrou efeito entre a
suplementagcdo de vitamina C sobre os niveis pressoricos em 244 pacientes hipertensos

(KIM et al, 2002).

Além da possivel atuacdo na fisiopatogénese da hipertensdo arterial, o stress
oxidativo também parece exercer importante papel nas lesdes de Orgdos alvo,
principalmente em relagdo a HVE e ao dano renal. Espécies reativas do oxigénio podem
induzir a maioria das mudancgas que contribuem para o remodelamento do miocardio:
hipertrofia de midcitos, apoptose, expressdo de genes fetais e aumento da atividade da
matrix de metaloproteinase (SAWYER et al, 2002). De maneira andloga, midcitos
cardiacos isolados de ratos apresentaram hipertrofia quando submetidos a inibi¢do da
superdxido dismutase in vitro (SIWIK et al, 1999). Cardiomidcitos isolados submetidos a
estiramento mecanico apresentaram aumento na producao de espécies reativas do oxigénio
e hipertrofia do midcitos, efeitos estes que foram inibidos pela administracdo de N-
acetilcisteina e N-2-mercaptopropionil-glicina, que sdo substincias neutralizadoras de
radicais livres (AIKAWA et al, 2001), indicando que o estresse oxidativo pode exercer um

a papel fundamental na hipertrofia cardiaca relacionada a sobrecarga hemodinamica.

N

Em ratos submetidos a sobrecarga pressora por coarctacdo da aorta houve o
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca e maior expressdo miocardica das subunidades
p22phox e p67phox da NADPH oxidase, considerada a principal fonte de super6xido no
sistema cardiovascular (NADRUZ JUNIOR et al, 2004). Neste estudo, o tratamento com
Sinvastatina (também reconhecida por seus efeitos antioxidantes) apds a
coarctacdo promoveu a reducdo da expressdo das subunidades p22phox e p67phox assim
como a diminuicdio da hipertrofia cardiaca nos animais coarctados (NADRUZ J

UNIOR et al, 2004).
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O papel do stress oxidativo na fisiopatologia da nefropatia hipertensiva tem
sido estudado em ratos e, mais recentemente em humanos (MANNING JUNIOR et al,
2005). Neste contexto, algumas evidéncias demonstraram que ratos sal-sensiveis com
aumento de sddio na dieta evoluiram com dano renal significativo em paralelo ao aumento

do stress oxidativo local (MENG et al, 2002, TROLLIET et al, 2001).

Os mecanismos de ag¢do do stress oxidativo na progressao do dano renal ainda
permanecem pouco esclarecidos, porém a presenca aumentada de espécies reativas do
oxigénio neste orgdo e a melhora da lesdo renal com administracio de substincias
antioxidantes (vitaminas C e E) ddo suporte a idéia de que o estresse oxidativo pode ser um
importante mecanismo fisiopatogénico na nefropatia hipertensiva (ZOU et al, 2001;

TIAN et al, 2005).

1.5- Stress Oxidativo e NADPH oxidase
Fontes de espécies reativas do oxigénio

Virios sistemas enziméaticos produzem espécies reativas do oxigénio no sistema
cardiovascular: cadeia transportadora de elétrons da mitocOndria, xantina oxidase,
oxido-nitrico-sintase, NADPH-oxidase, lipo-oxigenase, heme-oxigenase e citocromo p450
mono-oxigenase (GRIENDLING et al, 2000). Entretanto, o sistema NADPH oxidase tem
sido considerado a principal fonte de espécies reativas do oxigénio no sistema

cardiovascular MOHAZZAB et al, 1994).
NADPH Oxidase

As NADPH oxidases s@ao um grupo de enzimas membrano-associadas
encontradas em células de origem mesodérmica. As mais estudadas sdo as encontradas nos
neutréfilos que catalisam a produgdo de superdxido (O;’) pela redugdo do oxigénio usando

a NADPH como doadora de elétron (BABIOR, 1999):

20, + NADPH — 20, + NADP" + H'
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Nestas células, o superéxido produzido € usado para destruir microorganismos
invasores. Por outro lado, uma NADPH oxidase similar aquela encontrada nos fagécitos
pode ser encontrada em células endoteliais, fibroblastos, células da musculatura vascular,
cardiomidcitos, condrdcitos, hepatdcitos. Nestes tecidos, a oxidase € fonte de segundos

mensageiros (BABIOR, 1999).

A estrutura e funcdo da NADPH oxidase foi primeiramente descrita e
caracterizada em neutr6filos. O sistema é composto por dois componentes trans-membrana:
gp91 phox (phox de phagocytic oxidase) e p22phox, e por quatro unidades citoplasmaticas:
p47phox, p67phox, p40phox e Rac (LASSEGUE et al, 2003). Quando ativada, a
subunidade citossOlica p47phox ¢é fosforilada e se une as outras subunidades
citoplasmaticas. Esse complexo migra e ativa as unidades trans-membrana

(LASSEGUE et al, 2003; CAl et al, 2003).

Embora as NADPH oxidases ndo-fagociticas sejam muito similares as NADPH
oxidases de fagdcitos, existem algumas diferencas entre elas. A producdo de espécies
reativas de oxigénio das ndo-fagociticas ocorre continuamente e em baixas taxas, enquanto
a producdo na NADPH-oxidade dos fagdcitos ocorre em picos e em altissimas quantidades.
Ademais, a ativagdo da enzima em fagdcitos ocorre em segundos, enquanto que nas outras

células ocorre de minutos a horas (LASSEGUE et al, 2003; CAI et al, 2003).

A NADPH oxidase tem sido implicada em diversas doencas cardiovasculares e
o seu envolvimento na aterosclerose, hipertrofia e insufici€éncia cardiaca vem sendo cada
vez mais estudado (GRIENDLING et al, 2000). Neste contexto, a subunidade p22phox
parece exercer um papel importante na ativacdo deste sistema enzimdtico, estando sua
expressdo aumentada em situacdes de sobrecarga hemodinamica e lesdes cardiovasculares

(GRIENDLING et al, 2000; NADRUZ JUNIOR et al, 2004).
Polimorfismos da p22-phox

Diversos polimorfismos envolvendo a subunidade p22phox foram descritos na
literatura, e¢ tém sido relacionados ao desenvolvimento de HAS e aterosclerose.

