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RESUMO




E desconhecida a participagdo do endotélio na patogénese da hipertensio
arterial HA resistente. Neste estudo, pacientes com HA diagnosticada como refrataria ao
tratamento foram encaminhados ao Ambulatério de Farmacologia Cardiovascular para
confirmagdo diagnostica baseada no seguinte método: monitorizagao arterial de pressdo
arterial por 24 horas (MAPA, sistema Space Labs — USA), antes e apos a administragao
oral vigiada dos farmacos prescritos pelo médico assistente do paciente, na presenca do

pesquisador. Hipertensos leves/moderados foram utilizados como controles.

As alteragdes ocorridas no remodelamento vascular (em nivel de vasos) foram
obtidas pelo método ultrassonografico. Através do ecocardiograma, foram estudadas as

possiveis alteragdes a nivel de miocardio.

Selecionou-se 60 voluntarios, de ambos os sexos, com idade entre 18 ¢ 60 anos
alocados em grupos: 1) Controle (normotensos): n=15; 2) hipertensos leves: n=15 e 3)

hipertensos refratarios: n=15.

Pela manha, em jejum, antes da administragao das medicagdes rotineiramente
ingeridas pelos pacientes, foram coletadas amostras de sangue venoso (10 ml/amostra)

para realizacdo de exames bioquimicos.

Todos os pacientes HAL e HR estavam devidamente medicados e controlados
com as seguintes drogas anti-hipertensivas: Diuréticos tiazidicos, inibidores da enzima
conversora de angiotensina (IECA), antagonistas de angiotensina II, bloqueadores de canais

de calcio e B-bloqueadores.

Foram realizadas nestas amostras a quantificacdo de tromboxano B,, GMPc ¢

nitratos e nitritos pelo método ELISA.

Andlise de variancia para medidas repetidas ou amostras independentes foram

utilizadas para as varidveis descritas.

Os pacientes foram observados pelo periodo de 12 meses, com retorno

ambulatorial a cada dois meses.

Resumo
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Verificou-se os seguintes resultados: a) a HVE no grupo HR demonstrou-se
aumentada; b) o remodelamento também demonstrou-se aumentado; ¢) a determinagdo de
tromboxano B, GMPc e nitratos e nitritos foram similares nos trés grupos estudados; d) a
pressdo de pulso teve aumento nos pacientes HR quando comparados com os demais

grupos em estudo.

Observagdo: O grupo de pacientes HAL ndo apresentou resultados de

ultrassonografia de cardtidas e de ecocardiograma.

Nao se observou correlagdo entre os marcadores bioquimicos endoteliais

analisados e o remodelamento vascular / miocardio em pacientes com HR.

Entretanto, verificou-se aumento consideravel na pressao de pulso nos pacientes

com HR quando comparados com os demais grupos em estudo.

Além disso, os pacientes HR tiveram massa do ventriculo esquerdo aumentada.

Resumo
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1.1. HIPERTENSAO ARTERIAL

A hipertensao arterial (HA) € o maior fator de risco independente relacionado a
doenca cardiovascular (MULTIPLE RISK FACTOR INTERVENTION TRIAL
RESEARCH GROUP, 1990; KANNEL, 1993) por promover complicacdes diretas, as
chamadas complica¢des mecanicas, que incluem o acidente vascular cerebral hemorragico,
a hipertrofia ventricular esquerda, a nefroesclerose e o aneurisma dissecante de aorta
tordcica, além de promover também complicagdes indiretas relacionadas a aterosclerose,
responsavel pela doenga arterial coronariana obstrutiva, pela doenca vascular cerebral
isquémica e pela doenca arterial obstrutiva de carétidas e extremidades, responsaveis pela
alta morbidade e mortalidade cardiovascular delas decorrentes. Tanto a hipertensdo arterial
sistolica como a diastélica, 1abil ou fixa em qualquer faixa etaria de ambos os sexos, esta
associada a elevada incidéncia de doenca arterial coronariana: trés vezes maior do que em

adultos normotensos da mesma faixa etaria (KANNEL, 1999).

1.2. HIPERTENSAO REFRATARIA

O desenvolvimento da terapia anti-hipertensiva tem avancado muito nos
ultimos anos, mas, em alguns pacientes, a pressdo arterial mantém-se elevada apesar da
associacdo de varias medicacdes. Atualmente a hipertensdo arterial refratdria € definida
como o estado hipertensivo resistente a pelo menos trés diferentes drogas anti-hipertensivas
que tenham diferentes mecanismos de acdo, sendo uma diurética. Além disso, para se
caracterizar um estado de refratariedade a terapéutica € necessdrio que se tenha certeza do

grau de aderé€ncia ao tratamento, isto €, otimizagao destas drogas associadas.

As razdes para uma resposta pobre a terapéutica sao numerosas, estando, em

geral, associadas (JOINT NATIONAL COMMITTEE, 1993) a:
= Naio aderéncia ao tratamento
a. Custo da medicagao

b. Instrucdes ndo claras ao paciente a respeito da medicagdo

¢. Baixo nivel educacional

Introdugdo
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d. Efeitos colaterais da droga
e. Posologia inconveniente
= (ausas relacionadas ao farmaco
a. Doses muito baixas
b. Combinacdes inadequadas de drogas

c. metabolizacio e excrecao rapida

d. Interacdes de drogas (anti inflamatdrios ndo-esteroidais, contraceptivos

orais, simpatomiméticos, antidepressivos,

corticoesterdides,

descongestionantes nasais, cocaina, ciclosporina e eritropoetina).

= Condi¢des Associadas

a. Obesidade

b. Ingestdo didria excessiva de dlcool

* Hipertensdo secundéria

a. Insuficiéncia renal

b. Hipertensdo renovascular

c. Feocromocitoma

d. Hiperaldosteronismo primario

= Sobrecarga de volume

a. Terapéutica inadequada com diuréticos

b. Excesso de ingestdo de sal

c. Disfuncdo renal progressiva

Introdugdo
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= Pseudohipertensao (hipertensdo do jaleco branco)

Em uma série de 91 pacientes nos quais a pressao arterial permanecia acima de
140/90 mmHg, apesar do uso de trés agentes anti-hipertensivos, as causas encontradas
foram: regime inadequado das drogas (43%), intolerancia as medicacdes (22%), falta de
aderéncia ao tratamento (10%) e hipertensdo secundaria (11%) (YAKOVLETVITCH &
BLACK, 1991). Estudos mais recentes demonstraram a inconsisténcia do diagndstico de
refratariedade em muitos pacientes hipertensos, quando estes eram tratados com técnica
cronobioterapéutica, administrando-se as drogas anti-hipertensivas duas horas antes do
mais alto valor de pressao arterial da manha, tarde e/ou noite (CUGINI, 1997). Além disso,
cerca de 50% dos pacientes com hipertensao resistente, deixam de ser considerados como
tais, se as medidas de pressdo arterial forem realizadas em ambiente ndo hospitalar
(hipertensdo do jaleco branco) (MEJIA, EGAN, SCHORK, ZWEIFLER, 1990).
Finalmente, alguns autores preconizam que se o diagndstico de hipertensdo arterial
refratria € real, a terapia deve incluir um diurético, um inibidor de enzima conversora de
angiotensina e um bloqueador de canal de cdlcio (PONTREMOLI, ROBAUDO, GAITER,
1991).

Nas ultimas duas décadas, muitos sdo os estudos demonstrando os efeitos de
drogas anti-hipertensivas, isoladas ou associadas, na HA refrataria: felodipina (HERLITZ
et al., 1987), verapamil (GURGENIAN et al., 1991), minoxidil+metildopa+clortalidona
(COTORRUELO et al., 1982), inibidores da monoaminooxidase (COLLIARD, 1981),
captopril, furosemide (WHITE et al., 1980), minoxidil+propanolol+furosemide (KLEINER
et al., 1987 ), entre inimeras outras. E digno de nota, como drogas com mecanismos de
acdo tao diferentes foram capazes de normalizar a PA em pacientes tidos como portadores
de HA refratdria. Uma das explicacdes pode ser a ndo adocdo de critérios rigidos para
caracterizar HA refratdria em muitos estudos ou até mesmo falhas metodolégicas, como por
exemplo a ndo padronizacdo da técnica de medidas da PA. Estes artefatos na medida de
pressdao como possiveis causas de diagnodsticos falsos de HA resistente foram estudados por
MEIJIA et al. (1990), que propuseram a medida de pressdo intra-arterial em pacientes com
hipertensdo resistente, na auséncia de hipertensdao do jaleco branco e da hipertrofia do

ventriculo esquerdo ao ecocardiograma. Atualmente, duas técnicas isoladamente ou
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associadas podem auxiliar no diagnéstico/tratamento de HA refratdria: 1) a monitoriza¢ao
ambulatorial da pressdo arterial (MAPA) e 2) tratamento cronobioterapéutico (CUGINI,
1996; GANDIA, 1994). A cronobioterapia ¢ baseada na modulacio de doses
farmacoldgicas e administracdo de drogas em fun¢cdo do momento de maior necessidade
das mesmas. Assim, os anti-hipertensivos deveriam ser administrados duas horas antes da
medida mais elevada da PA, na manhd, tarde e/ou noite. Isso implicaria em uma
reformulacdo da definicdo de HA refrataria: “Estado hipertensivo resistente a pelo menos
trés ou quatro drogas anti-hipertensivas, cada uma tendo um mecanismo de acdo diferente,
e administradas de acordo com critérios cronobioterapéuticos” (CUGINI, 1997). Entretanto,

os critérios cronobioterdpicos nao sio largamente utilizados na pratica médica.

1.3. HIPERTENSAO ARTERIAL E HIPERTROFIA CARDIACA

A sobrecarga pressérica decorrente da hipertensdo arterial pode resultar na

hipertrofia da musculatura do ventriculo esquerdo (HVE).

A HVE ¢ a principal alteracdo cardiaca associada a hipertensdo e representa
fator de risco cardiovascular importante e independente da pressdo arterial. O risco
relaciona-se diretamente com a massa ventricular esquerda — MVE (CASALE &

DEVEREUX, 1986)

O aumento progressivo da espessura parietal e da MVE € resultado direto da
sobrecarga pressorica e do aumento do estresse parietal ventricular esquerdo, pela elevagdo
da pressdao arterial e da resisténcia periférica total. (FROHLICH, 1991; GROSSMAN,
1980).

Na fase inicial da hipertrofia, a espessura parietal ventricular aumenta devido a
hipertrofia dos midcitos, por alinhamento paralelo dos sarcomeros, enquanto o diametro
diastdlico final do VE permanece inalterado, ou se reduz (ANVERSA, RICCI, OLIVETTI,
1986 ). Com isso, a relagdo entre a espessura parietal e o raio do ventriculo esquerdo
aumenta e o estresse sistolico parietal, inicialmente elevado, retorna ao normal. Nessa fase,

a HVE pode ser considerada adaptativa. Como o estresse parietal sistdlico, que reflete a
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pos-carga, € o principal determinante da fungdo sistélica do VE e do consumo de oxigénio
miocdardico, o desempenho do coragdo como bomba e o consumo de oxigénio por unidade
de peso miocérdico, permanecem inalterados. Os indices de contratilidade isovolumétrica

nesse estdgio sao normais.(STRAUER, 1979).

Contudo, o enchimento diastélico do VE € comprometido pelo processo de
HVE. O simples espessamento parietal reduz a distensibilidade do VE, mesmo sem
alteracOes das propriedades elasticas do miocardio. Na curva pressdo / volume do VE a

pressdo desvia-se para cima e o volume para a esquerda (GASSCH & LEVINE, 1976).

A HVE na hipertensao arterial caracteriza-se pela hipertrofia dos midcitos, e
também pela ativagdo de outras células, como fibroblastos cardiacos, células musculares

lisas e células endoteliais.

1.4. DISFUNCAO ENDOTELIAL

As células endoteliais estdo em disfuncdo em determinadas doencas como na
hipertensao arterial. Tal disfuncdo € relatada como "alteracdo do relaxamento dependente
do endotélio" (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980), causada principalmente por
reducdo da liberacdo e/ou acdo dos fatores dilatadores derivados do endotélio, podendo
também ocorrer liberacdo de fatores constritores derivados do endotélio, o que

conseqiientemente, contribui para disfuncao endotelial.

