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A Hipertensao arterial refrataria (HAR) € definida, de acordo com o Seventh Joint
National Committe (JNC VII), quando os niveis presséricos permanecem acima de
140 mm Hg para pressdo arterial sistdlica € 90 mm Hg para pressdo arterial diastolica,
mesmo sob uso de trés ou mais classes de anti-hipertensivos, incluindo um diurético em
dose plena e os demais anti-hipertensivos em doses submdximas a despeito de boa adesao

ao tratamento ndo-farmacoldgico e farmacoldgico.

A fisiopatologia da hipertensdo arterial, inclusive a refrataria, ¢ complexa, sendo modulada
por diversos fatores interligados: sistema nervoso autonomo, musculo liso vascular
(endotélio-6xido nitrico) e rins, além do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),
entre outros. Desta forma, a fisiopatologia da HA € assumida como poligé€nica e

heterogénea, com contribui¢ao importante do ambiente (multifatorial).

Entre as muitas adaptagdes sofridas pelo organismo para suportar a sobrecarga cronica de
pressdo encontra-se a hipertrofia ventricular esquerda (HVE) e o remodelamento vascular.
Os resultados do Framingham Heart Study demonstraram de forma inequivoca o valor
prognéstico da deteccdo de hipertrofia ventricular esquerda na estratificacdo de risco para
doenca cardiovascular, morbidade e mortalidade. A avaliacdo da espessura intima - média
das paredes anterior e posterior da cardtida, utilizando ultra-som de alta resolugdo,
vem sendo usado na detec¢do precoce de remodelamento vascular e como marcador

precoce de aterosclerose.

A produgdo endotelial de NO € a maior contribuinte do relaxamento da musculatura lisa
vascular. A inabilidade de liberacdo de NO ou disfun¢do endotelial, pode ser avaliada de
forma ndo invasiva, quantificando-se a resposta da artéria braquial ao estimulo mecanico
como a resposta a manobra de compressdo/descompressdao da artéria braquial ou ap0s
estimulo farmacoldgico de substancias vasodilatadoras, como a nitroglicerina, cuja agdo €

direta sobre a musculatura lisa vascular.

Uma abordagem genética permite investigar a participacdo dos polimorfismos de base
unica dos genes (SNP) que codificam os componentes do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, tais como, o polimorfismo I/D da enzima conversora da angiotensina e a
variante M235T do angiotensinogénio ¢ o polimorfismo Glu-Asp do gene para sintase

endotelial do 6xido nitrico em pacientes com hipertensao arterial refrataria.
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Foram estudados, 220 individuos, dos quais 70 eram hipertensos refratirios (HAR),

80 responsivos a tratamento farmacoldgico (HT) e 70 individuos controles (CT).

Os objetivos do presente estudo foram: 1) caracterizar e analisar comparativamente perfil
clinico, demografico, antropométrico e bioquimico de pacientes com HAR, HT e CT;
2) avaliar a massa do ventriculo esquerdo (HVE), a espessura intima - média (EIM) das
carétidas e quantificar a reatividade vascular, visando identificar alteragdes morfoldgicas e
funcionais cardiovasculares; 3) analisar marcadores genéticos (SNP) dos genes do AGT,
da ECA e da eNOS, visando esclarecer mecanismos basicos de controle da PA, incluindo a
identificacdo de predisposicao individual a HAR; 4) avaliar a associa¢cdo dos polimorfismos
da AGT, ECA e eNOS, com as alteracdes morfoldgicas e funcionais cardiovasculares.

Os principais resultados do presente estudo mostraram: a) semelhante prevaléncia de
individuos nio caucasianos e caucasianos, aumento do indice de massa corporal,
elevacdo da concentragdo sérica de aldosterona, da atividade plasmdtica da renina e da
excrecdo urindria de sédio em pacientes com HAR; b) presencga de alteracdes morfologicas
caracterizadas por HVE e aumento da EIM das carétidas (remodelamento cardiovascular)
e alteracdes funcionais qualificadas como alteracdo da vasodilatacdo dependente (VMF)
e ndo dependente do endotélio; c) elevada prevaléncia do genétipo T/T do polimorfismo
M235T do gene para angiotensinogénio e do gendtipo Glu-Glu para eNOS nos pacientes
com HAR, ambos em correlacdo estatisticamente significante com alteracdes morfoldgicas

e funcionais cardiovasculares.

Os resultados deste trabalho permitem concluir que: HAR tem distribuicdo étnica
equivalente e que apresentam fatores associados como: aumento do IMC e hiperatividade
do sistema renina-angiotenisna-aldosterona; fenétipos intermedidrios caracterizados por
remodelamento cardiovascular (HVE e aumento da EIM das cardtidas) e alteragcdes
funcionais representadas pela disfun¢do vascular dependente e ndo-dependente do

endotélio, estdo envolvidas na expressao fenotipica de pacientes com HAR e HT.

O genotipo T/T do polimorfismo do gene para AGT e o Glu-Glu da eNOS t€m maior
prevaléncia em pacientes com HAR, contudo somente o genétipo TT do polimorfismo para
AGT apresenta correlacdo com alteragdes estruturais e funcionais cardiovasculares.
Enquanto, os gendtipos Glu-Glu e Glu-Asp se correlacionam somente com alteracdes

funcionais.
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Refractory hypertension (HAR) is defined, according to the Seventh Joint National
Committee (JNC VII), when the systolic arterial pressure remains above 140 mmHg and
the diastolic arterial pressure above 90 mmHg even when taking three or more classes of
anti-hypertensive agents including full-dose of a diuretic and the other agents at sub
maximum doses with good compliance to both non-pharmacological and pharmacological

treatments.

The pathophysiology of arterial hypertension, including refractory hypertension,
is complex; it is modulated by several interlinked factors including the autonomic nervous
system, vascular smooth muscles (endothelium-nitric oxide) and kidneys, as well as the
renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS). Thus the pathophysiology of arterial
hypertension is considered polygenic and heterogeneous with significant involvement of

the environment (multifactorial).

Among the many changes suffered by the organism to cope with the chronic pressure
overload are left ventricular hypertrophy (LVH) and vascular remodeling. The results of the
Framingham Heart Study unequivocally demonstrated the prognostic value of detecting left
ventricular hypertrophy in the stratification of risk for cardiovascular disease, morbidity
and mortality. Assessment of the intimae-media measurement of the anterior and posterior
walls of the carotid artery utilizing high-resolution ultrasound is being used for the early

detection of vascular remodeling and as an early marker of atherosclerosis.

The endothelium production of NO is the greatest contributor to vascular smooth muscle
relaxation. Inability to release NO or endothelial dysfunction can be non-evasively
evaluated by measuring the brachial arterial response to mechanical stimuli such as the
response to a compression/decompression maneuver or after pharmacological stimulus
using vasodilator agents, including nitroglycerine which acts directly on the vascular

smooth muscle.

An approach using genetics allows the investigation of the participation of
Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) which code to components of the
renin-angiotensin-aldosterone system which include the I/D polymorphism of the

angiotensin-conversion enzyme gene (ACE), the M235T angiotensinogen gene

Abstract
liii



polymorphism (AGT) and the Glu-Asp endothelial nitric oxide synthase gene
polymorphism (eNOS) in patients with refractory hypertension.

A total of 220 individuals were studied including 70 patients with refractory hypertension
(HAR), 80 responsive to pharmacological treatment (HT) and 70 control subjects (CT).
The objectives of this study were: 1) to characterize and comparatively analyze the clinical,
demographic, anthropometric and biochemical profile of the HAR, HT and CT individuals;
2) to evaluate the left ventricle mass (LVH), the intimae-media thickness (IMT)
of the carotid arteries and measure the vascular reactivity aiming at identifying
morphological and cardiovascular functional alterations; 3) analyze the SNP genetic
markers of the AGT, ACE and eNOS genes aiming at elucidating the basic control
mechanisms of arterial pressure including identifying the individual predisposition to HAR;
4) to evaluate the association of the AGT, ECA and eNOS polymorphisms with the

morphological and cardiovascular functional changes.

The main results of the current study showed: a) similar prevalence in non-Caucasian and
Caucasian individuals, increases in the body mass index, elevations in the serum
aldosterone concentrations, the plasma renin activity and of the sodium urine excretion in
patients with HAR; b) the presence of morphological changes characterized by LVH,
an increase of the IMT of the carotid arteries (cardiovascular remodeling) and functional
changes such as endothelial dependent and independent vasodilation; c) a higher prevalence
of the TT genotype of the M235T ATG gene polymorphism and of the Glu-Glu genotype
of the eNOS gene in patients with HAR.

In conclusion HAR has an ethnically equivalent distribution and presents associated factors
such as: an increase in the body mass index and hyperactivity of the RAAS; intermediary
phenotypes characterized by cardiovascular remodeling (LVH and an increase of the IMT
of the carotid arteries) and functional alterations represented by endothelial-dependant and

independent vascular dysfunction, are involved in the phenotypic expression.

The TT genotype of the AGT gene polymorphism and the Glu-Glu of eNOS gene have a
higher prevalence in patients with HAR, however only the TT genotype of the AGT gene
polymorphism is associated with both structural and functional cardiovascular alterations.

The Glu-Glu and Glu-Asp genotypes have correlations with functional alterations alone.
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1- Consideracoes Gerais

A hipertensdo arterial (HA) destaca-se como maior fator de risco independente
relacionado a doenca cardiovascular (DCV); (Multiple Risk Factor Intervention Trial
Research Group, (1990; KANNEL, 1993) e permanece como o maior fator de risco
modificavel, apesar do importante avango no conhecimento da sua fisiopatologia e
disponibilidade de métodos efetivos para o seu tratamento. Atualmente,
nos Estados Unidos, aproximadamente um milhdo de mortes por ano ¢ atribuido a doengas
cardiovasculares (DCV) [National Center For Health Statistics, 2002], (KANNEL, 1996;
MININO et al., 2002). Dessas, 51% sao provocadas por doenga arterial coronariana (DAC),
27% sao devido a outras doencas cardiacas, incluindo a insuficiéncia cardiaca (ICC),
16% ocasionadas por acidente vascular cerebral (AVC), 4% por doengas vasculares
periféricas e os 2% restantes por outras situacdes morbidas associadas a doenca

cardiovascular (KANNEL, 1996; LEWINGTON et al., 2002).

As complicagdes diretas da hipertensdao arterial chamadas de complicagdes
“mecanicas” incluem o acidente vascular cerebral hemorrdgico, a hipertrofia ventricular
esquerda, a nefro esclerose e a disseccdo da aorta toracica. As complicacdes indiretas
relacionadas a “aterosclerose” incluem a doenga arterial coronariana obstrutiva, a doenga
vascular cerebral isquémica, e a doenga arterial obstrutiva de carotidas e extremidades,
responsaveis pela alta morbidade e mortalidade cardiovascular delas decorrentes.
Tanto a hipertensdo arterial sistélica como a diastdlica, 1abil ou fixa em qualquer faixa
etaria de ambos 0s sexos, esta associada a elevada incidéncia de acidente vascular cerebral
e doenga arterial coronariana: cinco vezes maior do que em adultos normotensos da mesma

faixa etaria (KANNEL, 1999).

2- Conceituacao, Prevaléncia e Diagnostico da Hipertensao Arterial

A pressdo arterial (PA) ¢ uma caracteristica quantitativa altamente variavel
(PARATI et al., 1998). Em estudos populacionais a PA tem distribuicdo normal com

discreto desvio para direita, ocorrendo, correlagdo continua e positiva entre niveis
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pressoricos e risco de DCV (AVC, infarto agudo do miocardio [[AM] e ICC), doenga renal
e mortalidade mesmo na faixa de normotensdo (CUTLER, 1996; KANNEL, 1999).
Esta correlacdo ¢ mais marcante com a pressao arterial sistolica (PAS) que com a pressao
arterial diastolica (PAD). Entretanto, ndo ha nivel especifico de PA que determine o inicio
das complicagdes cardiovasculares ou renais, uma vez que, a definicdo de HA ¢ arbitraria,
mas  necessaria  por  razdes  praticas de  diagnostico e  tratamento

(LEWINGTON et al., 2002).

O diagnostico de HA ¢ feito quando as médias em duas ou mais tomadas da
PAS em duas visitas consecutivas ¢ maior ou igual a 140 mmHg ou quando as médias em
duas ou mais tomadas da PAD em duas visitas consecutivas ¢ maior ou igual a 90 mmHg e
HA sistdlica isolada quando a PAS ¢ maior al40 mmHg e a PAD menor que 90 mmHg
(IV Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial, (2004). A base necessaria para avaliagao
da HA ¢ a acuracia da mensuracdo da PA (BEEVERS er al., 2001a; BEEVERS et al.,
2001b; O'BRIEN et al., 2001a; O'BRIEN et al., 2001b).

Individuos com PA normal alta mantém médias pressoricas acima da média
populacional e apresentam maior risco para desenvolvimento definitivo de HA e eventos
cardiovasculares que a populacdo em geral. Utilizando estas defini¢des, estima-se que
24% da populacdo adulta americana seja hipertensa. Ocorrendo uma variacdo proporcional
com a raga; (32,4% - Afro-Americanos; 23,3% - Brancos e 22,6% - México - Americanos),
idade (ocorrendo maior elevagdo da PAD até os 55-60 anos e da PAS nas popula¢des mais
idosas, variagcdes geograficas sdo freqiientes, sendo mais prevalentes no sudeste dos EUA),
sexo (HA ¢ mais prevalente em homens, a menopausa parece abolir esta diferenca) e nivel
socio-econdmico, o qual ¢ um indicador de estilo de vida e estd inversamente relacionado a
prevaléncia, morbidade e mortalidade devido a HA (QURESHI et al, 2005).
A prevaléncia exata da hipertensdo arterial no Brasil ndo ¢ conhecida. De acordo com os
dados disponiveis, a prevaléncia varia de 14% a 47%; entretanto, esses estudos
restringiram-se a determinadas regides. (DE LOLIO, 1990; FREITAS et al, 2001;
FUCHS et al., 1994).
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2.1- Fatores associadas a elevacao da PA

Hipertensdo arterial primaria ¢ definida como sendo a elevagdo da PA,
na qual causas de HA secunddria estdo ausentes. HA primaria responde por 95% dos casos
de hipertensdo arterial. E freqiientemente indicado que a HA primaria nio tem causa
conhecida. Esta afirmativa ¢ parcialmente verdadeira, porque temos algumas informagdes
sobre variagdes genéticas ou genes que estdo supra ou sub-expressos, como os fenotipos
intermediarios que regulam os sistemas renina angiotensina-aldosterona, sistema nervoso
simpatico, endotélio vascular, os sistemas renais calicreina-cininas e canais tubulares de
sodio que estdo envolvidos na fisiopatogénese da HA (LUFT, 1998). Outros fatores que
aumentam a PA incluem: obesidade, resisténcia insulinica, ingestdo de alcool, aumento da
ingestdo de sodio (principalmente em pacientes sensiveis a sal), idade, sedentarismo,

estilo de vida, estresse emocional e baixa ingestdo de potassio e calcio.

Variagdes da PA podem ser geneticamente determinadas e sdo denominadas
variagOes hereditarias da PA. Entretanto, ndo se tem conhecimento de quais sdo os genes
responsaveis por esta variacao, sabemos de estudos com familias que a PA pode variar
desde niveis baixos de PA até hipertensdo grave. Por outro lado, fatores que elevam a
PA como obesidade, ingestdo de alcool e excesso de sal sdo denominados de fatores
hipertensogénicos. Alguns desses fatores sdo hereditarios, comportamentais e ambientais.
O padraio de PA herdado pode ser considerado o nucleo sobre o qual,
fatores hipertensogénicos causam elevagdo da PA acima dos valores hereditariamente
determinados criando situagdes como as seguintes: pacientes com PA Otima
(<120/<80 mmHg), quando submetidos a um ou mais destes fatores apresentaram elevagado

da PA para niveis <135/<85 mmHg mantendo-se ainda, dentro da variagdo normal.

Por outro lado, em pacientes com PA hereditariamente determinada em torno de
130/85 mmHg, adigdo de um ou mais fatores hipertensogénicos elevara a PA a valores de
pré-hipertensao 130-139/85-90 mmHg ou a estagio 1 (PA 140-159/90-99 mmHg).
Todavia, partindo de um nivel de PA na categoria pré-hipertensdo a adi¢do desses fatores
elevara a PA para valores >140/>90 mmHg. Finalmente, pacientes com hipertensdo arterial
em estagio 1 ou 2 apresentando um ou mais fatores hipertensogénicos adicionais passaram

para estagio 2 ou 3 respectivamente (CARRETERO e OPARIL, 2000) (Figura 1).
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Otima  Normal Limitrofe HA-1 HA-II HA-III

OpPASIPAD
B Fator de risco CV

PAS= pressdo arterial sistolica; PAD= pressdao arterial diastélica; CV= cardiovascular;

HA= hipertensdo arterial. (Adaptado de CARRETERO e OPARIL, 2000).

Figura 1- Interacdo entre fatores de risco cardiovascular e pressdo arterial (PA) basal.

Teoricamente, uma populacdo nao afetada por fatores hipertensogénicos,
mostrard uma PA com distribuicdo normal alongada para direita com base estreita,
ou seja, menor variancia. Quando um fator hipertensogénico ¢ adicionado a esta populagdo,
como aumento da massa corporal, uma modificagdo serd o maior alongamento da curva
para a direita e, conseqlientemente, a base e a varidncia serdo maiores, tornado a curva
suave. Se um segundo fator hipertensogénico for adicionado ao excesso de peso,
como a ingestdo de alcool, a curva ficarda mais alongada para a direita, a variancia

aumentara e um maior nimero de individuos serd caracterizado como hipertenso (Figura 2).
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Figura 2- Interagdo entre fatores genéticos e ambientais e sua relacdo com a pressdo

arterial (PA) (Adaptado de CARRETERO e OPARIL, 2000).

Descobrir as variagdes genéticas que determinam o deslocamento da curva da
PA para a esquerda ou direita tem importancia tedrica e pratica e pode auxiliar no
tratamento da HA (PHILLIPS, 1999). O reconhecimento de fatores hipertensogénicos como
obesidade, resisténcia insulinica ou ingestdo de alcool, incluem importantes componentes
genéticos. Além disso, existem interagdes entre fatores genéticos e ambientais que
influenciam os fenotipos intermedidrios como a atividade do sistema nervoso simpatico,
o sistema renina angiotensina-aldosterona, os sistemas renais calicreina-cininas e os fatores
endoteliais, os quais por sua vez influenciam outros fatores intermedidrios como a excre¢ao
de sodio, a reatividade vascular e a contratilidade miocardica. Estes e outros fendtipos
intermediarios determinam a resisténcia vascular periférica total e o débito cardiaco e,

conseqiientemente, a PA (OPARIL et al., 2003).
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2.2- Hipertensao arterial refrataria

A hipertensdo arterial resistente ou refrataria (HAR) ¢ uma sindrome sem
definicdo universalmente aceita, sendo a real prevaléncia também muito variavel
(ALDERMAN et al., 1988; GIFFORD, 1988b; KAPLAN, 1995; LESHEM et al., 2002).
Alguns estudos sugerem variagdes em torno de 3% em programas de controle de HA
cuidadosamente estruturados; outros alcangam até 29% em institui¢des de atendimento
terciario especializado no tratamento de HA (CALHOUN et al., 2002; GARG et al., 2005;
KAPLAN, 2005). Desta forma, a prevaléncia de HAR varia de acordo com a populagao
estudada e as ferramentas diagndsticas e terapéuticas utilizadas. Apesar da diversidade de
agentes farmacoldgicos disponiveis para o tratamento da hipertensdo arterial, o relatorio do
National Health Nutrition Education Survey (NHANES III) (QURESHI et al., 2005)
revelou que somente 27% da populacdo americana de adultos hipertensos tém a PA
controlada (niveis <140/90 mmHg). A maioria (73%), que deveria estar controlada,
ndo atinge as metas recomendadas pelos consensos (CHOBANIAN et al., 2003).
Uma explicagdo para resultados tdo desapontadores estaria relacionada a sua natureza
multifatorial. Entretanto, apesar da prescricdo adequada de dois ou mais agentes
anti-hipertensivos e acompanhamento apropriado em centros de tratamento especializado
em hipertensdo arterial, um expressivo niimero de hipertensos ndo alcanga esses objetivos,

sendo considerados refratarios.

A defini¢do atual de HAR fornecida pelo JNC VI (CHOBANIAN et al., 2003),
considera aquela em que, apos duas consultas consecutivas, os valores pressoricos
mantém-se acima de 140 mmHg para PAS e 90 mmHg para PAD, a despeito de tratamento
nao farmacologico e farmacolodgico triplice, instituido incluindo diurético em pacientes que

tiveram adesdo plena ao tratamento dietético e medicamentoso.

A resisténcia a terapia anti-hipertensiva, ¢ usualmente multifatorial.
Entretanto, erro diagnostico (pseudo-hipertensdo) e descumprimento da prescricdo médica
(ndo adesdo) sdo fatores que tém um papel importante na caracterizagdo da HAR.
Excluidas as causas secundéarias de HA e co-morbidades como obesidade, tabagismo,
etilismo, apnéia do sono, além de combinagdes inadequadas de farmacos anti-hipertensivos

e ou subdosagens dos mesmos, outras causas devem ainda ser investigadas.
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Por exemplo, a expansdo do volume plasmatico como mediador da resisténcia a terapia
(ALPER e CALHOUN, 1999; FROHLICH, 1988; GIFFORD, 1988a; TYKARSKI, 2005;
VIDT, 2003).

Assim, mesmo afastadas todas as causas de pseudo-resisténcia, a HAR ¢
freqiiente na pratica clinica e permanece sendo um desafio para a medicina.
Na chamada pseudo-hipertensdo, ha discordancia entre os valores pressoricos obtidos na
avaliacdo com manguito braquial (os quais se encontram elevados) e os registrados de
forma invasiva, através de cateterismo intra-arterial (invariavelmente menores).
As causas mais comuns associadas a esta situagdo sdo: ateromatose arterial difusa e ou
hiperplasia da camada média das artérias (ZUSCHKE e PETTYJOHN, 1995).
A manobra de Osler pode ser realizada como primeira triagem. Consiste em insuflar o
manguito braquial acima da PAS e palpar simultaneamente a artéria radial que permanece
como um corddao endurecido e ndo compressivel, caracterizando a manobra de Osler
positiva (MESSERLI e al, 1985). E discutivel sua real validade no diagndstico de
pseudo-hipertensdo. Outras manobras podem ser realizadas. Dispositivos ndo-invasivos de
mensuracdo da PA podem ser utilizados (ZWEIFLER e SHAHAB, 1993).
Destes, os equipamentos que usam métodos oscilométricos apresentam maior aproximagao
com os valores obtidos de forma invasiva por cateterismo intra-arterial, auxiliando na
diferenciacdo entre pseudo-resisténcia ou pseudo-hipertensdo e HAR verdadeira

(ERNST e BERGUS, 2002).

2.2.1- Adesdo ao tratamento

A adesdo ao tratamento ¢ definida como o grau de obediéncia do paciente a
prescricdo e as instrugdes médicas. Isto €, como o paciente cumpre as recomendagdes
médicas, em termos de tomar a medicagdo prescrita, seguir a dieta, realizar mudangas no
estilo de vida e comparecer as consultas médicas, coincidindo com a orientagdo médica

estipulada (HORWITZ e HORWITZ, 1993).

