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RESUMO

As células progenitoras endoteliais (EPCs) estdo envolvidas em neovasculogénese e na
manuten¢do da homeostase vascular, sua defici€éncia pode ter papel na patogénese da
hipertensdo. Este estudo teve como objetivo analisar o perfil de expressio das EPCs
circulantes e diferentes fatores de risco cardiovascular em mulheres hipertensas, na pré-
menopausa, em comparacdo com mulheres normotensas saudaveis. Realizou-se um estudo
caso-controle com 45 mulheres voluntdrias, faixa etdria de 30 a 50 anos (41 + 6) no
Ambulatério do Pronto Socorro Cardioldgico de Pernambuco. As EPCs definidas como
CD45/CD34"/KDR" foram coletadas em sangue venoso periférico e analisadas por
citometria de fluxo. As mulheres foram classificadas como controles (CT) saudaveis
normotensas com PAS (pressdo arterial sistdlica) < 130 mmHg e PAD (pressdo arterial
diastdlica) < 85 mmHg (n=15), com hipertensao primdria: a) Leve (HL) PAS=140-159mm
Hg e PAD=90-99 mmHg (n=15) e b) Severa (HS) PAS > 180 mmHg e PAD > 110 mmHg
(n=15). Os grupos foram entrevistados quanto aos habitos de fumo, pritica de exercicios
fisicos e Indice de Massa Corporal (IMC), sendo aferido o nivel da PA em repouso.
Realizou-se andlise nos prontudrios dos resultados dos exames séricos de colesterol total,
lipoproteinas de alta densidade-colesterol (HDL-c), lipoproteinas de baixa densidade-
colesterol (LDL-c), triglicerideos e glicemia de jejum, no més da coleta das amostras
sanguineas. Os resultados comprovaram reducdo significativa ao nimero de EPCs no HL
(74%) e HS (88%) versus CT; e reducdo de 67% no HS versus HL, evidenciando relagdao
inversa entre o nimero de células e o estagio da hipertensdo. O grupo HS apresentou
aumento de 49% de células CD45" demonstrando padrio inflamatério e reducdo de 61% de
CD457/CD34". Quanto aos niveis séricos verificou-se: HDL-c [HL (52+7); HS (48+5)];
LDL-c [HL (130+8); HS (143+£15)]; triglicerideos [HL (138+19); HS(153 +40)]; glicemia
de jejum [HL(95%7);HS(1214+39)] e IMC [HL(31+4);HS(2943)]; revelando que 67% das
mulheres com hipertensdo severa apresentavam sindrome metabdlica (SM). O
desenvolvimento da hipertensdo e da SM foi diretamente correlacionado com a diminui¢ao
das EPCs. Portanto, a contagem de EPCs pode ser considerada um marcador bioldgico
adequado para indicar a gravidade do estado hipertensivo em mulheres.

Palavras-chaves: Células endoteliais, Células-tronco, Hipertensdao; Sindrome metabolica.
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ABSTRACT

Endothelial progenitor cells (EPCs) are involved in neovasculogenesis and maintenance of
vascular homeostasis and their impairment may have a role in the pathogenesis of
hypertension. This study aimed analyzes the expression profile of circulating EPCs and
different cardiovascular risk factors in hypertensive premenopausal women compared with
healthy normotensive women. A case-control study was conducted enrolling 45 women
volunteers, aged from 30- 50 years (41 + 6) in Ambulatory of the Cardiologic Emergency
Hospital of Pernambuco. EPCs numbers were determined by flow cytometry in peripheral
blood as the CD45/CD34'/KDR" cells. The women were classified as healthy
normotensive controls (CT) with SBP (systolic blood pressure) <130 mmHg and DBP
(diastolic blood pressure) < 85 mmHg (n=15), and with essential hypertension; a) mild
(MH), SBP=140-159 mmHg and DBP=90-99 mmHg (n=15); and b) severe (SH), SBP>180
mmHg and DBP>110 mmHg (n=15). The group were interviewed regarding smoking
habits, physical exercise and body mass index (BMI), and measured the level of blood
pressure at quiescent. An analysis in records of test results cholesterol, high density
lipoprotein-cholesterol (HDL-c), low density lipoprotein-cholesterol (LDL-c), triglycerides
and fasting glucose in the month of collection of blood samples. The results found a
significant reduction in circulating EPCs numbers in MH (74%) and SH (88%) when
compared to the CT and reduction of 67% in SH when compared to MH, an inverse
relationship between the number of cells and the stage of hypertension. SH group showed
an increase of 49% CD45" cells demonstrating inflammation and reduction of 61% CD457/
CD34" cells. Regarding the biochemical serum was found: HDL-c [MH (52+7); SH
(48+5)]; LDL-c [MH (13048); SH (143+15)]; triglycerides [MH (138+19); SH (153+40)];
fasting glucose [MH (95+7); SH (121+39)] and BMI [MH (3144); SH (2943)]; revealing
that 67% of women with severe hypertension had metabolic syndrome (MS). Development
of hypertension and the parameters related to MS are directly correlated with a decrease of
circulating EPCs. Therefore, the EPCs counting may be considered a suitable biological
marker to follow up the evolution of the hypertensive state in women.