Essa disfun¢@o seria um marcador precoce da lesdo e poderoso elemento na
patogénese da aterosclerose (Fig.1). Porém, as recentes demonstragdes da reversibilidade
da disfuncdo endotelial indicam a possibilidade de sua interferéncia na progressiao da
doenca e/ou no restabelecimento da funcdo endotelial normal, reduzindo, entdo, o risco de
eventos cardiovasculares (VITA er al., 1990; BOULANGER, 1999; LI &
FORSTERMANN, 2000).
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DISFUNCAO ENDOTELIAL NA HIPERTENSAO ARTERIAL

CELULA

HIPERTENSAO
ARTERIAL

'

ALTERAGOES RENAIS E
CARDIOVASCULARES

Figura 1: Alteracdo no relaxamento dependente do endotélio por redugdo da liberacdo de

fatores dilatadores derivados do endotélio.
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1.5. HIPERTENSAO ARTERIAL E DISFUNCAO ENDOTELIAL

Alteragdes morfologicas e funcionais nas células endoteliais ocorrem na
hipertensdao experimental (LUSCHER & VANHOUTE, 1990) e, reducdes da
producdo/liberacdo de Oxido nitrico pelo endotélio podem ser tanto causa quanto

conseqiiéncia de hipertensao arterial (STAMLER et al., 1994; HAYNES et al., 1993).

Consistente com estudos animais, investigagdes clinicas demonstraram reducao
na resposta vasodilatadora na circulagdo do brago em pacientes hipertensos (LINDER et al.,
1990; PANZA et al., 1990). Além disso, a producdo basal de 6xido nitrico parece estar
diminuida em alguns, mas ndo todos os pacientes hipertensos (CALVER, COLLIER,
VALLANCE, 1994; PANZA et al., 1993). O efeito da acetilcolina ndo é alterado por L-
NMMA em pacientes com hipertensao, indicando um defeito no sistema L-arginina/NO

(PANZA et al., 1993).

1.6. REGULACAO ENDOTELIAL DA CIRCULACAO

O endotélio vascular constitui um verdadeiro 6rgdao multifuncional essencial
para a fisiologia vascular normal, e, quando se altera, passa a ser um fator critico na
fisiopatogenia da doenca cardiovascular. (SIMONIESCU, 1986; VANE, ANGGARD,
BOTTINE, 1990)

Os desajustes no delicado equilibrio entre mecanismos que mantém as
condic¢des fisioldgicas da vasculatura podem ser resumidas da seguinte forma: 1) distirbios
hemodinamicos, representados principalmente pelo “’shear stress’’; 2) regulacdo do tonus
vascular por fatores vasoativos: vasodilatadores e vasoconstritores; 3) atividade
proliferativa e anti proliferativa — remodelamento vascular; 4) alteracdo da atividade
plaquetdria; 5) "stress" oxidativo; 6) atividade pré-inflamatéria e anti-inflamatéria; e 7)

fatores hemostaticos e tromboliticos.

No futuro, com a ampliacdo de técnicas bioquimicas e da biologia molecular,
poderemos ter acesso aos mecanismos ligados a atividade de sistemas enzimédticos (ECA) e

a 6xido nitrico sintase constitutiva endotelial (eNOS); ao estado funcional dos receptores; e
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a transcricdo génica dentre outros (GIMBRONE, 1995; VANHOUTTE, PERRAULT,
VILAINE, 1997).

O conceito de regulacdo endotelial do tono vascular foi introduzido por
FURCHGOTT (1980, 1983), observando que a resposta a acetilcolina e outros antagonistas

eram dependentes de um endotélio integro.

O mecanismo vasodilatador endotelial é mediado por substincias vasoativas,
principalmente pelo oOxido nitrico (NO, antagonista fisiologico de substancias
vasoconstrictoras endégenas como catecolaminas, angiotensina II e endotelina 1), por
prostaciclina, bradicinina, fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e outros

(VANE et al, 1990; VANHOUTTE et al., 1997, FURCHGOTT, 1983).

O NO difunde-se em direcdo as células musculares lisas vasculares e as relaxa
pela estimulacdo da enzima citosélica guanilato ciclase soluvel, que leva ao aumento do
GMPc. (RUBATTU, LEE-KIRSCK, DE PAOLI, GILIBERTI, GIGANTE, LOMBARDI,

VOLPE, 1999). Com o aumento do GMPc diminui o influxo de célcio para o citoplasma.

Assim, o NO pode causar relaxamento muscular por interacdo com canais de
potéssio, diretamente ou através do aumento de GMPc. O NO pode, ainda, regular o tono
vascular através de interagdes complexas com a hemoglobina provenientes dos glébulos

vermelhos.

A producdo de NO € o maior contribuinte do relaxamento dependente do
endotélio, conseqiientemente os inibidores da eNOS causam vasoconstricio em muitos
leitos vasculares e um aumento da pressdo arterial sist€émica em animais € humanos

(DATTILO & MAKHOUL, 1997; ZATZ & BAYLIS, 1998). Vide figura 2.

A liberacdo de NO é modulada por estimulos fisicos e humorais, e somente o
primeiro refere-se a estes estudos. Esses estimulos, principalmente o “shear stress”, forca
de cisalhamento produzida pelo atrito da onda de fluxo sangiiineo na parede arterial,
considerado como um dos principais reguladores da libera¢ao local de NO, indicam que a
dilatacdo induzida pelo fluxo € dependente do endotélio (GIMBRONE, NAGEL, TOPPER,
1997; TRAUB & BERK, 1998).
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REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA SINTESE DE OXIDO NITRICO

SINTESE DO OXIDO NITRICO

Lumen

Fluxo
Sanguineo —=lN
—> ACh BK 5HT ET NA
—>
Nitroprussiato

/= ¢ de Sédio

Ca++

: @
sintetase , P
L-ARGININA » OX-NITRICO

(-) A | Endotélio

GMPc

* M. Liso vascular

RELAXAMENTO

Fonte: Laurindo, F.R.M et al., 1997.

Figura 2: A ativacdo de receptores: ACh, BK, 5-HT, ET e NA aumentam a concentragao

intracelular de Ca+ estimulam a NOS.

A NOS transforma a L-arginina em NO e difunde-se para CMLV, aumentando

0 GMPc, promovendo o relaxamento.
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1.7. VASODILATACAO MEDIADA PELO FLUXO

As células endoteliais tétm uma grande importincia na homeostase vascular,
sendo responsdveis por vdrias fungdes sensoras e de integracdo de estimulos bioquimicos e
biomecanicos. Alteram a fun¢do vascular através da secrecdo de mediadores protéicos e

moleculares.

O endotélio possui a capacidade de detectar alteragdes das condig¢Oes
fisiolégicas, quando exposto a elas e responde a fatores humorais e as condi¢des mecanicas
decorrentes do fluxo sangiiineo. Dentre elas, trés forcas mecanicas primdrias sao
importantes para ativacao das células endoteliais: a pressdo intravascular, criada pela forca
de pressdo hidrostética dentro do vaso; a tensdo circunferencial, criada pelo estiramento das
juncdes intercelulares exercidas sobre as células endoteliais; e o “shear stress”, ou, for¢a de
cisalhamento, criada pelo atrito da coluna sangiiinea sobre a superficie endotelial. Essa
ultima é a mais importante, pois estimula a liberacdo de substancias vasoativas e promove
alteracdes de expressdo de genes envolvidos no metabolismo celular e alteracdes

morfoldgicas (GOLIKORSKY et al., 1994; LEVIN, 1995).

O “shear stress” € o mais potente estimulo fisiol6gico para a produ¢do de 6xido
nitrico pela célula endotelial. Incrementos rdpidos e agudos da produgcdao de NO sao
secunddrios a ativagdo poés-translacional da eNOS, enquanto alteragdes crdnicas estdao

relacionadas a alteracdes da expressdo génica da eNOS (Figura 3).
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Ativacao Endotelial Bioquimica
Biomecanica

Mediadores bioquimicos Mediadores biomecanicos
Pressio >
hidrostatica —shear __
>
_>
— <

W T A, D T <« >

Mediador autécrino Estiramento ciclico

Mediador paracrino

<= ()

Outras células

Figura 3: Esquema representativo da ativacdo endotelial por estimulos bioquimicos e
biomecanicos: a ativacdo endotelial mediada por estimulos bioquimicos
(catecolaminas, vasopressina, bradicinina, histamina, serotonina, adenosina
difosfato [ADP] e trombina) e estimulos biomecanicos (pressdao hidrostatica,

estiramento ciclico e “shear stress™).

Introdugdo

49



Dessa forma, o aumento de fluxo promove o aumento do "shear stress" na
parede vascular, detectado por mecano-sensores endoteliais que, em artérias normais,
levam a produgdo e liberacdo de substancias vasodilatadoras pelo endotélio, como o NO.
Assim, o aumento de fluxo pds hiperemia reativa promove dilatacdo da artéria em estudo
(aumento do diametro, por exemplo, da artéria braquial, expressa em % de incremento do
didmetro em relacdo ao diametro basal), mediada pelo 6xido nitrico, denominada dilatagao
dependente do endotélio (SINOWAY et al.,1989). A diminui¢do da dilatacdo dependente
do endotélio € interpretada como alteracdo funcional da célula endotelial mediada pela via

NO-GMP ciclico (Figuras 4 e 5).
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Vasodilatacao mediada pelo fluxo

NO

m L .
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’» 4 fluxo
Vasodilataca
: NO
Glz
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NO
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Figura 4: Esquema representativo da vasodilatacio mediada pelo fluxo com resposta
normal, promovida pelo aumento da sintese, liberagdo e biodisponibilidade do
oxido nitrico (NO) na camada muscular lisa vascular. E, endotélio; CMLYV,

c€lula muscular lisa vascular; LEIL, 1amina elastica interna.
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Vasodilatacao mediada pelo fluxo

6%52> NO

Inativacdo = y resposta

NO

=S

NO
Resposta deprimida

Figura 5: Esquema representativo da vasodilatacdo mediada pelo fluxo com resposta
deprimida, promovida pela diminuicio da sintese, liberagdo e/ou
biodisponibilidade (inativacdo) do 6xido nitrico (NO) na camada muscular lisa
vascular. E, endotélio; CMLYV, célula muscular lisa vascular; LEI, lamina

elastica interna.
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Em contrapartida, doadores de 6xido nitrico como a nitroglicerina (NTG),
agindo diretamente sobre a musculatura lisa vascular, promovem a dilatacdo ndo

dependente do endotélio.
1.7.1. Vasoconstricao dependente do endotélio

Células endoteliais também podem iniciar a contracdo da camada de células
musculares lisas pela liberacdo de substincias vasoconstritoras "fator constritor derivado do
endotélio” (EDCF). Os EDCFs incluem o peptideo endotelina-1, prostandides
vasoconstritores, como o tromboxano A, e prostaglandina H», ou ainda anions super6xidos

e componentes do sistema renina-angiotensina.

1.7.2. Tromboxano A,

Um grupo de fatores constritores derivados do endotélio é gerado pelo
metabolismo do 4cido araquidonico (AA) (HAMBERG, SVENSSON, SAMUELSSON,
1975). Nas veias periféricas, na circulagdo cerebral e em algumas artérias de animais
hipertensos, a constricdo dependente do endotélio é mediada pelo tromboxano A, pela
ativacdo do receptor tromboxano-endoperéxido (MEHTA & ROBERTS, 1983). Entre os
estimulos que causam vasoconstricdo dependente do endotélio, pode-se citar a resposta
fisiolégica ao estiramento circunferencial, iniciada pela distens@o subita da parede vascular,
em resposta a um aumento da pressdo sangiiinea e a liberagdo de fatores vasoconstritores
derivados do endotélio. Tais fatores, promovem a ativagdo da camada de células
musculares lisas para restaurar a relagdo de fluxo normal (AUCH-SCHWELK, KATUSIC,
VANHOUTTE, 1990; GE, HUGHES, JUNQUERO, 1995 ).