Viérios fatores exercem influéncia na adesdo do paciente ao tratamento
anti-hipertensivo. Entre eles, aqueles relacionados: 1- ao paciente: sexo, idade, etnia,

estado civil, escolaridade e nivel socioecondmico; 2- a doenca: -cronicidade,
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auséncia de sintomas e ou conseqiiéncias tardias; 3- a habitos de vida e culturais:
a percepcdo da seriedade do problema, ignoradncia, experiéncia com a doenga,
contexto familiar conceito saude-doenca e auto-estima; 4- ao tratamento: custo, efeitos
colaterais, esquemas terapéuticos complexos e qualidade de vida; 5- aos aspectos
institucionais: politica de saude, acessos ao servi¢o publico, distancia, tempo de espera e
tempos de atendimento (BANE et al, 2006); 6. aos membros da equipe de saude que
assistem o hipertenso, especialmente, a relacdo médico-paciente que constitui fator de
grande importdncia na adesdo do hipertenso ao tratamento (GAVRAS, 2001).
Desta forma, o controle inadequado da PA pode estar relacionado a falta de adesdo,
um simples, mas importante determinante do tratamento anti-hipertensivo ¢ ndo a
refratariedade, devendo, portanto, ser minuciosamente avaliado e excluido na

caracterizagdo da HAR.

2.2.2- Hipertensdo arterial refrataria e prescricdo inadequada de farmacos

anti-hipertensivos

Uma revisdo de HAR, realizada em centro tercidrio de atendimento médico por
Yakovlevitch e Black da Universidade YALE (YAKOVLEVITCH e BLACK, 1991)
mostrou que a dosagem sub-terapé€utica de anti-hipertensivos foi a causa mais freqiiente de
resisténcia ao tratamento medicamentoso (43% dos casos). A otimiza¢do das doses destes
medicamentos, e particularmente o uso de diuréticos por via oral, permitiu controlar a PA
dos pacientes referendados como refratarios. Demonstrou-se, desta forma, que existe certa
relutdncia por parte dos clinicos em prescrever diuréticos em doses apropriadas,
a despeito das evidéncias, mostrando a importancia do controle do fluido extracelular e do
volume sangiiineo no tratamento da HA. Alguns pacientes sdo especialmente suscetiveis a
determinados medicamentos, manifestando efeitos colaterais que levam a intolerancia ao
farmaco e abandono do tratamento, sendo eventualmente rotulados como hipertensos

refratarios.

Introdugdo

64



2.2.3- Interacdes com drogas

Os antiinflamatorios  ndo-esteroidais causam retengdo de  sodio,
aumento da volemia, inibicdo dos efeitos das prostaglandinas vasodilatadoras em nivel
renal e aumento da resposta vasoconstritora aos hormonios vasopressores e, desta forma,
elevam a PA. Alguns estudos de metanalise demonstraram que os antiinflamatorios elevam
a PA média em aproximadamente 4 a 5 mmHg. Apenas a aspirina ndo participa desta
importante interacdo medicamentosa (POPE er al, 1993). Os contraceptivos orais
provocam HA duas a trés vezes mais freqlientemente em mulheres que os usam
(DONG et al., 1997; LUBIANCA et al., 2003), especialmente em obesas e tabagistas.

A suspensao do uso desses medicamentos normaliza a PA em alguns meses.

O uso de cocaina e anfetamina deve ser considerado em todos os pacientes que
se apresentam nas unidades de emergéncia com problemas relacionados a hipertensdo
arterial (BRECKLIN et al., 1998). A intoxicagdo aguda por anfetamina ¢é similar aquela da
cocaina, porém, mais prolongada podendo durar vérias horas. Em pacientes em uso de
beta-bloqueadores, a anfetamina ocasiona aumento paradoxal da PA, bem como
vasoconstricdo coronariana, devido a exagerada estimulacdo das catecolaminas sobre os

alfa-receptores adrenérgicos nao bloqueados (LANGE et al., 1990).

As aminas simpatomiméticas, substancias vasoativas como fenilpropanolamina,
efedrina e oximetazolina, presentes em descongestionantes nasais, quando usados por
periodos prolongados podem causar aumento da PA ou interferir com a a¢do das drogas
anti-hipertensivas. Os efeitos das aminas simpatomiméticas resultam da atividade agonista
alfa-adrenérgica pela estimulacdo direta de receptores adrenérgicos, e indireta pela

facilitacdo da liberacdo de noradrenalina dos estoques neuronais (BRAVO, 1988).

Os antidepressivos triciclicos antagonizam os efeitos hipotensores das drogas
bloqueadoras adrenérgicas (p.e., guanetidina) por impedirem a captacdo dessas drogas
anti-hipertensivas em terminagdes nervosas adrenérgicas. Interagdes similares também sao

observadas com clonidina e metildopa (ESLER et al., 1995).
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A ciclosporina tem efeito conhecido sobre a PA com relatos de
desenvolvimento de hipertensdo arterial em 50 a 70% dos pacientes transplantados.
Vasoconstri¢do renal e diminui¢do da excrecdo de dgua sdo observadas em pacientes com
HA induzida pela ciclosporina. Os corticoides promovem retencdo de sal e dgua e HA

volume dependente, por apresentarem atividade mineralocorticdéide (TALER et al., 1999).

2.2.4- Condigdes associadas

Desde o inicio do século XX, estudos epidemioldgicos tém demonstrado
associacdo entre HA ¢ consumo de alcool, sendo considerada uma causa comum de
elevacdo reversivel da PA. A contribuicdo do alcool sobre a prevaléncia de HA na
populagdo varia de acordo com a quantidade ingerida e da populacdo em estudo.
O consumo de doses maiores que 30 ml de etanol por dia estd relacionado a aumento da
pressao arterial (CUSHMAN, 2001). Os efeitos do 4alcool sobre a PA,
aparentemente ndo sao mediados por alteracdes estruturais, € sim por mudangas vasculares
funcionais reversiveis, com participacdo do sistema nervoso simpatico, substincias
vasoativas e alteracdes do transporte celular de eletrolitos. A resisténcia a terapia
anti-hipertensiva também tem sido relacionada ao consumo de alcool, por interferéncia

direta sobre os efeitos das drogas hipotensoras ou associadas a pseudo-resisténcia

ocasionada pela ma adesdo ao tratamento observada em  alcodlatras

(THADHANI et al., 2002).

O ato de fumar um cigarro causa elevagao transitoria da PA, sendo a durac¢ao do
efeito na elevagao dos niveis pressoricos influenciada pelo numero de cigarros consumidos
por dia. Estudos experimentais em humanos e animais t€ém demonstrado que o mecanismo
pelo qual o tabagismo promove estas alteracdes estd associado ao efeito da nicotina sobre a
liberagdo de catecolaminas neuronais e das supra-renais, os quais aumentam a freqiiéncia
cardiaca, volume sistolico, contratilidade miocardica, promovem vasoconstri¢ao sistémica e

aumento de fluxo para musculatura esquelética.
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A nicotina atua sobre o eixo hipotalamo-hipdfise estimulando a secre¢ao do
fator  liberador de  corticotrofina, aumenta os niveis de  endorfina,
horménio  adreno-corticotréfico (ACTH) (BENOWITZ e JACOB, 1984),
vasopressina e corticosterdides proprocionalmente a concentracdo plasmatica alcangada
(BANG et al., 2000). Outro importante efeito da nicotina sobre o sistema cardiovascular ¢
relacionado a alteragdo da fun¢do endotelial demonstrada em estudos de complacéncia
venosa de veia dorsal da mao em tabagistas (MORENO et al, 1998).
Também a administragdo de nicotina transdérmica (adesivos) em ndo tabagistas ou
tabagistas de grau leve pode causar disfungcdo endotelial (SABHA et al., 2000;
TANUS-SANTOS et  al., 2001; YUGAR-TOLEDO et al, 2004).
Desta forma, o tabagismo estd associado a elevacdo persistente da pressdo arterial e
aumento da variabilidade pressorica (BENOWITZ et al., 2002; HALIMI et al., 2002;
YUGAR-TOLEDO et al., 2005b). Por outro lado, os efeitos da terapia anti-hipertensiva
com betabloqueadores encontram-se  atenuados em  hipertensos  tabagistas

(MATERSON et al., 1988).

Estudos experimentais e clinicos t€m demonstrado que o excesso de peso eleva
a PA. O mecanismo exato pelo qual a obesidade provoca esta alteragdo ndo esta totalmente
esclarecido. Sabe-se que obesidade estd associada a aumento do débito cardiaco, resisténcia
vascular periférica e fluxo sangiiineo regional, que promovem expansdo do volume
extracelular e alteracdo da funcdo renal, manifestada por alteragdo da curva
pressdo/natriurese e retencao renal de sodio. Inicialmente, por um aumento da reabsorgao
tubular na fase inicial da obesidade, e posteriormente, secundaria a lesao glomerular com
perda de fungdo (HALL, 1997; HALL et al., 2001). Outro importante fator ¢ a atividade
plasmatica da renina que estd aumentada em obesos, independente da retengdo de sodio e
aumento do volume extracelular. O papel da angiotensina II é refor¢ado pela eficacia
observada no tratamento de jovens obesos hipertensos com inibidores da enzima

conversora de angiotensina (ROCCHINI, 2002).

Pacientes obesos com hipertensdo de dificil controle, também exibem maior
grau de resisténcia insulinica, obesidade centripeta e hipertrofia das fibras

musculo-esqueléticas quando comparados a hipertensos bem controlados pareados por
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idade, sexo e indice de massa corporal (HALL et al., 1994). Isto sugere que a hipertrofia do
musculo liso dos vasos de resisténcia induzida pela insulina seja responsdvel pelo aumento
da resisténcia vascular periférica em pacientes obesos com resisténcia a insulina e HA.
Finalmente, a obesidade e a hiperinsulinemia bloqueiam a efetividade das drogas
anti-hipertensivas, contribuindo desta maneira para resisténcia ao tratamento

medicamentoso da HA.

A apnéia obstrutiva do sono deve ser considerada como causa de HAR em todo
paciente obeso que apresenta episodios de apnéia durante o sono. Tem sido documentado,
que mais de 40% dos pacientes com HAR sdo portadores de apnéia obstrutiva do sono nao
diagnosticada (SILVERBERG et al., 1997). A monitorizagao ambulatorial da PA (MAPA)
mostra que estes pacientes ndo apresentam descenso noturno com a variacdo do ritmo
circadiano e a monitorizacdo do sono confirma a presenca de varios episodios de apnéia e
hipéxia durante o sono caracterizando o quadro (SMITH et al, 1996).
As alteragdes hemodinamicas agudas que ocorrem durante a apnéia obstrutiva do sono
incluem: hipertensdo sistémica e pulmonar, aumento da pré-carga ventricular esquerda e

direita, e diminui¢do do débito cardiaco.

2.2.5- A importancia da sobrecarga volémica

Um dos principais fatores determinantes da PA e da composi¢do aquosa do
corpo ¢ o equilibrio entre a ingestdo oral e a excrecdo renal e perda extra-renal,
regulados pelo sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), peptideo natriurético
atrial (PNA) e os receptores atriais e renais de pressio (LARAGH, 2001).
A sobrecarga de volume que acompanha um balango positivo de sddio corporal representa
uma importante causa de HAR. Virias situacdes comuns estdo associadas a esta condigdo,
como por exemplo, a excessiva ingestdo de sal levando a elevacdo da PA em pacientes
hipertensos recebendo medicacdo anti-hipertensiva. Quando a sobrecarga de volume ¢
provavel, a avaliacdo da excre¢@o de sddio na urina de 24 h nos permite descartar uma falsa

restricdo salina informada pelo paciente.
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2.2.6- Hipertensao arterial secundaria

A resisténcia ao tratamento anti-hipertensivo em pacientes com boa adesdo
chama a atencdo para o diagndstico de HA secundaria. Entre as vérias causas de HA
secundaria existentes e descritas na literatura (AKPUNONU et al., 1996),
as mais freqiientemente encontradas em servigos de atendimento especializado sao descritas

abaixo.

A estenose da artéria renal que ¢ a causa tratavel mais comum de HA
secundaria, deve ser suspeita diagnostica em hipertensos com histéria de recente comeco,
ou hipertensos que nio respondem a um tratamento que anteriormente controlava a PA.
O renograma com captopril e o ultra-som Doppler de artéria renal sdo procedimentos de
boa sensibilidade para deteccdo de estenose da artéria renal de grau importante.
A angio-ressonancia apos injecao de gadolinio tem sido indicada para visualizacdo da aorta
e das artérias renais, reservando-se a angiografia para estudos com indicac¢ao de intervencao

transluminal com ou sem implante de endopréteses (KLONER ez al., 2002).

Atualmente, admite-se que o hiperaldosteronismo primério seja responsavel por
cerca de 5-15% dos casos de HA secundéria. Entretanto, mais de 30% dos pacientes com
hiperaldosteronismo primario apresentam HAR, muitos deles sem hipopotassemia
(STOWASSER et al., 2001). As duas principais causas de hiperaldosteronismo primario
sdo a hiperplasia adrenal idiopatica (HAI) e o adenoma produtor de aldosterona,
sendo maior a prevaléncia de hiperplasia adrenal idiopatica entre homens (propor¢do 4:1),
negros ¢ apos a sexta década de vida. Adenomas sdo mais comuns em mulheres
(proporcao de 2:1), entre 30-50 anos de idade. A concentracdo plasmatica de aldosterona
(CPA) e a relagdo entre a CPA e a atividade da renina plasmatica (ARP) sdo testes uteis
para triagem, mas ndo selam o diagnostico. O diagnostico ¢ feito através da quantificacao
da aldosterona urinaria de 24h. A tomografia computadorizada com contraste, apesar de util
ndo detecta cerca de 50% dos adenomas, sendo a dosagem de aldosterona da veia
supra-renal considerada o padrdo-ouro para determinar a lateralidade da doenca
(RAYNER, 2002). O tratamento ¢ cirargico nos casos de adenoma,
e essencialmente clinico nos casos de hiperplasia (YOUNG, 2002).
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O feocromocitoma ¢ um tumor de origem neuroectodérmica com localizacao
predominantemente supra-renal, podendo também se localizar em tecidos cromafins
(origem simpdtica extra-adrenal 10%, dos casos denominados paragangliomas).
Estes tumores sdao encontrados em todas as idades e em ambos o0s sexos,
e sdao mais comumente diagnosticados na quarta e quinta década de vida.
A HA, pode apresentar-se como crises paroxisticas, porém em aproximadamente metade
dos casos manifesta-se como HAR. As manifestacdes laboratoriais inespecificas incluem:
hiperglicemia, acidose latica, hipopotassemia (secundéaria a diarréia), hipercalcemia,
aumento dos acidos graxos livres circulantes, policitemia devido ao aumento da producao
de eritropoietina pelas células tumorais, aumento das transaminases, enzimas pancreaticas e
cardiacas como resultado de grave vasoconstricdo e isquemia. O diagnostico definitivo
estabelecido pela demonstracdo de niveis elevados de catecolaminas urindrias epinefrina e
norepinefrina e também pela elevagdo dos niveis plasmaticos de dopamina
(BRAVO, 2002). Os métodos de localizagdo do feocromocitoma incluem tomografia
computadorizada, ressonidncia magnética nuclear, cintilografia e mapeamento com
metaiodobenzilguanidina. (MIBG) (PACAK et al, 2002). O tratamento definitivo ¢
cirargico (WALTHER, 2002).

3- Aspectos Genéticos da Hipertensao Arterial

As evidéncias demonstrando que a PA ¢ geneticamente determinada,
vém de estudos de correlagdo de niveis pressoricos entre parentes, como por exemplo,
o coeficiente de correlacao para PA entre gémeos monozigdticos, que ¢ aproximadamente
75%; enquanto, este coeficiente de correlacdo para irmdos ndo gémeos ¢ aproximadamente
25% (FEINLEIB et al., 1977). Estes valores indicariam uma importante influéncia de
genes nos niveis pressoricos sangiiineos, entretanto, outros fatores estdo envolvidos,
de forma que, entre parentes do mesmo grau de relacionamento genético existem diferencas
significantes em relacdo a PA. Assim, o coeficiente de correlagdo entre gémeos dizigdticos
e de irmdos ndo gémeos que tém similaridade genética, ¢ de 50% em ambos os casos.
Da mesma forma, a correlagdo entre pais e descendentes que tem 50% do material genético,

o coeficiente de correlagdo ¢ usualmente menor que o encontrado entre irmaos.
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Estas diferencas sao imputadas a fatores nao genéticos como os fatores ambientais (BIRON

etal., 1976; LONGINI et al., 1984).

Dessa forma, a heranca na HA ¢ complexa, assumida como poligénica e
heterogénea (envolve constelacdes diferentes de genes em pessoas diferentes),
com contribuicdo importante do ambiente (multifatorial). (HARRAP, 1994;
KIM, H. S. et al., 1995).

Os recentes estudos de biologia molecular permitiram definir algumas causas
genéticas com  caracteristicas Mendelianas de  hipertensdo  arterial como:
hiperaldosteronismo responsivo a corticdides, sindrome de Liddle (excesso aparente de
mineralo-corticoide)  (SHIMKETS et al, 1994), sindrome de  Gordon
(pseudo-hipoaldosteronismo tipo I) (ARNOLD e HEALY, 1969); sindrome de Gitelman,
sindrome de Barter, doenga renal policistica e outras (LIFTON, 1996; LIFTON et al., 1992;
LIFTON et al., 2001; RISCH, N., 1990; SIMON, D. B. et al, 1996a;
SIMON, D. B. et al., 1996b, SIMON, D. B. et al., 1996c). Estas sindromes sao
freqiientemente indistinguiveis e heterogéneas em nivel molecular. Uma enorme variedade
de mutacdes em genes particulares, ou mesmo mutacgdes de outros genes, podem resultar no
mesmo quadro clinico. Mutagdes no DNA podem provocar efeitos sobre a atividade
enzimatica, transporte e sinalizagdo celular transmembrana, convergindo para manifestagao
fenotipica usualmente semelhante (LUFT, 1998; SHIMKETS e LIFTON, 1996;
WILLIAMS, G. H., 1994).

A identificagdo de variacdes de genes (alelos) que contribuem para o
desenvolvimento de HA ¢ complicada, pelo fato de dois fenotipos que determinam pressao
arterial, o débito cardiaco e a resisténcia periférica estarem controlados por fenotipos
intermediarios incluindo atividade do sistema nervoso simpatico, SRAA, sistemas renais
calicreina-cininas e fatores endoteliais, os quais por sua vez influenciam outros fatores
intermediarios como a excre¢ao de sodio, a reatividade vascular e a contratilidade
miocardica (WILLIAMS, J. D. e COLES, 1994). Além disso, esses fenotipos

intermediarios sdo também controlados por mecanismos complexos incluindo o préprio

Introdugdo

71



nivel de PA. Desta forma, existem muitos genes que podem participar no desenvolvimento

da HA.

A localizagdo de regides no DNA responsaveis por determinado fenotipo ¢
facilitada pela identificagdo de marcadores polimoérficos ou seqiiéncias de DNA em
localizagdes especificas no genoma que podem variar individualmente, definindo diferentes
alelos. O termo polimorfismo ¢ utilizado para referir-se a uma série de variagdes genéticas
estaveis presentes ao menos em 1% da populagdo. Polimorfismos genéticos ocorrem devido
a substituicdo de uma base nitrogenada (nucleotideo), inser¢ao ou delecao de seqiiéncias de
DNA e finalmente por variagdes do numero de repetigdes de bases nitrogenadas em
tandem. O tipo mais comum de polimorfismo ¢ o chamado polimorfismo de nucleotideo
unico (single nucleotide polymorphism - SNP). O polimorfismo de nucleotideo tnico ¢
resultado da substituicdo de um Unico par de bases da seqiiéncia de DNA, sendo o tipo mais
comum de variagao genética inter-individual. Estima-se que um polimorfismo em um unico

nucleotideo (pontual) ocorre em cada 1.000 pares de bases.

O genoma completo possui 3 a 10 milhdes de polimorfismos de base Unica,
destes, aproximadamente 1-1,5 milhdes foi caracterizado pelo consorcio internacional de
detec¢do de polimorfismos de base unica (SACHIDANANDAM et al, 2001).
Muitas destas alteracdes estao presentes em seqiiéncias de DNA que ndo sao codificadoras,
as quais correspondem a 90% do DNA total. Assim, apenas uma minoria dos

polimorfismos pontuais pode ser detectada dentro dos genes.

Os polimorfismos de base unica, presentes nas seqiiéncias de DNA que sdo
codificadores (chamados “coding SNP”’) podem produzir alteragdes se o cddigo genético
for modificado ocasionando uma substituicdo de um aminoacido resultando em uma
modificacdo quantitativa na estrutura da proteina (¢ na sua funcdo) ou alteragdo da
expressao da proteina quando o polimorfismo ocorre na regido promotora
(SUNYAEV et al., 2001). Por outro lado, alguns polimorfismos posicionados tanto em
seqiiéncias reguladoras como nos introns, podem afetar a transcrigdo aumentando ou
diminuindo essa transcrigdo. Devido a redundancia da cadeia genética,

determinados polimorfismos nao resultam em qualquer efeito (RISCH, N. J., 2000).
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4- Endotélio

Os vasos sanguineos estdo revestidos internamente por uma camada ténue de
células denominado ‘endotélio’. Esta membrana constitui um verdadeiro Orgdo
multifuncional, essencial ~ para  fisiologia  cardiovascular  normal,  pois,
quando disfuncionante, passa a ser um fator critico na fisiopatogenia da doenca

cardiovascular (SIMIONESCU e SIMIONESCU, 1986; VANE et al., 1990).

Anatomicamente o endotélio delimita a 4rea de separacdo fisica do
compartimento intravascular dos demais tecidos e orgdos do corpo humano.
Biologicamente esta interface executa consideravel numero de fungdes vitais
(GIMBRONE, 1999; LUSCHER e BARTON, 1997; VOGEL, 1997).
Entre elas destacam-se as funcdes descritas a seguir: a) barreira de permeabilidade seletiva
e regulagdo do transporte de pequenas moléculas. b) Capacidade de monitoragdo,
integracao e traducgdo de sinalizag¢des através da expressao dos receptores de superficie para
varias citocinas, interleucinas la e 1P, (IL-la, e IL-1B), fator de necrose tumoral a
(TNFa), interferon y (IFN vy), fator transformador do crescimento [ (TGF p),
fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator endotelial de crescimento vascular (VGEF),
fator de permeabilidade vascular, e outros, como a insulina e os fatores tipo insulina ou
ainda os produtos bacterianos como as endotoxinas e suas proteinas de ligacdo que regulam
importantes respostas teciduais. ¢) Propriedade antitrombdtica mediada pela sintese de
oxido nitrico, inibindo a agregacdo, adesdo e ativagdo plaquetaria. d) Interacdo com
sistemas fibrinoliticos; e capacidade de produzir substancias trombogénicas, como fatores
da coagulacdo, moléculas de adesdo, inibidor do ativador do plasminogénio e tromboxano
A; (WU, 1996; WU e THIAGARAIJAN, 1996). ¢) Inibi¢do da proliferacao celular da
musculatura lisa vascular (CMLV), impedindo a migracdo de CMLV através de
mecanismos diretos como, a sintese de oxido nitrico, que inibe a proliferacdo celular,
e ou indiretos (agdo plaquetaria), ou ainda, secretando fatores de crescimento e outras
citocinas capazes de exercer controle autocrino, e ou paracrino da multiplicagdo celular.
f) Regulador de varios fendmenos da resposta imunologica, por meio da contragdo ativa,
atividade fagocitaria (inclusive bactérias), controle do extravasamento de plasma,

da expressdo de integrinas, moléculas de adesdo e secrecdo de citocinas,
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permitindo a migragdo de monocitos, linfocitos e neutréfilos (DE CATERINA, 2000;
KUBES et al., 1991; WALPOLA et al., 1995). g) Participacdo na degradagdo e
transformagdo metabdlica de numerosos fadrmacos enddgenos, como norepineftrina,
S5-hidroxitriptamina, prostaglandinas E e F, leucotrienos, nucleotideos de adenina,
adenosina e outros. h) Controle do tono vascular, mediado por substancias vasoativas
(BASSENGE e MUNZEL, 1988), principalmente pelo 6xido nitrico (NO, antagonista
fisiolégico de substidncias vasoconstritoras enddgenas como  catecolaminas,
angiotensina Il e endotelina-1), também pela prostaciclina, bradicinina,
fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), metabolitos das monoxigenases e
outras (COHEN e VANHOUTTE, 1995; COOKE e DZAU, 1997
MONCADA et al., 1991; PALMER et al., 1987).

5- Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO) descrita por Furchgott e Zawadzki (1980) caracteriza-se
como uma substdncia ndo prostandide, labil e difusivel, mediadora do relaxamento
dependente do endotélio. E formado a partir do nitrogénio-guanidino terminal do
aminodcido L-arginina, pela enzima NO sintase endotelial (eNOS) que ¢ constitutiva
(NO sintase III) na célula endotelial. A NOS produz o NO em duas etapas de oxidagao,
utilizando o oxigénio molecular (O;). Na primeira etapa, ocorre a formacdo de
N"-Hidroxi-L-arginina (reagio que se assemelha as do citocromo P-450), ¢ na etapa
posterior a N_Hidroxi-L-arginina ¢ convertida em NO e L-citrulina

(utilizando NADPH e O,) (FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980; MONCADA et al., 1991).

A ativag@o da eNOS depende da concentragdo intracelular de ions célcio nas
células endoteliais e ¢ também  calmodulina-dependente, requerendo
nicotinamida-adenina-dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) e 5,6,7,8 hidrobiopterina
(HB) para atividade 6tima. A enzima pode ser inibida de forma competitiva por analogos
da L-arginina, como L-NMMA e L-NAME. O NO difunde-se em dire¢do as células
musculares lisas vasculares e as relaxa pela estimulagdo da enzima citosdlica guanilato

ciclase soluvel, que aumenta a biodisponibilidade do GMP ciclico (IGNARRO, 1994;
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MURAD, 1994). O aumento de GMP ciclico, cuja agdo nos tecidos de mamiferos ¢
mediada principalmente pela ativacdo da proteina quinase G, diminui o influxo de calcio
para o citoplasma e aumenta a captagio em nivel Ca’'/ATPase pelo reticulo
sarcoplasmatico ou por interagdo direta em nivel de proteinas contrateis

(HIRATA, M. e MURAD, 1994; WARNER et al., 1994).

Adicionalmente, 0 NO pode causar relaxamento muscular por interagdo com
canais de potassio diretamente ou através do aumento de GMP ciclico e também regula a
producdo de endotelina-1 nas células endoteliais, efeito mediado pelo aumento de GMP
ciclico e observado com o peptideo natriurético atrial. O NO pode, também,
regular o tono vascular através de interagdes complexas com hemoglobina proveniente dos
globulos vermelhos, glutationa e pequenos grupos tidis. A produgdo de NO ¢ a maior
contribuinte do relaxamento dependente do endotélio em grandes artérias isoladas,
incluindo as coronarias, artérias mesentéricas, pulmonares e cerebrais. Seu significado
in vivo ¢ sugerido pelas observagdes de que os inibidores da eNOS causam vasoconstrigao

em muitos leitos vasculares e aumento da pressdo arterial sistémica em animais € humanos

(DATTILO e MAKHOUL, 1997; ZATZ e BAYLIS, 1998) (Figura 3).
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Figura 3- Reacao da sintese de 6xido nitrico (NO).

A liberagdo de NO ¢ modulada por estimulos fisicos e humorais.
Entre os estimulos fisicos citam-se: a pressdo hidrostatica transmural, o estiramento
circunferencial e as forcas de cisalhamento produzidas pelo atrito da onda de fluxo
sangliineo na parede arterial, considerado, atualmente, um dos principais fatores
reguladores da liberacdo local de NO, indicando que a dilatagdo induzida pelo fluxo ¢
dependente do endotélio in vivo (GIMBRONE et al., 1997; TRAUB e BERK, 1998).
As substancias enddgenas que estimulam a liberagdo de NO sdo hormonios circulantes,
como catecolaminas e vasopressina, autacoéides como a bradicinina e a histamina ou ainda,
mediadores liberados pelas plaquetas (serotonina e adenosina difosfato - ADP) ou formados
durante a coagula¢do (trombina) (KIELY er al, 1995). A manuten¢do basal do tono

vascular ocorre devido a liberacdo continua de NO pelas células endoteliais
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(MUNZEL et al., 2003). Alguns hormonios e drogas que alteram os niveis intracelulares de

calcio podem interferir na sua produg¢ao e liberacdo (Figura 4).

O o¢xido nitrico ¢ sintetizado pelas sintases do o6xido nitrico (NOS),
isoenzimas presentes em varios tipos de células. Atualmente, dois tipos de NOS foram
identificadas: duas formas constitutivas (¢cNOS) e uma forma induzida por citocinas e
outras substancias (iNOS) (FORSTERMANN et al., 1998). Ha dois subtipos de cNOS:
uma foi detectada inicialmente no endotélio vascular e ¢ chamada de NOS endotelial
(eNOS) (MARSDEN et al., 1993) ¢ a outra se encontra nos sistemas nervoso central e
periférico e constitui a NOS neuronal (nNOS) (ELPHICK ef al., 1995; MONCADA, 1997,
MONCADA e HIGGS, 1995; RODRIGO et al., 1997; XU et al., 1995).

A nNOS ¢ expressa no cérebro, medula espinhal, ganglios simpaticos,
nervos nitrérgicos periféricos, glandulas adrenais (DUNN et al., 1998) células epiteliais do
utero, pulmao, estbmago, plaquetas e células das ilhotas do pancreas, dentre outros tecidos
(ALDERTON et al, 2001). A iINOS pode ser induzida por lipossacarideos,
toxinas de bactérias e citocinas nos macrofagos, células endoteliais, hepatocitos, neutrofilos
e cé¢lulas da musculatura lisa vascular (KNOWLES et al., 1990). A eNOS ¢ bastante
expressa nas células endoteliais, sendo também expressa em plaquetas, cardiomiocitos e
outros tipos celulares (LAMAS et al., 1992). A nNOS, a eNOS, e a iNOS tém sido
associadas com neurdnios, endotélio e indugdo, respectivamente. Entretanto, elas também
se apresentam em outras localizacdes. Por exemplo, a eNOS também tem sido localizada
em plaquetas e em certas populagdes de neuronios no cérebro (DINERMAN et al., 1994),
e a eNOS, no epitélio dos bronquios e traquéia (KOBZIK et al., 1993).
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Proteina

!

lv [Ca™];

Relaxamento do Musculo
Liso Vascular

Célula Muscular
Ca/CaM= calcio/calmodulina; HbO,= oxihemoglobina; metHb= metahemoglobina; NO;= nitirto;

Hb= hemoglobina; HbNo= nitrohemoglobina; NOS= sintase endotelial do 6xido nitrico;
L-arg= L-arginina; GMPc= guanosina monofosfato ciclico, GTP= guanosina trifosfato;

PKG= proteina quinase g; ATP= adenosina trifosfato; ADP= adenosina difosfato.

Figura 4- Mecanismo de sinalizagdo NO/GMPc no sistema vascular. NO ¢ sintetizado no
endotélio vascular, través da acdo da NOS que ¢ regulada pela formagao do
complexo Ca/CaM. A difusdo do NO para o tecido muscular ativa GCs e uma
vez ativado, cataliza a formacdo de GMPc e cascata de sinalizacdo que resulta

em relaxamento do musculo vascular liso (vasodilatagao).

Modificado de MUNZEL 2003.

Ambas, atividade e quantidade da nNOS e eNOS constitutivas presentes nos
tecidos podem variar em decorréncia de varios fatores, indicando que a expressao destas
formas também podem ser “induzidas”, Por exemplo, gravidez e tratamento com estradiol

podem aumentar os RNAs mensageiros para ambos eNOS e nNOS (WEINER et al., 1994).
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As forgas de cisalhamento in vitro e exercicios constantes podem também aumentar a

expressao do gene da eNOS no endotélio da aorta.

A eNOS ¢ um dimero que consiste de dois mondmeros idénticos de 13 4 kD.
O gene que codifica os mondmeros da eNOS estd localizado no braco longo do
cromossomo 7 na posi¢do q35-36 e contém 26 ¢éxons e 21 kB de extensdo
(MARSDEN et al., 1993). Os mondémeros da eNOS tém dois diferentes dominios,
um dominio oxigenase N-terminal (1 a 2291 aminodcidos) que contém o sitio catalitico e
um dominio redutase C-terminal (492 a 1205 aminoacidos) (LEBER et al., 1999).
O dominio redutase tem sitios de ligagdo para NADPH, flavinas e calmodulina (CaM),
e transfere elétrons via flavinas ao grupo heme ligado ao dominio oxigenase.
O dominio oxigenase, o qual tem sitios para ligacdo da L-arginina e tetrahidrobiopterina,
pode ligar o O e catalisar a segunda etapa da sintese de NO (GHOSH et al., 1995;
PALMER et al., 1988).

A eNOS se localiza, no minimo, em trés compartimentos celulares: o complexo
de Golgi, a membrana citoplasmatica ¢ a cavéola (ANDREW e MAYER, 1999).
Estudos também tém demonstrado que a eNOS pode ser detectada no nticleo de células
endoteliais e adipocitos. Embora tal localizagdo facilite a interagdo do NO com fatores de
transcri¢do, seu exato papel e condi¢des associadas a essa localizagdo nuclear permanecem

desconhecidos (GIORDANO et al., 2002).

A eNOS ¢ funcional apenas sob a forma dimérica. A dimerizagdo de eNOS
se inicia com sua ligacdo ao heme (KLATT et al., 1996). A estabilizagdo do dimero
depende de tetrahidrobiopterina (BH4) (LIST et al., 1997), além de ions zinco, os quais
mantém a integridade dos sitios de ligagdo BH4 (RAMAN et al., 1998). Os mondmeros que
compdem os dimeros da eNOS ativos sdo conjugados com 4cido miristico e palmitico e
assim podem associar-se com membranas intracelulares. Essa associagdo com membranas ¢é
necessaria para a fosforilagdo e ativacdo da eNOS em resposta a estimulos como os fatores

de crescimento endotelial vascular (VGF) (HECKER et al., 1994).

A eNOS pode ser fosforilada em residuos de serina, treonina e tirosina,
e embora existam varios sitios de fosforilagcdo, o de maior importancia funcional ¢ um

residuo de treonina (Thr 495) no dominio de ligacdo da CaM e um residuo de serina
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(Ser 1177) no dominio redutase (HIRATA, K. et al, 1995; KIM, F. et al., 2001) .
Embora a eNOS seja considerada como uma NOS expressa constitutivamente,
varios fatores afetam sua expressdo basal e atividade enzimdtica, como a hipoxia
(HOFFMANN et al., 2001), os hormdnios como o estrogeno (RUEHLMANN ¢ MANN,
2000), oxidagao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL oxidadas) (RAMASAMY et al.,
1998), as forcas de cisalhamento e as for¢as mecanicas (UEMATSU et al, 1995).
Esses fatores podem induzir a transcrigdo de eNOS. Por exemplo, por ativar a AP-1 durante
a hipoxia, ou podem levar a ativacdo da eNOS por aumento do célcio intracelular
(HOFFMANN et al., 2001). Neste caso, eNOS pode ser ativada por estimulos
independentes de aumento nos niveis de calcio, sendo as mais importantes as forgas de
cisalhamento geradas pelo atrito dos elementos da corrente sangiiinea na superficie
endotelial (GIMBRONE et al., 1997, TRAUB e BERK, 1998). O cisalhamento ativa a
fosfatidilinositol 3-kinase e causa subseqiiente ativacdo da serina kinase AKt e proteina
kinase A (PKA), a qual fosforila a eNOS em serina 1177 e aumenta a atividade da eNOS
(KANAI et al., 1995).

A producao de NO endotelial ndo ¢ exclusivamente dependente da expressao da
eNOS, mas ¢ determinada por um complexo de sinalizagdo que consiste da enzima e um
conglomerado de proteinas adaptadoras estruturais, kinases, fosfatases e proteinas motoras
que afetam sua complexa associacdo e determinam sua localizagdo intracelular

(GARCIA-CARDENA et al., 1997; HINSHAW, 2000).

O gene da eNOS apresenta 13 polimorfismos conhecidos atualmente.
Estes polimorfismos estdo presentes na regido promotora (SNPs nas posigdes
-786, -924 2 -1474) (NAKAYAMA, M. et al, 1999; POIRIER et al, 1999),
na regido codificadora do DNA (C774T, G894T - [Glu298Asp]) (YOSHIMURA et al.,
1998) e 5 nos introns 2, 11, 22 e 23 (POIRIER et al., 1999) um variable number of tandem
repeats (VNTR) de 27 pares de bases no intron 4 e uma repetigdo de CA no intron 13
(MIYAHARA et al., 1994).

Entretanto, trés polimorfismos do gene da eNOS tém sido mais amplamente
estudados: um SNP da regido promotora (T-786C), um SNP no éxon 7 (G894T) e um
nimero varidvel de bases que se repetem (VNTR) no intron 4 (MARSDEN et al., 1993).
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O polimorfismo Glu298Asp (G894T) ¢ um dos polimorfismos mais estudados da eNOS.
Caracteriza-se pela substituicdo de acido glutdmico por &4cido aspartico no residuo
aminoacido 298 da estrutura protéica da enzima, o que corresponde a substitui¢do de uma

guanosina por tirosina na posi¢ao 894 do éxon 7 (TESAURO et al., 2000). (Figura 5).

GR94T=0lu— Asp

T-7860 Exon 7

AEEEERNE R
Intron 4

Prorootor

45 DTpb repetigio tandern
a = delecio de 393 pb
b = ingergio de 420 ph

Promotor= T-786C, Exon 7 G894T Glu — Asp, Intron 4 repeticio de 27 pb em tandem.
Modificado de TESAURO 2000.

Figura 5- Esquema representativo do gene da eNOS, ilustrando os principais

polimorfismos descritos.

Sobre possiveis alteragdes funcionais provocadas pelos variantes do
polimorfismo do éxon 7 (Glu298Asp), mesmo apods varios estudos, continua incerto se
possiveis associagdes entre este variante ¢ DCV resultam diretamente em um efeito
funcional ou ¢ devido ao desequilibrio de ligacdo com outros polimorfismos da eNOS ou

outros genes. Alguns trabalhos demonstram semelhanga entre GIuNOS e AspNOS com
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relagdo a  atividade  enzimatica, localizagdo  subcelular ou  protedlise
(FAIRCHILD et al., 2001; TSUJITA et al., 2001), inclusive nos parametros enzimaticos
como Km para L-arginina, Vmax, ligagdo a co-fatores (FAD, FMN, Heme e¢ 4BH)
(GOLSER et al., 2003). Apesar de diversos trabalhos demonstrarem in vitro auséncia de
mudangas bioquimicas entre as variantes, in vivo a presenga destas pode alterar
mecanismos de regulacdo da atividade da eNOS, por exemplo nas cascatas de fosforilagdo e
nas interagdes  proteina-proteina  (LANDAR e DARLEY-USMAR, 2003;
OLIVEIRA et al., 2003).

Por outro lado, estudos de associacao entre variantes da eNOS e DCV
particularmente HA, tém mostrado resultados discrepantes, alguns estudos detectaram
associacdo entre polimorfismos da eNOs e HA em diferentes casuisticas
(CHEN et al., 2004; HYNDMAN et al., 2002; JACHYMOVA et al., 2001; JIA et al., 2003;
LACOLLEY et al, 1998; LI, R. et al, 2004, MIYAMOTO et al, 1998;
NAKAYAMA, T. et al., 1997, PEREIRA et al., 2006; PULKKINEN et al., 2000;
RODRIGUEZ-ESPARRAGON et al., 2003; SHOJI et al., 2000; TSUJITA et al., 2001;
UWABO et al., 1998) e outros nao confirmaram esses achados (BENJAFIELD e MORRIS,
2000; BONNARDEAUX et al., 1995; DEREBECKA et al., 2002; KAJIYAMA et al.,
2000; KARVONEN et al., 2002; KATO et al, 1999; KISHIMOTO et al., 2004;
LAPU-BULA et al., 2005; NEUGEBAUER et al., 2000; WOLFF et al., 2005).
Desta forma, ndo existe consenso entre os diferentes trabalhos para consolidar um marcador
da eNOs associado a HA. As possiveis causas destas discrepancias provavelmente
devem-se: 1) ao baixo poder estatistico destes estudos estreitamente relacionado ao
tamanho da amostra; 2) aos critérios de selecdo e exclusdo como idade, presenga de
pseudo-hipertensdo ou hipertensdo do jaleco branco e hipertensdo secundaria ndo
diagnosticada; 3) por se tratar de uma doenga poligénica, o efeito de um gene pode ser
mascarado por outro; 4) estratificagdo populacional ou diversidade étnica
(SHIMASAKTI et al., 1998; TANUS-SANTOS et al., 2001); 5) foco na contribuicao de

apenas um polimorfismo par uma condig¢ao clinica especifica.

6- Sistema Renina - Angiotensina - Aldosterona
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O sistema SRAA regula o balanco hidro-eletrolitico e a PA, além de outros
subsistemas. O papel do SRAA na fisiopatologia da HA foi estabelecido a partir dos
experimentos classicos de Goldblatt, demonstrando a importancia da pressdo de perfusdo
renal na secre¢do de renina (GOLDBLATT, 1964). A renina é uma enzima proteolitica,
sintetizada como pré-pro-renina, que ¢ clivada em pro-renina e, posteriormente,
em renina ativa, a qual ¢ armazenada e liberada imediatamente apds estimulo. Quando ¢
liberada na circulagdo, a renina cliva o angiotensinogénio (AGT), formando a
angiotensina I (decapeptideo). O AGT ¢ produzido pelo figado, que requer glicorticoéides do
cortex adrenal e estrogeno das gonadas; a renina é liberada pelos rins, enquanto que a
enzima de conversdo de angiotensina I (AG-I) em angiotensina II (AG-II) (ECA) ¢
encontrada no endotélio vascular de varios orgaos. Estas reacdes ocorrem no plasma e em
varios tecidos como rins, cérebro, adrenais, ovarios, musculo liso vascular e células
endoteliais. Uma vez ativada a cascata, surgem a AG-I e a AG-II (octapeptideo),
que circulam pelo sangue ativando suas estruturas-alvo: vasos sangiiineos
(sobretudo arteriolas e veias sist€émicas), rins, coracdo, adrenais € o sistema nervoso
simpatico (CORVOL et al,, 1995, DZAU, 1987; GIBBONS, 1998;
MORGAN et al., 1996).

A rapida expansdo das técnicas de biologia molecular permitiu que os
respectivos genes associados aos componentes do SRAA fossem clonados e seqiienciados
(OHKUBO et al., 1983), o que possibilitou a determinagdo da distribui¢ao tecidual de seus
componentes. Por isso, diferentemente da visdo enddcrina cldssica, atualmente € aceito
SRAA tecidual, com fung¢des pardcrinas, autocrinas e epicrinas (JOHNSTON, 1990),
tendo-se observado todos ou quase todos os seus componentes em tecidos como coracao
(DANSER et al, 1999), tecido vascular (SAMANI e SWALES, 1991) e rins
(ROHRWASSER et al., 1999).

Ha décadas a AG-II ¢ estudada, e acreditava-se que seu efeito fosse mediado
por um Unico receptor; mas, no final dos anos 80, estudos com antagonistas especificos
identificaram os subtipos AT1 ¢ AT2 (CAREY et al., 2000). Até o inicio da década de 90,
as agOes da angiotensina II eram atribuidas ao receptor ATI1, sendo as fungdes do AT2

pouco conhecidas (ARDAILLOU, 1999). Em 1992, porém, SASAMURA et al. clonaram e
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caracterizaram duas isoformas do ATI1: ATIA e ATIB. Atualmente sdo reconhecidos
varios tipos de receptores AT, envolvidos em agdes especificas da AG-II ou das outras
angiotensinas (AG-I e AG-IIT) (SASAMURA et al., 1992). Recentemente, foi demonstrado
que os receptores AT1A tém papel essencial no desenvolvimento da hipertensdo 2 rins
1 clipe de Goldblatt (CERVENKA et al., 2002). Além disso, sabe-se hoje que as a¢des dos
receptores AT2 funcionalmente se opdem as acdes dos receptores ATI
(NAVAR et al., 2002), podendo a propria AG-II agir simultaneamente sobre ambos os
receptores, de modo a permitir uma modulacdo de seus efeitos (ARIMA e ITO, 2001).

Estudos recentes tém ampliado nosso conhecimento sobre eventos celulares
mediados pela AG-II, sugerindo, que seu papel biolégico ¢ tdo amplo que vai do
intracelular ao tecido ou ao sistema (TAUBMAN, 2003). As principais agdes
hemodinamicas da AG-II sdo: estimular a reabsor¢cdo de sodio; estimular a secre¢ao de
aldosterona; a liberagdo de hormonio antidiurético e citocinas; promover vasoconstricao e
aumentar o tonus simpatico facilitando a liberagdo de noradrenalina, potencializando a acao
das catecolaminas e reduzindo o ganho de reflexo pressorreceptor. Entre as agdes nao
hemodinamicas citam-se: aumento da producdo de radicais de oxigénio; proteinuria;
efeitos metabdlicos; pro-tromboticos; estimulo da sintese de coldgeno e reducdo da sua

recaptagdo e degradagdo; proliferacao e hipertrofia vascular e cardiaca.

Além das funcdes ja caracterizadas, a AG-II vem sendo considerada uma
citocina multifuncional com propriedades nao-hemodindmicas. Nesse contexto,
destacam-se fator de crescimento, citocina pro-fibrinogénica e pro-inflamatoria
(RUIZ-ORTEGA et al., 2002) ¢ modulador da resposta imunoldgica, como quimiotaxia,

proliferacdo e diferenciacdo de monocitos em macréfagos (THEUER et al., 2002).

As propriedades pro-inflamatorias da AG-II vém recebendo mais aten¢do nos
ultimos anos, e as vias envolvidas nesse processo estdo sendo mapeadas. Recentemente
determinou-se que a AG-II estimula a produgdao de espécies reativas de oxigénio
(RALJ, 2001; ZAFARI et al., 1998; ZHOU et al., 2006), que podem servir como sinal para
a producdo de fatores como fator necrose kappa beta (NF-kB), largamente associado a
inflamacao (RUIZ-ORTEGA et al., 2000). Alguns estudos tém confirmado essa hipotese,
em que a estimulacdo de receptores AT1 e AT2 pela AG-II leva ao aumento de NF-kB
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e de outros fatores pro-inflamatorios. Enquanto, a angiotensina III atua principalmente via
receptores AT2 (LORENZO et al., 2002). Sabe-se, também, que a AG-II atua no processo
de lesdo vascular, aumentando a biossintese de colesterol por macrofagos estando

envolvida na fisiopatologia da aterosclerose (OHISHI et al., 1997).