Recentemente foram caracterizados cinco polimorfirmos associados a subunidade p22phox
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em ratos espontaneamente hipertensos (ZALBA et al, 2001). Em humanos, foram descritas
as variagdes génicas C242T, C549T, G508A, A640G e A-930G (INOUE et al, 1998, SAN
JOSE et al, 2004). O polimorfismo mais estudado tem sido o C242T, que apresenta
resultados controversos em relacdo a sua associacdo com aterosclerose, doenca arterial
corondria (SCHACHINGER et al, 2001) e acidente vascular cerebral (ITO et al, 2000).
Recentemente a presenga da variante genética C242T foi associada a HAS

(MORENQO et al, 2006).

Em 2003, Moreno et al ao sequenciar a regido promotora do gene humano que
codifica a proteina p22phox, encontraram um polimorfismo A/G em sua posicdo -930. Este
estudo demonstrou também que a transfec¢do do alelo -930G em células musculares lisas
de ratos aumentou em 30% a atividade do promotor da p22phox (MORENO et al, 2003).
Posteriormente, demonstrou-se que a presenca do gendtipo GG estava relacionada a um
aumento da atividade da enzima NADPH-oxidase em leucdcitos apenas em individuos
hipertensos, mas ndo em normotensos. (SAN JOSE et al, 2004). Ademais, uma freqiiéncia
maior do genétipo GG também foi encontrada em individuos hipertensos, sugerindo que o
alelo G pode estar associado ao desenvolvimento da hipertensdo arterial sistémica.

(MORENO et al, 2003, KOKUBO et al, 2005).

Como o maior stress oxidativo e a maior expressao de p22phox podem estar
associadas a maior lesdo de 6rgdo alvo na HAS, a proposta do presente estudo € de
investigar a associagdo do polimorfismo -930AG da subunidade p22phox com alteracOes
cardiacas e renais em pacientes hipertensos, além de observar suas possiveis correlacoes

com perfil metabdlico e inflamatdrio nestes individuos.
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2- OBJETIVOS



Os objetivos do presente estudo sdo:

1. Avaliar a prevaléncia do polimorfismo -930A/G da p22phox em pacientes

hipertensos.

2. Correlacionar a presenca deste polimorfismo a alteracdes da estrutura de
ventriculo esquerdo, marcadores de funcdo e lesdo renal e ao perfil

metabdlico em individuos com hipertensao arterial sist€mica.
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3- MATERIAIS E
METODOS



3.1- Individuos

Cento e sessenta pacientes portadores de HAS acompanhados no Ambulatério
de Cardiologia Genética e Molecular e no Ambulatério de Hipertensdo Arterial Sist€émica
do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) foram
selecionados para o estudo no periodo de janeiro de 2005 e junho de 2006. Os individuos

incluidos foram de ambos os sexos, nascidos no Brasil, e com idade superior a 18 anos.

Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas, UNICAMP, protocolo nimero 425/2005, sendo que os
pacientes foram incluidos apenas apds assinarem o termo de consentimento livre e
esclarecido ou apds terem o termo assinado por seus responsaveis, na impossibilidade de

fazé-lo (ANEXO 1).

Ap6s inclus@do no estudo, os pacientes foram submetidos a avaliagdo
antropométrica, clinica, laboratorial, ecocardiogréfica e a caracterizacao genética quanto ao

polimorfismo -930A/G da p22phox.

3.2- Exames Laboratorias

Para a realizacio de dosagem bioquimica, foram utilizados os seguintes
métodos: Radioimunoensaio para insulina (KIT RIA); Método enzimdtico da glicose
oxidase para glicemia (KIT WIERNER); e Ensaio colorimétrico enzimdtico para

bioquimica em geral.

A resisténcia a insulina foi estimada utilizando-se o indice HOMA-IR
(Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance), calculado através da férmula

(MATTHEWS et al,1985):
HOMA - IR = Insulinemia (uU/ml) X Glicemia (mmol/litro)/22.5

O Clearance de creatinina (ml/min/ 1,73m2) foi calculado a partir dos valores de
creatinina sérica e urindria através da seguinte formula: Creatinina Urindria
(mg%) x Volume Urindrio (ml em 24h) / [ Creatinina Sérica (mg%)*1440].
(KESTELOOT et al, 1996).
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3.3- Ecocardiograma

Os individuos tiveram estrutura ventricular esquerda avaliada através de
realizacdo de ecocardiograma, em modo M, por unico observador, utilizando-se corte
bidimensional paraesternal, ao nivel do eixo longo do VE, de acordo com as
recomendacdes do “Commitee on M-mode Standardization of Echocardiography”

(SAHN et al, 1978).

Para o célculo da massa do ventriculo esquerdo foi utilizada a
féormula preconizada pela American Society of Echocardiography: Massa VE = 1,04

[(DAVE + S + PPVE)’ - DAVE?] - 14 (DEVEREUX et al, 1977).

. .. 27 .
A massa do ventriculo esquerdo foi indexada pela altura™’ para cdlculo do
indice de massa ventricular, ja que este indice é mais adequado para avaliacdo da massa de

VE em individuos obesos (DE SIMONE et al, 1992).

3.4- Extracao de DNA

Foi retirada amostra de sangue de cada paciente por ocasido da realizacdo dos
exames laboratoriais destes pacientes (8 ml de sangue em dois tubos de coleta com EDTA).

A partir desta aliquota foi realizada a extracdo de DNA usando-se o protocolo que se segue

(MOORE et al, 1998):
Lise de Células

1. O sangue foi centrifugado por 10 minutos a 2500 rpm em temperatura

ambiente.

2. O plasma, que estava na fase de cima, foi desprezado. A fase que estava

embaixo no tubo contendo as células foi utilizada..

3. Acrescentou-se RSB 1x até completar-se um volume total de 11ml no tubo

Falcon. Foram ainda adicionadas 6 gotas de Nonidet-P40.
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4. Procedeu-se a homogeinizacdo por 10 minutos e posterior centrifugacdo da

mistura por 10 minutos a 2500 rpm.

5. Apés a centrifugacdo formou-se pellet que estava preso ao fundo do tubo

Falcon. Desprezou-se o conteido, menos o pellet.

6. Adicionou-se a esse pellet 3 ml de SDS e 0,5 ml de RSB 1x, ressuspendendo

o pellet nessa solugao.
7. Adicionou-se 80 pl de Proteinase K (100 pg/ml).