A avaliacdo do tono endotélio-dependente em pacientes hipertensos envolve
diversos fatores como o 6xido nitrico e 0 TXA, Assim, considerando a hipétese do NO ou
do TXB,; estarem envolvidos na fisiopatologia da HR, quantificou-se em nivel plasmaético,
trés marcadores bioquimicos endoteliais a fim de investigar os estados hipertensivos, em

nivel circulatorio, nos grupos experimentais estudados:
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= NO/NO;3 - (metabdlitos do NO; capaz de representar um marcador de

atividade da NO sintase e da producdo de radicais livres);
= GMPc - segundo mediador de NO;
= TXB, - metabdlito do TXA,

Porém, esta ndo parece ser a causa provavel da elevacao da pressao sangiiinea,
tendo em vista que os pacientes com HR ndo apresentaram correlagdo entre
remodelamento cardiovascular e as quantificacdes plasmaticas dos marcadores bioquimicos

endoteliais pesquisados na fun¢do endotelial.
METODO DE DIAGNOSTICO
ELISA - ("Enzyme-linked Immunosorbent Assay")
O desenvolvimento do ELISA depende de quatro principios:

a) Uma variedade de enzimas, incluindo peroxidase, fosfatase alcalina, urease,
B galactosidase e penicilase G podem ser ligadas ao anticorpo ou antigeno sob condicdes
que mantenham as propriedades bioldgicas (interacdo com substrato, ligacdo com antigeno,

antigenicidade) de ambos os componentes do conjugado.

b) A maioria dos antigenos, como por exemplo, proteinas, peptidios,
polissacarideos e lipopolissacarideos de bactérias, ligam-se espontaneamente as superficies
plasticas das microplacas de poliestireno. Uma vez ligados a superficie plastica, os

antigenos ou anticorpos resistem a vdrias lavagens para remocao de material ndo ligado.

¢) Em passos subseqiientes, o imunocomplexo € formado, sendo o material nao

ligado removido por lavagem com tampao.

d) Uma enzima conjugada ao antigeno ou anticorpo quando ligada ao
imunocomplexo fica disponivel para interacdo com o substrato. A adi¢do do substrato
especifico, resulta em uma mudancga progressiva da cor da solugdo. Esta coloracdo pode ser
comparada visualmente com padrdes ou ainda pode-se fazer a determinacdo da densidade

otica (CLARK & ENGVALL, 1980).
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1.7.3. Relacao entre alteracoes da reatividade vascular e mediadores vasoativos

Estudos relacionando alteracdes da vasodilatacdo mediada pelo fluxo aos niveis
circulantes de substincias vasoativas , ainda sdo inconclusivos. ( SUNG et al., 1997;
HIGASHI et al., 1998; MORENO JUNIOR ef al., 1998; ANASTASIOU, MEGAS,
ATHANASIOS, 1998).

1.8. HIPERTENSAO ARTERIAL E REMODELAMENTO VASCULAR

A disfun¢do endotelial aparece no estidgio precoce da insuficiéncia cardiaca
congestiva cronica (ICC). Ambos os mecanismos dilatadores, endotélio-dependente e
endotélio-independente, estio empareados em membros de vasos resistentes. Isso ocorre
porque a fungdo endotelial vascular, especialmente a produgdo de 6xido nitrico (NO), € um
importante fator na regulacdo da funcdo vasodilatadora, bem como desempenha uma
importante contribuicdo para a estrutura vascular. Estas observagdes sugerem que esses
distirbios sdo causados ndo somente por uma simples constricio do musculo vascular
arterial, mas também por outras alteragdes relacionadas a uma possivel disfungdo

endotelial.

O remodelamento vascular pode ser um importante mecanismo para
compreender as falhas vasodilatatérias em ambos os membros, condutores e vasos dos
musculos intraesqueléticos, podendo contribuir de maneira significativa para disfunc¢do do
ventriculo esquerdo e para pacientes com intolerancia a exercicios devido a doencgas

cardiacas (NAKAMURA, 1999).

1.9. ENDOTELIO E REMODELAMENTO VASCULAR E MIOCARDICO NA
HIPERTENSAO ARTERIAL

O remodelamento cardiaco e vascular decorrente da hipertensdo é um processo
dindmico e complexo, envolvendo fatores mecanicos, moleculares, genéticos e
bioquimicos. A massa ventricular esquerda, € determinada por multiplos estimulos
integrados, dentre os quais, a resisténcia a pressdo mecanica imposta sobre o coraciao é

fundamental.
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2. OBJETIVOS
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Os objetivos deste trabalho foram:

a. Investigar a participagdo do 6xido nitrico e do tromboxano B, (metabdlito do

tromboxano A;) na génese da hipertensao resistente;

b. Determinar e comparar os niveis plasmaticos de nitritos e nitratos, GMP
ciclico e tromboxano B, nos grupos de pacientes normotensos, hipertensos

leves e hipertensos resistentes;

c. Avaliar a massa de ventriculo esquerdo (MVE) em hipertensos resistentes a

fim de determinar uma provdvel alteracdo na espessura de cardtidas nesse

grupo;
d. Verificar a real participag¢do do endotélio na modulacao do tono vascular ;

e. Analisar a adaptacdo do coracdo a sobrecarga hemodinamica na hipertensao

arterial, relacionada diretamente com a MVE.

Buscou-se, assim, estabelecer o comprometimento cardiaco e o remodelamento

vascular-miocérdio entre hipertensos resistentes € normotensos.

Objetivos
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3. CASUISTICA E
METODOS
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3.1. CASUISTICA

Foram estudados 15 pacientes com hipertensdo arterial caracterizada como
refrataria ao tratamento (Sixth Joint National Committee , 1997), com idade entre 18 e 60
anos, de ambos os sexos, que manifestaram interesse na investigacio da causa da
refratariedade da doenca ao tratamento anti-hipertensivo. Apds preencherem um
questiondrio padrdo para avaliacdo de fatores de risco para a doenga arterial coronariana,

foram extensivamente informados a respeito da natureza do estudo (Anexo 1).

Solicitou-se a esses pacientes que assinassem o termo de consentimento
informado (Anexo 2), previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP (Anexo 3).

Todos os pacientes foram submetidos a exame fisico completo,
eletrocardiograma, e exames laboratoriais (hemograma completo com contagem de
plaquetas, glicemia, uréia, creatinina, transaminases, potdssio, colesterol total e fragdes,
triglicérides, acido urico e sedimento urindrio) antes de serem admitidos no estudo

(Anexo 4).

Nao receberam qualquer medicag@o nos sete dias que precederam o inicio do
estudo (exceto anti hipertensivos). A ingestdo de dlcool e de produtos que contivessem
cafeina nao foi permitida nas 24 horas que antecederam os exames. Pacientes hipertensos
leves (n=15) e individuos normotensos (n=15) foram considerados como controles, nas

mesmas condi¢des supra citadas.

Os pacientes com HR foram avaliados a cada dois meses por um periodo de 12

meses apos a coleta das amostras.

Segundo os parametros clinicos (MAPA e pressdo arterial sistémica (mmHg,
esfigmomandmetro de coluna de mercirio)), foi confirmado o diagndstico de hipertensao

refratdria, validando o grupo estudado.
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3.2. METODOS
3.2.1. Parametros avaliados

a) Pressdo arterial sisttmica (mmHg, esfigmomandmetro de coluna de
mercurio) para classificacdo dos voluntarios hipertensos, quando da inclusao

no estudo;
b) Monitorizacdo Ambulatorial de Pressdao Arterial (MAPA).

1. O comportamento da PA sistélica, diastlica e média (mmHg), bem como

as respectivas variabilidades, nos periodos diurno e noturno;
2. A queda fisioldgica noturna da PA (mmHg);
3. O comportamento da freqiiéncia cardiaca (FC, bpm) e variagdes da mesma;

4. O comportamento da PA e FC de acordo com as atividades fisicas dos

voluntérios;
5. Ultrassonografia de Cardtidas;
6. Ecocardiograma Bidimensional com Doppler;

7. Protocolo de pesquisa ultrassonografica: o voluntario aprovado para
participar do estudo ou seu representante legal, assinou o termo de

consentimento anexo antes de iniciar o exame;

8. Quantificagdo plasmatica dos marcadores bioquimicos endoteliais (nitratos e

nitritos, GMP ciclico e tromboxano B»).

O voluntdrio permaneceu em repouso por um periodo de 15 minutos em
decubito dorsal horizontal antes do inicio da avaliacdo. Foi realizado, entdo, um corte
ultrassonografico longitudinal da artéria braquial, o quadro central da artéria foi
identificado claramente e as camadas intimas anterior e posterior foram bem delimitadas.
Os parametros de operacdo da maquina, uma vez regulados, ndo foram alterados durante o

exame.
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Etapa Basal: Mensuracdo do diametro da artéria braquial e quantificacdo do
fluxograma "doppler" (quatro ciclos cardiacos), gravados em video-cassete para posterior

comparacdo com as mensuragdes feitas por um observador independente.

3.2.2. Drogas utilizadas
Todos os portadores de HA resistente estavam em uso de:
a. Diuréticos Tiazidicos
b. IECA
c. Antagonistas de Angiotensina II

d. Bloqueadores de canais de cdlcio

3.2.3. Hipertensao refrataria - avaliacao
Protocolo de pesquisa -

Os voluntdrios foram acompanhados no ambulatério de Farmacologia
Cardiovascular do HC da UNICAMP, apés a confirmacdo do diagndstico de hipertensao
arterial refratdria e apds terem sido excluidos os portadores hipertensdo secundéria e
pseudohipertensdao. Uma hora antes e 24 horas apds a ingestdo da medicacdo habitual, ja
realizada monitorizacdo da pressao arterial, através do sistema MAPA. Foi realizada coleta
de sangue venoso (10 ml/amostra) em tubos contendo EDTA, utilizando-se
"butterfly" n° 21, que foi inserido na veia superficial do brago esquerdo antes da

administracao das medicacgdes rotineiramente ingeridas pelo pacientes.

Ap6s centrifugagcdo, as amostras de plasma foram congeladas a -20°C até o
momento do uso. Nas amostras coletadas foram quantificados pelo método de ELISA

(Cayman Chemical Co., USA):
a. Nitritos / Nitratos (MUSCARA & DE NUCCI, 1996)
b. Tromboxano B,

¢. GMP ciclico
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3.2.4. Principio do método

O ensaio imunoenzimatico € baseado na competicio entre o mediador
bioquimico livre (presente na amostra) € o conjugado a acetilcolinesterase (ACh) -
rastreador - por um ndmero limitado de sitios de ligacdo presentes em anticorpos de coelho,
especificos para o mediador bioquimico quantificado. A concentragdo do rastreador €
mantida constante enquanto a concentracido desse mediador da amostra varia. A quantidade
do rastreador capaz de ligar-se ao anti-soro de coelho serd inversamente proporcional a

concentra¢cdo do mediador presente na amostra durante a incubagao.

O anti-soro de coelho ligado a0 mediador (tanto livre como conjugado a ACh)
liga-se ao anticorpo monoclonal de camundongo anti-IgE de coelho, previamente aderido a
placa. Apds lavagem para a remog¢do dos reagentes ndo ligados, a essa placa adiciona-se o
reagente de Ellman's (que contém o substrato para ACh). O produto dessa reagdo
enzimadtica de coloracdo amarela foi lido espectrofotometricamente em absorbancia de 420

nm.

A intensidade da coloracdo determinada espectrofotometricamente em leitora
de ELISA € proporcional a quantidade de rastreador, que é inversamente proporcional a

quantidade do marcador bioquimico livre presente na amostra durante a incubacao.

3.2.5. Determinacao de nitritos e nitratos:
Preparagdo das amostras -

Ap6s a separacdo em coluna de troca anidnica (Spherisorb SAX, 250 x 4,6 mm,
LD, 5 um), na qual duas reacdes seqiienciais ocorrem. A primeira envolve a reducio de
nitrato a nitrito através de uma coluna de cobre contendo cadmio. Na segunda, € feita a

diazotizacdo em acido fosforico 5% e a absorbancia € lida a 540 nm.

As amostras foram diluidas e submetidas a procedimentos de purificagdo.
Amostras de soro sdo desproteinizadas por ultrafiltracdo (filtros Millipore) através de

membranas com massa molecular de corte de 3000 da.
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Purificacdo das amostras -

As amostras de plasma foram purificadas em coluna de troca anib6nica. O
método tem sensitividade de 30 pmol para ambos os anions e a linearidade do método é

observada até 60 nmol para cada anion.
Quantificacao de NO,/NOj por ELISA -

Os nitritos e nitratos sdo produtos finais estdveis da reagdo de NO com oxigénio
molecular. A proporcdo de nitritos e nitratos € varidvel e ndo pode ser determinada
exatamente. Portanto, o melhor indicador da producdo e NO € a soma de nitritos e nitratos.
O "kit" para determinacdo desses marcadores proporcionou um método acurado e
conveniente para a medida da concentracdo total de nitritos e nitratos por meio de um

simples processo, em duas etapas:

Primeira etapa - Determinacdo de nitritos pela reacdo de Griess (redugdo de

nitrato a nitrito, por nitrato redutase) .