6.1- Angiotensinogénio

O AGT ¢ uma o, globulina que circula em quantidades abundantes no plasma.
O AGT humano contém 452 aminodcidos e ¢ sintetizado basicamente no figado,
embora o RNAm que codifica a proteina também seja abundante no tecido gorduroso,
em determinadas regidoes do sistema nervoso central (SNC) e nos rins
(CAMPBELL e HABENER, 1986). A sintese do AGT ¢ estimulada por varios hormonios,
incluindo glicocorticoides, hormdnio tireoideano e pela propria AG-II (BEN-ARI et al.,
1989; BRASIER et al., 1986). A concentragdo plasmatica do AGT ¢ reflexo direto da sua
sintese, ndo ¢ estocado nos hepatdcitos. Entretanto, ¢ constitutivamente secretada.
O AGT sintetizado nos tecidos extra-hepaticos ¢ um importante componente do SRAA
extravascular sendo considerado um reservatério para as a¢des da renina. A concentracio
plasmatica de AGT ¢ de ordem micromolar, enquanto a concentragdo de renina ¢
1.000 vezes menor. A Km da renina para clivagem do AGT em AG-I ¢ relativamente alta,
e a razdo de producdo de AG-I por este sistema € provavelmente controlada pela
concentragdo local de AGT, outras proteases teciduais também podem hidrolizar AGT para
AG-I ou eventualmente direto para AG-II. Desta forma, a producao local de AG-II por
esses sistemas tem efeitos autocrinos e paracrinos, sendo regulados localmente de forma

independente.

O gene do AGT contém 1.455 nucleotideos e codifica para 485 aminoacidos.
O gene do AGT contém 5 éxons e 4 introns em 13 kb e encontra-se localizado no
cromossomo 1 q42-43 humano. Entre os varios polimorfismos do gene para AGT descritos
incluem-se no minimo cinco mutagdes localizadas no éxon 2, muitas destas sdo bastante
raras detectadas apenas em pro-bandas. Todavia, duas mutagdes, a T174M que consiste na

substitui¢do do aminoacido treonina por metionina no posi¢dol74 da cadeia protéica do
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AGT (DAVIS e ROBERTS, 1997) e a descrita por JEUNEMAITRE et al. demonstrando
que uma variante comum, a substituicdo de citosina por timina (C—T) no éxon 2,
n posi¢cdo 704 do gene para AGT resultava em sintese de metionina em lugar de treonina na
posicdo 235 da cadeia protéica, estando o alelo 235T associado @ HA primaria e a niveis

mais elevados de AGT (JEUNEMAITRE et al., 1992). (Figura 6).

Angiotensinogénio = 1q42-43 = éxon 2

Exon Exon 2 (858)

Exon Exon ]
Exon
GT
5’ 3
123456 7 8 910 1112 1314 15

M235T

M235/M235  M235/235T 235T/235T

Figura 6- Esquema representativo do gene do angiotensinogénio, ilustrando o

polimorfismo M235T no éxon 2. Modificado de JEUNEMAITRE 1992.

Posteriormente, varios estudos publicados com individuos hipertensos europeus
(BORECKI et al, 1997, CAULFIELD et al, 1994, HEGELE et al, 1994;
HEGELE et al., 1996; JEUNEMAITRE et al., 1993; PROCOPCIUC et al., 2002;
SCHMIDT et al, 1993; SETHI et al., 2001); japoneses (HATA et al., 1994;
HATAE et al., 1994; ISO et al., 2000; IWAI et al., 1995; KAMITANI et al., 1994;
NISHIUMA et al., 1995); chineses (NIU et al., 1998; TSAI et al., 2003; ZHU et al., 2003);
e populacdo de brasileiros confirmaram esta associagdo (PEREIRA er al., 2001;

PEREIRA et al., 2003). Entretanto, outros estudos ndo confirmaram esta associagao
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(BARLEY et al, 1994; BERGE e BERG, 1998; BRAND et al, 1998;
FORNAGE et al, 1995; HINGORANI et al., 1996; KUNZ et al., 1997,
MONDOREF et al., 1998; RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2001; ROTIMI et al., 1994;
WINKELMANN et al., 1999).

6.2- Enzima conversora da angiotensina I (ECA)

A enzima conversora da angiotensina I (ECA) ¢ uma dipeptidil-carboxilase,
descrita inicialmente em 1956 (SKEGGS et al., 1956), considerada posteriormente ser
idéntica a cininase II (YANG et al., 1970). A ECA humana contém 1.278 residuos de
aminoacidos e possui dois dominios homologos, cada um com um local catalitico e com
uma regido para ligagio do ZN** (SOUBRIER e al., 1993a; SOUBRIER et al., 1993b).
Esta enzima ¢ inespecifica e cliva unidades de dipeptideo de substratos com diferentes
seqiiéncias de aminodcidos como o decapeptideo AG-I e o transforma num potente
vasoconstritor a AG-II. Varias outras substancias podem ser hidrolizadas pela ECA,
tais como bradicinina, serotonina, encefalinas, neurotensina e substincia P
(SKIDGEL, 1985; SKIDGEL e ERDOS, 1985). A ECA pode ser encontrada no plasma
bem como no endotélio vascular (CALDWELL et al., 1976; GRUETTER et al., 1988),
cérebro, placenta, intestino, tibulos renais (ERDOS e SKIDGEL, 1985) e nos vasos
pulmonares (RYAN e RYAN, 1975; RYAN e RYAN, 1977).

Em humanos existem duas isoformas de ECA, codificadas por um unico gene
localizado no cromossomo 17 na regido q23, possui 21 kb e contém 26 éxons e 25 introns.
A isoforma longa (sSECA) ¢ transcrita a partir dos éxons 1-12 e 14-26, enquanto a isoforma
curta (ZECA) conhecida como germinal ou testicular € transcrita a partir dos éxons 13-26.
A regido promotora para SECA esta localizada na flanco 5° do primeiro éxon, enquanto a
regido promotora para gECA se localiza dentro do intron 12. A isoforma sECA humana ¢
expressa nas células endoteliais, especialmente nos capilares pulmonares, assim como nas
células epiteliais do rim, intestino delgado e epididimo. Sua localizag¢do sobre a superficie

endotelial é 6tima para interagdo com o substrato principal AG-I (RIORDAN, 2003).
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Entre os polimorfismos conhecidos do gene para ECA destacam-se o
ACE / +4656 rpt, o ACE / T-3892C e um polimorfismo Inser¢do (I) / Delecdo (D) de uma
seqiiéncia Alu, no intron 16 deste gene. Este polimorfismo foi descrito em 1990 por
Rigat e colaboradores (RIGAT et al., 1990). O polimorfismo do tipo I/D do gene para ECA
ocorre por inser¢ao de 287 pares de bases na seqiiéncia do DNA do intron 16 do gene da

ECA. (Figura 7).

GENE da ECA 26 éxons
Localizacao: cromossomo 17¢23
INTRON 16
Delecao
Alelo D
Insercao
Alelo 1

I “Insercao” de 287 pb alu I

Figura 7- Esquema representativo do gene da enzima conversora da angiotensina I

ilustrando o  polimorfismo Inser¢ao/Delecao do intron 16.
Modificado de SOUBRIER 1993.

Esses autores foram os primeiros a demonstrar que este polimorfismo era
responsavel por 47% da variabilidade dos niveis séricos e teciduais da ECA

(CAMBIEN et al., 1988; CAMBIEN et al., 1994).

O genotipo DD da ECA esta associado com aumento dos niveis plasmaticos da
ECA, os quais sao geralmente, duas vezes maiores do que os encontrados no homozigoto

II, enquanto heterozigotos ID apresentam niveis intermediarios. O estudo descrito
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inicialmente por Rigat et al. (1990) foi amplamente validado por outros autores para ambos
os niveis de ECA circulante e tecidual (DANSER et al., 1995; MALIK et al., 1997;
TIRET et al., 1992). Todavia, por tratar se de um polimorfismo do intron o mecanismo de
hiper-expressdo da ECA em individuos com o gendétipo DD ¢ incerto. Provavelmente esta
relagdo resulta de uma forte ligacdo a outro locus envolvido na regulagcdo da expressao do

gene da ECA (DAVIS e ROBERTS, 1997).

Estudos de correlagdo entre o polimorfismo da ECA e DCV sdo amplamente
relatados. Alguns autores apontam associagdo significante entre o alelo D e aumento do
risco de DAC, incluindo DAC precoce, infarto e morte prematura (CAMBIEN et al., 1994;
CAMBIEN et al., 1992). Esta associagdo foi particularmente significante no grupo de
pacientes de baixo risco, para os quais o risco relativo de infarto agudo do miocardio
atribuivel ao gen6tipo DD foi de 35 % comparado com 8% observado em todo o grupo do
estudo ECTIM (Etude Cas-Temoin e [’Infarctus du Myocarde). Outros estudos

caso-controle confirmaram esses resultados.

Entretanto, estudos de associagdo entre HA e polimorfismo da ECA sao
controversos. Auséncia de correlagdo entre niveis plasmaticos da ECA e HA ou entre
gendtipo DD e hipertensdo foram amplamente publicados (BORECKI et al., 1997,
GINER et al, 2001; JEUNEMAITRE et al, 1992; SCHMIDT et al., 1993;
TURNER et al., 1999). Por outro lado, grandes estudos populacionais, tais como o
Framingham Heart Study, evidenciaram associacdo e ligacdo genética do locus do gene
para ECA e HA em homens mais ndo para mulheres (FORNAGE et al., 1998;
O'DONNELL et al., 1998).

Estudos com diferentes grupos étnicos, também mostraram diferengas de
distribuicdo dos genétipos do polimorfismo da ECA apontando para importancia da
variacdo étnica na regulacdo genética da atividade plasmatica da ECA e a relacdo do
polimorfismo I/D do gene para ECA e DCV. (BARLEY et al., 1996; BLOEM et al., 1996;
DURU et al., 1994; FOY et al., 1996, MATHEW et al., 2001). O estudo de Zee et al.
mostrou associacao positiva entre polimorfismo da ECA e HA, com alta prevaléncia do
alelo I em pacientes hipertensos com histéria familial de HA quando comparados a

controles normotensos (ZEE et al., 1992).
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Em contraste com os numerosos estudos relatando associagdo positiva entre
polimorfismos da ECA e DCV, estudos multicéntricos e de metanalise ndo confirmaram
essa associacdo (AGERHOLM-LARSEN et al, 1997, AGERHOLM-LARSEN et al.,
2000; JEUNEMAITRE et al., 1997; LINDPAINTNER et al., 1995).

7- Vasodilatacao Mediada pelo Fluxo

As células endoteliais tém papel importante na homeostase vascular,
sdo responsaveis por varias funcdes sensoras e de integragdo de estimulos bioquimicos e
biomecanicos, alteram a fun¢do vascular através da secrecdo de mediadores protéicos e

moleculares, similarmente a outros tecidos.

O endotélio possui a capacidade de detectar mudancas das condigdes
fisiologicas, as quais € exposto e responde ndo somente a fatores humorais circulantes
como também a condi¢des mecanicas criadas pelo fluxo sangiiineo. Trés forcas mecéanicas
primarias sdo importantes para a ativacao das células endoteliais: 1) a pressdo intravascular
criada pelas forcas de pressdo hidrostatica dentro do vaso; 2) a tensdo circunferencial,
criada pelo estiramento das juncdes intercelulares exercidas sobre as células endoteliais e
3) as forgas de cisalhamento, criada durante o contato da coluna sangiiinea sobre a
superficie endotelial. Esta ultima, particularmente, ¢ a mais importante, por estimular a
liberacdo de substincias vasoativas e promover alteragdes de expressdo de genes
envolvidos no metabolismo celular e nas alteracdes morfologicas (DE CATERINA, 2000;
GIMBRONE, 1999; GIMBRONE et al, 1997, TRAUB e BERK, 1998).
O “cisalhamento” é o mais potente estimulo fisioldgico para produgdo de NO na célula
endotelial. Incrementos rapidos e agudos da producdo de NO sdo secundarios a ativagao
pos-traducional da eNOS, enquanto alteragdes cronicas estdo relacionadas a alteragdes da

expressao génica da eNOS.

A vasodilatacdo, mediada pelo fluxo (VMF), pode ser induzida através de
compressdo e descompressdo vascular. O aumento de fluxo dessa manobra promove
aumento do “cisalhamento” na parede vascular, detectado por mecano-sensores endoteliais

que, em artérias normais, levam a produgdo e a liberagdo de substancias vasodilatadoras,
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como NO, pelo endotélio. Dessa forma, o aumento de fluxo, pds-descompressao arterial,
promove  dilatacdo da artéria em estudo (aumento do didmetro, por exemplo,
artéria braquial, variagdo esta expressa em % de incremento do didmetro em relagdo ao
diametro basal), mediada pelo 6xido nitrico, denominada dilatagdo dependente do
endotélio (SINOWAY et al., 1989). A diminui¢do da dilatagdo dependente do endotélio ¢
interpretada como alteragdo funcional da célula endotelial mediada pela via
NO-GMP ciclico. Em contrapartida, doador de 6xido nitrico, como nitroglicerina (NTG),
agindo diretamente sobre a musculatura lisa vascular, promove dilatacdo ndo-dependente

do endotélio.

8- Disfuncao endotelial

Quando exposto aos fatores de risco, como HA, o endotélio apresenta
alteracdes funcionais, denominadas genericamente de disfuncdo endotelial (DE)
(BOULANGER, 1999; COOKE e DZAU, 1997; DE ARTINANO ¢ GONZALEZ, 1999;
DREXLER, 1997; DREXLER e HORNIG, 1999; MOMBOULI e VANHOUTTE, 1999).

As células endoteliais estdo disfuncionantes em varias DCVs e na HA.
Usualmente, essa disfuncdo € expressa como ‘alteracdo do relaxamento dependente do
endotélio’ causada, principalmente, por reducdo da liberagdo e ou acdo dos fatores
dilatadores derivados do endotélio, podendo também ocorrer liberagdo de fatores
constritores derivados do endotélio contribuindo dessa forma, para DE (FERRO ¢ WEBB,
1997). Desta forma, a DE constitui um marcador precoce dessa lesao e € elemento-chave na
patogénese das DCVs (BOULANGER, 1999; PANZA, 1997; PANZA et al., 1993;
PANZA et al., 1990; TADDEI et al., 2000; VALLANCE et al., 1989; VANE et al., 1990;
VANHOUTTE, 1996).

A avaliacdo nao invasiva da fun¢do endotelial, por meio de ultra-som (U-S) de
alta resolucao e do estudo do fluxo arterial, vem sendo utilizada, ultimamente, com bastante
acuracia e reprodutibilidade (CELERMAJER et al., 1994a; CELERMAJER et al., 1993;
CELERMAIJER et al., 1992; CELERMAIJER et al., 1994b; SORENSEN et al., 1995).

Ela pode ser realizada antes e apds qualquer intervencdo fisica ou farmacologica,
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permitindo a demonstracao das alteracdes e dos efeitos da exposi¢do a fatores de risco para
DCV. Sobretudo, ha ainda excelente correlacdo hemodinamica e laboratorial, como relatam
os trabalhos citados anteriormente de Celermajer e colaboradores e de outros grupos
(ANDERSON et al., 1995; IIYAMA et al., 1996; JOANNIDES et al, 1995;
LL J. et al., 1997, YUGAR-TOLEDO et al., 2005a; YUGAR-TOLEDO et al., 2004).

Uma importante conseqiiéncia da DE ¢ a inabilidade de liberag¢do dos fatores de
relaxamento derivados do endotélio. A DE pode ser avaliada de forma ndo invasiva,
quantificando-se a resposta da artéria braquial ao estimulo mecanico como a resposta a
manobra de compressdo/descompressdao da artéria braquial (aumento do fluxo provocado
por vasodilatagao dependente do endotélio), ou apds estimulo farmacologico de substancias
vasodilatadoras, como a nitroglicerina, cuja ac¢do ¢ direta sobre a musculatura lisa vascular.
Através do uso do U-S de alta resolug¢do, o grau da disfuncdo ¢ expresso em diferenca
percentual de acréscimo do didmetro, comparando-se os valores obtidos em repouso,
durante a primeira amostragem, com o registrado pods-estimulo mecanico e ou

farmacologico (ADAMS et al., 1998; JOANNIDES et al., 1995).

9- Avaliacao da massa de ventriculo esquerdo

Entre as muitas adaptag¢des sofridas pelo organismo para suportar a sobrecarga
cronica de pressdo encontra-se a hipertrofia ventricular esquerda (HVE). Essa adaptacdo
esta associada a maior morbidade e mortalidade dos seus portadores. E possivel que o
mecanismo adaptativo esteja acompanhado de alteragdes intrinsecas dos miocitos cardiacos
ou de outras células miocardicas, predispondo a um déficit contratil e instabilidade elétrica
do coragdo. Com relagdo ao aumento da massa do VE, os resultados do Framingham Heart
Study demonstraram de forma inequivoca o valor prognostico da deteccdo de hipertrofia
ventricular esquerda na estratificagdo de risco para doenga cardiovascular,

morbidade e mortalidade (LEVY et al., 1992).
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10- Avaliaciio da Espessura Intima - Média das Carétidas

A avaliagdo da espessura intima - média (EIM) das paredes anterior e posterior
da caroétida, utilizando U-S de alta resolugdo, um método seguro, preciso, reprodutivel de
baixo custo e amplamente disponivel, vem sendo usado na detec¢do precoce de
remodelamento vascular ¢ como marcador precoce de aterosclerose. Desde os primeiros
trabalhos descritos por PIGNOLI et al. em 1986 (PIGNOLI e LONGO, 1986;
PIGNOLI et al., 1986) wvarios estudos populacionais e casos-controle
(BALDASSARRE et al., 2000a; BALDASSARRE et al., 2000b; BOTS et al., 1997,
BURKE et al, 1995; LONN et al., 2001; NEUNTEUFL e MAURER, 2003;
O'LEARY et al, 1999; RILEY et al., 1992a; RILEY et al., 1992b; SUN et al., 2000;
YUGAR-TOLEDO et al., 2005a; YUGAR-TOLEDO et al., 2005b) t€ém demonstrado
excelente seguranca, confiabilidade, acurdcia e reprodutibilidade. Na pratica clinica,
a avaliacdo da EIM das carotidas ndo ¢ realizada de rotina, porém sua aplicabilidade em
estudos de prevengdao primaria e estratificacdo de risco cardiovascular encontram-se

plenamente estabelecidos.

A EIM ¢ definida como a distancia entre a interface lumen - intima e a interface
média - adventicia. A mensuragdo da EIM ¢ realizada utilizando U-S de alta resolugdo com
transdutor linear de 7,5 a 12 MHz e protocolo de aquisicao de imagens no segmento distal
da carétida comum, estando padronizada a mensuracdo no minimo de 100 pontos ou de
uma extensdo minima de 1,0 cm da artéria em sentido longitudinal excluindo o bulbo
carotideo (LONN, 2001; SIMON, A. et al., 2002). O método de escolha de mensuragdo das
imagens obtidas ¢ o automatizado usando-se programa de analise baseado na densidade da
escala de cinza e um algoritmo especifico de reconhecimento tissular, que permite uma

mensuracao automatica sem dependéncia do leitor.
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11- Hipoétese

Mecanismos herdados geneticamente contribuem de forma decisiva para o

desenvolvimento de HAR.

Polimorfismos dos genes do AGT e da ECA do SRAA e da eNOS seriam

responsaveis pela predisposi¢ao individual a HAR.

Alteragdes funcionais do endotélio vascular arterial presentes na HAR como
causa ou conseqiiéncia estariam envolvidas e determinariam a manuten¢cdo do quadro

clinico e podem se associar com variantes genéticas.

Fendtipos intermedidrios participam da fisiopatologia da HAR.
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Capa objetivos



Este trabalho tem como objetivos:

Caracterizar e analisar comparativamente perfil clinico, demografico, antropométrico e

bioquimico de pacientes com HAR, HT e controles.

Avaliar a massa do ventriculo esquerdo, a espessura intima - média das cardtidas e
quantificar a reatividade vascular, visando identificar altera¢cdes morfoldgicas funcionais

cardiovasculares.

Analisar marcadores genéticos (SNP) dos genes do AGT, da ECA e da eNOS,
visando esclarecer mecanismos bdsicos de controle da PA, incluindo a identificacdo de

predisposicao individual a HAR.

Avaliar a associacdo dos polimorfismos da AGT, ECA e eNOS, com as alteracdes

morfoldgicas e funcionais cardiovasculares.
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Capa casuistica e metodos



1- Casuistica
1.1- Caracteristicas dos pacientes

Foram avaliados 220 individuos, dos quais 70 eram pacientes portadores de
HAR que preencheram os requisitos de inclusdao no estudo, 80 individuos eram hipertensos
moderados e responsivos a tratamento farmacoldgico. Os demais individuos (N = 70)
constituiram o grupo controle. O tamanho da amostra foi estimado com base em um poder
de teste de 80% de se demonstrar os objetivos do estudo através de regressao logistica sob
risco alfa de 5% bilateral. Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP em 22 de janeiro de 2002
(PARECER PROJETO N°315/2001) (Anexo 1).

1.2- Selecao e acompanhamento clinico dos pacientes

Os pacientes com HAR de ambos os sexos foram encaminhados dos véarios
setores clinicos do Hospital das Clinicas da UNICAMP, atendidos, tratados e
acompanhados clinicamente no Ambulatério de Hipertensdo Refrataria da

FCM-UNICAMP. Os critérios para selecdo inicial de grupos sdo descritos a seguir.

Grupo- Hipertensdo arterial refrataria (HAR): critérios estabelecidos pelo JNC VII - USA
(CHOBANIAN et al.,, 2003); IV Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial,
(2004). PA > 140/90 na vigéncia do uso de 3 ou mais farmacos anti-hipertensivos,
sendo um deles obrigatoriamente um diurético em dose plena e os outros em doses

terapéuticas preconizadas.

Grupo- Hipertensdao Arterial Moderada Responsiva (HT): critérios estabelecidos pelo
JNC VII - USA (CHOBANIAN et al., 2003); IV Diretrizes Brasileiras de
Hipertensao Arterial, (2004). PA < 135/85 mmHg em individuos hipertensos com

boa resposta terap€utica a terapia ndo farmacolédgica e farmacolédgica convencional.

Grupo- Controle (CT): formado por voluntarios que ndo apresentaram sinais € ou sintomas
de doenga arterial hipertensiva, nem antecedente familiar de hipertensdo arterial e

suas complicagdes.
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A idade do grupo HAR variou de 29 a 65 anos (média= 50,0 + 9,1 anos),
no grupo HT de 18 a 64 anos (média= 52,2 + 11,1 anos) e no grupo CT de 18 a 65 anos
(média 44,2 + 13,8 anos). No grupo HAR 44% dos pacientes eram do sexo masculino e

56% do sexo feminino, entre os do grupo HT 29% e 71% e no grupo CT 36% e 64 %,

respectivamente.

Todos os pacientes foram acompanhados clinicamente por especialistas e
receberam tratamento para suas afec¢des de acordo com os padrdes e normas clinicas
vigentes. Para cada paciente foi preenchido um formuléario (Anexo 2) e somente incluido o

paciente que aceitara as condi¢gdes do termo de consentimento informado (Anexo 3).

1.2.1- Critérios de inclusdo

Os critérios para inclusdo no estudo foram: ter diagnostico de hipertensao
arterial refrataria - pressdo > 140/90 mmHg de acordo com protocolo padronizado de
diagnostico de HAR e exclusao das causas de pseudo-refratariedade, ndo adesdo ao
tratamento farmacologico e ndo farmacolégico, HA secundaria, co-morbidades e doengas
associadas; ou ter HA controlada; possuir idade entre 21 a 65 anos; ndo apresentar doengas
associadas; estar com consultas médicas programadas de forma habitual; ser capaz de
compreender, verbalizar e responder questdes; concordar em participar do estudo;
assinar o Termo de Consentimento Livre Esclarecido; estar em seguimento na Unidade ha

pelo menos, seis meses.