8. Essa solucdo foi mantida em estufa a 37°C por 12 horas, e posteriormente

em temperatura ambiente por 1 a 4 semanas.
Extragdo pelo método do fenol-cloroformio

Apo6s a etapa de lise das células do sangue, o DNA foi extraido seguindo o

protocolo a seguir:
1. Adicionou-se 2ml de fenol a mistura obtida com a lise.

2. Procedeu-se a homogeinizacdo por 10 minutos e posterior centrifugacdo da

mistura por 10 minutos a 2500 rpm.

3. Ap6s a centrifugacdo evidenciaram-se trés fases: a superior mais

transparente, a do meio, leitosa e de menor volume e a inferior avermelhada.

4. Separou-se a fase transparente em novo tubo, desprezando-se as duas

inferiores.

5. Adicionou-se a essa fase 1,5 ml de fenol e 1,5 ml de cloroférmio,
homogeinizando-se por 10 minutos e realizando centrifugacdo por 10

minutos a 2500 rpm.

6. Novamente formaram-se trés fases. Separou-se a fase superior transparente e

desprezaram-se as outras duas.
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7. Adicionou-se 1,5 ml de solugdo de cloroférmio com dlcool isoamilico.

8. Procedeu-se a nova homogeinizacdio por 10 minutos e posterior

centrifugacdo da mistura por 10 minutos a 2500 rpm.

9. Repetiu-se a retirada da fase superior transparente para novo tubo Falcon.
Adicionou-se dlcool etilico 100% até completar-se um volume final de 9ml.
O DNA foi precipitado no dlcool. Transferiu-se o DNA precipitado para um

tubo Eppendorff.
10.Centrifugou-se por 3 minutos a 12000 rpm.

11.Formou-se um pellet preso ao fundo do tubo. Desprezou-se o dlcool 100% e

acrescentou-se 0,5 ml de dlcool 70% para eliminar residuos de sal.
12.Centrifugou-se novamente por 3 minutos a 12000 rpm.

13.Foi descartado o dlcool 70%. O pellet resultante foi ressuspendido em dgua

milliQ estéril.
Eletroforese em gel de agarose

O protocolo foi dividido em trés estagios: (1) um gel com 2% de agarose foi
preparado; (2) amostras de DNA foram colocadas no gel e submetidas a uma a 120 Volts;
(3) o gel foi corado em solugdo de brometo de etideo, visualizado e fotografado mediante

uso de transiluminador com lampada UV. (VOYTAS et al, 1998).

3.5- Amplificacao de DNA por Reacao em Cadeia da Polimerase

A técnica da reacdo da polimerase em cadeia foi realizada em um termocilcador
automdtico PTC-100 (Programable Thermal Controler), seguindo protocolo descrito por

SAIKI et al, 1985:
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200 ng de DNA gendmico, 10mM Tris-HCI pH 8.5, 2mM de MgCl,, 1,0mM de
cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 0,5 ug de cada primer, 1,5

U de Tagq polimerase, para um volume final de 50ul.

As amostras foram desnaturadas inicialmente por 3 minutos a 94°C, em seguida
submetidas a 35 ciclos de amplificacdo com desnaturacdo por 30 segundos a 94°C,
hibridizacdo a 60°C por 30 segundos e elongamento a 72°C por 30 segundos. Finalmente

realizou-se uma ultima etapa de extensdo a 72°C por 5 minutos.
Os primers utilizados para a amplificacdo da regido estudada foram:
5" —TCT GCA CCC TGC TACCAAGGAC-3%
5" -~ GGA AAC CACCAA GTGCCTCGGATGG-3

As reacdes de PCR objetivavam amplificar um fragmento de 650 pb na regido

promotora da p22phox (MORENO et al, 2003).

650bp 600bp

Figura 1- Padriao de migracao de fragmentos de PCR
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3.6- Digestao de DNA com Endonuclease de Restricao

1. Adicionaram-se 16 pl do produto obtido com reagdo da polimerase em
cadeia a 2 pl do tampdo de restricdo e a 0,5 pl de enzima de restricao (1

U/ug DNA). A enzima usada foi a Bbv I (MORENO et al, 2003).
2. Incubou-se essa mistura a 37°C por 12 horas.

3. A reacdo foi finalizada por inativa¢do da enzima a uma temperatura de 65°C

por 20 minutos.
4. O produto da digestao foi visualizado em eletroforese em gel de agarose 2%.

5. A digestao produziu fragmentos de 504, 85, 57 e 15 bp para o alelo G e
fragmentos de 589, 57 e 15 bp para o alelo A.

600 bp
500 bp

589 bp

504 bp

Figura 2- Padrdo de migracdo de fragmentos apds digestdo
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3.7- Analise Estatistica

As varidveis continuas estdo representadas por média + Erro Padrio. A
significancia estatistica das diferencas foi analisada pelo teste U de Mann-Whitney. A

comparacio entre as varidvies categéricas foi feita pelo teste y°.
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4- RESULTADOS



A Tabela 1 mostra as caracteristicas antropométricas e clinicas dos pacientes
selecionados. Dos 160 pacientes estudados, 61% eram do sexo feminino e a média de idade
foi de 57 anos. As médias de Indice de massa corpérea (IMC) e de circunferéncia
abdominal foram respectivamente de 30 kg/m2 e 102 cm, demonstrando que esta populagdo
apresentava alta prevaléncia de sobrepeso/obesidade central. Apenas 25 individuos (15%)

dos pacientes apresentaram IMC entre 20 e 25 kg/m?, considerado normal.

Tabela 1- Caracteristicas Clinicas e Antropométricas dos individuos

TOTAL N=160

Género (M /F) 62/98

Idade (anos) 57+1

Indice de Massa Corpérea (kg/m?) 30£04
Circuferéncia Abdominal (cm) 102 £1,1
Diabéticos, n (%) 27 (17%)
Tabagistas, n (%) 21 (13%)
Pressao Arterial Sistélica (mmHg) 145+£1,9
Pressdo Arterial Diastélica (mmHg) 89+1,2
Pressao de Pulso (mmHg) 5614

Para varidveis continuas, os valores descritos referem-se a Média + Erro padrio

Para varidveis categoricas, os valores descritos correspondem ao nimero absoluto de individuos e sua

porcentagem.