Segunda etapa - Para a quantificacdo de nitratos foi necessdrio a conversao
enzimatica prévia de nitratos em nitritos, € a determinacdo da concentracao total de nitritos
presentes na amostra. Subtraindo-se o valor da concentragdo de nitritos presentes na

amostra, previamente quantificada, obteve-se a concentracdo de nitratos presentes.
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Figura 6: Reacdo de Griess (reducdo de nitrato a nitrito)
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3.2.6. Determinacao de GMP ciclico
Purificacdo das amostras -

As amostras de plasma foram extraidas com etanol e o sobrenadante foi
evaporado a seco com jato de nitrogénio. A amostra seca foi reconstituida com solugao

tampao do "kit" de ensaio ELISA, e foi realizado seguindo as instru¢des do fabricante.
Realizacdo do teste -

A partir desse ponto a técnica seguiu conforme descrito para deteccdo de

NO,/NO3, com exce¢do da reagdo de Griess.

A intensidade da coloragdo foi proporcional ao resultado do GMPc rastreador,
que € inversamente proporcional ao resultado do GMPc livre, presente na amostra durante a

incubagdo.
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Figura 7: ELISA (teste de competi¢do): GMP livre e GMP rastreador
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3.2.7. Determinacdo plasmatica de TXB,
Purificacdo das amostras -

A amostras do plasma foram purificadas usando-se colunas de fase reversa Cis
(Waters Co., Milford, MA, USA), e os niveis plasmaticos de TXB, (metabdlito do TXA,)

foram determinados por teste imunoenzimatico - ELISA.
Preparacgdo dos reagentes -

Todos os reagentes foram mantidos a temperatura ambiente antes do inicio da

reacao.

Os tampdes de diluicdo e lavagem foram preparados segundo as instrugdes do
"kit". A curva padrdo, com oito pontos, foi realizada a partir do padrao (10 ng/ml a 0.075

ng/ml).
Realizacdo do teste -

A partir desse ponto a técnica seguiu conforme descrito para deteccdao de

NO,/NO3, com exce¢ao da reagdo de Griess.

A intensidade da coloracdo foi proporcional ao resultado do TXB; rastreador,
que € inversamente proporcional ao resultado do TXB; livre, presente na amostra durante a

incubacao.
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Figura 8: ELISA (teste de competi¢do): TXB; livre e TXB, rastreador
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3.3. ASPECTOS ETICOS
3.3.1. Reembolso

Os voluntarios receberam R$ 20,00 (vinte reais) referentes a cada periodo de
quatro a seis horas de permanéncia no hospital e pelo retorno ap6s 24 horas a titulo de

reembolso pelo gasto dispendido, desconforto causado e gastos com transporte.

3.3.2. Precaucoes especiais e critérios de exclusao

Apesar de ser responsabilidade do médico que acompanha e encaminha o
paciente para este estudo, mulheres foram incluidas no estudo apenas se estivessem
utilizando algum método contraceptivo eficaz (DIU ou contraceptivos orais) ou se tivessem
sido submetidas previamente a procedimento cirdrgico para esterilizagdo. Também
pacientes com anemia de qualquer grau e origem e portadores de distirbios psiquiatricos

ndo foram incluidos neste estudo.

Nao houve qualquer desconforto relatado pelo voluntério, relacionado ou ndo

com a administracdo de suas medicagdes de rotina.

3.3.3. Riscos versus beneficios

O risco deste estudo estava relacionado apenas a vendclise em membro
superior e a retirada de sangue, e €, portanto, muito baixo. Entretanto, pequenos hematomas
locais poderiam ocorrer. A incidéncia de infec¢des no local de vendclise foi muito baixa.
As drogas e doses administradas corresponderam as mesmas prescritas e referidas como

corretamente ingeridas pelo paciente nos ultimos 14 dias.

Os voluntarios foram beneficiados diretamente com a realizacdo deste estudo,
pois tiveram condicdes de conhecer o comportamento dos niveis de sua pressdo arterial,
frente a(s) medicagcao(des) rotineiramente utilizadas, através de sistemas nao invasivos

(MAPA-24 horas e Portapres batimento-a-batimento).
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Além disso, foram submetidos a consulta médica, eletrocardiograma e exames

de laboratdrio gratuitamente, caso nao apresentassem exames recentes.
3.3.4. Confidencialidade

Nenhuma informagdo ou resultado foram divulgados sem o consentimento
escrito do individuo, exceto por solicitagdo de érgdos governamentais ligados a supervisao
de pesquisa clinica no pais. Caso o paciente solicitasse o resultado da resposta pressorica a
terapéutica avaliada, seria encaminhada por escrito, de forma confidencial, ao médico que o

assistiu.

3.3.5. Relatos de efeitos adversos durante o estudo

Nao foram observados efeitos adversos no decorrer do estudo.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrio da média. A
andlise de variancia para medidas repetidas ou amostras independentes foi utilizada para a

andlise das varidveis, conforme a natureza da comparacao (intra ou intergrupos).
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4. RESULTADOS
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Através do ecocardiograma verificamos HVE (alteracdo a nivel do miocéardio)
em pacientes HR. A ecocardiografia tem sido usada para avaliagdo indireta da disfungdo

endotelial em pacientes hipertensos.

Com o objetivo de avaliar alteracdo em nivel dos vasos (remodelamento
vascular), utilizou-se o método de ultrassonografia de carétidas, pelo qual pode-se observar
seu aumento em paciente HR. As caracteristicas clinicas dos grupos estudados encontram-

se expressadas na Tabela 1.

Encontramos niveis plasmaticos inalterados nos marcadores bioquimicos

endoteliais quantificados em pacientes HR.

Nao houve correlagdo entre os marcadores bioquimicos endoteliais e o

remodelamento vascular / miocdrdio em pacientes HR (Graficos 1, 2 e 3).

O aumento da pressao de pulso em pacientes HR provavelmente é conseqii€éncia

de fatores biomecanicos (Grafico 4).

Tabela 1: Pressao de pulso (PP), indice de massa ventricular esquerda (IMVE), fracdo de
ejecdo ventricular esquerda (FEVE) e didmetro VE no grupo Controle (Normotensos) e

grupo hipertensos refratarios (HR).

NORMOTENSOS
(n=15) HR (n=15)
PP (mmHg) 46.0£10.04 61.2+9.08%*
Indice de Massa VE (g/mz) 108.3+17.3 138.3+19.8*
Fracao de Ejecao VE (%) 69.2+4.0 67.315.0
Didmetro VE (mm) 1.041+0.14 1.59+0.22%

*P<0.001

Valores foram expressos em média + DP.
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Grafico 1:

NORMOT. HAL

Determinacdo de nitratos e nitritos no plasma de pacientes com hipertensdao
arterial leve (HAL), hipertensdo arterial resistente (HAR) e em individuos

normotensos (Controle), pelo método ELISA.

Os resultados foram expressos como média + EP.
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GMP (pmolml)

NORMOT. HAL

Grifico 2: Determinagdo de GMPc no plasma de pacientes com hipertensdo arterial leve
(HAL), hipertensdo arterial resistente (HAR) e em individuos normotensos

(Controle), pelo método ELISA.

Os resultados foram expressos como média + EP.
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Grafico 3:

NORMOT. HAL HAR

Determinacdo de tromboxano B, no plasma de pacientes com hipertensao
arterial leve (HAL), hipertensdo arterial resistente (HAR) e em individuos

normotensos (Controle), pelo método ELISA.

Os resultados foram expressos como média + EP.
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Grifico 4: Determinagdo de pressdo de pulso

Os resultados foram expressos como média + EP.
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Os principais resultados do presente estudo foram: 1) A pressao de pulso e as
medidas do didmetro (espessuras) das cardtidas estavam aumentadas nos pacientes com
hipertensao refrataria (HR); 2) As concentragdes plasmdticas de nitrato e nitrito, GMPc e
tromboxano B, foram similares nos trés grupos experimentais pelo método ELISA. Neste
estudo procurou-se esclarecer a probabilidade do NO e o TXB, estarem envolvidos na
fisiopatologia da HR. A respeito do GMPc, esses resultados similares reforcam a idéia de
que a diminui¢do da vasodilatagdo dependente do endotélio é causada pela redugdo da
biodisponibilidade de NO (TADEI et al., 1997). Entretanto, valores similares de
tromboxano B, nos grupos observados, provavelmente refletem limitacdes metodolégicas
de simples dosagens em niveis plasmaticos (DOTEVALL et al., 1992). Essas observacoes
reforcam o papel dos radicais livres de oxigénio como agentes causadores da disfungdo
endotelial e da diminui¢do dos produtos finais no metabolismo do NO (McVEIGHT,
LEMAY, MORGAN, COHN, 1996). Futuros estudos serdo necessdrios para melhor

compreensdo acerca da biodisponibilidade de NO em hipertensos resistentes.

TADEI et al. (1997), assevera que modificacdes do "shear stress" e as
oscilagdes da pressdo de pulso, promovem alteracdes bioquimicas da via L-arginina-NO e
da via dependente da atividade da ciclooxigenase, da atividade pré-inflamatéria e da

proliferacdo das células musculares lisas (MONCADA & HIGGS, 1993).

Apesar da maior severidade dos fatores de risco presentes nos pacientes
envolvidos nesse estudo, os resultados da vasodilatacdo dependente do endotélio foram
semelhantes entre os grupos estudados (HIGASHI et al., 1998). Entretanto, a vasodilatacdao
niao dependente do endotélio estd diminuida em hipertensos ndo controlados (TOLEDO,

2000).

O remodelamento cardiaco e vascular para a hipertensdo € um processo
dindmico e complexo, envolvendo fatores bioquimicos, mecanicos, moleculares e

genéticos.

O processo adaptativo do coragdo, devido a sobrecarga hemodinamica na
hipertensao arterial, relaciona-se diretamente com a massa ventricular esquerda aumentada,

(HUGHES et al., 1993), servindo entdo, como um mecanismo de adaptacdo para
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normalizar a parede estressada (MITCHELL, PFEFFER, PFEFFER, 1997; WENDELHAG
et al., 1991). A massa ventricular esquerda € determinada por multiplos estimulos de sinais
integrados, fundamentalmente, a resisténcia mecanica imposta sobre o coragdo. A
ecocardiografia (TICE et al., 1996), os sistemas de monitoramento BP (GROSSMAN,
JONES, MCLAURIN, 1975), e a técnica da dilatacdo mediada pelo fluxo, tém sido usadas

como instrumento de avaliacdo indireta (nfo invasiva) da disfuncdo endotelial em pacientes

hipertensos (STERGIOPULOS & WESTERHOF, 1988).

A complacéncia arterial total e a resisténcia periférica foram importantes para
nos mostrar que sao somente dois importantes parametros arteriais determinando a pressao
de pulso adrtica (CUSPIDI et al., 1992; ROMAN et al., 1995), a qual reflete uma
predisposicdo marcante de doenca cardiaca coronariana e mortalidade cardiovascular
(CUSPIDI et al., 1996; ROMAN et al., 1996). Neste estudo verificou-se que a pressao de
pulso esteve aumentada em hipertensos resistentes, quando comparada aos controles

normotensos.

Na hipertensdo, os resultados da curva BP (somatéria de um componente
constante), da medida de pressdo arterial (MAPA), e um componente pulsitil (PP),
contribuiram relativamente influenciando, de maneira significativa pela idade e pelo nivel

de pressao arterial, uma das maiores determinantes de PP.

Em individuos jovens a cardtida isobdrica e a rigidez adrtica foram semelhantes
quando comparadas aos controles normotensos; associacdo a qual foi proporcional ao
aumento de MAPA e PP. Em outras faixas etdrias a cardtida isobdrica e a rigidez adrtica
foram reduzidas, indicando altera¢des de pressdo-independente da tenacidade da parede
(BAGUET et al., 2000). Esse aumento desproporcional aumenta a PP acima do MAPA,
mas ndo aumenta o volume de derrame (movimento ritmico). Esse padrdo hemodinamico
foi considerado como uma conseqii€éncia direta dos danos estruturais na parede adrtica
(BAGUET et al., 2000). Entretanto, a administracao aguda de nitroprussiato de s6dio em
doadores exdgenos de Oxido nitrico foi capaz de reverter o aumento da PP (MUIESAN

et al., 1996). Concluiu-se, entdo, que os danos independem da estrutura vascular.
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Dessa forma, a disfuncdo endotelial desempenha um papel importante nas
alteracdes presentes dependentes-NO e como agente vasomotor, responsdveis pelo aumento
no mecanismo da tenacidade aédrtica ¢ na PP (KHATTAR et al, 1997; JIA &
FURCHGOTT, 1993).