1.2.2- Critérios de exclusio

Foram considerados critérios de exclusdo: presenga de cardiopatia isquémica;
valvulopatias; insuficiéncia cardiaca descompensada; arritmias cardiacas importantes;

nefropatias; hepatopatias; uso de substancias ilicitas.
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2- Métodos
2.1- Coleta de dados clinicos

Todos os dados clinicos foram coletados exclusivamente pelo autor da
pesquisa. As informagdes foram obtidas por meio de anamnese classica, seguida pela
realizagdo de exame fisico completo. O peso foi determinado com roupas leves,
sem sapatos, utilizando balanga mecanica Filizola 31 e a altura mensurada com régua
antropométrica de 192 cm. O indice de massa corporea (IMC) foi calculado com base na

formula: peso (kg) dividido pelo quadrado da altura (m).

2.2- Medida da pressao arterial

A base necessaria para avaliagdo da HA ¢ a acuricia da mensuragdo da PA.
Foi utilizado um esfigmomandmetro devidamente calibrado e aferido, com manguito de
tamanho apropriado para a circunferéncia braquial em estudo. O ambiente calmo e as
mensuragdes foram precedidas de um periodo de relaxamento de 5 a 15 minutos,
e no minimo de 60 minutos ap6s ingestdo de café ou 30 minutos apos consumo de cigarro,
uma vez que os principais componentes quimicos de ambos (cafeina e nicotina) elevam a
pressdo arterial. O paciente teve de permanecer sentado confortavelmente com o brago
apoiado num suporte, mantendo o mesmo a altura do apex, ou deitado em decubito dorsal
horizontal, sendo necessarias, no minimo, duas medidas em cada braco com intervalos
regulares para maior acuraria do método (BEEVERS et al., 2001); IV Diretrizes SBH,
(2004).

Com relagdao, a medida da PA residencial, foi recomendado aos pacientes,
que ela fosse realizada no Posto de Saude mais proximo de sua moradia, pelo menos

duas vezes por semana e anotada no Cartao de registro da PA.

A monitorizagdo ambulatorial da PA (MAPA) também foi realizada
obedecendo as recomendacdes das III Diretrizes para uso da MAPA (GUIMARAES et al.,
2003). Todos os individuos foram submetidos a MAPA por um periodo de 24 h,
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pelo processo oscilométrico, utilizando o equipamento Spacelabs (USA) modelo n® 90207.
Assim foram obtidas a PA de 24 horas, de vigilia, de sono, a PA média e a pressdo de

pulso.

2.3- Estudo da adesao

A abordagem dos entrevistados para o estudo da adesdo foi realizada em quatro
entrevistas do seguinte modo: na primeira entrevista foi averiguada a aquisicao de todos os
medicamentos prescritos e se restava algum medicamento em casa de aquisi¢cdes anteriores.
Os medicamentos de custo elevado foram entregues em cada retorno do paciente ao
Ambulatério. Foi solicitada a entrega das embalagens vazias dos medicamentos
anti-hipertensivos no retorno subseqiiente. Depois de terminada a primeira entrevista, os
pacientes foram informados da necessidade, ndo obrigatdria de serem realizados outros trés
retornos, para complementar o estudo sobre a adesdo ao tratamento. Na segunda entrevista,
de posse das embalagens vazias, foi calculado o nimero de comprimidos consumidos no
intervalo entre a primeira e a segunda entrevista e os comprimidos que deveriam ter sido
consumidos de acordo com a prescrigdo médica. Na terceira e quarta entrevistas foram
realizados os mesmos procedimentos da segunda entrevista. Em todos os retornos, os

pacientes foram orientados em relagdo ao tratamento farmacoldgico e ndo farmacoléogico.

2.3.1- Determinagdo da adesdo ao tratamento pelo método contagem de

comprimidos

Para determinar a adesdo ao tratamento pela contagem de comprimidos foi

utilizada a combinagdo das seguintes medidas:

1) A utilizada por Taylor e colaboradores (TAYLOR et al., 1978); e Rand (RAND, 1993)
que define adesdo como a razio entre o nimero de “doses” prescritas tomadas pelo
paciente e o numero de “doses” prescritas para o paciente, podendo ser expressa em

percentual, como demonstrado abaixo:

A1 = N°de comprimidos x n° de vezes administradas X 100

N° de comprimidos x n° de vezes prescrita
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2) Contagem de comprimidos (MATSUI et al., 1994), na qual a adesdo ¢ definida com base
na discrepancia entre o numero de comprimidos restantes do tratamento prescrito e
aqueles que deveriam ter sido utilizados, e pode ser expressa pela formula adaptada dos

referidos autores, como:

A; = N°de comprimidos consumidos até o dia da entrevista X 100

N° de comprimidos prescritos que deveriam ter sido consumidos

até o dia da entrevista

O parametro para definir adesdo, usando a combinacdo dos dois métodos
descritos acima, foi o consumo de pelo menos 80% dos comprimidos prescritos.
Os pacientes que consumiram menos que 80% dos comprimidos foram classificados como
ndo aderentes e aqueles que consumiram 80% ou acima dos comprimidos prescritos,

foram classificados como aderentes.

2.4- Avaliacao laboratorial

Os pacientes elegiveis para o estudo foram agendados para coleta do material,
triagem e para o estudo genético propriamente dito, através, de duas coletas de sangue
venoso periférico de aproximadamente 40 mL em dois tubos de ensaio contendo EDTA

(concentracdo final 1-2 mg/mL), que foram mantidos a temperatura de —20°C até seu uso.

A coleta sangiiinea foi realizada por puncdo da veia antecubital, entre 07h30min
e 09h00min, ap6s 10 minutos de repouso em posicao sentada. Todos os participantes se
encontravam em jejum de 12 h, os fumantes foram orientados a ndo fumar por um periodo

de 12 h e ndo ingerirem bebidas alcodlicas até 24 h antes.

Os exames laboratoriais solicitados foram: glicemia de jejum, insulina basal,
hemograma completo, hemoglobina glicosilada Alc, s6dio e potassio sérico, sddio e
potassio urindrio, alanina transferase, aspartato transferase, gama glutaril-transferase,

fosfatase alcalina, 4cido urico, cortisol plasmatico, colesterol total, fragdo de colesterol de
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lipoproteina de baixa densidade (LDLc), fragdo de colesterol de lipoproteina de alta
densidade (HDLc), triglicérides (TG), uréia, creatinina, clearence de creatinina, atividade
da renina plasmatica, concentragdo sérica da aldosterona, 4acido vanil mandélico,
proteintria de 24 horas, hormonio estimulante da tiredide (TSH), tiroxina livre (T4 livre) e

urina tipo I.

2.5- Eletrocardiograma e ecocardiograma

O eletrocardiograma (ECG) e o exame ecocardiografico foram realizados nos
trés grupos. A massa do ventriculo esquerdo (MVE) foi calculada pela formula de
Devereux modificada (DEVEREUX et al., 1986): MVE = 0,8 [1,04 (SIVD + DDVE +
PPVED)’ - (DDVE)’] + 0,6. SIVD ¢ PPVED que representam, respectivamente, medidas da
espessura do septo interventricular e da parede posterior do ventriculo esquerdo e,
DDVE o didmetro ventricular esquerdo na didstole. Foi realizado o calculo do indice de
massa ventricular (IMV) dividindo a MVE pela SC e também, o calculo da relagao volume
massa de ventriculo esquerdo dividindo a MVE pelo DDVE. Os valores expressos em

grama (g), grama/superficie corpdrea (g/SC) e volume/massa (V/M), respectivamente.

2.6- Avaliacao da espessura intima - média das cardétidas

Foi realizada a avaliacdo da espessura intima - média das paredes anterior e
posterior da carotida, utilizando ultra-som de alta resolugdo. Este método encontra-se
estabelecido e padronizado de acordo com o relatorio do “34° Bethesda Conference Task

Force # 3 Nonivasive Atherosclerosis Measurement” (REDBERG et al., 2003).

A luminosidade da sala foi controlada, com temperatura ajustada em 24°C.
Para realizagdo do exame o paciente foi posicionado em dectbito dorsal, com a cabega
flexionada levemente voltada para o lado oposta ao examinado. Em geral retiram-se
almofadas ou travesseiros. A imagem foi posicionada na tela, de forma que a porgao

cefalica seja demonstrada a esquerda. Tomando-se o cuidado de ndo comprimir
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exageradamente os tecidos com o tansdutor: as estruturas venosas anteriores a carotida nao
foram colabadas. A interface limen - intima e a interface média - adventicia foram
nitidamente definidas tomando cuidado com a utilizacdo correta do controle de ganho,

correcao de angulo e inclinagdo da caixa de amostragem e da sua amplificacao.

Utilizou-se aparelho de U-S Toshiba “PowerVision 6000 e transdutor vascular
linear de alta resolugdo, freqiiéncia de 7-10 MHz, (Tdékio - Japao), acoplado a
microcomputador para mensuragdo automdtica da EIM. O protocolo de aquisi¢do de
imagens no segmento distal da carotida comum foi padronizado para mensuracdo no
minimo de 100 pontos ou de uma extensdo minima de 1,0 cm da artéria em sentido

longitudinal excluindo o bulbo carotideo (LONN et al., 2001; SIMON et al., 2002).

A EIM da carétida comum foi mensurada no segmento distal a partir de quatro
ciclos cardiacos incidentes com a onda R do ECG usando o software de andlise de EIM
(M’ATh - Metris-France), que permite mensuracdo automatizada da EIM, a partir das
previamente imagens obtidas. A andlise ¢ baseada na densidade da escala de cinza e um
algoritmo especifico de reconhecimento tissular, que permite uma mensuragdo automatica
sem dependéncia do leitor. A variabilidade entre as medidas da EIM deveria ser menor que

2%, o que realmente ocorreu (Figura 8).

Figura 8- Esquema representativo do método de avaliacdo da espessura intima - média
(EIM) da carétida comum com ultra-som de alta resolucdo e transdutor de

7,5-12 MHz. Adaptado de LONN (2001).
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2.7- Avaliacao Funcional do Endotélio Vascular
2.7.1- Vasodilatagao mediada pelo fluxo (VMF)

A avaliacao funcional do endotélio vascular, em artérias de médio calibre
(artéria braquial) foi realizada utilizando-se a técnica do U-S de alta resolugdo,
mediante aplicacdo do teste de compressao/descompressao (oclusdo por cinco minutos) da
artéria braquial para avaliacdo da fun¢do dependente do endotélio e apds administragido de
doador de oxido nitrico como a nitroglicerina sublingual (avaliagdo da fungdo nio
dependente do endotélio - reatividade do musculo liso vascular). Este método encontra-se
estabelecido e padronizado de acordo com o relatorio do “International Brachial Artery
Reactivity Task Force” Guidelines for the ultrasound assessment of endothelial-dependent

vasodilation of the brachial artery (CORRETTI et al., 2002).

Todos os pacientes hipertensos refratarios, os hipertensos controlados e os
voluntarios normotensos foram submetidos a pesquisa da reatividade vascular dependente
do endotélio de forma ndo invasiva, com U-S Doppler de alta resolucao. Os pacientes
foram informados previamente sobre algumas condi¢des que poderiam afetar os resultados
dos exames e solicitados a observa-las. As mulheres foram estudadas entre o segundo e
sétimo dia do ciclo menstrual, quando os niveis de estrogenos sdo mais baixos afetando
menos a fungdo endotelial. Os pacientes deveriam estar em jejum de 12 h, sem fumar nesse
periodo, sem fazer uso de café e vitamina C na véspera do exame e sem terem realizado
exercicio fisico prévio na véspera. Medicamentos suscetiveis de alterarem a funcdo
endotelial como 4cido acetil salicilico foi interrompida 15 dias antes do estudo. As estatinas
foram suspensas em média quatro semanas antes da realizacdo do procedimento.

A medicagdo anti-hipertensiva ndo foi suspensa.

A luminosidade da sala foi controlada, com temperatura ajustada em 24°C.
Para realizacdo do exame o paciente permaneceu em posi¢ao supina por 15 minutos antes e

até o final do mesmo.

Utilizou-se aparelho de U-S Toshiba “PowerVision 600 e transdutor vascular
linear de alta resolugdo, freqiiéncia de 7-10 MHz, (Toékio - Japdo), acoplado a

microcomputador para estudo dinamico da fungdo vascular. Todas as imagens digitalizadas
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foram armazenadas em disco compacto para analise posterior, por dois observadores
independentes. A variabilidade entre as medidas do diametro arterial deveria ser menor que

2% e de 1% intra-observador, o que realmente ocorreu.

O diametro da artéria braquial foi medido quatro vezes consecutivas usando o
software de analise off-line de funcdo vascular (M’ATh - Metris-France).
As medidas foram tomadas a partir da interface limen/parede arterial, no sentido: parede
anterior para posterior no final da diastole. O didmetro médio foi calculado a partir de
quatro ciclos cardiacos incidentes com a onda R do ECG. As mudancas do didmetro da
artéria braquial (em percentagem) foram comparadas ao primeiro didmetro basal (100%) de

acordo com a formula:

(Diametro ap6s descompressao - Diametro basal) x 10
VM = oo e e e e e e e
Diametro basal

Antes do inicio da primeira mensuracdo, o participante teve de permanecer em
repouso absoluto, deitado em decubito dorsal horizontal, comodamente instalado por um
periodo de 15 minutos. A seguir, foi realizado o corte ultra-sonografico longitudinal da
artéria braquial, aproximadamente 5 a 15 cm acima do cotovelo até obter-se uma imagem
nitida da artéria braquial em corte longitudinal. O quadro central da artéria foi identificado
claramente e as camada intima anterior e posterior bem delimitada, a zona de transmissdo

ou zona focal foi ajustada para a profundidade desejada.

Nos casos de grande dificuldade, a zona de transmissdo focal foi modificada,
visualizando-se a parede proximal o mais nitidamente possivel. Para avaliagdo da parede
distal, foram aumentados os ganhos em profundidade, evidenciando-se a linha “m”
(interface média - adventicia). Apds apuragdo da imagem e da interface limen/parede
arterial amplificada, os pardmetros de opera¢do da mdéquina, uma vez regulados,

ndo foram mais alterados durante todo o exame.

Quando uma posicdo satisfatoria do transdutor foi obtida, o suporte
auto-estatico do transdutor, criado para este estudo foi fixado adequadamente ao brago do
paciente permanecendo na mesmo posi¢ao durante todo o estudo, apoiado numa bragadeira

confortavel e especialmente desenhada para esta finalidade.

Casuistica e Métodos

109



O estudo foi iniciado com a mensura¢ao, em repouso, do didmetro da artéria
braquial. A seguir, as curvas espectrais das velocidades de fluxo obtidas com
“Doppler pulsado” (pw) foram obtidas com o cursor do sinal posicionado a um angulo de
60 graus em relacdo a parede arterial ¢ a amostra-volume de 1,5 cm direcionada a regido
central da luz do vaso para obtencdo do tracado espectral. Posteriormente, o estimulo
mecanico foi provocado pela aplicacdo de um torniquete com cuff braquial de poliuretano
(Hokanson, Inc., Bellevue, WA - USA) no brago e insuflado até atingir 250-300 mmHg,
permanecendo nesta situacdo durante 5 minutos, a seguir desinsuflado, promovendo a

dilatagdo dependente do endotélio mediada pelo fluxo (VMF).

A segunda mensuracao foi iniciada apos liberagdo do torniquete. Inicialmente o
tracado espectral do “Doppler” foi registrado nos primeiros 15 segundos e, logo ap0s,
realizada a mensuragcdo do didmetro da artéria braquial entre 60 e 120 segundos apos a
desinsuflagdo do cuff e calculada a variagdo percentual do didmetro da artéria braquial
(SINOWAY et al, 1989). Apoés descanso de 15 minutos para permitir a recuperagao
vascular, foi realizada a terceira mensuracdo, denominada fase de recuperagdo,

com a técnica e os parametros de avaliacdo descritos acima.

Finalmente, foi realizada a estimulacdo farmacologica com nitroglicerina
(doador de oxido nitrico) vasodilatador, que, atuando diretamente na musculatura lisa
vascular, provoca dilata¢do arterial ndo-dependente do endotélio. A ultima mensuragdo foi
realizada 4 minutos ap6és a administracio de nitroglicerina  sublingual

(Nitrostat, Parke-Davis, Morris-Plains, NJ, USA). Protocolo de mensuragdo (Figura 9).

Dessa forma, a nitroglicerina foi utilizada na dose 0,4 mg por via sublingual em
unica tomada, eventual efeito colateral de menor gravidade como cefaléia e hipotensdo
arterial foi monitorizado apos a administragdo da droga e o paciente liberado somente apos

verificagdo da PA e da condigdo clinica pds-estudo (Figura 10).
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Basal VMF Recuperacao Nitroglicerina

Repouso 250 15 min NTG
mmHg 5 mi
. min
15 min S min

45-120"
Diametr o °
Fluxo Doppler A 15" A

Figura 9- Protocolo de avaliagdo da vasodilatagdo mediada pelo fluxo (VMF) da artéria

braquial com ultra-som de alta resolucdo. Adaptado de Celermajer 1992.

Suporte de
transdutor

Figura 10- Técnica de mensurac¢ao da reatividade vascular da artéria braquial. A) Método
padronizado por Celermajer et al. B) Técnica modificada com uso de suporte

de transdutor.
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2.8- Avaliacao dos polimorfismos genéticos
2.8.1- Extracdo do DNA de leucdcitos de sangue periférico

O DNA genomico foi extraido a partir de leucécitos de sangue periférico (SmL)
coletado com EDTA. A extracdo foi realizada em trés etapas, de acordo coma a técnica
descrita por Gustincich e modificada por Salazar (GUSTINCICH et al., 1991; SALAZAR

etal., 1998), compreendendo:

1) lise das células sangiiineas e desnaturacdo. As amostras de sangue foram submetidas a
lise celular com 1000 uL de Tampdo Tris-1 (Tris-HCl 10 mM pH-8,0, KCI 10 mM,
MgCl,, EDTA 2mM pH=8,0) contendo Triton X-100 a 2,5%. Apoés centrifugacao,
os nucleos celulares foram lisados com 220 pL. de Tampap Tris-2 (Tris-HCI 10 mM
pH-8,0, KCI 10 mM, MgCl,, EDTA 2mM pH=8,0, Na CI 0,4 mM) contendo SDS a 1%.

2) Desproteinizagdo, as proteinas foram removidas por precipitagdo salina com 100 puL de

NA Cl 5M.

3) Precipitagdo do DNA e resuspensdo. O DNA presente no sobrenadante foi purificado por
precipitagdo com etanol absoluto, lavado com etanol a 70% e finalmente dissolvido em

50 uL do Tampao TE (Tris-HCI 10 mM e 1 mM EDTA, pH=8,0) e mantido a -4°C.

A integridade das amostras foi avaliada em gel de agarose 0,8%, corado com
brometo de etideo 1,5%. A quantificacdo e andlise da pureza das amostras de DNA foram

realizadas por espectrofotometria.

2.8.2- Analise do polimorfismo Glu298Asp do gene para eNOS

Os gendtipos do polimorfismo Glu298Asp no éxon 7 foram determinados
através da amplificagdo pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) usando os
oligonucleotideos iniciadores (primers) 5°’- AAG GCA GGA GAC AGT GGA TGG A -
3’(sense) e 5’- CCC AGT CAA TCC CTT TGG TGC TCA - 3’(antisense). A reacdo de
PCR foi realizada com um volume de mistura de 25 pL que incluiu aproximadamente
100 ng de DNA gendmico, 10 pmol de cada primer, 200 uM de dNTP, 2.5 mmol/L. MgCl,,
2.5 ul de Tampao 10X PCR e 5U da Taq Polymerase (Promega Corporation, Madison, WI).
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As misturas da reacdo de PCR foram aquecidas a 94°C por 4 min para desnaturacdo e
submetidas a 35 ciclos a 94°C durante 30 segundos para desnaturagdo, a seguir, a 65°C por
30 segundos para anelamento e 72°C por 1 min para extensdo. Finalmente, a extensdo foi
conduzida a 72°C por 5 min. Esta reacdo resultou em fragmentos de 258 bp que foram
digeridos com a enzima Ban II por 6 horas, a 37°C, produzindo fragmentos de 163 bp e
85 bp (variante mais comum - Glu Glu) ou nenhuma digestdo (variante mais rara - Asp
Asp). As amostras amplificadas foram analisadas em gel de poliacrilamida 12%, seguida de
coloracdo por nitrato de prata (0,2%). Os individuos foram classificados de acordo com o

genotipo em: Glu/Glu, Glu/Asp, Asp/Asp (Figura 11).

258 pb

163 pb

85 pb

Genotipos: Glu Asp Glu Glu Glu Glu
Glu Asp Glu Asp Glu Asp

pb= pares de bases; Glu= glutamato; Asp= aspartato

Figura 11- Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% apds coloragdo com nitrato de
prata (0,2%). As bandas visualizadas nas colunas 1, 3 e 5 caracterizam o
genotipo Glu-Glu, na coluna 2 o genotipo Asp-Asp e nas colunas 4 e 6 o

genotipo Glu-Asp.
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2.8.3- Analise do polimorfismo Insercdo/Delegdo da enzima conversora da

angiotensina [

O polimorfismo I/D do gene para ECA foi determinado através da amplificagao
pela reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) usando trés nucleotideos iniciadores (primers)
com o objetivo de minimizar erros de avaliagdo que podem ocorrer quando apenas

dois nucleotideos iniciadores sdo utilizados.

A solugdo para PCR foi composta de 0,5uL de cada desoxinucleotideo
(0,8mM); 2,5uL de tampdo para PCR 10X; 2,5uL de dimetilsulfoxido 10%; 0,75uL de
cloreto de magnésio 0,5mM; 2,5uL de cada primer: P1 e P2 ou P3 e P4 (2,5mM); 0,2uL de
Taq polimerase (5U/uL); 7uL de 4dgua Milli Q; SuL de DNA gendmico diluido (0,2ug).
Para o estudo do polimorfismo genético da ECA foram utilizados os primers: P1 - 5’CTG
GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT3’; P2 - 5°GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC
AGA T3’; P3 - 5’TGG GAC CAC AGC GCC CGC CAC TAC3’; P4 - 5’TCG CCA GCC
CTC CCA TGC CCA TAA3’. A amplificacdo do fragmento polimorfico utilizando os
primers P1 e P2 foi obtida por PCR em 30 ciclos de 94°C por 1 minuto; 58°C por 1 minuto;
72°C por 1,5 minutos e 72°C nos ultimos 10 minutos. Os primers P3 e P4 foram utilizados
em reagdes para amplificacio com 35 ciclos de 94°C por 30 segundos; 69°C por

45 segundos; 72°C por 2 minutos e 72°C nos ultimos 7 minutos.