N

Quanto a presenca do polimorfismo -930A/G da p22phox, 32 pacientes
apresentaram o genétipo AA, 61 AG e 67 GG. Essa distribui¢do genotipica nio se
enquadrou no Equilibrio de Hardy-Weinberg. Uma possivel explicacdo para esse achado
pode estar na selecdo da nossa amostra, pois nosso estudo avaliou apenas hipertensos e o

gendtipo GG tem-se correlacionado com a hipertensdo arterial (Zalba et al, 2001). Assim, é
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possivel especular que a maior prevaléncia de GG e o conseqiiente desvio do Equilibrio de
Hardy-Weinberg possam ser demonstracdo de que este gendtipo € um marcador de HAS.
Outra hipdtese seria de que este resultado € secundario a um erro de genotipagem. Para
avaliar esta hipétese repetimos as reacdes de digestdo com enzima de restri¢do, as quais nao
forneceram resultados diferentes. Nao se pode descartar também a possibilidade de tratar-se

de coincidéncia, visto que o tamanho da amostra estudada é pequeno (Tabela 2).

Tabela 2- Gen6tipos dos individuos estudados

GENOTIPO N

AA 32 (20%)
AG 61 (39%)
GG 67 (41%)
TOTAL 160 (100%)

Valores correspondem ao nimero absoluto de individuos e suas porcentagens.

A partir de evidéncias prévias da literatura que demonstraram que o gendtipo
GG ¢ fenotipicamente distinto em relacdo aos genétipos AA e AG em hipertensos (SAN
JOSE et al, 2004), agrupamos esses dois genétipos, ficando os individuos estudados

divididos em AA/AG (93 individuos) e GG (67 individuos).

Quanto as caracteristicas clinicas, nao houve diferenca estaticamente
significativa para género, idade, IMC, Circunferéncia Abdominal, prevaléncia de diabetes,

tabagismo e niveis pressoricos (Tabela 3).
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Tabela 3- Caracteristicas Clinicas e Antropométricas dos individuos estudados segundo o

gendtipo
Parametro ANAG oG P
(N=93) (N=67)
Género (M /F) 35/58 27740 NS
Idade (anos) 58+1,5 56+1,6 NS
Indice de Massa Corpoérea (kg/mz) 30+0,5 30+0,6 NS
Circuferéncia Abdominal (cm) 102+£1,4 102 £1,7 NS
Diabéticos (n/ %) 15 (16) 12 (18) NS
Tabagistas (n/ %) 14 (15) 7 (10) NS
Pressao Arterial Sistélica (mmHg) 146 £2,8 143 +£2,5 NS
Pressdo Arterial Diastélica (mmHg) 89+1,7 88+ 1,6 NS
Pressao de Pulso (mmHg) 57+1,8 55+2 NS
Tempo de HAS 14+14 12+£1,6 NS

Para varidveis continuas, os valores descritos referem-se a Média + Erro padrao

Para varidveis categdricas, os valores descritos correspondem ao ndmero absoluto de individuos e sua

porcentagem.

A maioria dos pacientes fazia uso de medicacdo anti-hipertensiva ( 89% dos
individuos do grupo AA/AG e 92% do grupo GG). Nao houve diferenca significativa entre
o uso das diversas classes de anti-hipertensivos, de estatinas ou de fibratos entre os dois

grupos estudados (Tabela 4).
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Tabela 4- Medicagdes utilizadas

Medicacao AA/AG 66 P
(N=93) (N=67)
Anti-Hipertensivos 83 (89%) 62 (92%) NS
Diuréticos 77 (81%) 48 (71%) NS
IECA 72 (77%) 50 (74%) NS
B - Bloqueadores 54 (57%) 25 (37%) NS
Bloqueadores Canal de Calcio 38 (40%) 29 (43%) NS
o - Bloqueadores 10 (10%) 5 (7%) NS
Vasodilatadores 4 (4%) 4 (6%) NS
Estatinas 29 (30%) 16 (23%) NS
Fibratos 2 (2%) 1 (1%) NS

Valores correspondem ao nimero absoluto de individuos e suas porcentagens.

Quanto ao perfil metabolico e inflamatério dos individuos, nao houve diferenca
estatistica entre os dois subgrupos quanto aos niveis séricos de glicemia de jejum e insulina,
assim como do indice HOMA-IR e proteina C reativa. Porém, houve diferenca significativa
entre os niveis de triglicérides e de LDL-colesterol, com niveis mais baixos encontrados no
subgrupo de gendtipo GG. A andlise dos niveis séricos de LDL-colesterol foi refeita apos

retirada dos pacientes em uso de estatinas e revelou manutencido da diferenca estatistica

entre os grupos. Os dados de perfil metabdlico estdo na Tabela S.
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Tabela 5- Caracteristicas Metabdlicas e Inflamatdrias dos individuos estudados

Parametro AAAG 66 P
(N=93) (N =67)

Glicemia Jejum (mg/dL) 103£2,5 103£4,2 NS
Insulinemia (mUI/mL) * 16 £1,7 12+0,9 NS
HOMA * 44+0,6 32104 NS
Colesterol Total (mg/dL) 198 £4,2 187 £5,2 NS
Tiglicérides (mg/dL) 157 +£9,7 130+ 8,4 0,02
LDL (mg/dL) 123+4 111+£428 0,04
LDL (mg/dL) ** 129+5 1115 0,01
HDL (mg/dL) 5214 51+1,7 NS
Proteina C Reativa (mg/dL) 0,70 £0,12 0,59 £ 0,09 NS

Valores descritos sob forma de Média + Erro padrio

* n=100 (com dosagem de insulinemia), **n=115 (sem pacientes que usam estatinas)

Nao foram encontradas diferencas significativas entre os dois grupos em

relacdo a fungdo renal e grau de albumindria (Tabela 6).

Tabela 6- Perfil renal dos individuos estudados

AA/AG GG
Parametro

N=93) (N=67)
Uréia (mg/dL) 35+1,2 33+1,8 NS
Creatinina (mg/dL) 0,97 £ 0,03 1,05 + 0,06 NS
Albumina/Creatinina na Urina (g/g) 0,99 £0,3 1,0£04 NS
Clearance de Creatinina (ml/min) 85,2+3,1 87,5+4,6 NS

Valores descritos sob forma de Média + Erro padrdo
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Em relacdo as medidas estruturais do ventriculo esquerdo, também ndo foi
encontrada diferenga estatisticamente significativa entre os valores dos dois subgrupos

(Tabela 7).