Nas duas ultimas décadas tem-se observado um avango nos conhecimentos
acerca do papel fisioldgico das substancias vasoativas derivadas do endotélio. A disfungdo
endotelial € considerada secundaria a exposi¢do cronica da parede dos vasos sangiiineos
devido a pressdo arterial elevada, conseqiiente de hipertensio (DEVEREUX & ROMAN,
1999). Além disso, a avaliacdo do tdnus do endotélio-dependente em pacientes hipertensos

envolve diversos fatores, como o 6xido nitrico e o tromboxano A,

Basicamente, o mecanismo que envolve a disfun¢do endotelial diferencia-se
quanto ao grau hipertensivo, embora a vasodilatagdo dependente-endotélio esteja diminuida
na maioria das formas de hipertensdo. Portanto, esta ndo parece ser a provavel causa da

elevacdo da pressao sangiiinea.

O tratamento da disfun¢do endotelial iniciou-se com uma intensa preocupacao
teraputica. Além disso, os esforcos para caracterizacdo da hipertensdo refratdria
(resistente) constituiram uma importante etapa na pesquisa clinica. Ainda nao temos um
modelo animal apropriado para o estudo dessas disfun¢des. Com isso, a hipertensao

refrataria continua sendo responsdvel pelo alto custo social.

Limitacdes do protocolo usado ndo permitiu concluir sobre a auséncia da
disfuncdo endotelial em hipertensos resistentes, quando dosados em marcadores
bioquimicos endoteliais. Porém, essas alteracdes ainda ndo t€m sido correlacionadas a

concentracdo tecidual (GARIEPY et al., 1993).

Percebe-se, entdo, a necessidade de novas pesquisas clinicas em outros fatores
vasoativos, como a endotelina, o EDFH (fator hiperpolarizante derivado do endotélio) e a

angiotensina II.
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6. CONCLUSOES
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Concluiu-se que nao houve correlacdo entre os marcadores bioquimicos de
funcdo endotelial analisados e o remodelamento vascular / miocardio em pacientes com

HR.

Verificou-se, ainda, aumento na pressdo de pulso nos pacientes com HR
quando comparados com os demais grupos em estudo, provavelmente, conseqiiéncia de

fatores biomecanicos.

Além disso, os pacientes HR tiveram massa do ventriculo esquerdo aumentada.
Com o objetivo de avaliar alteragdo em nivel dos vasos (remodelamento vascular),
utilizou-se o método de ultrassonografia de carétidas, através do qual pode-se observar seu

aumento em paciente HR.

Através do ecocardiograma verificou-se HVE (alteracdo a nivel do miocéardio)
em pacientes HR. A ecocardiografia tem sido usada para avaliacdo indireta da disfungdo

endotelial em pacientes hipertensos.

Os resultados inalterados em niveis plasmaticos de nitritos e nitratos, GMPc e
tromboxano B,, levam a conclusdo de que talvez a potencializacdo das drogas anti
hipertensivas utilizadas pelos voluntdrios estudados, possa ter interferido nos resultados

obtidos.

Outra hipétese seria as alteracdoes endoteliais estarem ocorrendo em nivel
tecidual e ndo a nivel plasmatico, como foi quantificado. Porém, limitacdes do protocolo

ndo permitiu concluir sobre a auséncia da disfuncio endotelial em pacientes com HR.

Além disso, o endotélio é um 6rgdo complexo que envolve diversas maneiras

de acdo na regulacdo do tonus vascular.

Finamente, concluiu-se que serdo necessdrias novas pesquisas clinicas em
outros marcadores vasoativos, tal como a endotelina, fator hiperpolarizante derivado do

endotélio e a angiotensina II.
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7. SUMMARY
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Hypertension is the most important and well established risk factor for
atherosclerosis. The vascular and cardiac remodeling present in refractory hypertensive
patients are related to endothelial dysfunction, a key factor in early atherogenesis and

cardiovascular disease.

The relationship between endothelial function, cardiovascular remodeling and

refractory hypertension is unknown.

We evaluated the left ventricular mass and function, carotid thickness, and
plasma nitrate/nitrite, cyclic 3’-5’-guanosine monophosphate (cGMP), and thromboxane B,
(TXB») levels in refractory hypertensive (RH; n=15) and healthy (CONTROL; n=15)
subjects 22-65 years old. Carotid thickness, left ventricular mass index (LVMI) and left
ventricular fraction ejection (LVFE) were estimated by duplex scan ultrasound.
Nitrates/nitrites (NO,/NO3) were assayed using the Griess reaction, and plasma cGMP and

thromboxane B, were determined by enzymatic immunoassay (ELISA).

Results: LVMI was higher in the RH group (138+20 vs 108+17 g/m?, p<0.001)
but there was no significant difference in the ejection fraction (67+5% vs 69+4%). Pulse
pressure (619 mmHg vs 4610 mmHg) and carotid thickness (1.59+0.22 mm vs 1.0440.14
mm) were significantly higher (p<0.001) in RH patients whereas NO»/NO3;, cGMP and

thromboxane B, plasma concentrations were similar in both groups.

There was no correlation between cardiovascular remodeling and the various

biochemical markers of endothelial function in refractory hypertensive patients.

Summary

95



8. REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

97



ANASTASIOU, E.; MEGAS J.; ATHANASIOS S. - Imparied endotheliun-dependent
vasodilatation in women with previous gestational diabetes. Diabetes Care, 21:

2111-5, 1998.

ANVERSA, P.; RICCI, R.; OLIVETTI, G. - Quantitative structural analysis of the
myocardium during physiologic growth and induced cardiac hypertrophy: a reviw. J

Am Coll Cardiol, 7:1.140-9, 1986.

AUCH-SCHWELK, W.; KATUSIC, Z.S.; VANHOUTTE, P.M. - Thromboxane A,
receptor antagonists inhibit endothelium-dependent contractions. Hypertension, 15:

699-03, 1990.

BAGUET, J.P.; MALLION, J.M.; MOREAU GAUDRY, A.; NOIRCLERC, M.; PEOCH,
M.; SICHE, J.P. - Relationships between cardiovascular remodeling and the pulse
pressure in never treated hypertension. J Hum Hypertens, 14:23-0, 2000.

BAUMANN, R.; BLASS, C.; GOTZ, R.; DRAGON, S. - Ontogeny of Catecholamine and
Adenosine Receptor-Mediated cAMP Signalling of Embryonic Red Blood Cells:
Role of cGMP-Inhibited Phosphodisterase 3 and Hemoglobin. Blood, 94(12): 4.314-
0, 1999.

BENOWITZ, N.L.; FITZGERALD, G.A.; WILSON, M.; ZHANG, Q. - Nicotine effects on
eicosanoid formation and hemostatic function: comparison of transdermal nicotine

and cigarette smoking. J Am Cool Cardiol, 22:1159-67, 1993.

BOULANGER, C.M. - Endothelial dysfunction: a novel therapeutic target. secondary
endothelial dysfunction: hypertension and heart failure. J Mol Cell Cardiol, 31: 39-
49, 1999.

CABLE, D.G.; VINCENT, J.P.; TIMOTHY, O.; HARTZELL, V.S. - Recombinant gene
transfer of endothelial nitric oxide synmthase augments coronary artery relaxations

during hypoxia. Circulation, 9-100(19 Suppl) :1.335-9, 1999.

Referéncias Bibliogrdficas

99



CALVER, A.; COLLIER, J.; VALLANCE, P. - Forearm blood flow responses to a nitric
oxide synthase inhibitor in patients with treated essential hypertension. Cardiovasc

Res, 28:1720-5, 1994.

CASALE, P.N.; DEVEREUX, R.B; MILNER, N. - Value of echocardiographic
measurement of left ventricular mass in predicting cardiovascular morbid events in

hypertensive men. Ann Inter Med, 105:173-8, 1986.

CHEN, C.H.; TING, C.T.; LIN S.J.; HSU,T.L.; HO, S.J.; CHOU, P.; CHANG, M.S.;
O’CONNOR, F; SPURGEON, H. - Which arterial and cardiac parameters best
predict left ventricular mass?. Circulation, 98: 422-8, 1998.

CLARK, B.R. & ENGVALL, E. - Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA):
theoretical and practical aspects. In: MAGGIO, E.T., ed. - Enzyme-immunoassay,

CRC Press, 1980. 196p.

COLLARD, C.D.; AGAH, A.; REENSTRA, W.; BURAS, J.; STAHL, G.L. - Endothelial
nuclear factor-kappaB translocation and vascular cell adhesion molecule-1 induction
by complement : inhibition with anti-human C5 therapy or cGMP analogues.

Arterioscler Thromb Vasc Biol, 19(11): 2623-9, 1999.

COLLIARD, M.; MICHELET, A.; TCHERDAKOFF, P. - Treatment of certain refractory
arterial hypertension with a monoamine oxidase inhibitor. Arch Mal Coeur Vaiss,

74 Spec No:99-106, 1981.

COTORRUELO, J.G.; LLAMAZARES, C.; FLOREZ, J. - Minoxidil in severe and
moderately severe hypertension, in association with methyldopa and chlortalidone.

Angiology, 33(11):710-9, 1982.

CUGINI, P. - Compliance and the chronotherapy of refractory arterial hypertension.
Recenti Prog Med, 88 (10): 463-9, 1997.

CUGINI, P. - The treatability of refractory or resistant hypertension by personalized
antihypertensive chronotherapy based on ambulatory monitoring of the arterial

pressure. Recenti Prog Med, 87(2): 51-7, 1996.

Referéncias Bibliogrdficas

100



CUSPIDI, C.; BOSELLI, L.; BRAGATO, R.; LONATI, L.; SAMPIERI, L,
BOCCIOLONE, M.; LEONETTI, G.; ZANCHETTI, A. - Echocardiographic and
ultrasonographic evaluation of cardiac and vascular hypertrophy in patients whith

essential hypertension. Cardiology, 80: 305-11, 1992.

CUSPIDI, C.; LONATI, L.; SAMPIERI, L.; PELIZZOLI, S.; PONTIGGIA, G
LEONETTI, G.; ZANCHETTI, A. - Left ventricular concentric remodeling and
carotid strutural changes in essential hypertension. J Hypertens, 14: 1441-6, 1996.

DATTILO, J.B.; MAKHOUL, R.G. - The role of nitric oxide in vascular biology
pathobiology. Ann Vasc Surg, 11: 307-14, 1997.

DE CATERINA, R.; BASTA, G.; LAZZERINI, G.; DELLOMO, G; PETRUCCI, R.;
MORALE, M.; CARMASSI, F.; PEDRINELLI, R. - Soluble vascular cell adhesion
molecule-1 as a biohumoral correlate of atherosclerosis. Arterioscler Throb Vasc

Biol, 17(11):2646-54, 1997.

DEVEREUX, R.B. & ROMAN, M.]J. - Left ventricular hypertrophy in hypertension:

stimuli, patterns and consequences. Hypertens Res, 22:1-9, 1999.

DOTEVALL, A.; RANGEMARK, C.; ERIKSSON, E.; KUTTI, J.;, WDAENVIK, H.;
WENNMALN, A. - Cigarette smoking increases thromboxane A, formation without
affecting platelet survival in young helthy females. Thromb Haemost, 68(5):588-
93, 1992.

FROHLICH, E.D. - The heart in hypertension - a 1991 overview. Hypertension,
18(I1I):62-8, 1991.

FURCHGOTT, R.F.; CARVALHO, M.H.C.; KHAN, M.T. - Evidence for endothelium-
dependent vasodilation of resistance vessels by acetylcholine. Blood Vessels,

24:145-49, 1987.

FURCHGOTT, R.F. & ZAWADSKI, J.V. - The obrigatory role of endothelial cells in the

relaxation of arterial smooth muscle by acetylcholine. Nature, 288:373-76, 1980.

Referéncias Bibliogrdficas

101



FURCHGOTT, R.F. & ZAWADSKI, J.V. - Role of endothelium in responses of vascular
smooth muscle. Circ Res, 53:557-73, 1983.

GAASCH, W.H.; LEVINE, H.J.; QUINONES, M.A.; ALEXANDER, J.K. - Left
ventricular compliance: mechanisms and clinical implications. =~ Am J Cardiol,

38:645-53, 1976.