Os produtos de amplificagdo com os primers P1 e P2 foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1%. Os produtos de PCR com os primers P3 e P4 foram
aplicados em gel de agarose a 1,8%. O sistema eletroforético foi mantido por cerca de
45 minutos sob corrente continua de 110 v, utilizando como tampdo TAE (Acido Acético
0,89M; TRIS base 0,89M; EDTA de sodio 0,025M) diluido 60 vezes, acrescido de um
corante de 30% de glicerol; 0,05% xileno cianol e 0,05% azul de bromofenol.
Ap0s a eletroforese, o gel foi corado com brometo de etideo (0,2mg/L) por 10 minutos e os
fragmentos de DNA visibilizados sob iluminagdo ultravioleta. A analise dos genotipos
correspondentes ao numero de pares de bases (pb) caracterizou DD com 190pb;

ID com 490pb e 190pb; II com 490 pb (Figura 12a).
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As amostras com os primers P3 e P4 foram utilizadas para confirmagao do
gendtipo ID. O alelo D em heterozigotos (ID) é preferencialmente amplificado, o que gera
falsa leitura em 4 a 5% das amostras, classificando-se gendtipos ID como DD. Nesse caso,
o reconhecimento de uma seqiiéncia especifica da forma polimorfica Inser¢do implica em
um fragmento com 335pb (Figura 12b) Os individuos foram classificados de acordo com o

genotipo em: D/D, I/D, I/1.

A B

490pb

190 pb — w——

LDIDDD 11 ID BR

LD= ladder; pb= pares de bases; BR= branco

Figura 12- Foto mostrando padrao de banda eletroforética no polimorfismo do gene para
enzima conversora da angiotensina (ECA): A) com seus dois alelos D com
190 pb, I com 490 pb e trés gendtipos (DD, ID e II). B) banda eletroforética I,
com 335 pb.
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2.8.4- Analise do polimorfismo M235T do gene do angiotensinogénio

Os segmentos polimoérficos dos genes para AGT foram amplificados pela
técnica de PCR (polymerase chain reaction). A mistura para PCR foi composta de 0,5uL
de cada desoxinucleotideo (0,8mM); 2,5uL de tampao PCR 10X; 2,5ul de
dimetilsulfoxido 10%; 2,5uL de cada primer (2,5mM); 0,2uL. de Taq polimerase (S5U/uL);
11uL de agua Milli Q e 2ul. de DNA gendmico diluido (0,2png). Na reagdo do AGT
utilizou-se para 100 reagdes: 150uL de 10X Buffer; 10uL de enzima (1U por reagdo);
350uL de agua Milli Q.

Para analise do polimorfismo genético foram utilizados os primers: P1: 5° CAG
GGT GCT GCT CAC ACT GGA CCC C 3’ e P2: 5 CCG TTT GTG CAG GGC CTG
GCT CTC T 3’. Os referidos primers sdo complementares as regides dos cddons
polimorficos 174 e 235 localizados no éxon 2 do gene para o angiotensinogénio.
A amplificacdo foi obtida por PCR em 35 ciclos de 92°C por 3 minutos; 92°C por
5 segundos; 63,8°C por 30 segundos; 72°C por 30 segundos seguidos de 72°C por
10 minutos. O produto de amplificagdo foi submetido a enzima de restrigdo 7thlll 1 e
incubado a 65°C overnight, para clivagem das seqiiéncias amplificadas em regides

especificas 5> GACN {NNGTC...3’ e 3> CTGNN{NCAG...5".

Os gendtipos reconhecidos pela propor¢ao em numero de pares de bases, foram
identificados por fragmentos de 165pb referente ao genotipo MM, 165pb e 141pb para MT
e 141pb equivalente a TT. Para a analise, os fragmentos de DNA foram separados por
eletroforese em gel de agarose 2,5% preparada com tampio TAE (Acido Acético 0,89M;
TRIS base 0,89M; EDTA de sodio 0,025M) diluido 60 vezes, acrescido de um corante de
30% de glicerol; 0,05% xileno cianol e 0,05% azul de bromofenol, utilizando DNA
controle de 100pb da GIBCO, digerido pela enzima de restricdo 7thlll 1, que gera
fragmentos de até 165pb e 141pb sob corrente continua 110 V por 1 hora. Os individuos

foram classificados, de acordo com o genotipo em: M/M, M/T, T/T. (Figura 13).
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R I : €165 pb

el b €141 pb

M: marcador de peso molecular (100pb DNA Ladder/Gibco); (-) controle negativo;
gendtipos MM (65pb); MT(165 e 141 pb) e TT (141 pb); pb= pares de bases.

Figura 13- Foto mostrando padrdo de banda eletroforética no polimorfismo do gene do

angiotensinogénio em gel de agarose corado com brometo de etideo (1,5%).

3- Estatistica
3.1- Analise descritiva

Com o objetivo apenas de caracterizar as amostras estudadas, apresentamos, em
forma de tabelas e graficos, as freqiiéncias relativas (percentuais) e absolutas das classes de
cada variavel qualitativas. Para as varidveis quantitativas, foram utilizadas tamanho da

amostra (N), médias e desvios-padrao, para indicar a variabilidade dos dados.

A andlise descritiva da reatividade vascular arterial, manifestada por meio da
variagdo percentual do didmetro da artéria braquial pés-estimulo mecéanico (compressao da

artéria braquial) ou farmacologico (nitroglicerina sublingual), bem como a variacdo do
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fluxo no segmento examinado, frente aos estimulos, foi expressa em variacdo percentual
média e desvio-padrdo. A comparagdo entre os grupos foi realizada pela andlise de

variancia (ANOVA), utilizando o teste de comparagdo de Dunnet.

3.2- Analise inferencial

Para compara as freqiiéncias alélicas e genotipicas entre os grupos foi utilizado
o teste Qui-Quadrado. O teste exato de Fisher foi utilizado nas situa¢des em que o valor
esperado foi inferior a 5. Antes dos testes de comparacdes de médias foi realizada uma
analise para testar a hipotese de que os dados seguiam uma distribui¢do normal, pelo teste

de Kolmogorov-Smimov.

Utilizamos o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e quando o objetivo foi
testar a hipdtese de que duas populagdes tém a mesma distribui¢do e o teste nao

paramétrico de Kruskal-Wallis quando comparamos mais de duas populacdes.

Para comparacao de varidveis numéricas entre os grupos foi utilizado o teste
“t”. Para comparacdo entre trés grupos de genoétipos foi utilizada a Andlise de Variancia
Simples (One-way ANOVA), seguida do teste de comparacdo multipla de Tukey.
A distribui¢ao dos genotipos para cada polimorfismo foi avaliada em relagao a qualquer
desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg por intermédio do teste de Qui-Quadrado.

Foram considerados estatisticamente significantes os resultados cujos erros a fossem < 5%.

Foram usados na elaboragao do relatério técnico os softwares: MS Office Excel
versdao 2000 para o gerenciamento do banco de dados; SPSS for Windows versdao 11.5 -
Statistical Package for the Social Science (SPSS Inc Chicago IL - USA). Para a execugido
dos calculos estatisticos, elaboracdo e edigdo de graficos GraphPrism 4 Software
(GraphPad Software Inc. SanDiego CA - USA), para elaboragcdo de tabelas e redagdo
usamos 0 MS Office Word versdo 2003 e para referéncias bibliograficas End Note 9.0
(Thomson Co. Stamford Conn - EUA).
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Capa resultados



1- Dados demograficos, antropométricos e clinicos

Com relacdo a idade nio se observou diferenga estatisticamente significante
quando comparados os grupos: HAR versus HT e HAR versus CT. Entretanto,
a comparacdo dos grupos HT versus CT apresentou diferenca estatistica significante
(P < 0,05). Nao houve diferenca estatisticamente significante para altura entre os trés
grupos. Houve diferenca estatisticamente significante para peso e indice de massa corporal,
entre os grupos HAR e CT (P < 0,05). Os pacientes do grupo HAR apresentaram maior
peso do que os pacientes do grupo HT e os individuos do grupo CT, com IMC de
31,2 £ 5,9 kg/mz, 28,1 + 4,8 kg/m2 e 25,7 £ 3,7 kg/rn2 observados nos grupos HAR,
HT e CT respectivamente (P < 0,05). Os valores presséricos médios sistdlico e diastélico
do grupo HAR aferidos durante a consulta ambulatorial foram superiores e compativeis

com a caracterizagdo clinica de refratariedade (Tabela 1).

Tabela 1- Caracteristicas demograficas, antropométricas e clinicas dos trés grupos

estudados.
HAR HT CT
Idade (a) 50,0+9,1 522 +11,1 442 + 13,8
Sexo: M 44% 29% 36%
F 56% 71% 64%
Peso (kg) 82,6 £17,1%* 73,1+ 14,1 71,1 £13,0
Altura (cm) 1634+ 11,1 162,0+£8,9 166,0+9,0
IMC (kg/m2) 31,2+ 5,9*% 28,1 +4,8 25,7137
PAS (mmHg) 163,1 £ 25,2% 134,1 £ 11,7 119,5+7,7
PAD (mmHg) 101,6 £ 12,7* 81,3+7,2 76,9 £4,5
N 70 80 70

Os valores sdo expressos em média + DP. * P < 0,05 HAR versus HT e CT.

N= nimero de individuos; HAR= hipertensdo arterial refratdria; HT= hipertensdo arterial controlada;
CT= Controle; IMC= indice de massa corporal; PAS= pressdo arterial sistdlica; PAD= pressdo arterial

diastélica; M= masculino; F= feminino.
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2- Monitorizacao Ambulatorial da Pressao Arterial (MAPA)

Os valores médios da PAS 24 h (PAS 24h), PAD 24 h (PAD 24h), PAS em
vigilia (PAS vigilia), PAD em vigilia (PAD vigilia), PAS durante o sono (PAD sono),
PAD durante o sono (PAD sono), pressdo de pulso de 24 h (PP 24h), pressdo de pulso em
vigilia (PP vigilia), pressdo de pulso durante o sono (PP sono), PA média de 24 h
(PAM 24h), PA média em vigilia (PAM vigilia) e da PA média durante o sono (PAM sono)
registradas nos trés grupos estdo sumarizados na Tabela 2. Todos os valores presséricos
registrados por intermédio da MAPA foram superiores no grupo HAR em comparacdo aos

grupos HT e CT e compativeis com a caracterizagdo clinica de HAR (P < 0,01).

Tabela 2- Resultados da monitorizacdo ambulatorial da pressdo arterial (MAPA) nos trés

grupos estudados.

HAR HT CT

Média + DP Média + DP Média + DP
PAS 24 h 156,8 £ 16,0* 1342+ 11,3 1139+6,5
PAD 24 h 99,3 £ 10,0* 82,8+9,0 70,6 £ 3,7
PAS vigilia 159,5 £ 16,1% 136,6 £ 12,2 116,6 £5,7
PAD vigilia 102,5 £ 10,7* 85,0+ 10,2 74,1143
PAS sono 152,1 £ 17,9* 127,4 £ 14,0 107,0 £8,3
PAD sono 94,4 £9,7* 78,2 +£8.,5 63,6 +3,3
PP 24 h 57,5+ 11,3*% 51,1+£7,7 43,7+49
PP vigilia 57,0+ 11,1* 52,0+7,7 42,7+£5.8
PP sono 57,7+ 12,9* 48,6 + 8,2 434+57
PAM 24 h 123,0 £ 11,6* 98,1 £ 10,0 85,3142
PAM vigilia 126,0 £ 12,0%* 100,2 £ 11,2 88,7+t 4,1
PAM sono 118,2 £ 12,1% 91,9+11,1 78,4+5,2
N 70 80 70

Os valores sdo expressos em média + DP. * P < 0,001 vs. HT e CT

N= nimero de individuos; HAR= hipertensdo arterial refratdria; HT= hipertensdo arterial
controlada; CT= Controle; PAS= pressao arterial sistlica; PAD= pressdo arterial diast6lica; PP=

pressdo de pulso; PAM pressao arterial média.
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3- Perfil bioquimico

Os niveis médios de glicemia e de hemoglobina glicosilada Alc quantificados
nos trés grupos, ndo mostraram diferenca  estatisticamente  significante
(glicemia 99,4 £ 16,6; 94,7 £ 24,5 e 88,6 £ 12,5 mg/mL; Hb Alc 6,8 £ 0,8; 59 = 0,6 ¢
5,2 + 0,5 nos grupos HAR, HT e CT respectivamente). As concentragdes plasmdticas de
colesterol total, LDLc, HDLc, triglicérides, creatinina, uréia, hemoglobina, hematdcrito,
transferases hepaticas, desidrogenase latica, creatinina fosfoquinase, hormonio estimulante
da tire6ide (TSH), tiroxina livre (T4 livre), proteindria 24 h, clearance de creatinina e acido
urico verificados nos grupos HAR, HT e CT ndo mostraram diferenca estatisticamente
significativa entre si. Entretanto, a excre¢do urindria de sodio em 24 horas, os niveis
plasmdticos de aldosterona e a atividade plasmdtica da renina encontram-se
significantemente elevados no grupo HAR quando comparados aos grupos HT e CT.
Na" urindrio 24 h: 228,6 + 85,6 mEq/ 24 h, 175,6 + 51,5 mEq/ 24 h e 171,0 + 44,4 mEq/
24 h nos grupos HAR, HT e CT, respectivamente, P < 0,01 HAR vs. HT e CT.
As concentracdes plasmaticas de aldosterona, determinadas nos trés grupos foram
respectivamente, 14,8 + 3,1 ng/mL, 9,0 £ 1,5 ng/mL e 8,4 + 3,1 ng/mL. Finalmente a
quantificagdo da atividade plasmadtica da renina, realizada nos trés grupos experimentais
registrou respectivamente, 2,5 + 1,2 ng/mL/h, 1,6 £ 0,7 ng/mL/h e 1,0 £ 0,6 ng/mL/h
nos grupos HAR, HT e CT, respectivamente, com aumento significante em HAR

comparado aos demais, P < 0,01. (Tabela 3).
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Tabela 3- Valores bioquimicos dos trés grupos estudados.

HAR HT CT
Glicemia (mg/dL) 99.4+16.6 94.9+24.6 86.1£10.1
Hb glicosilada Alc 6,8+ 0,8 5,9+£0,6 52+0,5
Colesterol total (mg/dL) 206.6+47.0 206.7+36.9 209.7+37.8
LDL colesterol (mg/dL) 134.6+41.7 127.2431.1 126.6+£50.7
Triglicérides (mg/dL) 165.2+108.9 159.0£80.0 158.0£74.6
Creatinina (mg/dL) 1.0£0.3 0.9+0.2 0.86+0.1
Uréia (mg/dL) 36,418.,3 36,4483 32,5£13,4
Hemoglobina (g/100 mL) 14,6£1,0 14,6£1,0 13,1£1,3
Hematdcrito (%) 45,04£3,2 45,0£3,2 40,4144
AST (mg/dL) 27,246,0 27,246,0 19,5+10,0
ALT (mg/dL) 27,4£5,6 27,446,0 16,3£3,1
DHL (mg/dL) 257,04£33,0 327,2432.5 348,348,7
CPK (mg/dL) 99,4+32,2 79,3£15,0 109,8+62,7
Na+ urinario 24 h mEq/ 24h 228,6 £ 85,6% 175,6 £ 51,5 171,0 + 44,4
Atividade de renina ng/mL/h 2,5%1,2* 1,6 £0,7 1,0£0,6
Aldosterona ng/mL 14,8+3,1* 9,0+1,5 8,843,1
Relacao aldosterona/APR 5,9£2,6 5,6£2.1 8,815,2
N 70 80 70

Os valores sdo expressos em média + DP. * P < 0,01 HAR vs. HT e CT

N= ntimero de individuos; HAR= hipertensdo arterial refrataria; HT= hipertensdo arterial controlada;
CT= Controle; LDLc= fracdo do colesterol de lipoproteina de baixa densidade; ALT= alanina transferase;
AST= aspartato transferase; DHL= desidrogenase latica; CPK= creatinafosfoquinase; APR= atividade

plasmadtica de renina.
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4- Avaliacao da massa do ventriculo esquerdo

Os resultados da avaliacdo da massa do ventriculo esquerdo calculadas pela
formula de Devereux modificada, foram respectivamente 324,2 + 112,8 g; 241,3 + 104,2 g
e 182,3 £ 39,6 g nos grupos HAR, HT e CT (P < 0,0001 HAR vs. HT e CT). O indice de
massa ventricular, com uso da superficie corporea (SC), observada no grupo HAR foi

maior em comparacdo aos grupos HT e CT (P < 0,0001 HAR vs. HT e CT) ( Figura 14).

Massa do ventriculo esquerdo

40 -

30 -

04 T +
_l_

10 - -1
0 = | — — = ! ——
CT HT HAR CT HT HAR
Massa do VE g Massa VE/SC g/m’
Grupo CT HT HAR CT HT HAR
Média 182,3 241,3% 324,2% 101,0 143,2% 169,3*
DP 39,6 104,2 112,8 17,9 55,68 49,6

* P <0,0001 HAR vs. HT e CT; £ P < 0,05 HT vs. CT

N= ndmero de individuos; HAR= hipertensdo arterial refratdria; HT= hipertensdo arterial controlada;

CT= Controle; VE= ventriculo esquerdo; SC= superficie corpdrea.

Figura 14- Resultados da avaliacdo da massa do ventriculo esquerdo (VE g) e da relacdo

massa/SC (g/mz) nos trés grupos experimentais HAR, HT e CT,

valores expressos em média = DP.
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5- Avaliaciio da Espessura Intima - Média das Carétidas

Os resultados da mensuragdo da EIM das carétidas, observados nos trés grupos

(HAR. HT e CT) sao apresentados na Figura 15.

O grupo HAR evidenciou aumento estatisticamente significante da EIM quando
comparado ao grupo CT (0,74 = 0,12 mm versus 0,63 + 0,06 mm; P < 0,0001).
Da mesma forma, o grupo HT quando comparado com o grupo CT apresentou diferenca
estatisticamente significante (0,71 = 0,11 mm versus 0,63+ 0,06 mm; P < 0,01).

Por outro lado, ndao observamos diferenca estatistica significante para EIM entre os grupos

HAR e HT (P > 0,05; Figura 15).

Espessura intima-média (EIM) de caroétidas

mm 1.0

*

0.7 - ’ l

-1
—_
0.5
071 0.74
02 | 0.63
0.0
HT

CT HAR
Média (mm) 0,63 0,71 0,74
DP (mm) 0,06 0,11 0,12

* P <0,01 HT vs. CT; P < 0,001 HAR vs. CT; P = 0,02 HAR vs. HT

HAR= hipertensao arterial refrataria; HT= hipertensao arterial controlada; CT= Controle; D= desvio padrdo.

Figura 15- Resultados da avaliacdo da espessura intima - média de carétidas (EIM) nos trés

grupos HAR, HT e CT, valores expressos em média + DP.
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6- Avaliacdo da Reatividade Vascular

Os resultados da variacdo absoluta do diametro da artéria braquial observados
nos trés grupos (HAR, HT e CT) durante a avaliacao da fun¢@o vascular dependente e ndo
dependente do endotélio utilizando ultra-som de alta resolu¢do sdao apresentados na

Tabela 4.

Tabela 4- Valores absolutos (mm) da variacdo do didmetro da artéria braquial em resposta
a estimulo mecanico (vasodilatacgdio mediada pelo fluxo-VMF) e estimulo

farmacolégico (vasodilatag@o nitroglicerina induzida) nos trés grupos em estudo.

HAR HT CT
Parametros Média+ DP Média+ DP Médiat DP
Diametro basal Artéria braquial (mm) 3,9+0,6 3,7+0,6 3,6 £0,6
Diametro Artéria braquial pos VMF (mm) 43+0,6 424+0,6 4,1+£0,7
Diametro Artéria braquial recuperacao (mm) 39+0,6 3,7+£0,6 3,6+0,6
Diametro Artéria braquial pés NTG (mm) 4,5+0,6 44+0,6 4,4+0,6

HAR= hipertensdo arterial refratdria, HT= hipertensdo arterial controlada; CT= Controle;

DP= desvio padrao; VMF= vasodilatagdo mediada pelo fluxo; NTG= nitroglicerina.

6.1- Variacao percentual do diametro da artéria braquial (vasodilatacao mediada

pelo fluxo - VMF)

Os resultados da avaliacio da funcdo vascular dependente do endotélio
utilizando ultra-som de alta resolucdo e estimulo mecéanico compressao/descompressao da
artéria braquial (vasodilatacio mediada pelo fluxo-VMF) observados nos trés grupos
(HAR. HT e CT) sdo apresentados na Figura 16. A variacao percentual média do didmetro
da artéria braquial nos grupos HAR e HT foi significativamente menor que no grupo

controle (P < 0,001). Nao houve diferenca significativa entre os grupos HAR e HT.
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6.2- Variacdo percentual do didmetro da artéria braquial pds-estimulo

farmacolégico (nitroglicerina sublingual)

Os resultados da avaliacdo da fun¢do vascular ndo dependente do endotélio
utilizando ultra-som de alta resolucdo e estimulo farmacoldgico (0,4 mg nitroglicerina
sublingual) observados nos trés grupos (HAR, HT e CT) sdo apresentados na Figura 17.
A variacdo percentual média do didmetro da artéria braquial nos grupos HAR e HT foi
significantemente menor que no grupo controle (P < 0,01). Ndo houve diferenca

significante entre os grupos HAR e HT.

Vasodilatacao mediada pelo fluxo - VMF

20 -~

*

10
14, 11,8 10,
0
CT HT HAR

Parametros Meédia + DP Meédia = DP Média + DP

Variacao percentual (%) do
diametro da artéria braquial

VMF 14,2432 11,8 +3,4: 10,8 + 3,5%
*P <0,001 HAR vs. CT; & P < 0,001 HT vs CT; P > 0,05 HAR vs. HT.

HAR-= hipertensao arterial refrataria; HT= hipertensao arterial controlada; CT= Controle; DP= desvio padrao;

VMEF-= vasodilatacdo mediada pelo fluxo.
Figura 16- Variacdo percentual (%) do diametro da artéria braquial em resposta a estimulo
mecanico  compressdo/descompressao  (vasodilatagio  mediada  pelo

fluxo-VMF).
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Vasodilatacio nitroglicerina mediada

*

i

23,5 18,9 | 17,5 |
0
HT HAR

CT

. braquial
S
|

<
|

Variacao percentual (%)
Do didmetro da artéria

Parametros Média+DP Média+DP Média + DP
NTG 23,5+6,3 18,9 + 4,9+ 17,5 +£5,3%

*P <0,01l HAR vs. CT; £ P < 0,01 HT vs. CT; P > 0,05 HAR vs. HT.

HAR= hipertensdo arterial refratdria; HT= hipertensdo arterial controlada; CT= Controle;

DP= desvio padriao; NTG= nitroglicerina.

Figura 17- Variacdo percentual (%) do diametro da artéria braquial em resposta a estimulo
farmacolégico ndo dependente do endotélio (mediada por doador de 6xido

nitrico - nitroglicerina 0,4 mg sublingual).
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7- Freqiiéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo Glu-Asp do gene para sintase

endotelial do 6xido nitrico

A distribuicdo dos alelos e genétipos para o polimorfismo Glu-Asp do gene
para eNOS em pacientes com HAR, HT e individuos CT é apresentada nas Figuras 18 e 19.
Notou-se freqii€ncia significantemente mais elevada para o alelo Glu no grupo de pacientes
hipertensos refratdrios em relagdo ao grupo de individuos controles e ao grupo de pacientes

hipertensos controlados (0,71 versus 0,61 e 0,54, respectivamente, P < 0,02).