Tabela 7- Parametros ecocardiograficos dos individuos estudados

Parametro AAIAG 66 P
(N=93) (N =67)
Massa VE (g) 276 £ 10 264 +12 NS
Massa VE / Alt*” (g/m>”) 79+3 7443 NS
Septo (mm) 11,3+£0,2 11£0,2 NS
Parede Posterior VE (mm) 11,1 £0,2 10,8 +0,2 NS
Diametro Diastolico Final VE (mm) 50+0,7 49,8 £0,7 NS
Espessura Relativa do VE 0,45 +0,01 0,44 + 0,01 NS
Atrio Esquerdo (mm) 39,4 +0,7 39,1+0,8 NS

Valores descritos sob forma de Média + Erro padrao

Por fim, foi investigada também a prevaléncia de complica¢des vasculares
secunddrias a aterosclerose nestes pacientes. Foram incluidos no grupo com doenga arterial
coronariana pacientes que apresentaram infarto agudo do miocérdio, revascularizagdo
prévia, angina com coronariopatia documentada por exame funcional (cintilografia,
ecocardiografia de stress) ou estrutural (cateterismo). Foram relacionados também os
pacientes que apresentaram acidente vascular encefdlico isquémico prévio e historia de
aneurisma ou dissec¢do de aorta. N@o foi encontrada diferenca significativa na incidéncia

destas complicacdes entre os dois grupos (Tabela 8).
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Tabela 8- Complica¢des nos individuos estudados

AA/AG GG
Complicacao P
(N=93) (N=67)
Doenca Arterial Coronaria 16 (17%) 6 (9%) NS
Acidente Vascular Encefalico Isquémico 10 (11%) 3 (4%) NS
Aneurisma/Disseccio de Aorta 3(3,2%) 4 (6%) NS
Valores descritos sob forma de Média + Erro padrio
Resultados
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5- DISCUSSAO



Os principais achados do presente estudo foram: 1) o polimorfismo -930A/G da
p22phox ndo se associa a alteragdes estruturais no ventriculo esquerdo ou a marcadores de
lesdo renal em individuos hipertensos; 2) o genétipo GG da variante -930A/G correlaciona-
se com niveis séricos menores de triglicérides e LDL-colesterol em comparacdo aos
gendtipos AA/AG em hipertensos. De maneira geral, estes resultados sugerem que o
gendtipo GG, apesar de estar associado ao maior desenvolvimento de HAS
(MORENQO et al, 2003; KOKUBO et al, 2005), pode se correlacionar com um melhor

perfil metabdlico em individuos com HAS.

Polimorfismo -930A/G e lesao de orgdo-alvo

Estudos prévios demonstraram que leucécitos de individuos que expressam o
gendtipo GG do polimorfismo -930A/G da p22phox produzem maior quantidade de
super6xido quando estimulados com phorbol-12-myristato-13-acetato, em comparagdo
aqueles obtidos de individuos portadores dos gendtipos AA/AG (SAN JOSE et al, 2004).
Curiosamente, esta diferenca na producdo de superdxido foi detectada apenas em
individuos hipertensos, mas ndo em normotensos, indicando que tecidos que expressam o
genétipo GG poderiam estar expostos a maior estresse oxidativo sob condi¢des de
sobrecarga pressora ou hemodinamica. Com base em evidéncias prévias demonstrando que
o estresse oxidativo estd implicado na patogénese das lesdes de orgdo-alvo por HAS
(CIFUENTES et al, 2006; NADRUZ JUNIOR et al, 2004) e que a p22-phox é expressa em
tecidos cardiacos, renais e vasculares em seres humanos (JONES et al, 1995; HEYMES et
al, 2003; CIFUENTES et al, 2006), nés investigamos se este polimorfismo “pré-oxidativo”
poderia influenciar o desenvolvimento de lesdes cardiacas e renais induzidas pela HAS.
Contrariando esta hipotese, nossos resultados mostraram que o polimorfismo -930A/G da
p22phox ndo afeta a massa e geometria ventricular, assim como o desenvolvimento de

proteindria e a perda de funcdo renal em hipertensos.
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Algumas explicacdes podem ser levantadas para justificar a auséncia de
associacdo entre o polimorfismo e lesdes de 6rgao-alvo por HAS. Em primeiro lugar, é
valido ressaltar que mais de 90% dos pacientes estavam em uso de medicacOes
anti-hipertensivas. As classes de drogas anti-hipertensivas, assim como seus respectivos
tempos de utilizacdo, poderiam influenciar de forma diferenciada a progressdo de lesdes de
orgdos-alvo em hipertensos, atuando de maneira independente sobre a massa ventricular e
rins (OGDEN et al, 2000; DIEZ et al, 2001). Apesar de ndo temos quantificado o tempo de
utilizacdo de cada classe de medicacdo, ndo observamos diferencas significativas na
freqiiéncia de uso de anti-hipertensivos entre os genétipos estudados, tornando menos
provavel a influéncia destas medicacdes sobre os nossos resultados. Por outro lado, os
grupos genotipicos apresentaram valores similares para idade, IMC, circunferéncia
abdominal, niveis de pressdo arterial, tempo de HAS assim como prevaléncia de diabetes
mellitus e tabagismo, os quais sdo fatores que também podem modular as lesdes de 6rgao-

alvo por HAS.

Algumas evidéncias tém sugerido que a NADPH-oxidase pode ser estrutural e
geneticamente distinta de acordo com o tecido analisado. Em ratos, foi descrito que a
NADPH-oxidase expressa em leucdcitos € distinta daquela expressa em aortas, indicando
que dados funcionais em leucécitos podem ndo ser representativos da expressao e atividade
da NADPH-oxidase em outros tecidos (SOUZA et al, 2001). Em humanos, contudo,
evidéncias recentes t€m demonstrado que polimorfismos da p22-phox sdo ativos em tecidos
vasculares e fagocitos (CAHILLY er al 2000; MORENO et al, 2006), sugerindo que

variantes deste gene sdo funcionais no sistema cardiovascular.