GANDIA, M.C.; REDON, J.; LOZANO, J.V.; MORALES-OLIVAS, F.; RUBIO, E. - An
evaluation of the control of antihypertensive treatment by using ambulatory arterial

pressure monitoring. Med Clin (Barc), 103(9):331-4, 1994.

GARIEPY, J.; MASSONNEAU, M.; LEVENSON, J.; HEUDES, D.; SIMON, A. -
Evidence for in vivo carotid and femoral wall thickening in human hypertension.

Hypertension, 22:111-8, 1993.

GE, T.; HUGHES, H.; JUNQUERO, D.C. - Endothelium-dependent contractions are
associated with both augmented expression of prostaglandin H synthase-I and

hypersensitivity to prostaglandin H, in the SHR aorta. Circ Res, 76:1003-10, 1995.

GIMBRONE, M.; NAGEL, T.; TOPPER, J.N. - Biomechanical activation: an emerging
paradigm in endothelial adhesion biology. J Clin Invest, 99:1809-13, 1997.

GIMBRONE, M.A. - Vascular endothelium in health and disease. In: HABER, E., ed. -
Molecular Cardiovascular Medicine, p.49-61, New York, 1995.

GOLIKORSKY, M.S.; TSUKAHARA, H.; MAGAZINE, H.; ANDERSEN, T.T.; MALIK,
A.V.; BAHOU, W.F. - Determination of endothelin signlling: role of nitric oxide. J
Cell Physyol, 158:485-94, 1994.

GROSSMAN, W.; JONES, D.; MCLAURIN, L.P. - Wall stress and patterns of
hypertrophy in the human left ventricle. J Clin Invest, 56:56-64, 1975.

GROSSMAN, W. - Cardiac hypertrophy: useful adaptation or pathologic processo?. Am J
Med, 69:576-84, 1980.

Referéncias Bibliogrdficas

102



GURGENIAN, S.V.; MIKAELIAN, E.S.; DZHANDZHAPANIAN, A.Z.; BABAIAN,

A.S. - Efficacy of intravenous verapamil in arterial hypertension refractory to three-

step antihypertensive therapy. Cor Vasa, 33(5):397-403, 1991.

HAMAD, A.M. & KNOX, A.J. - Mechanisms Involved in Desensitization of Particulate
Guanylyl Cyclase in Human Airway Smooth Muscle: The Role of Protein Kinase C.
Biochem Biophys Res Commum, 266(1): 152-5, 1999.

HAMBERG, M.; SVENSSON, J.; SAMUELSSON, B. - Thromboxanes: a new group of
biologically active compounds derived from prostaglandin endoperoxides. Proc Natl

Acad Sci, 72:2994-8, 1975.

HAYNES, W.G. & WEBB, D.J. - Contribution of endogenous generation of endothelin-1
to basal vascular tone. Lancet, 344:852-4, 1994.

HAYNES, W.G.; NOON, J.P.; WALKER, B.R.;WEBB, D.J. - Inhibition of nitric oxide
synthesis increases blood pressure in healthy humans. J Hypertens, 11:1375-80,
1993.

HERLITZ, H. et al. - Clinical evaluation of felodipine in patients with refractory
hypertension. Drugs, 34(suppl. 3):151-5, 1987.

HIGASHI, Y.; OSHIMA, T.; SASAKI, N.; ISHIOKA, N.; NAKANO, Y.; OZONO, R
YOSHIMURA, M.; ISHIBASHI, K., MATSUURA, H.; KAJIIYAMA, G. -
Relationship between insulin resistance and endotheliun-dependent vascular

relaxation in patients with essential hypertension. Hypertension, 29:280-5, 1998.

HUGHES, A.D.; SINCLAIR, A.M.; GEROULAKOS, G.; MAYET, J.; MACKAY, J;
SHAHI, M.; THOM, S.; NICOLAIDES, A.; SEVER, P.S. - Structural changes in the
heart and carotid arteries associated with hypertension in humans. J Hum

Hypertens, 7:395-7, 1993.

HUSSAIN, M.B.; HOBBS, A.J.; MAC ALLISTER, R.J. - Autoregulation of nitric oxide-
soluble guanylate cyclase-cyclic GMP signalling in mouse thoracic-aorta. Br J

Pharmacol, 128(5):1082-8, 1999.

Referéncias Bibliogrdficas

103



IMHOLZ, B.P.; LANGE WOUTERS, G.J.; VAN MONTFRANS, G.A. - Pressor effect
of a soccer match (1988 European championship), registered via the Portapres. Ned

Tijdschr Geneeskd, 133: 1127-31, 1989.

IMHOLZ, B.P.M.; LANGE WOUTERS, G.J.; VAN MONTFRANS, G.A.; PARATI, G.;
VAN GOUDOEVER, J.; WESSELING, K.H.; WIELING, W.; MANCIA, G. -

Feasibility of ambulatory, continous 24-hour finger arterial pressure recording.

Hypertension, 21:65-73, 1993.

JIA, L. & FURCHGOTT, R.F. - Inhibition by sulfhydryl compounds of vascular relaxation
induced by nitric oxide and endothelium-derived relaxing factor. J Pharmacol Exp

Ther, 267:371-78, 1993
JOINT NATIONAL COMMITTEE. V Report Arch Intern Med, p.153-4, 1993.

JORGE, P.A.R. - Endotélio, Lipides e Aterosclerose. = Arquivos Brasileiros de
Cardiologia, 2:68, 1997.

KANNEL, W.B. - Historic perspectives on the relative contributions of diastolic and
systolic blood pressure elevation to cardiovascular risk profile. Am Heart J,

138:205:10, 1999.

KANNEL, W.B. - Hypertension as a risk factor cardiac events-epidemiologic results of

long-term studies. J Cardiovasc Pharmacol, 21(Suppl 2):S27-S37, 1993.

KHATTAR, R.S.; ACHARYA, D.V.; KINSEY, C.; SENIOR, R.; LAHIRI, A. -
Longitudinal assotiation of ambulatory pulse pressure with left ventricular mass and

vascular hypertrophy in essential hypertension. J Hypertens., 15:737-43, 1997.

KLEINER, J.P. et al. - The outpatient treatment of refractory hypertension with minoxidil.
South Med, 70(7): 814-7, 1987.

KOSONEN, 0O.; KANKAANRANTA, H.; MALO-RANTA, U.; MOILANEN, E. - Nitric
oxide-releasing compounds inhibit neutrophil adhesion to endothelial. Eur J

Pharmacol, 8-382 (2):111-7, 1999.

Referéncias Bibliogrdficas

104



LAURINDO, F.R.M; PASSAGLIA, R.C.A.; DA LUZ, P.L.; AUGUSTO, O. - Hipertensao
Arterial e Endotélio. in: Sociedade Brasielira de Cardiologia - Departamento de

Hipertensdo Arterial, ed. Hipertensao Arterial, 1:153-66, 1997.

LEE, J.; KIM, S.W.; KOOK, H.; KANG, D.G.; KIM, N.H.; CHOI, K.C. - Effects of L-
arginine on cyclosporin-induced alterations of vascular NO/ cGMP generation.

Nephrol Dial Transplant, 14 (11):2634-8, 1999.
LEVIN, E.R. - Mechanisms of disease: endothelins. N Engl J Med, 333:356-63, 1995.

LI, H.; FORSTERMANN, U. - Nitric oxide in the pathogenesis of vascular disease. J
Pathol, 190:244-54, 2000.

LINDER, L.; KIOWSKI, W.; BUHLER, F.R.; LUSCHER, T.F. - Indirect evidence for
release of endothelium-derived relaxing factor in human forearm circulation in vivo.

Blunted response in essential hypertension. Circulation, 81:1762-7, 1990.

LUSCHER, T.F. & VANHOUTTE, PM. - The endotelium: Modulator of

cardiovascular function. Boca Raton, CRC Press, 1990, 254p.

MANCIA, G.& PARATI, G. - Experience of 24-hour ambulatory blood pressure in
hypertension. Am Heart J, 116:1134-40, 1988.

MANNICK, J.B.; STAMLER, J.S.; TENG, E.; SIMPSON, N.; LAWRENCE, J.; JORDAN,
J.; FINBERG, R.W. - Nitric oxide modulates HIV-1 replication. J Adquir Immune
Defic Syndr, 1-22(1):1-9, 1999.

MCVEIGH, G.E.; BRENNAN, G.M.; JOHNSON, G.D. - Impaired endothelium-
dependent and independent vasodilation in patients with type 2 (non-insulin-

dependent) diabetes mellitus. Diabetologia, 35:771-6, 1992.

MCVEIGH, G.E.; LEMAY, L.; MORGAN, D.; COHN, J.N. - Effects of long-term
cigarette smoking on endothelium-dependent responses in humans. Am J Cardiol,

78:668-72, 1996.

Referéncias Bibliogrdficas

105



MEHTA, J.L. & ROBERTS, A. - Human vascular tissues produce thromboxane as well as
prostacyclin. Am J Physiol, 244:R839-44, 1983.

MEIIA, A.D.; EGAN, B.M.; SCHORK, N.J.; ZWEIFLER, A.J. - Artefacts in measurement
of blood pressure and lack of target organ involvement in the assessment of patients

with treatment-resistant hypertension. Ann Intern Med, 112(4):270-77, 1990.

MITCHELL, G.F.; PFEFFER, J.M.; PFEFFER, M.A. - The heart and conduit vessels in
hypertension. Medical Clinics of North America, 6:1247-71, 1997.

MORENO JUNIOR, H.; CHALON, S.; URAE, A.; TANGPHAO, O.; ABIOSE, AK.;
HOFFMAN, B.B.; BLASCHKE, T.F. - Endothelial dysfunction in human hand veins
is rapidly reversible after smoking cessation. Am J Physiol, 275:H1040-5. 1998.

MUIESAN, M.A.; PASINI, G.; SALVETTI, M.; CALEBICH, S.; ZULLI, R
CASTELLANO, M.; RIZZONI, D.; BETTONI, G.; CINELLI, A.; PORTERI, E.;
CORSETTI, V.; ROSEI-AGABITI, E. - Cardiac and vascular strutural changes:
Prevalence and relation to ambulatory blood pressure in a middle-aged general

population in Northern Italy: The Vobarno Study. Hypertension, 27:1046-52, 1996.

MUSCARA, M.N. & DE NUCCI, G. - Simultaneous determination of nitrite and nitrate
anions in plasma, urine and cell culture supernatants by high-performance liquid
chromatography with post-column reactions. Journal of Chromatography B,

686:157-64, 1996.

NAKAMURA, M. - Peripheral vascular remodeling in chronic heart failure: clinic
relevance and new conceptualization of its mechanisms. J Card Fail, 5(2):127-38,

1999.

OMBONI S. & SMIT A.A.J. - Wieling W. Twenty four hour continous non-invasive finger
blood pressure monitoring: a novel approach to the evaluation of treatment in patients

with autonomic failure. Br Heart J, 3:290-92, 1995.

PANZA J.A.; CASINO, P.R.; BADAR, D.M.; QUYYUMI, A.A. - Effect of increased
availability of endothelium-derived nitric oxide precursor on endothelium-dependent

vascular relaxation in normal subjects and in patientes with essential hypertension.

Circulation, 87:1475-81, 1993.

Referéncias Bibliogrdficas

106



PANZA, J.A.; QUYYUMI, A.A.; BRUSH, J.E. - Abnormal endothelium-dependent
vascular relaxation in patients with essencial hypertension. N Engl J Med, 323:22-7,

1990.

PARATI, G.; MUTTI, E.; RAVOGLI, A.; TRAZZI, S.; VILLANI, A.; MANCIA, G. -
Advantages and disadvantages of non-invasive ambulatory blood pressure

monitoring. J Hypertens, 8:535-8, 1990.

PONTREMOLI, R.; ROBAUDO, C.; GAITER, A. - Long-term minoxidil treatment in
refractory hypertension and renal failure. Clin Nephrol, 1:35-9, 1991.

ROMAN, M.J.; PICKERING,T.G.; SCHWARTZ, J.E.; PINI, R.; DEVEREUX, R.B. -
Association of carotid atherosclerosis and left ventricular hypertrophy. J Am Coll

Cardiol, 25:83-90, 1995.

ROMAN, M.J.; PICKERING, T.G.; SCHWARTZ, J.E.; PINI, R.; DEVEREUX, R.B. -
Relation of arterial structure and function to left ventricular geometric patterns in

hypertensive adults. J Am Coll Cardiol, 28:751-6, 1996.