Keywords: Endothelial cells, Stem cells, Hypertension; Metabolic syndrome.

X






SUMARIO

1 INTRODUCAO 1
1.1 Células progenitoras endoteliais: Mecanismos de migracdo e diferenciacgéo.............. 3

1.2 Células progenitoras endoteliais, oxido nitrico e fator de crescimento endotelial 9
Lo 1 | S PSPP

1.3 Hipertensao arterial SISLEMICA......cuueerieeeruiieeiiiieeiieeeiteeerieeeeieeesieeesseeesseeessseeensnseeenns 13
1.4 O Controle do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona..........cc.cceeevcvveenieeenneennnee. 17
1.5 Hipertensao e mecanismos inflamatOrios..........c.eeerveerriieiiieieeniiieeniie e 18
1.6 SINArome mMetabOliCa. ......cccccviiieeeiiiee ettt e e et ee e e e e e e e snaaaaaeeas 21
2 OBJETIVOS 27
2.1 ODBJEUIVO ZETAL....eeiiiiiiiieieieeeee ettt st ettt et et e ens 29
2.2 ObJetiVOS ESPECTIICOS. c.uvreeitieiiiieeiiie et ettt ettt te et e et estae e s ba e e s baeesabeeennseaeenas 29
3 MATERIAL E METODOS 31
3.1 Desenho dO €STUAO. ......ceiiiiiiie ettt e e e e e e et e e e e st eeeetaeeeeennes 33
3.2 LOCAl dO @StUAO. ....eiiiiiiiieeeeiiie ettt e e et e e e st e e e e s aaeaeeenraeeeennnne 33
3.3 POPUIACAO € AIMOSIIA. .euueeiiiiiieiiiieiiie ettt ettt ettt ettt e et e s e sieee s 33
3.4 Seleca0 dOS PATTICIPANLES. ....eceureeeiieeeieeertieerieeesiteeeeeeesttee s sebeeesreessneessseeesseessseesnns 34
3.5 DefiniCA0 das VATTAVEIS.....ccouiiiiiieiiiieeiieeitee et e ettt eeiae e e siaeeeiaeesabeesereesnaaeesnnees 34

3.5.1 Varidveis desfechos........cooviiiiiiiiiiiie e 34

3.5.2 Varidveis dePendentes. ........coc.ueevuieriiieeniieeniiieeriee ettt eeee ettt 35

3.5.3 Variaveis INdePEndEnLEs. .......couierieriierieiiierieeeeree ettt 35

3.5.4 VarTaVeis CONIIOIES. .. ..uuiiiiiiiiieeeiitiee et et ee et e e et e e e ette e e e ssaa e e e e snbaeeesnnnees 36
3.6 ASPECLOS OPETACIONAIS. ...eeuvveeutieiiieiierieenite et et e et et e et estte e sateebeesabeebeesabeenbeesareeneees 37
3.7 Técnica de citometria de fIUXO......ccc.eiviriiiiriiiiieiee e 38
3.8 Protocolo de imunomarcagao Celular...........oocuiiiriiiiniiiiiiiiiiiieeeeeee e 39
3.9 Quantificacdo das EPCs circulantes por citometria de fluxo.......c.ccceeveeeevviiiinieennen. 40
3.10 ANALISE @StALISTICA. .eeruvreeeuirieeiieeeite ettt et e ettt et e ettt e et e e s bt eesabeeesabeeesabeeenas 42
3.11 RiSCOS € DENEICIOS. .. uveiiieiiiieeeciiiee et e e e ee e e e e 42
4 RESULTADOS 43
4.1 Caracterizacao da populacao do estudo e fatores de risco cardiovascular.................. 45
4.2 Quantificacio das células mononucleares circulantes CD45/CD45 ............cccouee..... 45
4.3 Quantificacdo das células progenitoras endoteliais circulantes...........ccoceeevveernneennne 46
5 DISCUSSAO 59