Outro aspecto importante a ser considerado refere-se ao fato de que a atividade
dos produtos de polimorfismos da p22-phox pode ser afetada por caracteristicas étnicas da
populacdo estudada, produzindo fendtipos até antagdnicos. Por exemplo, o alelo C do
polimorfismo 242C/T da p22-phox esta associado com maior atividade da NADPH-oxidase
e aterosclerose em caucasianos (CAHILLY et al 2000; GUZIK et al, 2000), enquanto que o
alelo T se correlaciona com estes mesmos fendtipos em populacdes japonesas

(TO et al, 2000; SHIMO-NAKANISHI et al, 2004) . Desta forma, é possivel que a

repercussdo funcional de variantes da p22-phox nao se reproduza em populacdes distintas.
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No nosso estudo, ndo fizemos avaliacio funcional dos diferentes gendtipos da
variante -930A/G. Entretanto, a alta prevaléncia de -930GG (41%) encontrada em nossa
populacdo de hipertensos sugere uma correlacdo deste gendtipo com a HAS, o que estd de
acordo com observacdes obtidas em populacdes de europeus e japoneses portadores de

HAS (MORENO et al, 2003; KOKUBO et al, 2005).

Polimorfismo -930A/G e Perfil Lipidico

Nosso estudo mostrou que o gendétipo GG se correlaciona com niveis séricos
menores de Triglicérides e LDL-Colesterol em comparagdo aos gendtipos AA/AG.
Pouco se sabe sobre o efeito do polimorfismo -930A/G da p22phox no perfil
lipidico e metabdlico, sendo que apenas um estudo prévio abordou este topico.
Moreno et al. demonstraram que esta variante ndo se associou a diferencas nos niveis
lipidicos em uma amostra de 88 individuos hipertensos (MORENO et al, 2003). E vilido
ressaltar, contudo, que nesta populagdo houve uma tendéncia a menores niveis séricos de
triglicérides nos individuos portadores de alelo GG, sugerindo uma possivel influéncia do

polimorfismo -930A/G sobre o perfil lipidico.

Evidéncias obtidas com outro polimorfismo funcional da p22phox, o 242C/T,
tém fornecido dados contraditérios. Em japoneses, o alelo T correlacionou-se com maior

producdo de superoxido em leucocitos (SHIMO-NAKANISHI et al, 2004). Contudo,

japoneses sauddveis com o gendtipo CC apresentaram maiores niveis de LDL-pequena e
densa, assim como maior resisténcia a insulina (HAYAISHI-OKANO et al, 2002),
sugerindo que a presenca do alelo T pode estar associada a um melhor perfil metabdlico.
Por outro lado, em caucasianos, a alelo C tem sido correlacionado com maior atividade da
NADPH-oxidase, porém sem associacoes com modificagdes do perfil lipidico

(CAHILLY et al, 2000; MORENO et al, 2006).
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A razdo para termos encontrado valores séricos menores de Triglicérides entre
os individuos portadores de GG nio estd clara. Uma explica¢do poderia ser o fato de que a
maioria dos individuos incluidos no estudo estava em uso de medicacdes que podem
interferir na resisténcia a insulina e conseqiientemente nos niveis de triglicérides, como
Diuréticos, Beta-Bloqueadores e Inibidores da ECA / Bloqueadores do Receptor AT1 da
Angiotensina. Contudo, esta hip6tese parece pouco provavel, pois os subgrupos genotipicos
apresentavam freqii€éncia similar de uso destes anti-hipertensivos. Ademais, demonstramos
em uma amostra de nossos pacientes (n=100; 62,5%), a auséncia de diferencas
significativas em marcadores de resisténcia a insulina, como a insulinemia e o indice
HOMA-IR, entre os gendtipos. Este achado sugere que a possivel influéncia do
polimorfismo -930A/G sobre os Triglicérides ndo € secundaria a modulagdo da
sensibilidade a insulina, mas sim a uma agdo direta sobre o metabolismo desta fragdo

lipidica.

Ao analisar todos os pacientes incluidos no estudo, encontramos uma diferenca
significativa entre os niveis de colesterol, os quais foram menores nos individuos com
gendtipo GG (p=0,04). Para evitar a influéncia de medicacdes que atuam especificamente
na sintese de LDL-Colesterol, retiramos posteriormente da andlise os individuos que
estavam em uso de estatinas. Apesar de esta abordagem ter diminuido a nossa amostra
(n=115), houve uma acentuacio na diferenca estatistica entre os grupos estudados (p=0,01),
dando mais consisténcia a idéia de que o polimorfismo -930A/G pode de correlacionar com

niveis séricos de LDL-Colesterol.

Além das estatinas, aproximadamente 80% dos pacientes estavam em uso de
diuréticos, os quais também podem influenciar os niveis de LDL-Colesterol. Contudo, a
influéncia desta medicacdo em nossos resultados parece ndo ser significativa, pois sua
freqiiéncia de utilizacdo ndo variou entre os grupos genotipicos e praticamente todos os

pacientes (95%) estavam em uso de uma mesma droga: Hidroclorotiazida 25mg ao dia.

Informagdes relevantes sobre o possivel papel da NADPH-oxidase no
metabolismo lipidico tém sido obtidas em modelos experimentais com perda de fun¢do de
algumas de suas subunidades. Neste sentido, camundongos ApoE-/-, os quais desenvolvem

dislipidemia e aterosclerose, foram cruzados com animais knockout para a gp91-phox ou
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p47-phox (KIRK et al, 2000; HSICH ef al, 2000). Os animais ApoE-/- p47phox-/-
apresentaram reducdo na producdo de superéxido mas nao desenvolveram alteracdes em
seu perfil lipidico em comparacido aos animais ApoE-/- (HSICH et al, 2000). Por outro
lado, os animais ApoE-/- gp9lphox-/- ndo sé apresentaram reducdo na produgdo de
super6xido como também desenvolveram niveis sérico menores de Triglicérides e
LDL-Colesterol em comparagdo aos ApoE-/- (KIRK et al, 2000). Contudo, a anélise de
subfracdes das lipoproteinas revelou que os animais ApoE-/- gp91phox-/-apresentavam
modificagdes na distribuic@o relativa das lipoproteinas, com uma reducio de 2 vezes nos
niveis de HDL-Colesterol e um aumento de 60% nos niveis de LDL-Colesterol
(especialmente de sua fragdo pequena e densa) em relagdo aos animais ApoE-/-
(KIRK et al, 2000), sugerindo que a NADPH oxidase pode atuar diretamente sobre o
metabolismo das lipoproteinas, podendo contribuir para justificar os achados do presente

estudo.