RUBATTU, S.; LEE-KIRSCH, M.A.; DE PAOLI, P.; GILIBERTI, R.; GIGANTE, B.;
LOMBARDI, B.; VOLPE, M. - Altered structure, regulation, and function of the
gene encoding the atrial natriuretic peptide in the stroke-prone spontaneously

hypertensive Rat. Circ Res, 85 (10):900-5, 1999.

SIMONIESCU, N. - Functions of endothelial cell surface. Annu Rev Physiol, 48: 279-93,
1986.

SINOWAY, L.I.; HENDRICKSON, C.; DAVIDSON, W.R.JR.; PROPHET, S.; ZELIS, R.
- Characteristcs of flow-mediated brachial artery vasodilation in human subjects.

Circ Res, 64:32-42, 1989.

STAMLER, J.S.; LOH, E.; RODDY, M.A.; CURRIE, K.E.; CREAGER, M.A. - Nitric
oxide regulates basal systemic and pulmonary vascular resistance in healthy humans.

Circulation, 89:2.035-40, 1994.

Referéncias Bibliogrdficas

107



STERGIOPULOS, N. & WESTERHOF, N. - Determinants of pulse pressure.
Hypertension, 32:556-9, 1988.

STRAUER, B.E. - Myocardial oxigen consumption in chronic heart disease: Role of wall
stress, hypertrophy and coronary reserve. Am J Cardiol, 44:730-40, 1979.

STRAUER, B.E. - Ventricular function and coronary hemodynamics in hypertensive heart
disease. Am J Cardiol, 44:999-1006, 1979.

SUNG, B.H.; WILSON, M.F.; IZZO Jr, J.L.; RAMIREZ, L.; DANDONA, P. - Moderately
obese, insulin resistant women exhibit abnormal vascular reactivity to stress.

Hypertension, 30:848-53, 1997.

SURKS, H.K.; MOCHIZUKI, N.; KASAI Y. - Regulation of Myosin Phosphatase by a
specific interaction with cGMP-Dependent Protein Kinase Ialpha. Science,

286(5444):1583-7, 1999.

TADDEI, S.; VIRDIS, A.; MATTEI, P.; GHIADONI, L.; FASOLO, C.B.; SUDANO,
L.;SALVETTI, A. - Hypertension causes premature ageing of endothelial function
in humans. Hypertension, 29:736-43, 1997.

The sixth reporter of the joint national comitte on prevention, detention, evaluation and

treatment of high blood pressure (JNC VI). NIH Publication, 98-4080:1-70, 1997.

TICE, F.D.; PETERSON, J.W.; ORSINELLI, D.A.; BINKLEY, P.F.; CODY, R.J.;
GUTHRIE, R.; PEARSON, A.C. - Vascular hypertrophy is an early finding in

hypertension and is related to arterial pressure waveform contour. Am Heart J,

132:621-7, 1996.

TOLEDO, J.C.Y. - Estudo comparativo da reatividade vascular em tabagistas, diabéticos e

hipertensos. Campinas, 2000. [ Tese - Mestrado - FCM UNICAMP]

TRAUB, O. & BERCK, B.C. - Laminar shear stress: mechanisms by which endothelial
cells transduce an atheroprotective force. Arterioscler Tromb Vasc Biol, 18:677-

85, 1998.

Referéncias Bibliogrdficas

108



VAN DER BORNE, P.; NGUYEN, H.; LINKOWSKI, P.; DEGAUTE, J.P. - Sleep quality
and continuous, non-invasive beat-to-beat blood pressure recording. Journal of

Hypertension, 11:1423-7, 1993.

VANE, J.R.; ANGGARD, E.E.; BOTTING, R.M. - Mechanisms of disease: regulatory
functions of the vascular endothelium. N Eng J Med, 323:27-36, 1990.

VANHOUTTE, P.M.; PERRAULT, L.P.; VILAINE, J.P. - Endothelial dysfunction and
vascular disease. In:. RUBANYIL, G.M. & DZAU, V.J., eds. - The endothelium in
clinical practice: source and target of novel therapies. Marcel Dekker, Inc. New
York, Basel, 1997. p. 265-89.

VITA, J.A.; TREASURE, C.B.; NABEL, E.G.; MCLENACHAN, J.M.; FISH, R.D;
YEUNG, A.C.; VEKSTEIN, V.I; SELWYN, AP.; GANZ, P. - Coronary
vasomotor response to acetylcholine relates to risk factors for coronary artery disease.

Circulation, 81:491-7, 1990.

WEISS, H.R.; GONG, G.X.; STRAZNICKA, M.; YAN, L.; TSE, J.; SCHOLZ, P.M. -
Cyclic GMP and cyclic AMP induced changes in control and hypertrophic cardiac
myocyte function interact through cyclic GMP affected cyclic-AMP. Can J Physiol
Pharmacol, 77(6):422-31,1999.

WENDELHAG, I; GUSTAVSSON, T.; SUURKULA, M.; BERGLUND, G
WIKSTRAND, J. - Ultrasound measurement of wall thickness in the carotid artery:
fundamental principles and description of a computerized analyzing system. Clin

Physiol, 11:565-77, 1991.

WESSELING, K.H.; JANSEN, J.R.C.; SETTELS, J.J.; SCHREUDER, J.J. - Computation
of aortic flow from pressure in humans using a nonlinear, three-element model. J

Appl Physiol, 74:2.566-73,.1993.

WHITE, N.J.; RAJAGOPALAN, B.; YAHAYA, H.; LEDINGHAM, J.G. - Captopril and
frusemid in severe drug-resistant hypertension. Lancet, 2(8186):108-10, 1980.

Referéncias Bibliogrdficas

109



YAKOVLEVITCH, M. & BLACK, H.R. - Resistant hypertension in a terciary care clinic.
Arch Intern Med, 151:1.786, 1991.

ZATZ, R. & BAYLIS, C. - Chronic nitric oxide inhibition model six years on.
Hypertension, 32:958-64, 1998.

ZWISSLER, B.; KEMMING, G.; MERKEL, M.; WOLFRAM, G.; KLEEN, M.; HABLER
O.; HALLER, M.; BRIEGEL, J. - Response to Inhaled Nitric Oxide (NO) is not
Associated with Changes of Plasma cGMP Levels in Patients with Acute Lung
Injury. Eur J Med Res, 22:4(11):463-7, 1999.

Referéncias Bibliogrdficas

110



9. ANEXOS

111



ANEXO 1

Envolvimento do Endotélio na resposta vascular em portadores de hipertensdo arterial

resistente

Data:

Carta dos direitos do voluntdrio em pesquisa médica

Os individuos que participam em pesquisa médica adquirem certos direitos.

Estes direitos incluem:

a) Informacdes e explanacgdes a respeito:

e dos procedimentos, aparelhos e drogas a serem utilizados;

da natureza e proposta da pesquisa;

e de possiveis desconfortos e riscos que eventualmente possam ocorrer ou

estarem sujeitos;
e de possiveis beneficios advindos da pesquisa;

e outras alternativas de tratamento que possam lhe ser vantajosas;

da evolucao da pesquisa e dos resultados referentes a si proprio’;
b) encaminhamento a tratamento médico caso complicagdes ocorram;
c) fazer questdes a respeito dos experimentos ou procedimentos envolvidos;

d) ser instruido de que o consentimento para participar do estudo pode ser
retirado a qualquer momento, inclusive sem justificativas, sem prejuizo do

tratamento/seguimento do voluntario por parte da instituicdo de saide;
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e) receber uma copia deste consentimento datada e assinada pelo pesquisador

responsavel ou seus auxiliares autorizados para tal;

f) consentir ou ndo em participar do estudo sem qualquer coer¢dao ou outro tipo

de influéncia por parte de elementos envolvidos na pesquisa.

Assinatura do voluntario Data

Assinatura do investigador
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ANEXO 2

Consentimento Informado

Vocé estd convidado a participar de um estudo para investigar porque certos
portadores de hipertensdo arterial (HA) ndo obtém reducdo da pressdo arterial, mesmo
tomando corretamente as medicacdes prescritas pelo médico. Sdo chamados pacientes com

HA resistente.

Vocé pode se canditar a participar do estudo se obtiver a autorizagdo do médico

que o (a) assiste, trazendo a receita médica e respectivos medicamentos que vem tomando.

Se vocé decidir participar do estudo, o Dr. Heitor Moreno Junior ou outros
médicos da equipe descreverdo detalhadamente o estudo a vocé. Vocé€ permanecerd no
Setor de Ecocardiografia do HC - UNICAMP, durante a manha do estudo (por 6 horas) e

nao poderd fumar, tomar ché ou café, derivados de Coca-Cola durante todo este periodo.

Se vocé é mulher em idade reprodutiva, tem que estar usando anticoncepcional
(pilula ou DIU) por pelo menos 3 meses antes do estudo, ou ter sido submetida a cirurgia de
esterilizacdo. Isto é para que se tenha certeza de que voc€ ndo estd gravida e ndo ficard
gravida durante todo o estudo. Vocé deve também estar ciente de que mesmo o mais efetivo

dos métodos anticoncepcionais tem um pequeno risco de permitir a gravidez.

Enquanto participando deste estudo, vocé ndo deve tomar parte em outro

projeto de pesquisa sem a aprovacgdo dos pesquisadores envolvidos nos estudos.

Durante a permanéncia no hospital, vocé ficard deitado em um divd com um
dos bragos confortavelmente apoiado em um suporte de espuma. Imediatamente apds tomar
suas medicagdes habituais, um "butterfly" n° 21 (agulha de inje¢do) serd colocado em uma
veia da mdo ou brago para coletas de sangue (12 amostras de 10 ml cada uma, durante as 6
horas). Um aparelho de pressao arterial serd colocado em torno do seu dedo da mao direita
e outro aparelho em torno do braco esquerdo para medidas de pressdo arterial e de

freqiiéncia cardiaca, além da monitorizagdo eletrocardiografica.
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Ap6s o periodo de 6 horas, vocé poderd alimentar-se (exceto café, cha e Coca-
cola) e de ambular normalmente, retornando ao lar, mas apresentando-se novamente ao
Ambulatério na manha seguinte, para retirada do monitor de pressdo arterial (bragco) e
realizacdo da ultima coleta de sangue. Os riscos deste estudo sdo exclusivamente da pungdo
venosa com agulha, j4 que a quantidade de sangue total retirada corresponde a cerca de
40% do coletado em uma doacdo de sangue, e as drogas administradas serdo
obrigatoriamente as mesmas prescritas pelo médico que o (a) acompanha. Pequenos

hematomas podem ocorrer quando da pun¢do venosa. Infec¢do local € muito infreqiiente.

A urina serd coletada durante 24 horas de estudo nas mic¢des espontaneas. O
volume total de sangue a ser coletado durante o periodo total de estudo ( 3 meses) ndo sera

superior a 200 ml.

E esperado que esse estudo e seus resultados contribuam para um melhor
conhecimento sobre a participacdo da disfungdo endotelial em pacientes com hipertensao

resistente.

Os voluntarios serdo beneficiados diretamente com a realizacdo desse estudo,
pois terdo condi¢des de conhecer o comportamento dos niveis de pressdo arterial frente a(s)
medicacdo(des) rotineiramente utilizadas, durante 24 horas, através de sistemas nao

invasivos.

Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas cientificas,
ndo revelard a sua identidade, entretanto, 6rgdaos governamentais ligados a satde, podem

solicitar informacdes a respeito da pesquisa e identidade dos voluntérios nela envolvidos.

Assinatura do voluntario Data

Assinatura do investigador ou testemunha
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Vocé receberda ao término do estudo a quantia de R$ 20,00 ( vinte reais).
Qualquer questdao a respeito do estudo ou de sua satde deve ser dirigida ao Dr. Heitor
Moreno Junior (telefone: 3788-7185, ramal 228), do Departamento de Farmacologia da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. Teremos satisfacdo em esclarecé-la. O

telefone da Comissdo de Etica em Pesquisa da FCM/ UNICAMP é: 3289-8656.

Todos os tipos de tratamento ou diagnéstico médico, experimental ou nao,
envolvem algum risco de prejuizo a satde. O estudo serd realizado em ambiente hospitalar
(HC/UNICAMP). Portanto com os recursos disponiveis para atendimento de possiveis

emergencias.