X1



6 CONCLUSOES

REFERENCIAS

APENDICES

A- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
B- Instrumento para coleta de dados.........ceovueeiriiiiniiieiieeee e
C- ATtig0 SUDIMELIAO....coutiiiiieiieeiie ettt ettt ettt e et et e et e sateebeessaeeneeas

ANEXOS

A- Parecer CEP FCM/UNICAMP ...t e e e e e eeaanan
B- Parecer CEP-HUOC/PROCARPE ... e eeeeeeeee e e e aeeeaaaaes
C- Carta de AnUéncia PROCARPE........o o ettt e e e erevareeesaeees

D- Deferimento do CEP-FCM-UNICAMP

xii



DEDICATORIA

Aos meus pais Daniel e Eunice (in memoriam) pelos exemplos de vida e ensino da
ética cristd evangélica; valores como integridade, dignidade e verdade foram alicerces de
minha formagao e orientacdo pelos caminhos arduos da vida.

A Eunice Rocha Guimardes, analista de financas e controle, primeira mulher a
entrar por concurso publico na Receita Federal de Recife......em uma época em que as
mulheres mal podiam estudar...me lembro de minha mae fazendo de madrugada o
balancete anual da Receita Federal (sem calculadoras...apenas sua mente, grandes cadernos
de capa dura, lapis, borracha e muitos nimeros anotados em colunas.....e anos depois com
calculadoras....que ela dizia ser mais fécil de errar). Com seu exemplo e independéncia
mostrou para suas seis filhas que o conhecimento € libertador:

. Céssia tornou-se professora licenciada em ciéncias sociais e pedagogia; pos-
graduada em psicopedagogia/Universidade Catdlica de Pernambuco. Exerceu a funcdo de
diretora dos Colégios Batistas de Sdo Luis e de Recife. Hoje exerce o cargo de Ministra da
Familia na Igreja Batista da Capunga e realiza Terapia de Casais e Familia em consultorio.
. Evanir, relacdes publicas, agente de telecomunicagdes e eletricidade concursada do
extinto Departamento de Telecomunicacdes (DENTEL);

° Elenice, médica pediatra/Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), concursada
do Hospital das Clinica/UFPE, especialista em gestdo da clinica do SUS/Instituto Sirio
Libanés, exerceu a funcdo de diretora do Hospital Agamenon Magalhdes, atualmente
Coordena a Regulacao dos Exames de Alta Complexidade.

. Eliane, médica pediatra/UFPE, concursada do Hospital Correia Picanco (HCP) e do
Nicleo de Epidemiologia (NEPI)/MS, mestre em saude publica pelo Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhaes-Fiocruz-PE, atual gerente do NEPI/HCP;

. Edilene, arquiteta/UFPE, professora de desenho concursada do Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco (IFPE), doutora em educacao/ UFPE, pds-

doutorado em educacao/Universidade do Minho-PT; atual Pré-reitora de Ensino do IFPE.