O mecanismo pelo qual o aumento no estresse oxidativo poderia atuar sobre o
metabolismo lipidico permanece pouco conhecido, embora algumas evidéncias
experimentais parecam fornecer possiveis explicagdes. Estudos in vitro tém demonstrado
que o aumento no stress oxidativo em fagdcitos pode ser responsavel por maior captacdes
de lipoproteinas, em especial o LDL-Colesterol (DE KIMPE et al, 1998; TEISSIER et al,
2004). Este fendmeno parece ser secunddrio a expressdo de macrophage scavenger
receptor induzida pelos radicais livres de oxigénio e que aumentam a captacdo de
lipoproteinas pelos macréfagos (DE KIMPE et al, 1998). Contudo, mais estudos fazem-se
necessdrios para de determinar se esta maior captacdo de lipoproteinas induzida por stress

oxidativo € capaz de reduzir os niveis séricos de LDL-colesterol ou Triglicérides.
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1 6- CONCLUSOES



Foi concluido no presente estudo que:

1. Nao houve associagdo  significativa entre a presenca do
polimorfismo -930A/G da p22phox e lesdo renal ou alteracio na estrutura de

ventriculo esquerdo de pacientes hipertensos.

2. Houve associacdo significativa entre a presenca do genétipo GG do
polimorfismo -930A/G da p22phox e baixos niveis séricos de

LDL-colesterol e triglicérides em hipertensos.
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8- ANEXOS



ANEXO 1

Formuléario de Consentimento Livre e Esclarecido para Pesquisa Médica

Titulo do projeto: Avaliacdo dos polimorfismos génicos da NADPH-oxidase

em pacientes hipertensos e familiares.

Objetivo da pesquisa

Eu entendo que fui convidado a participar de uma pesquisa envolvendo pessoas
com hipertensdo arterial (pressdo alta) e que podem ter ou ndo hipertrofia ventricular
esquerda (aumento da espessura das paredes do cor¢do), que tem como objetivo estudar se
o fato de a hipertrofia ventricular esquerda em pacientes hipertensos ser determinado

geneticamente.

Procedimento

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, terei uma amostra de
sangue colhida em jejum (20 ml, mais ou menos 2 seringas). Este sangue serd utilizado para

pesquisa de genes e para dosagens do nivel de acticar e colesterol.

Sei que o médico pesquisador fard perguntas sobre meus problemas de satde, e
consultard meu prontudrio médico. Ele ird medir meu peso e altura. Nao havera nenhuma

alteracdo nos meus medicamentos.
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Risco e desconforto

Estou ciente de que o risco associado a coleta de sangue serd minimo, pois se
trata de um exame de sangue tradicional, que serd realizado na veia do braco por um

profissional treinado e habilitado.

Sigilo e confidencialidade

Sei que havera sigilo sobre todos os dados coletados, mantido através da

utilizacdo de cddigos numéricos para identificacao dos participantes.

Vantagens

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a minha participacdo
neste estudo, e que apenas receberei o resultado dos exames realizados rotineiramente no
servico, como dosagens de acucar e colesterol no sangue, eletrocardiograma e

ecocardiograma.

Qualquer davida ou informagdo poderei contactar o Dr. Wilson Nadruz Junior

ou a Dra. Maria Lilian Sales pelo telefone: 19-3788-8951

Informacao sobre resultado da pesquisa

A qualquer momento poderei questionar sobre os resultados da pesquisa e do

estudo genético realizado com meu sangue caso seja do meu interesse.
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Fornecimento de informacao adicional

Em caso de recurso, duvidas ou reclamacdes poderei contatar o Comité de Etica

da Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP, tel (19) 3788-8936.

Recusa ou descontinuacio da participacao

Eu entendo que a minha participacdo é voluntdria; que eu posso me recusar a
participar ou retirar meu consentimento; € interromper a minha participagdo no estudo a
qualquer momento, sem comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou

receberei no futuro.

Armazenamento de material biolégico

Do sangue coletado extrai-se o DNA para a realizacdo de estudo genético, este

DNA pode ser armazenado para uso no estudo atual e em estudos futuros.
() Autorizo o armazenamento do meu DNA para estudos
() Nao autorizo o armazenamento do meu DNA para estudos

Eu confirmo que o (a) Dr. (a)

explicou-me o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos e
desconforto advindos dessa pesquisa. Eu li e/ou recebi explica¢io, assim como compreendi

esse formuldrio de consentimento e estou de acordo em participar desse estudo.

Nome e RG do participante

Assinatura do participante ou responsdvel Data
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Responsabilidade do pesquisador:

Eu expliquei a

o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos que poderdao advir
do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma
copia desse formuldrio de consentimento ao participante ou responsavel. Ademais,
comprometo-me a submeter a aprovacdo pelo Comit€é de ética da FCM-UNICAMP

qualquer novo estudo que se utilize de informagdes referentes ao presente estudo.

Nome e RG da pesquisador

Assinatura da pesquisador Data
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Running Head: p22-phox -930A/G variant in hypertensive end-organ damage

Keywords: hypertension; p22-phox; cardiac hypertrophy; polymorphism;
NAD(P)H-oxidase

The p22-phox subunit is an essential component of the NAD(P)H oxidase
enzymatic complex, which is considered the major source of oxidative stress products
in the cardiovascular system (1, 2). The -930G allele of p22-phox has been associated
with higher promoter activity, increased NAD(P)H oxidase-mediated oxidative stress
and hypertension (3, 4). We recently reported that left ventricular hypertrophy is
accompanied by increased myocardial p22-phox expression in aortic-banded rats,
suggesting that this protein might be involved in hypertensive cardiac hypertrophy
(2). Thus, the aim of the present report was to investigate the role of p22-phox -930A/G
polymorphism on end-organ damage in hypertensive patients.

The study was carried out in 144 hypertensive patients (54 men, mean age 57+1
years), followed up at the Hypertension Unit of State University of Campinas between
January 2005 and June 2006. Clinical data were based on medical history, physical
examination, and routine analytical tests. Echocardiographic evaluation was performed as
previously described (5). Genomic DNA was extracted from peripheral blood leucocytes,
amplified by polymerase chain reaction and polymorphisms were detected by restriction
reaction (3). The study was approved by the Ethics Committee of the State University of
Campinas, and informed consent was obtained from all participants. Data are expressed as
means+SE. The statistical significance of differences was analyzed by Mann-Whitney U
test. Comparisons between categoric variables were made by ¥ test.