O genotipo Glu-Glu foi mais freqiiente no grupo de pacientes HAR em relacio
ao grupo de individuos CT e ao grupo de pacientes HT (49% versus 30% e 25%,
respectivamente, P < 0,02). O genétipo Glu-Asp foi mais representado no grupo CT,
sem mostrar diferenca estatisticamente significante em relacdo aos grupos HT e HAR
(63% versus 57% e 49% respectivamente, P > 0,05). O genétipo Asp-Asp foi mais
freqiiente no grupo HT em relacdo aos grupos CT e HAR (18% versus 7% e 7%,

respectivamente P <0,03).
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Alelos Glu298Asp - eNOS %
0,81 0,71

Freqiiéncia

CT HT HAR

OGlu @ Asp
N 86 54 86 74 929 41

* P <0,02; HAR versus HT e CT

N= freqiiéncia absoluta; P= nivel de significancia.

Figura 18- Distribuicdo de freqiiéncia alélicas para o polimorfismo Glu-Asp do gene para
sintase endotelial do 6xido nitrico [eNOS] em individuos controles (CT), pacientes com

hipertensao controlada (HT) e hipertensao refrataria (HAR).
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Genotipos Glu298Asp - eNOS

Freqiiéncia Relativa (%)

CT HT HAR
N 21 44 5 20 46 14 34 31 5

O Glu-Glu O Glu-Asp B Asp-Asp

*P<0,02vs. HTe CT; £ P<0,03 vs. CT e HAR

N= freqiiéncia absoluta; P= nivel de significincia.

Figura 19- Distribuicdo de freqii€éncias genotipicas para o polimorfismo Glu-Asp dogene
para sintase endotelial do 6xido nitrico [eNOS] (Glu-Glu, Glu-Asp e Asp-Asp)
em individuos controles (CT), pacientes com hipertensdo controlada (HT) e

hipertensao refrataria (HAR).

8- Freqiiéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo Insercao/Delecao do gene para

enzima conversora da angiotensina

A distribuicdo dos alelos e gendtipos para o polimorfismo I/D do gene para
enzima conversora da angiotensina em pacientes HAR, HT e individuos CT € apresentada
nas Figuras 20 e 21. A distribuicdo de freqiiéncias para os alelos D e I nos trés grupos nao
mostrou diferenca estatistica significante, destacando-se o alelo D nos grupos HAR,

HT e CT respectivamente (0,55 versus 0,56 e 0,57).
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Da mesma forma, os genétipos D/D, I/D e I/l ndo apresentaram diferengas
estatisticamente significantes entre os grupos, destacando-se o genétipo I/D em CT (53%),

HT (47%) e HAR (43%).

Alelos I/D - gene ECA

0.6+ 0,57 0,56 0,55

0,5

0,44

0,3

Freqiiéncia

CT HT HAR

N 77 63 99 60 80 60
P NS ED O]

N= freqiiéncia absoluta; P= nivel de significancia; NS= ndo significante.

Figura 20- Distribuicdo de freqiiéncias alélicas para o polimorfismo Inser¢ao/Delecao (I/D)
do gene para enzima conversora da angiotensina [ECA] em individuos controles
(CT), pacientes com hipertensdo controlada (HT) e hipertensdo refratdria

(HAR).
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Genotipo I/D - gene ECA

Freqiiéncias relativas (%)

CT HT HAR
N 20 37 13 26 38 16 25 30 15
Op/DLODOIN
P=NS

N= freqiiéncia absoluta; P= nivel de significancia; NS= ndosignificante.

Figura 21- Distribuicdo de freqiiéncias genotipicas para o polimorfismo Insercio - Delecao
para o gene da enzima conversora da angiotensina [ECA] (D/D, I/D e I/I) em
individuos controles (CT), pacientes com hipertensdo controlada (HT) e

hipertensao refratdria (HAR).

9- Freqiiéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo M235T do gene para

angiotensinogénio

A distribui¢do dos alelos e genétipos para o polimorfismo M235T do gene para
AGT em pacientes HAR, HT e individuos CT é apresentada nas Figuras 22 e 23.
Notou-se freqiiéncia significantemente mais elevada para o alelo T no grupo HAR em

relagdo aos grupos HT e CT (0,65 versus 0,50 e 0,39, respectivamente, P < 0,001).
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O gendtipo T/T foi significantemente mais freqiiente no grupo HAR em relagdo
aos grupos HT e CT (43% versus 19% e 13%, respectivamente, P < 0,001). O gendtipo
M/T foi mais representado no grupo HT sem mostrar diferenca estatisticamente significante
em relagdo aos grupos CT e HAR (62% versus 51% e 44% respectivamente, P > 0,05).
O genétipo M/M foi significantemente mais freqiiente no grupo CT em relagdo aos grupos

HT e HAR (36% versus 19% e 13%, respectivamente, P < 0,005).

Alelos M 235T - AGT

0.7- 0,65

Freqiiéncia

CT HT HAR
N 86 54 80 80 49 91
oMOT

* P<0,001l vs HT e CT

N= freqiiéncia absoluta; P = nivel de significincia.

Figura 22- Distribui¢do de freqiiéncias alélicas para o polimorfismo M35T do gene do
angiotensinogénio (AGT) em individuos controles (CT), pacientes com

hipertensao controlada (HT) e hipertensao refrataria (HAR).
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Genoétipos M235T - AGT

\l
S
[
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wn =)
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] ]

Freqiiéncia percentual (%)
=
=

10+
0-
CT HT HAR
N 25 3 9 15 50 15 9 31 30

B0 M/M BM/THT/T

* P <0,001 vs. HT e CT; £ P < 0,005 vs. HT e HAR

N= freqiiéncia absoluta; P= nivel de significancia.

Figura 23- Distribui¢do de freqiiéncias genétipicas para o polimorfismo M235T do gene do
angiotensinogénio (AGT) em individuos controles (CT), pacientes com

hipertensao controlada (HT) e hipertensao refrataria (HAR).
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10- Correlacdo dos polimorfismos dos sistemas renina - angiotensina aldosterona e

oxido nitrico com alteracoes morfologicas e funcionais cardiovasculares

A correlacdo dos polimorfismos Glu-Asp da eNOS, I/D da ECA e M235T do
AGT com as alteracdes morfologicas (massa de VE e espessura intima - média de
carétidas) e funcionais (vasodilatacdo dependente [VMF] e ndo dependente do endotélio

[NTG]) sdo apresentadas na Tabela 5.

Houve associacdo estatisticamente significante entre o genodtipo T/T do
polimorfismo M35T do gene para angiotensinogénio e alteracdes morfoldgicas,
caracterizadas por aumento da massa do ventriculo esquerdo e da espessura intima média
das carétidas acompanhada de alteragdes funcionais, representadas por diminui¢do da
vasodilatacdo dependente e ndo dependente do endotélio em pacientes com HAR.
Houve também, associacdo estatisticamente significante entre o gendtipo M/T do
polimorfismo do gene para angiotensinogénio e diminuicao da vasodilatacdo mediada pelo

fluxo e da vasodilatacdo induzida por nitroglicerina em pacientes com HAR.

Nao houve associagdo estatisticamente significante entre do polimorfismo I/D

do gene para ECA e alteragdes morfoldgicas e funcionais cardiovasculares.

Houve associacdo estatisticamente significante entre o gendtipo Glu-Glu do
polimorfismo do gene para eNOS e alteragdes morfoldgicas, caracterizadas por aumento da
massa do ventriculo esquerdo e da espessura intima média das cardtidas acompanhada de
alteragdes funcionais, representadas por diminuicdo da vasodilatagcdo dependente e ndo
dependente do endotélio em pacientes com HAR. Houve também, associacdo
estatisticamente significante entre o gendtipo Glu-Asp do polimorfismo do gene para eNOS
e diminuicdo da vasodilatacdo mediada pelo fluxo e da vasodilatagdo induzida por

nitroglicerina em pacientes com HAR.

Nao houve associacdo estatisticamente significante entre polimorfismos
Glu-Asp da eNOS, I/D da ECA e M235T do AGT com as alteracdes morfologicas
(massa de VE e espessura intima - média de carétidas) e funcionais (vasodilatagdo

dependente [VMF] e nao dependente do endotélio [NTG]) nos grupos HT e CT.
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Tabela 5- Associacdo dos polimorfismos genéticos do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) e da sintase endotelial do 6xido nitrico (eNOS) e

alteracOes morfoldgicas e funcionais cardiovasculares.

Genotipos Massa do VE + EIM VMF + NTG
AGT
M/M P=0,05; X’= 4,1 P<0,16; X’=1,9
M/T P < 0,001; X*= 22,60 P=0,015; X’= 5,8
T/T P=0,0001; X*= 26,88 P < 0,0001; X*=17,7
ECA
D/D P=0,2; X’=2.,6 P=03;X’=23
/D P=0,6; X’=59 P=0,7; X’=0,6
7] P=0,9; X’= 1,2 P=0,9; X’= 1,0
eNOS
Glu-Glu P=0,0001; X’= 26,13 P = 0,0001 X2= 14,5
Glu-Asp P=0,09; X’=2,8 P =0,005; X’= 8,0
Asp-Asp P=0,001; X*= 22,85 P=0,1; X’= 1,4

VE= ventriculo esquerdo; EM= espessura intima-média de carétida; VMF= vasodilata¢do
mediada pelo fluxo; NTG= nitroglicerina; M= alelo M do gene do angiotensinogénio;
T=alelo T do gene do angiotensinogénio; D= alelo D do gene da enzima conversora da
angiotensina; I= alelo D do gene da enzima conversora da angiotensina; Glu= alelo Glu do
gene da sintase endotelial do 6xido nitrico; Asp= alelo Asp do gene da sintase endotelial do

oxido nitrico; P= nivel de significancia; X?= Qui-quadrado.
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Capa discussao
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Os principais resultados do presente estudo mostraram:
1) prevaléncia semelhante de individuos ndo caucasianos e caucasianos, aumento do indice
de massa corporal, elevacdo da concentracdo sérica de aldosterona, da atividade plasmatica
da renina e da excrecdo urindria de s6dio em pacientes com HAR; 2) presenca de alteracoes
morfoldgicas caracterizadas por hipertrofia do ventriculo esquerdo e aumento da espessura
intima - média das cardtidas (remodelamento cardiovascular) e alteracOes funcionais
qualificadas como alteragdo da vasodilatacio dependente (VMF) e ndo dependente do
endotélio; 3) prevaléncia elevada do genétipo T/T do polimorfismo M235T do gene para
angiotensinogénio e do genétipo Glu-Glu para eNOS nos pacientes com HAR, ambos em
correlacdo estatisticamente significante com alteracdes morfolégicas e funcionais

cardiovasculares.

Neste estudo, uma avaliacdo do perfil clinico, demografico, antropométrico,
bioquimico e de diagndstico por imagem foi realizada para caracterizacdo dos pacientes
com HAR. A idade do grupo HAR variou de 29 a 65 anos (média= 50,0 £ 9,1 anos).
Entre os pacientes com HAR 44% eram do sexo masculino e 56% do sexo feminino, Com
relacdo a etnia 53% dos individuos com HAR eram caucasianos. O indice de massa
corporal foi de 31,2 £ 5,9 kg/mz. Os valores pressoricos médios sistolico e diastdlico do
grupo HAR aferidos durante a consulta ambulatorial, foram superiores e compativeis com a

caracterizac¢do clinica de refratariedade.

O estudo de revisao de GARG et al. (2005) comparando uma coorte da
Universidade RUSH com os resultados de YAKOVLEVITCH e BLACK da Universidade
YALE publicados em 1.991 mostrou em ambos os estudos prevaléncia semelhante de HAR
em torno da sexta década de vida (média de idade de 57 + 14 anos), dos quais,
45% e 42% eram do sexo masculino com prevaléncia de 45% e 84% de caucasianos,
respectivamente. O estudo da Universidade YALE nao avaliou o IMC no grupo de
pacientes com HAR. Por outro lado, o IMC aferido no estudo da Universidade RUSH foi
de 32 + 7 kg/m® com 85% de adesdo ao tratamento anti-hipertensivo. Os resultados do
presente estudo referentes a idade, sexo, faixa etdria, IMC e taxa de adesdo sdo

concordantes com aqueles do estudo do servigo de hipertensdao da Universidade RUSH.
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Neste estudo, uma abordagem genética foi utilizada para investigar a
participacdo dos polimorfismos de base tinica dos genes que codificam os componentes do
SRAA tais como o polimorfismo inser¢ao/delecdo da ECA, a variante M235T do AGT e o
polimorfismo Glu-Asp do gene da eNOS em pacientes com HAR. A importancia da
participacdo do 6xido nitrico na fisiopatologia da HA tem sido amplamente demonstrada,
através de inumeras evidéncias clinicas e experimentais, publicadas nas duas ultimas
décadas (FERRO e WEBB, 1997; MOMBOULI e VANHOUTTE, 1999; PANZA, 1997;
VANHOUTTE, 1996; ZATZ e BAYLIS, 1998). Desta forma, é concebivel que
anormalidades na atividade da enzima que sintetiza 6xido nitrico nas células endoteliais
(sintase endotelial do 6xido nitrico - eNOS) possam levar a deficiéncia da disponibilidade

de NO e cursar com hipertensao arterial.

Alguns estudos dos polimorfismos do gene para eNOS mostraram maior
relevancia clinica, como o polimorfismo do éxon 7 localizado no cromossomo 7 q35-36
humano que resulta na substituicdio do residuo 298 de glutamato por aspartato
(LAMAS et al.,, 1992). Esta alteracdo foi descrita como responsavel pela redugdo da
atividade da eNOS, e conseqiiente redu¢do da geracdo de 6xido nitrico, uma vez que a
eNOS € mais suscetivel a clivagem em individuos homozigotos para esta variante

(YOON et al., 2000). Por outro lado, estudos de associagdo entre variantes da eNOS e

doencas cardiovasculares, particularmente HA, tém mostrado resultados discrepantes.

Alguns estudos mostraram associacao entre o polimorfismo Glu-Asp do gene
para eNOs e HA em diferentes grupos étnicos. Ha referéncias de associacao entre a variante
298Asp e HA primdria na populagdo japonesa (MIYAMOTO et al., 1998;
NAKAYAMA et al.,, 1999; UWABO et al, 1998). Todavia, LACOLLEY et al.,
estudando populagdes caucasiana, relataram resultados contraditérios demonstrando
associacdo entre o alelo Glu298 e HA (LACOLLEY et al., 1998). SHOII et al. também
demonstraram maior prevaléncia do alelo 298Asp em individuos hipertensos quando
comparados a normotensos (0,128 vs. 0,08, P < 0,05; OR = 1,8 , IC 95% 1,1-3,0)
(SHOIJI et al., 2000). Resultados semelhantes foram descritos em uma populacdo finlandesa
(PULKKINEN et al., 2000). Da mesma forma, grandes estudos populacionais confirmaram
essa associacdo (CHEN er al., 2004; CHEN et al., 2001; HYNDMAN et al., 2002;
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JIA et al., 2003; LI, R. et al., 2004; PEREIRA et al., 2006). Em outro estudo,
também demonstraram associacdo positiva entre polimorfismo Glu298Asp e resisténcia a

terapia anti-hipertensiva. JACHYMOVA et al., 2001).

Entretanto, outros pesquisadores nao confirmaram associacdo do polimorfismo
Glu298Asp do gene da eNOS e HA (BENJAFIELD e MORRIS, 2000;
BONNARDEAUX et al., 1995; DEREBECKA et al., 2002; JACHYMOVA et al., 2001;
KAJIYAMA et al, 2000; KARVONEN et al, 2002; KATO et al, 1999;
KISHIMOTO et al., 2004; LAPU-BULA et al., 2005; NEUGEBAUER et al., 2000;
WOLFF et al., 2005). Destacam-se os resultados do estudo SUITA, publicados em 2001
mostrando semelhanca entre individuos nornotensos e hipertensos para o polimorfismo
Glu298Asp do gene para eNOS em uma populacio da regido norte do Japao
(TSUJITA et al., 2001).

Neste estudo, o grupo de pacientes com HAR mostrou maior prevaléncia do
alelo Glu em relagdo aos grupos CT e HT. A andlise dos gendtipos, que estavam em
equilibrio de Hardy - Weinberg, também detectou maior prevaléncia do genétipo Glu-Glu
nos pacientes com HAR. Desta forma, como na maioria dos trabalhos publicados na
literatura, o presente estudo ndo demonstrou associa¢do da variante polimoérfica 298 Asp do
gene para eNOS com elevacdo dos valores da pressdo arterial ou com alteracdes
morfolégicas e funcionais pesquisadas em paceintes com HAR. No entanto,
os pacientes com HT apresentaram maior freqiiéncia do genétipo Asp-Asp, comparado aos

outros dois grupos.

O polimorfismo I/D da ECA foi descrito por RIGAT et al. em 1.990 com
associacao entre o alelo D e aumento da concentracdo plasmatica da ECA. Nesse caso o
genétipo D/D foi relacionado a elevacao duas vezes maior dos niveis plasmaticos da ECA,
comparado ao homozigoto I/I, enquanto os heterozigotos apresentaram niveis
intermediarios (RIGAT et al., 1990). Outros estudos validaram esse trabalho inicial e
confirmaram a associagdo do genotipo D/D com aumento dos niveis da ECA circulante e
tecidual (DANSER et al., 1995; MALIK et al., 1997; TIRET et al., 1992). Posteriormente,
estudos de correlacdo entre o polimorfismo da ECA e DCV foram amplamente relatados.

Alguns autores apontaram associacdo significante entre o alelo D e aumento do risco de
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DAC incluindo DAC precoce, infarto e morte prematura (CAMBIEN er al, 1992).
Esta associacdo foi particularmente significante no grupo de pacientes de baixo risco, para
os quais o risco relativo de infarto agudo do miocardio atribuivel ao genétipo D/D foi de
35 % comparado com 8% observado em todo o grupo do estudo ECTIM -
Etude Cas-Temoin e I’Infarctus du Myocarde (CAMBIEN et al., 1994).

Entretanto, estudos de associacdo entre HA e polimorfismo da ECA sdo
controversos. A primeira citacdo da auséncia de correlacdo entre niveis plasmaticos da
ECA e HA ou entre gendtipo D/D e HA foi publicado em 1992
(JEUNEMAITRE et al., 1992). Corroboraram estes achados trabalhos publicados por
outros autores (BORECKI ez al., 1997; GINER et al., 2001; MALIK et al., 1997,
SCHMIDT et al., 1993; TURNER et al., 1999). Por outro lado, grandes estudos
populacionais, como o Framingham Heart Study, evidenciaram associacdo e ligacdo do
gene para ECA e HA em homens, mas ndo em mulheres (FORNAGE ef al., 1998;
O'DONNELL et al., 1998). Estudos com diferentes grupos étnicos também mostraram
diferencas de distribui¢ao dos genétipos do polimorfismo para ECA (BARLEY et al., 1996;
BLOEM et al., 1996; DURU et al., 1994; FOY et al., 1996; MATHEW et al., 2001)
apontando para a importiancia da variacdo étnica na regulacdo génica da atividade

plasmética da ECA e a relac@o do polimorfismo I/D do gene para ECA e DCV.

Neste estudo, a distribui¢do de alelos para o polimorfismo I/D da ECA mostrou
prevaléncia semelhante do alelo D nos grupos HAR, HT e CT (0,55; 0,56 e 0,57,
respectivamente). Da mesma forma, a distribuicdo dos gendtipos (D/D, I/D e I/I) que
estavam em equilibrio de Hardy - Weinberg nao mostraram diferengas estatisticas
significantes entre os trés grupos, € também, ndo apresentou associagdo com alteracoes
morfolégicas e ou funcionais cardiovasculares. Esses resultados foram semelhantes aqueles
apresentados por vdrios autores. (BORECKI er al, 1997; GINER et al., 2001;
JEUNEMAITRE et al, 1992; MALIK et al, 1997; SCHMIDT et al, 1993;
TURNER et al., 1999). Também, estudos multicéntricos e de metanalise ndo encontraram
associacdao entre o polimorfismo I/D com fendtipos relacionados a risco cardiovascular,

dentre eles o Physicians’ Health Study (LINDPAINTNER et al., 1995),
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o Copenhagen City Heart Study (AGERHOLM-LARSEN et al., 1997) e uma metanélise
com 46 estudos incluindo 32.715 pacientes (AGERHOLM-LARSEN et al., 2000).

JENEUMAITRE et al., (1992) estudando o polimorfismo M235T do gene para
AGT demonstraram associacdo entre o alelo 235T HA primdria e a niveis séricos mais
elevados de AGT. Posteriormente, vérios estudos publicados confirmaram esta associagao,
incluindo  populacdes de  paises europeus (BORECKI et al, 1997
CAULFIELD et al., 1994; CAULFIELD et al., 1996; HEGELE et al., 1994; HEGELE et
al., 1996; JEUNEMAITRE et al., 1993; PROCOPCIUC et al., 2002; SETHI et al., 2001),
japoneses (HATA et al., 1994; HATAE et al., 1994; ISO et al., 2000; IWALI et al., 1995;
KAMITANI et al., 1994; NISHIUMA et al., 1995), chineses (NIU et al., 1998;
TSAI et al., 2003; ZHU et al, 2003) e brasileiros (PEREIRA et al., 2001;
PEREIRA et al., 2003).

KUNZ et al., (1992; 1996), em estudo de metandlise, demonstraram em
5.493 pacientes caucasianos associag¢do estatisticamente significante entre a variante 235T
do gene para AGT e HA (OR = 1,20 IC 95%, 1,1 - 1,29). Mais recentemente,
foi demonstrada associagdo do gendtipo T/T do gene para AGT com elevacdo da PA em
mulheres e ndo em homens provenientes do estudo Copenhagen City Heart Study
(SETHI et al., 2001). Neste estudo, encontrou-se com maior freqiiéncia a presenga do alelo
235T do gene para AGT no grupo de pacientes com HAR, 0,65 versus 0,50 e 0,39 nos
grupos de HT e CT, respectivamente. Nossos resultados demonstraram que os genétipos do
polimorfismo M235T do gene para AGT estavam em equilibrio de Hardy - Weinberg com
maior prevaléncia do genétipo T/T no grupo de pacientes HAR quando comparados aos
grupos HT e CT (43% vs. 19% e 13%, respectivamente, P < 0,0001). Estes achados sdo
concordantes com os resultados de PEREIRA et al. (2003) que analisaram uma casuistica
brasileira da cidade de Vitdria ES e encontraram correlagdo positiva entre HA e a variante

235T do gene para AGT.

O estudo de metandlise realizado por AGERHOLM-LARSEN et al., (2000)
envolvendo 63 estudos com 45.267 participantes, mostrou a mutacdo M235T no gene para
AGT associada com aumento em 5% nos niveis plasmaticos de AGT em heterozigotos M/T

e aumento de 11% em homozigotos T/T quando comparados com homozigotos M/M.
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De acordo com esses achados, heterozigotos e homozigotos T/T tiveram aumento
significante de 8% e 19% de risco de HA, respectivamente, quando comparados com
homozigotos M/M. Uma tendéncia semelhante foi observada em individuos asiaticos,
cujos homozigotos T/T tiveram aumento de 60% de risco para HA quando comparados a
homozigotos M/M, enquanto o0s heterozigotos, tiveram um risco intermedidrio

(ISO et al., 2000; NISHIUMA et al., 1995; NIU et al., 1998).

Entretanto,  outros  estudos ndo  confirmaram  essa  associacdo
(BARLEY et al, 1994; BERGE e BERG, 1998; BRAND et al, 1998;
FORNAGE et al., 1995; HINGORANI er al., 1996; MONDORF et al., 1998;
RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2001; ROTIMI et al., 1994; WINKELMANN et al., 1999;
WU et al., 2003). Estas discrepancias provavelmente devem-se: 1) ao baixo poder
estatistico destes estudos estreitamente relacionado ao tamanho da amostra; 2) aos critérios
de selecdo e exclusdo como idade, presenca de pseudo-hipertensiao ou hipertensao do jaleco
branco e hipertensdo secunddria ndo diagnosticada; 3) por se tratar de uma doenga
poligénica, o efeito de um gene pode ser encoberto por outro; 4) estratificacdo populacional
ou diversidade étnica (SHIMASAKI er al., 1998; TANUS-SANTOS et al, 2001) e

5) foco na contribui¢do de apenas um polimorfismo para uma condi¢ao clinica especifica.