Que nosso exemplo seja seguido por nossas filhas!

xiii



xiv



AGRADECIMENTOS

A Deus, fonte de amor e luz, por sempre cuidar de mim, me abengoar e proteger, €

especialmente por ter me concedido ajuda necessdria para finalizacio desse estudo;

Ao Programa de Pés-Graduacao em Biologia Celular e Estrutural da Universidade

Estadual de Campinas, em especial, aos mestres pelo excelente curso oferecido;

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e ao
Programa de Doutorado Interinstitucional - Novas Fronteiras (DINTER-NF) por viabilizar

o curso de doutorado e ao auxilio financeiro concebido;

A Dra. Cristina Pontes Vicente por ter aceitado ser minha orientadora, por sua
competéncia, inteligéncia, simplicidade, exemplo de dedicacdo a pesquisa € ao ensino; por
fazer desabrochar em mim a paixdo pela bioquimica, especificamente pelos receptores

celulares;

A Dra. Patricia Muniz Mendes Freire de Moura - co-orientadora - por sua ajuda
fundamental nos momentos cruciais deste estudo, da viabilizacdo do local da pesquisa e

analise dos resultados em Recife;

A Dra. Valéria Régo Alves Pereira, Departamento de Imunologia do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhaes-Fiocruz-PE, por viabilizar a andlise dos resultados da

pesquisa.

Em especial, a Dra. Maria Carolina Accioly Brelaz-de-Castro do Laboratério de
Imunogenética do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes-Fiocruz-PE, por sua amizade,
pelo ensino e realizacdo da citometria de fluxo, pelo ensino do seu protocolo de

imunomarcacao celular de forma simples e eficiente.

Ao estatistico George Tadeu Nunes Diniz, do Centro de Pesquisas Ageu Magalhaes

Fiocruz, pelas orientagdes e avaliacao estatistica;

Ao Laboratorio de Aterosclerose, Trombose e Terapia Celular da UNICAMP por ter
viabilizado esta pesquisa, e especialmente as colegas Giane e Juliana pela amizade e

compartilhamento da teoria sobre as células-tronco;

XV



Ao Dr. Claudio C. Werneck e aos colegas do Laboratério de Fibras Eldsticas da

UNICAMP pelo acolhimento e incentivo durante a fase de qualificagdo da pesquisa;

Ao Pronto Socorro Cardiolégico de Pernambuco, funciondrios do Ambulatério de

Hipertensdo pelo acolhimento e por ceder o campo de pesquisa;

A Fundacio de Hemoterapia e Hematologia de Pernambuco (HEMOPE), em
especial a Ms.Valderez Ribeiro de Andrade, Gerente de Enfermagem, e Maria de Fitima
Dias, Supervisora de Enfermagem de pacientes externos, pelo apoio e liberacdo para

participar do doutorado em Campinas;

As mulheres hipertensas que consentiram a realizacdo deste estudo, cederam

amostras sanguineas e retornaram com interesse para saber dos resultados, muito obrigada!

A Paulo Fernando (irmdo) por suas luta didria contra suas doenca....que me
fortalece e ensina que nunca devo desistir...que sempre € possivel melhorar, mudar e

recomecar!

A minha filha Camilla e neta Violeta pelo amor que nos une.

xvi



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11
Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

LISTA DE ILUSTRACOES

Mobilizagao das células progenitoras endoteliais da medula éssea.

Mecanismos de ativacdo do o6xido nitrico pelo fator de crescimento
endotelial vascular e fator de células derivadas do estroma-1 no tecido
isquémico e na medula Ossea.

Mecanismo de angiogénese e vasculogénese. Sequéncia de multiplos
passos: mobilizagdo, proliferacdo, diferenciacido, quimiotaxia, migragao e
adesdo das células progenitoras endoteliais.

Efeito do exercicio fisico no reparo endotelial.

Classificacdo da pressdo arterial de acordo com a medida casual no
consultério. Individuos adultos maiores de 18 anos.

Esquema de ativagdo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial pelo
estradiol.

Fisiopatologia das lesdes vasculares induzidas pela angiotensina II e pela
aldosterona.

Defini¢Oes de sindrome metabdlica.

Agrupamento dos componentes da sindrome metabdlica e risco
cardiovascular.

Esquema tedrico da técnica de citometria de fluxo e do grafico de
dispersdo e densidade celular.

Protocolo de imunomarcagdo celular.
Painel representativo da técnica de citometria de fluxo.

Programa CellQuest e andlise das células progenitoras endoteliais
circulantes. Centro de Pesquisa Aggeu Magalhaes-Recife-2013.

Andlise por citometria de fluxo das células mononucleares circulantes
imunomarcadas CD45/CD45" da populagdo de mulheres normotensas e
hipertensas do estudo. Recife, Pernambuco, Brasil, 2013.