Table 1 shows clinical, laboratorial and echocardiographic features of the
enrolled subjects. The p22-phox -930A/G polymorphism distribution was in accordance to
the Hardy-Weinberg equilibrium (AA=29, AG=58, GG=57). Given the described
functional effect of GG in comparison to AA and AG genotypes (3, 4), AA subjects were
added to AG ones. There were no differences regarding gender, age, diabetes mellitus,
smoking, blood pressure, body mass index, abdominal circumference, glucose, C-Reactive
Protein as well as total, LDL and HDL cholesterol levels between the studied groups.
However, triglyceride levels were significantly lower in GG in comparison to AA/AG

subjects.
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Values of plasmatic creatinine, creatinine clearance and albuminuria were
similar between the genotype groups. Left ventricular structural parameters assessed by
echocardiography were not different between AA and AA/AG hypertensives. Ninety one
percent of the patients were taking antihypertensive medications, while 26% and 1% were
using statins and fibrates, respectively. Nevertheless, there were no statistical differences in

the frequency of these medications between the two subgroups.

Previous observations demonstrated that p22-phox -930GG genotype 1is
associated with increased leukocyte-derived superoxide production in hypertensives but not
in normotensives (4), indicating that tissues harboring this genotype could be exposed to
higher oxidative stress under conditions of pressure overload. Since oxidative stress is
implicated in the pathogenesis of hypertensive end-organ damage (1, 2) and p22-phox is
expressed in human vascular, cardiac and renal tissues (1, 6, 7) we investigated here
whether this putative pro-oxidant variant might affect cardiac and renal injury mediate by
hypertension. In contrast to our hypothesis, the present results showed that the p22-phox -
930A/G polymorphism does not affect left ventricular mass or geometric pattern and renal
function or albuminuria in hypertensive patients. Nevertheless, genetic variants involved in
oxidative stress pathways may still play a substantial part in the determination of the
deleterious effects of hypertension, regardless of the failure of the present study to show a
significant role for the -930A/G polymorphism. In this context, mutation scanning of more
candidate genes in the NAD(P)H-oxidase system is likely to expand our knowledge of the

role of genetic factors in hypertensive end-organ damage.

Our results showing lower triglyceride levels in GG subjects were somewhat
surprising since carriage of this genotype has been correlated with increased oxidative
stress (4), which is a risk factor for the development of insulin resistance and hence,
hypertriglyceridemia (8). One explanation might be the fact that most of the subjects
enrolled in the study were taking antihypertensive drugs, possibly affecting their metabolic
profile. However, this hypothesis turns less probable since the genotype subgroups showed
no significant differences in the frequency of medications potentially interfering in insulin
sensitivity and triglyceride levels such as Diuretics, Beta-Blockers, ACE inhibitors, and

Angiotensin-Receptor Blockers. Another possibility may reside in the fact that -930A/G
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polymorphism is in linkage disequilibrium with another functional polymorphism.
Moreover, it cannot be discarded that -930A/G variant indeed affects triglyceride
metabolism in hypertensive patients, perhaps by modulating insulin sensitivity. This would
raise the possibility that, although increasing the risk of hypertension (3), carriage of GG

genotype is associated with a better metabolic profile in hypertensives.

In conclusion, our results provide no support to the hypothesis that p22-phox -
930A/G polymorphism is involved in end-organ damage induced by hypertension. Further
studies are necessary to confirm whether this variant plays a role in insulin sensitivity in

hypertensive patients.
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What is known on this topic

e Oxidative stress is implicated in the pathogenesis of hypertension and
related end-organ damage. The p22-phox subunit is an essential
component of the NAD(P)H oxidase enzymatic complex, which is
considered the major source of oxidative stress products in the

cardiovascular system.

e The -930G allele of p22-phox has been associated with increased

NAD(P)H oxidase-mediated oxidative stress and hypertension.

What this study adds

e There seems to be no association between p22-phox -930A/G

polymorphism and hypertensive cardiac/renal damage.

e Carriage of p22-phox -930GG genotype is associated with lower

triglyceride levels in

hypertensives.
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Table 1- Characteristics of hypertensive subjects classified according to the -930A/G

polymorphism
Parameter AA/AG GG P
N=87 N=57

Clinical
Gender, male/female 32/55 22/35 NS
Age, years 58+2 56+1 NS
Diabetes Mellitus, n(%) 12(13) 10(17) NS
Smoking, n(%) 14(16) 7(12) NS
Systolic blood pressure, mmHg 14543 14242 NS
Diastolic blood pressure, mmHg 89+1 89+1 NS
Pulse pressure, mmHg 56+2 53+2 NS
Body mass index, kg/m® 30+1 30+1 NS
Abdominal Circumference, cm 102+1 101+2 NS
Glucose, mg/dL 1012 100+4 NS
Total cholesterol, mg/dL 199+4 188+6 NS
HDL-cholesterol, mg/dL 52+1 52+1 NS
LDL-cholesterol, mg/dL 123+4 11245 NS
Triglycerides, mg/dL 15710 12349 <0.05
C-Reactive Protein, mg/dL 0.72+0.1 0.59+0.1 NS
Creatinine, mg/dL 1+0.02 1+0.06 NS
Creatinine Clearance, mL/min 8543 85+4 NS
Urinary Albumin/Creatinine Ratio, mg/g 98433 80+33 NS

Echocardiographic
Left ventricular mass, g 275+10 264+13 NS
Left ventricular mass index, g/mr‘)’7 T7+3 7543 NS
Septal thickness, mm 11.1+0.2 10.8+0.2 NS
Posterior wall thickness, mm 11.3+£0.2 11+0.2 NS
Relative wall thickness (RWT) 0.45+0.01 0.430.01 NS

Medications
Antihypertensives, n(%) 80(92) 52(91) NS
Diuretics 72(82) 41(72) NS
ACE inhibitors/ Angiotensin Receptor Blocker 63(72) 40(70) NS
Beta-Adrenergic Blocker 50(57) 20(35) NS
Calcium-Channel Blocker 34(39) 22(38) NS
Alpha-Adrenergic Blocker 10(11) 5(9) NS
Arterial Vasodilators 4(4) 4(7) NS
Statins, n(%) 26(30) 12(19) NS
Fibrates, n(%) 2(2) 0(0) NS
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