As alteragdes morfoldgicas analisadas no presente trabalho, que foram
respectivamente, a massa de ventriculo esquerdo e da EIM de cardtidas e as funcionais,
envolvendo a avaliagdo da reatividade vascular dependente e ndo dependente do endotélio
mostraram: aumento da massa do ventriculo esquerdo nos pacientes com HAR em relacao
aos grupos HAT e CT. Houve também aumento da EIM carétidas com valores maiores nos

pacientes com HAR em relacdo aos grupos HT e CT.

Com relagdo ao aumento da massa do VE, os resultados do Framingham Heart
Study demonstraram de forma inequivoca o valor prognédstico da detec¢do de HVE na
estratificacio de risco para doenca cardiovascular, morbidade e mortalidade
(LEVY et al., 1992). Dessa forma, individuos sadios acompanhados por um periodo de
quatro anos e HVE definida como aumento da massa de VE para valores >143 g/m em
homens e >102 g/m em mulheres mostraram risco de desenvolver doenga cardiovascular

1,49 vezes maior em homens e 1,57 vezes maior em mulheres para cada incremento de

Discussdo

148



50 g/m de massa do VE. Este aumento da massa de VE foi associado a um aumento do
risco relativo de morte cardiovascular de 1,73 em homens e 2,12 em mulheres e a um
aumento de risco relativo de morte por todas as causas de 1,49 em homens e 2,01 em

mulheres (LEVY et al., 1990).

Da mesma forma, remodelamento vascular detectado mediante estimativa da
EIM de carétidas tem sido relacionado a maior risco de eventos cardiovasculares totais,
coronarianos e encefalicos (BALDASSARRE et al., 2000; HOLLANDER et al., 2003;
SIMON et al., 2002). Entre as vdérias explicacdes fisiopatoldgicas descritas, destaca-se a
associacao do aumento da EIM a maior variabilidade pressérica encontrada em hipertensos

com remodelamento vascular (MANCIA et al., 2001).

A contribuicdo do NO na regulacio do tono vascular em humanos foi
confirmada por estudos, usando-se pletismografia para mensuracio do fluxo sangiiineo e a
técnica da perfus@do com agonistas (PANZA et al., 1990). Foi confirmada também pela
demonstracdo de que a inibicdo da sintese de NO resulta em reducdo da resposta
vasodilatadora dependente do endotélio (FORTE et al., 1997; PANZA, 1997). Da mesma
forma, estudos de avaliacdo da vasodilatagdo da artéria braquial realizados em pacientes
hipertensos mediante ultra-sonografia de alta resolu¢do demonstraram decréscimo da
resposta vasodilatadora a estimulacdo mecanica mediante compressdo sustentada por cinco
minutos da artéria braquial e posterior liberacdo da compressdo arterial, denotando
alteracdo da funcdo dependente do endotélio (LI, J. et al., 1997; YUGAR-TOLEDO et al.,
2005; YUGAR-TOLEDO et al., 2004).

A correlagdo dessas alteracdes morfolégicas com os polimorfismos genéticos
do SRAA e da eNOS mostrou no presente estudo associacdo estatisticamente significante
entre a variante 235T do gene para AGT e alteragcdes morfoldgicas cardiovasculares
encontradas no grupo de pacientes com HAR, caracterizadas por aumento da massa do
ventriculo esquerdo e da EIM das carétidas (P= 0,0001; X°= 26,88). Na literatura,
o polimorfismo T174M do gene do AGT em combinac¢do com o polimorfismo I/D do gene
para ECA tem sido associado a reducdo da vasodilatacio dependente do endotélio em
individuos normotensos, sustentando a hipétese de haver influéncia direta do SRAA sobre a

funcado endotelial também em individuos sem HA (KURLAND et al., 2001).
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Estudos de correlacdo entre remodelamento vascular, avaliados mediante
mensuracdo da EIM das carétidas e polimorfismo I/D do gene para ECA sao controversos.
Algumas publicacdes mostraram associacdo entre o alelo D e aumento da EIM, enquanto
outros, nao confirmaram esta associacio (SAYED-TABATABAEI et al, 2003).
No presente estudo, ndo se encontrou associacao entre polimorfismo I/D da ECA e aumento
da EIM em pacientes com HAR. Além disso, também nao se observou associagdo entre
esse polimorfismo e alteragdo da reatividade vascular em pacientes com HAR. Por outro
lado, BOZEC et al, (2003) mostraram associa¢do significante entre o alelo T do
polimorfismo do gene para AGT e aumento da EIM de carétidas em pacientes com HA,

também observado neste estudo.

O polimorfismo Glu-Asp do gene para eNOS e sua associacdo com
remodelamento cardiovascular foram analisados em 600 pacientes com HA em populacdo
finlandesa por KARVONEN et al, (2002). Entre os principais resultados desse trabalho
citam-se auséncia de correlagdo entre a variante alélica do polimorfismo Glu-Asp do gene
para eNOS e o remodelamento cardiaco e vascular. Em contrapartida os resultados do
presente estudo mostram associacdo entre polimorfismo Glu-Glu do gene para eNOS,
aumento da massa do ventriculo esquerdo e aumento da EIM de carétidas

(P=0,0001; X°= 26,13).

As avaliacdes funcionais realizadas neste estudo mostraram disfuncdo vascular,
caracterizada por diminui¢do vasodilatacdo-dependente e ndo-dependente do endotélio em
pacientes com HAR e HT, respectivamente, quando comparados aos individuos do grupo
CT. Entretanto, estas alteracdes, ndo apresentaram associagdo com o0s polimorfismos do
gene para ECA. Todavia, sabe-se que a ECA exerce inimeras funcdes relacionadas ao
SRAA e desta forma participa de importantes alteracdes do sistema cardiovascular.
A inibicdo da ECA tem demonstrado ser capaz de reverter disfuncdo endotelial em
pacientes com HA (CHARBONNEAU e ANDERSON, 1998; CREAGER e RODDY,
1994; HIROOKA et al., 1992). Nesse contexto, demonstrou-se que o polimorfismo I/D
pode estar envolvido na fisiopatologia da reducdo da vasodilatacdo induzida por

acetilcolina em pacientes com hipertensao arterial (PERTICONE et al., 1998).
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Estudos prévios, como o de GUZIK et al., (2001) também, ndo encontraram
associacao entre o polimorfismo Glu-Asp do gene para eNOS e alteracdes da reatividade
vascular em humanos. Dessa forma, a presenca do alelo Asp ndo demonstrou exercer
qualquer efeito funcional direto sobre a disponibilidade vascular de NO. No entanto,
neste estudo o gendtipo Glu-Asp mostrou correlagao positiva significante com alteragao da

vasodilatacdo mediada pelo fluxo e a induzida por nitroglicerina.

Por outro lado, a andlise das alteracdes da vasodilatacdo-dependente e
nao-dependente do endotélio encontradas no grupo de pacientes com HAR mostrou
associacdo estatisticamente significante entre disfung¢do vascular e maior prevaléncia da
variante 235T do gene para AGT em pacientes com HAR, tanto em homozigotos
(P < 0,0001; X’= 17,7) como em heterozigotos (P= 0,015; X’= 5,8). Dessa forma,

esses achados sdo descritos pela primeira vez neste subgrupo de pacientes com HA.
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Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

Hipertensdo arterial refratdria tem distribuicdo equivalente entre individuos
caucasianos e ndo caucasianos que apresentam fatores associados como: aumento do
indice de massa corporal, elevacdo da concentracdo sérica de aldosterona, aumento da

atividade plasmaética da renina e da excre¢ao urindria de sédio em 24 h.

Fenétipos intermedidrios caracterizados por remodelamento cardiovascular,
aumento da massa do ventriculo esquerdo e da espessura intima - média das carétidas
destacam-se como alteragdes morfologicas associadas a presenca de HA,

principalmente HAR.

Alteragdes funcionais representadas pela disfun¢do vascular dependente e
nao-dependente do endotélio, estdo envolvidas na expressdo fenotipica de pacientes com

HAR e HT.

O gendtipo T/T do polimorfismo do gene para AGT e o Glu-Glu da eNOS t€m
maior prevaléncia em pacientes com HAR, contudo somente o genétipo TT do
polimorfismo para AGT apresenta correlacdo com alteragdes estruturais e funcionais
cardiovasculares. Enquanto, os genétipos Glu-Glu e Glu-Asp se correlacionam com

alteracOes funcionais.
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\"b FACULDADE DE 'CIENCIAS MEDICAS
§ 2, COMITE DE ETICA EM PESQUISA

- 4 Caixa Postal 6111
N 13083-970 Campinas, SP
UNICAMP ® (0__19) 3788-8936

fax (0__19) 3788-8925
B cep@head.fcm.unicamp.br

CEP, 22/01/02
(Grupo I)

PARECER PROJETO: N° 315/2001
I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “AVALIACAO FUNCIONAL DO ENDOTELIO E CORRELACAO
COM FATORES GENETICOS ENVOLVIDOS NA GENESE DA HIPERTENSAO
RESISTENTE”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Heitor Moreno Jinior

INSTITUICAO: Departamento de Farmacologia/FCM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 09/11/2001

II - OBJETIVOS

O presente estudo tem por objetivo identificar marcadores genéticos e funcionais do
endotélio associados a hipertensdo arterial resistente, visando esclarecer mecanismos
basicos de controle de pressio arterial, incluindo a identificagdo de predisposigdo individual
a hipertensdo arterial resistente.

III - SUMARIO

Estudo de genética molecular e avaliagdo funcional do endotélio vascular. Serdo
avaliados 150 individuos, sendo 75 pacientes portadores de hipertensdo arterial resistente e
os demais 75 individuos do grupo controle, que ndo apresentem doenga do tipo hipertensdo
arterial, provenientes do Ambulatério de Hipertensdo Resistente do HC/UNICAMP. Os
sujeitos da pesquisa sofrerdo duas coletas de sangue venosos de 20ml cada. A duragdo da
pesquisa sera de 24 meses.

Sera feita analise de ligagdo com marcadores genéticos para tentar estabelecer
regides de ligagdo com o fendtipo hipertensdo arterial resistente. Os genes estudados serdo
amplificados por reagdo em cadeia de polimerase (PCR — Polimerase Chain Reaction),
visando por meio de analise conformacional da cadeia simples do DNA, a detecgdo de
mutagdes ou alteragdes especificas no referido gene, seguido de sequenciamento dos
fragmentos amplificados com alteragdes previamente selecionadas.
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IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O presente projeto encontra-se bem descrito como devera ser executado, ndo
demonstrando apresentar riscos para o paciente.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido é elucidativo e claro para os
participantes.

Os autores fizeram as modificagdes sugeridas no parecer anterior. Sugerimos
aprovagao por este Comité.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
ap6s acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente
caso e atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e 251/97, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos
incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restri¢des o Protocolo de Pesquisa supracitado.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo a0
seu cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
aprovado e descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano néo
previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar
medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha
sido em outro centro) e enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP
de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
justificativas. Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA,
o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também a mesma junto com o parecer
aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

Atencdo: Projetos de Grupo I serdo encaminhados 2 CONEP e sé poderio ser
iniciados apés Parecer aprovatorio desta.
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VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na I Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 22 de janeiro de 2002.

TS o
rof. Dr. Sebastido ujo
PRESID, E do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
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CONSENTIMENTO DOS VOLUNTARIOS

HIPERTENSAO ARTERIAL REFRATARIA: caracterizacio fenotipica,
avaliacao cardiovascular morfo-funcional e correlacdo com polimorfismos genéticos

do sistema renina-angiotensina e de sintase endotelial do éxido nitrico.
DATA__/__/
CARTA DOS DIREITOS DO VOLUNTARIO EM PESQUISA MEDICA

Os individuos que participam da pesquisa médica adquirem certos direitos.

Esses direitos incluem:

a) Informacdes e explanagdes a respeito:
e Dos procedimentos, aparelhos e drogas a serem utilizados;
e Da natureza e proposta da pesquisa;

e De possiveis desconfortos e riscos que possam possivelmente ocorrer ou estarem

sujeitos;
e De possiveis beneficios advindos da pesquisa;
e De outras alternativas de tratamento que possam lhe ser vantajosas;
e Da evolucdo 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 voluntério por parte da instituicao de saide;
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e) Receber uma coépia deste consentimento datada e assinada pelo pesquisador seus

auxiliares autorizados para tal;

f) Consentir ou ndo em participar do estudo sem qualquer coer¢do ou outro tipo de

influéncia por parte de elementos envolvidos na pesquisa.

Assinatura do voluntario Data

Assinatura do investigador ou testemunha. Data
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CONSENTIMENTO INFORMADO

Vocé estd convidado a participar de um estudo sobre envolvimento dos fatores
genéticos na hipertensdo arterial resistente. NOs estudaremos a influéncia dos fatores
genéticos envolvidos na hipertensdo arterial resistente através de pesquisa genética e de
biologia molecular em amostras de sangue venoso coletadas para tal finalidade.
Se vocé decidir participar no estudo, o Prof. Dr. Heitor Moreno Jr. ou Dr. Juan Carlos

Yugar Toledo, ou outros médicos da equipe descreverdo detalhadamente o estudo a voce.

z

Se vocé € mulher em idade reprodutiva, tem que estar usando método
anticoncepcional (pilula ou DIU) por pelo menos 3 meses antes do estudo ou ter sido
submetida a cirurgia de esterilizacdo. Isto €, para que se tenha certeza de que voc€ ndo esta
gravida e nio 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 ndao deve tomar parte em outro

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

Amostras de sangue seriadas serdo coletadas durante o estudo. O volume total
de sangue a ser coletado durante o periodo total de estudo (6 meses) ndo serd superior a

400 ml.

Este estudo poderd resultar em uma melhor compreensdo dos fatores genéticos

envolvidos na génese da hipertensao arterial resistente.

NOS NAO PODEMOS E NAO GARANTIREMOS QUE VOCE RECEBERA
QUALQUER BENEFICIO DIRETO DESTE ESTUDO.

Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas cientificas,
ndo revelard a sua identidade, entretanto, 6érgdos governamentais ligados a saide podem
solicitar informacdes a respeito da pesquisa e da identidade dos voluntdrios envolvidos

nela.
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Qualquer questao a respeito do estudo ou de sua saude deve ser dirigida ao

Dr. Juan Carlos Yugar Toledo (fone: 017-3227-3057).

Todos os tipos de tratamento ou diagndstico médico, experimentais ou nao,
envolvem algum risco de prejuizo a saide. O estudo serd realizado em ambiente
ambulatorial, portanto com os recursos disponiveis para atendimento de possiveis
emergéncias. Apesar de todas as precaucdes, complicacdes podem ocorrer decorrentes de
sua participacdo no estudo. Nesse caso, vocé serd encaminhado para assisténcia médica.

A duracdo prevista do estudo serd de 18 meses.

A SUA ASSINATURA, EM CADA PAGINA DESTE DOCUMENTO,
SIGNIFICA QUE: VOCE LEU E ENTENDEU AS INFORMACOES ACIMA; VOCE
DISCUTIU O ESTUDO COM O INVESTIGADOR PRINCIPAL E/OU SUA EQUIPE;
VOCE DECIDIU PARTICIPAR DO ESTUDO COM BASE NAS INFORMACOES
FORNECIDAS; UMA COPIA DESTE CONSENTIMENTO FOI DADA A VOCE.

Assinatura do voluntario Data

Assinatura do investigador ou testemunha
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLAREIDO PARA PESQUISA COM
SERES HUMANOS

Nome do projeto: Avaliagdo clinica, funcional e dos polimorfismos genéticos envolvidos na

fisiopatologia da hipertensao arterial refrataria.

Responsavel pela conducao das pesquisas: Juan Carlos Yugar Toledo

Nome do paciente:

CIC: RG: n°® HC:

Responsavel Legal do paciente:

CIC: RG:

Grau de parentesco:

Endereco:

Prova documental:

Local: Data /]
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CARTA DOS DIREITOS DO VOLUNTARIO EM PESQUISA MEDICA

Os individuos que participam da pesquisa médica adquirem certos direitos.

Esses direitos incluem:

a) Informacdes e explanagdes a respeito:
e Dos procedimentos, aparelhos e drogas a serem utilizados;
e Da natureza e proposta da pesquisa;

e De possiveis desconfortos e riscos que possam possivelmente ocorrer ou estarem

sujeitos;
e De possiveis beneficios advindos da pesquisa;
e De outras alternativas de tratamento que possam lhe ser vantajosas;
e Da evolucdo 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 voluntério por parte da instituicao de sauide;

e) Receber uma coOpia deste consentimento datada e assinada pelo pesquisador seus

auxiliares autorizados para tal;

f) Consentir ou ndo em participar do estudo sem qualquer coer¢do ou outro tipo de

influéncia por parte de elementos envolvidos na pesquisa.

Assinatura do voluntario Data

Assinatura do investigador ou testemunha Data
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd convidado a participar de um estudo sobre envolvimento dos fatores
genéticos e as alteragdes funcionais do endotélio vascular na hipertensdo arterial resistente.
Nos estudaremos a influéncia dos fatores genéticos envolvidos na hipertensdo arterial
resistente através de pesquisa genética e de biologia molecular em amostras de sangue
venoso de 40 ml que serdo coletadas para tal finalidade. As alteragdes funcionais do
endotélio vascular serdo avaliadas mediante estudos de ultra-sonografia da artéria braquial
antes e pos-compressdo do braco com manguito de aparelho de pressdao, podendo provocar
formigamento transitério no braco estudado que cessa imediatamente apds 0 esvaziamento
do manguito. Serdo também realizados estudos da veia dorsal da mao com a técnica de
pesquisa da complacéncia venosa pela administragdo local de fenilefrina e bradicinina em
dosagens baixissimas (nanogramas, doses 1000 vezes menores que as necessdrias para
provocar efeitos sist€émicos) com efeito essencialmente local (apenas na veia do dorso da

mao), sem efeitos sistémicos.

Enquanto participando deste estudo, vocé ndo deve tomar parte em outro
projeto de pesquisa sem a aprovacdo dos pesquisadores envolvidos nos estudos.
Isso visa protegé-lo de possiveis problemas para sua saide causados por exemplo, por
retirada excessiva de amostras de sangue e interacdo de drogas usadas em pesquisas

simultaneas.

Durante o periodo de cada estudo e avaliacdo funcional de 2 horas vocé ficara
deitado no leito com um dos bracos confortavelmente apoiado em um suporte de espuma.
Em uma veia do dorso da mao serd uma pequena agulha estéril tipo butterfly. Uma solugdo
fisiologica (salina) estéril serd infundida lentamente através desta agulha. Um aparelho de
pressdo serd colocado no seu outro braco para medidas da pressdo arterial, serd feita
também monitorizacao eletrocardiografica mediante colocagdo de trés eletrodos precordiais
para registro do ritmo e da freqii€ncia cardiaca num monitor cardiolégico instalado para tal
finalidade para verificagdo de que ndo estdo ocorrendo alteracdes no restante do corpo, ja
que as drogas nas dosagens a serem utilizadas, devem causar apenas efeito local na veia
utilizada para o estudo. Um outro aparelho de pressdo serd colocado no membro superior

avaliado e o manguito serd insuflado e esvaziado vdrias vezes durante o teste.
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Um pequeno tripé metdlico serd posicionado sobre o dorso de sua mao préximo ao local
onde foi posicionada a ponta da agulha no interior da veia. Serdo realizadas varias medidas
do calibre da veia com este dispositivo, insuflando-se e esvaziando-se o manguito do bragco
utilizado para o teste. Tré€s drogas serdao infundidas: - fenilefrina, que reduz o calibre da
veia a ser avaliada; - bradicinina que dilata a veia; nitroglicerina outro vasodilatador que é

largamente usado em cardiologia.

Ocorrendo manifestacdes de hipersensibilidade a drogas ou intolerancia aos
estudos funcionais, o teste serd interrompido imediatamente e o paciente dispensado do

estudo.
Infec¢des no local da inser¢ao da agulha sdao extremamente incomuns.

Ap6s o término de cada teste, a agulha serd retirada e vocé poderd alimentar-se

(exceto café, cha ou coca-cola) e deambular normalmente.

O estudo serd realizado em ambiente de ambulatério hospitalar

(HC UNICAMP).

A amostra de sangue coletada durante o estudo serd armazenada em tubos
conicos contendo EDTA e armazenados a -20°C até seu uso. Ocorrendo imprevistos que
interferiram a utilizacdo do material coletado ou este sendo insuficiente, nova convocagao
serd feita para repetir a coleta de sangue venoso, obedecendo a seguinte regra.
O volume total de sangue a ser coletado durante o periodo total de estudo (24 meses) nao

serd superior a 200 ml.

Se vocé decidir participar no estudo, o Prof. Dr. Heitor Moreno Jr. ou
Dr. Juan Carlos Yugar Toledo, ou outros médicos da equipe descreverao detalhadamente o

estudo a vocé.

Se vocé € mulher em idade reprodutiva, tem que estar usando método
anticoncepcional (pilula ou DIU) por pelo menos 3 meses antes do estudo ou ter sido
submetida a cirurgia de esterilizacdo. Isto €, para que se tenha certeza de que voc€ nao esta
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 aprovacao dos pesquisadores envolvidos nos estudos.
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Este estudo podera resultar em uma melhor compreensdo dos fatores genéticos
envolvidos na génese da hipertensdo arterial resistente e da disfuncido endotelial vascular

(arterial e venosa) presente.

NOS NAO PODEMOS E NAO GARANTIREMOS QUE VOCE RECEBERA
QUALQUER BENEFICIO DIRETO DESTE ESTUDO.

Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas cientificas,
ndo revelard a sua identidade, entretanto, 6rgdos governamentais ligados a saide podem
solicitar informagdes a respeito da pesquisa e da identidade dos voluntarios envolvidos

nela.

Qualquer questdo a respeito do estudo ou de sua saude deve ser dirigida ao
Dr. Juan Carlos Yugar Toledo (fone: 017-227-3057) ou Prof. Dr Heitor Moreno Juinior
(fone: 019 3206 0442).

Todos os tipos de tratamento ou diagndstico médico, experimentais ou nao,
envolvem algum risco de prejuizo a saide. O estudo serd realizado em ambiente
ambulatorial do HC-UNICAMP, portanto com os recursos disponiveis para atendimento de
possiveis emergéncias. Apesar de todas as precaucdes, complicagdes podem ocorrer
decorrentes de sua participacdo no estudo. Nesse caso, voc€ serd encaminhado para

assisténcia médica.
A duragdo prevista do estudo serd de 24 meses.

A SUA ASSINATURA, EM CADA PAGINA DESTE DOCUMENTO,
SIGNIFICA QUE: VOCE LEU E ENTENDEU AS INFORMACOES ACIMA;
VOCE DISCUTIU O ESTUDO COM O INVESTIGADOR PRINCIPAL E/OU SUA
EQUIPE; VOCE DECIDIU PARTICIPAR DO ESTUDO COM BASE NAS
INFORMACOES FORNECIDAS; UMA COPIA DESTE CONSENTIMENTO FOI
DADA A VOCE.

Assinatura do voluntario Data

Assinatura do investigador ou testemunha Data
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