Grafico do nimero de células mononucleares circulantes imunomarcadas
CD45/CD34%,CD45/KDR" e EPCs (CD45/CD34"/KDR") da populagdo
de mulheres normotensas e hipertensas do estudo. Recife, Pernambuco,
Brasil, 2013.

XVvii

11

14

16

20

22

25

39

40

41

41

52

55



Figura 16

Figura 17

Figura 18

Grafico do percentual de células mononucleares circulantes
imunomarcadas CD45/CD34",CD45/KDR" e EPCs (CD45/CD34"/
KDR") da populag¢do de mulheres normotensas e hipertensas do estudo.
Recife, Pernambuco, Brasil, 2013.

Andlise por citometria de fluxo das células mononucleares circulantes
imunomarcadas CD45/CD34*, CD45/KDR" e EPC (CD45/CD34"/
KDR") da populagdo de mulheres normotensas e hipertensas do estudo.
Recife, Pernambuco, Brasil, 2013.

Analise estatistica das células mononucleares circulantes imunomarcadas
CD45/CD34", CD45/KDR" e EPC (CD45/CD34"/KDR") pelo Programa
CellQuest da populacio de mulheres normotensas e hipertensas do
estudo. Recife, Pernambuco, Brasil, 2013.

Xviii

55

56

57



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

LISTA DE TABELAS

Fatores de risco cardiovascular da populagdo de mulheres normotensas e
hipertensas do estudo. Recife, Pernambuco, Brasil, 2013.

Parametros séricos bioquimicos da populacdo de mulheres normotensas e
hipertensas do estudo. Recife, Pernambuco, Brasil, 2013.

Parametros séricos bioquimicos e sindrome metabdlica da populacdo de
mulheres normotensas e hipertensas do estudo. Recife, Pernambuco,
Brasil, 2013.

Expressio do nimero de células mononucleares circulantes
imunomarcadas CD45/CD45" da populagdo de mulheres normotensas e
hipertensas do estudo. Recife, Pernambuco, Brasil, 2013.

Expressio do percentual de células mononucleares circulantes
imunomarcadas CD45/CD45" da popula¢do de mulheres normotensas e
hipertensas do estudo. Recife, Pernambuco, Brasil, 2013.

Expressio do ndmero de células mononucleares circulantes
imunomarcadas CD45/CD34", CD45/KDR" e EPCs (CD45/CD34"/
KDR") da populagdo de mulheres normotensas e hipertensas do estudo.
Recife, Pernambuco, Brasil, 2013.

Expressdio do percentual de células mononucleares circulantes
imunomarcadas CD45/CD34*, CD45/KDR" e EPCs (CD45/CD34"/
KDR") da populagdo de mulheres normotensas e hipertensas do estudo.
Recife, Pernambuco, Brasil, 2013.

Xix

47

48

49

50

51

53

54



XX



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ADH - Hormonio Antidiurético

Ang II - Angiotensina II

AKT - Via de sinalizagdo serina/treonina-especifica da proteina cinase B
AMPK- Monofosfato de Adenosina ativados por Proteina Cinase
AP-1 - Ativador da Proteina-1

AT1 - Receptor 1 da Angiotensina II

CT- Grupo Controle

CTGF- Fator de Crescimento do Tecido Conjuntivo

CXCL4 - Quimiocina (padrao-C-X-C) ligante 4

CXCL12 - Quimiocina (padrao-C-X-C) ligante 12

c-Kit - Receptor c-Kit

DAG - Diacilglicerol

DAC- Doencas do Aparelho Circulatério

DCYV- Doengas Cardiovasculares

DM2 - Diabetes Mellitus tipo 2

DP- Desvio Padrao

ECA- Enzima Conversora da Angiotensina

EDTA- Acido Etilenodiamino Tetra Acético

EP- Erro Padrio

EPCs - Células Progenitoras Endoteliais

EPO - Eritropoetina

ERs - Receptores de Estrogenos

ERO - Espécies Reativas de Oxigénio

KDR - Receptor de Dominio de inser¢do Cinase

FACS - Separador de células por fluorescéncia ativada

FGF- Fator de Crescimento de Fibroblasto

F1 - Fluorescéncia celular

Flk-1 - Cinase do figado fetal 1

FSC - Foto-sensor de Dispersao Frontal

GCs - Guanilato Ciclase solivel

G-CSF-Fator Estimulador de Coldnias de Granuldcitos
GLUT-4 - Transportador de Glicose-4