A SUA ASSINATURA EM CADA PAGINA DESTE DOCUMENTO SIGNIFICA
QUE:

e VOCE LEU E ENTENDEU AS INFORMA COES ACIMA

e VOCE DISCUTIU O ESTUDO COM O INVESTIGADOR PRINCIPAL E/OU
SUA EQUIPE;

e VOCE DECIDIU PARTICIPAR DO ESTUDO COM BASE NAS
INFORMA COES FORNECIDAS;

o UMA COPIA DESTE CONSENTIMENTO FOI DADA A VOCE.

Assinatura do voluntario Data

Assinatura do investigador ou testemunha.
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ANEXO 4

Tabela A: Caracteristicas clinicas dos grupos Controle e HR

CONTROLE
(Normotensos) HR (n=15)
(n=15)

Idade (anos) 43.3+12.1 52.849.7
Peso corpéreo (kg) 76.5+18.4 88.7120.5
Altura (cm) 168.2+7.2 169.7+6.4
IMC (kg/m?) 2740.6 30+0.6
PAS (mmHg) 126.4+12.8 159.3£10.1
PAD (mmHg) 80.4%4.1 106. 7£7.5
FC (bpm) 79.8+£12.6 76.3£15.0
Glicemia (mg/dl) 89.6+11.2 103.7£14.2
Hb Glicosilada (total Hb%) 7.1+0.7 7.02£0.1
Colesterol total (mg/dl) 215.6£34.2 199.24+30.9
Triglicérides (mg/dl) 168.20£71.9 162.4+74.7

Os valores encontram-se expressos em média + DP.
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ANEXO 5

Tabela B: Determinacdo plasmdtica dos marcadores bioquimicos endoteliais:
nitrato/nitrito, TXB, e GMPc nos dois grupos estudados

CONTROLE

(Normotensos) HR (n=15)

(n=15)

Nitrato/nitrito (M) 98+18 82+12
Tromboxano B, (pg/ml) 422+70 456129
GMPc (pmol/ml) 2.1+£0.3 1.940.3

Os resultados encontram-se expressos em média + DP.
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ANEXO 6

Tabela C: Pressao de pulso (PP), indice de massa ventricular esquerda (IMVE), lefracao de

ejecao VE (FEVE) e diametro de cardtidas em pacientes normotensos e hipertensos

resistentes
CONTROLE
(Normotensos) RH (n=15)
(n=15)

PP (mmHg) 46.0+£10.04 61.249.08*
IMVE (g/m?%) 108.3£17.3 138.3£19.8%*
FEVE (%) 69.2+4.0 67.315.0
Diametro médio de carédtidas (mm) 1.0410.14 1.59+0.22*

*P<0.001

Os resultados encontram-se expressos em média + DP.
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Abstract

Background: Hypertension is the most important and well established risk
factor for atherosclerosis. The vascular and cardiac remodeling present in refractory
hypertensive patients are related to endothelial dysfunction, a key factor in early
atherogenesis and cardiovascular disease. The relationship between endothelial function,
cardiovascular remodeling and refractory hypertension is unknown. Methods: We
evaluated the left ventricular mass and function, carotid thickness, and plasma
nitrate/nitrite, cyclic 3’-5’-guanosine monophosphate (cGMP), and thromboxane B, (TXB,)
levels in refractory hypertensive (RH; n=15) and healthy (CONTROL; n=15) subjects 22-
65 years old. Carotid thickness, left ventricular mass index (LVMI) and left ventricular
fraction ejection (LVFE) were estimated by duplex scan ultrasound. Nitrates/nitrites
(NO,/NO3) were assayed using the Griess reaction, and plasma cGMP and thromboxane B,
were determined by enzymatic immunoassay (ELISA). Results: LVMI was higher in the
RH group (138420 vs 108+17 g/m?, p<0.001) but there was no significant difference in the
ejection fraction (67+5% vs 69+4%). Pulse pressure (6119 mmHg vs 46+10 mmHg) and
carotid thickness (1.59+0.22 mm vs 1.04£0.14 mm) were significantly higher (p<0.001) in
RH patients whereas NO,/NO3;, cGMP and thromboxane B, plasma concentrations were

similar in both groups.

Conclusion: There was no correlation between cardiovascular remodeling and

the various biochemical markers of endothelial function in refractory hypertensive patients.

Key words: Resistant hypertension, endothelium, cardiac hypertrophy, pulse pressure and

biochemical markers.
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Introduction

Hypertension increases the risk of atherosclerosis and premature cardiovascular
disease'”. In addition, patients with uncontrolled hypertension have an increased risk of
stroke, myocardial infarction, congestive heart failure and renal failure’. Refractory
hypertension (RH) is a concern in primary care and represents a significant portion of
referrals to tertiary clinics, with an stimated prevalence of up to 18%"°. RH is resistant to at
least three classes of antihypertensive drugs, including diuretics, with all of them at almost

high doses’. Recent studies have included chronotherapeutic criteria®’.

Cardiovascular remodeling in systemic hypertension is explained mostly by

10,11

hemodynamic factors > . Systemic hypertension induces changes in the left ventricular

geometry, which may eventually lead to left ventricular hypertrophy (LVH), an important

1214 Ultrasound studies of conduit vessel

risk factor for cardiovascular complications
structure have revealed dilation and intimal-medial thickening in the aorta, carotid, and
femoral and radial arteries in patients with hypertension'~'®. Ultrasonography is a reliable
and reproducible technique which allows measurement of the intima-media thickness (IMT)
and of the luminal diameter of carotid arteries'”’. Several studies have shown that the
relationship between cardiac remodeling and carotid lesions in systemic hypertension is
independent of the blood pressure’' . Of the BP parameters related to cardiac and arterial

remodeling, pulse pressure (PP) appears to have an important role** 2.

In this study, we compared the degree of cardiac and vascular remodeling in
healthy subjects and patients with refractory hypertension. We also assayed the plasma
levels of nitrates/nitrites as a measure of nitric oxide synthase activity and quantified
plasma cyclic 3',5'-guanosine monophosphate (cGMP, a second messenger of NO) and

thromboxane B, (TXB,, the stable breakdown product of TXA,).
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Methods
Study participants
The volunteers for this study were:

Control group- 15 healthy subjects with no familial history of coronary artery
disease and arterial hypertension (blood pressure < 140/90 mmHg), who were also non-

hypercholesterolemic, non-diabetic and non-smokers.

Refractory hypertensive group- 15 subjects with uncontrolled essential
hypertension who were recruited from diagnosed cases at our outpatient clinic. Patients
with secondary forms of hypertension, cardiac and/or cerebral ischemic vascular disease,
impaired renal function, or other major pathologies were excluded from the study. In
accordance with current legislation, all patients were aware of the investigational nature of
the study and gave their written informed consent before participating. This study was

approved by the Institutional Committee for Ethics in Research.

Experimental procedure

All studies were initiated at 8a.m., after an overnight fast, with the subjects

lying supine in a quiet, air-conditioned room (22°-24°C).

Study protocol

Blood samples were collected into tubes containing EDTA for the measurement
of resting nitrate/nitrite, cGMP, and thromboxane B levels. Determination of the stable end
products (nitrate/nitrite) of NO radical degradation is frequently used as a marker for nitric
oxide synthase activity. The assay used was based on the determination of nitrite in the
Griess reaction. Nitrate was measured as nitrite after enzymatic conversion by nitrate
reductase as described by Green et al ®”. Plasma cGMP and thromboxane B, levels were
quantified using a commercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, Cayman
Chemical Co., Ann Arbor, MI, USA). The plasma was separated by centrifugation and

stored at —20°C until assayed. Prior to being assayed, the plasma samples were extracted
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with ethanol and the supernatants were evaporated to dryness under a stream of nitrogen.
The dried samples were reconstituted with ELISA buffer and assayed according to the

manufacturer's instructions.

Left ventricular (LV) dimensions of all subjects were obtained by the same
sonographer using an ATL HDI System (Advanced Technology Laboratories, Seattle, WA,
USA) with a 2.5 MHz transducer, in accordance with the standard recommendations of the
American Society of Echocardiography. LV wall thickness was calculated as the average of
interventricular septal and posterior wall thicknesses. Left ventricular mass (LVM) was
calculated from the 2-D guided M-mode echocardiogram. LV end-systolic and end-

diastolic volumes were calculated by the Teichholz method.

We also measured on-line diameter from frozen, digitized images of the right
and left common carotid arteries and recorded the carotid intimal-medial thickness (IMT)
of the anterior and posterior walls using a 7 MHz linear array transducer and high definition

imaging with an ATL HDI System.

All images were recorded on videotape and analyzed by two observers who did

not know the identity of the subjects.

Statistical analysis

Descriptive data were expressed as the mean values £ SD. The sample size was
calculated for a power of 0.80. Statistical comparisons were done using analysis of
variance, and the least significant difference test was used to determine significant
differences between the groups. Multiple comparison tests were used when appropriate. A p

value < 0.05 was considered to indicate significance.
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Results

The clinical characteristics of the two groups are shown in Table 1. There was

no difference between two groups.
Biochemical parameters

There were no differences between the plasma nitrate/nitrite, cGMP and TXB2

levels of the two groups studied (Table 2).

Discussion

Pulse pressure and carotid thickness measurements were higher in refractory
hypertensive (RH) patients whereas NO,/NO;, cGMP and thromboxane B, plasma

concentrations were similar in both groups.

The cardiac and vascular remodeling to hypertension is a complex dynamic
process, with mechanical, molecular, genetic, and biochemical factors involved®’. Left
ventricular mass (LVM) is determined by integrated signaling of multiple stimuli, including
the mechanical loads imposed on the heart. Elevated blood pressure, the easiest index of
arterial load to measure, is a well-recognized cause of increased LVM28, and serves as an
adaptive mechanism to normalize wall stress®~". Systolic and diastolic pressure, and hence
pulse pressure, are determined by the complex interaction of the heart and the arterial and
venous systems31. Total arterial compliance and peripheral resistance are apparently the

32,33

only two important arterial parameters which determine aortic pulse pressure” ", one of the

strongest predictors of coronary heart disease and cardiovascular mortality>*.

In hypertension, the blood pressure curve results from the summation of a
steady component ( mean arterial pressure, MAP) and a pulsatile component (PP)*. The
relative contributions of these two components is influenced by age, particularly by the
level of arterial stiffness, one of the major determinants of PP*°. In young individuals with
RH, isobaric carotid and aortic rigidities are similar to those of normotensive controls37, in
association with proportional increases in MAP and PP*. In older individuals, isobaric

carotid and aortic rigidities are reduced, indicating pressure-independent alterations of the
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stiffness of wall material38, with a disproportional increase of PP over MAP, but no
increase in stroke volume. This hemodynamic pattern is usually considered a direct
consequence of structural changes within the aortic wall****. However, acute administration
of the NO-donor sodium nitroprusside reverses the increase in PP*’, independent of
structural vascular changes. Thus, endothelial dysfunction plays a major role in vasomotor

and NO-dependent alterations, and is responsible for the increased aortic stiffness and pp¥.

Abnormalities in endothelial function are considered to be secondary to the
chronic exposure of blood vessel walls to the elevated arterial pressure resulting from
hypertension. The evaluation of endothelium-dependent tone in hypertensive patients has
involved several mediators, including NO and TXA,. The mechanisms underlying this
endothelial dysfunction vary from one form of hypertension to another. Although
endothelium-dependent vasodilation is impaired in most forms of hypertension, this is not

likely to be the cause of elevated blood pressure.

The treatment of endothelial dysfunction a novel therapeutic target in clinical
conditions such as hypertension. The relatively low prevalence of endothelial dysfunction41
and the fact that there is currently no adequate animal model of such dysfunctions, means
that refractory hypertension has a high cost benefit ratio. Echocardiography and BP
monitoring systems have been used for non-invasive morphological and functional
assessments of endothelial dysfunction in hypertensive patients. Biochemical markers have
also been used to evaluate hypertensive states . In this study, we tested the hypothesis that
NO and/or TXA2 could be involved in the pathophysiology of RH. The plasma levels of
these mediators were unaltered in RH. On the other hand, PP was higher in resistant
hypertensives than in normotensive controls. The limited number of parameters assessed
here does not us to be categorical about the absence of endothelial dysfunction in RH, since
plasma biochemical markers have been found not to correlate with their tissue
concentrations. As the endothelium is a complex organ involving several pathways acting
on the regulation of vascular tone, other vasoactive factors such as endothelin, endothelial-
derived hyperpolaryzing factor (EDFH) and angiotensin II would need to be assessed

inthese patients.
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Conclusion

In conclusion, these results show that there was no correlation between the
biochemical markers assessed and myocardial/vascular remodeling in refractory

hypertensive patients.
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