GMPc - Monofosfato de Guanosina ciclico

Gp: Proteina G

GTP- Trifosfato de Guanosina

HAS - Hipertensao Arterial Sist€émica

HABL- Hemangioblastos

HDL-c - Lipoproteinas plasmaéticas de alta densidade-colesterol
HGF- Fator de Crescimento de Hepatdcitos

HIF-1-Fator Induzido por hipdxia-1

HL- Grupo de mulheres com hipertensdo leve ou em estagio 1
HPCs- Células Progenitoras Hematopoiéticas

HS- Grupo de mulheres com hipertensao severa ou em estagio 3
IDF- International Diabetes Federation

IGF-1- Fator de Crescimento da proteina 1
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IL-6- Interleucina 6

IMC- indice de Massa Corpérea

IP2- Fosfatidil-Inositol-4,5-Bifosfato

IP3- Inositol Trifosfato

IR - Receptor de Insulina

IRS-1 e IRS-2- Substratos do Receptor de Insulina 1 e 2
LDL-c- Lipoproteinas plasmaéticas de baixa densidade-colesterol
MEC- Matriz Extracelular

MMP-9- Metaloproteinase da Matriz-9

mKitL- Ligante Kit de membrana

NADPH- Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato
NCEP-ATPIII-National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III
NF-kB - Factor Nuclear kappa B

NO - Oxido Nitrico

NOS- Oxido Nitrico Sintase

NOS-1/nNOS- Oxido Nitrico Sintase neuronal

NOS-3/eNOS - Oxido Nitrico Sintase endotelial

OEC - Célula endotelial madura

OMS-Organiza¢do Mundial da Satde

PA- Pressao Arterial

PAI-1- Inibidor do Ativador do Plasminogénio-1

PAS- Pressdo Arterial Sistdlica

PAD- Pressao Arterial Diastélica

PBS - Tampao Fosfato Salina

PIGF - Fator de Crescimento Placentério

PI3K - Fosfatidil Inositol trés Cinase

PL-C- Fosfolipase

SCF- Fator de Célula Tronco

SDF-1- Fator de Células Derivadas do Estroma-1

sKitL - Ligante Kit soldvel

SM - Sindrome Metabdlica

SNA - Sistema Nervoso Autdonomo

SNAS - Sistema Nervoso Autdonomo Simpético

SNC- Sistema Nervoso Central

SOD - Superéxido Dismutase

SRAA-Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
SSC-Foto-Sensor de Dispersdo Lateral

TGF-p - Fator de Crescimento Transformante-beta
TIMPs-Inibidores Teciduais de Metaloproteinases

TNF-a - Fator de Necrose Tumoral-a

VLDL - Lipoproteinas plasméticas de densidade muito baixa
VEGF- Fator de Crescimento Endotelial Vascular
VEGFRI1/FIt-1- Receptor-1 do Fator de Crescimento Endotelial
VEGFR? /FIk-1 Receptor-2 do Fator de Crescimento Endotelial
VEGFR3/FIt-4 - Receptor-3 do Fator de Crescimento Endotelial
vWF - Fator Von Willebrand
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1 INTRODUCAO

1.1 Células progenitoras endoteliais: Mecanismos de migracao e diferenciacao.

A arquitetura vascular em vertebrado resulta da associacdo de dois processos
distintos: a angiogénese e vasculogénese. A angiogénese € a extensdo de uma rede vascular
j4 formada pelo surgimento de novos capilares e proliferacdo de células previamente
diferenciadas; ja a vasculogénese € o processo de formacao in situ de vasos sanguineos a
partir de angioblastos, que migram e se fundem com outras células endoteliais formando
novos vasos (EGUCHI, et al.,2007). Entretanto, a medula 6ssea em adultos é um vasto
reservatorio de células-tronco capazes de gerar células linhagem-especifica, em particular
as células progenitoras hematopoiéticas (HPCs) e as células progenitoras endoteliais
(EPCs), especificamente, que podem contribuir para o processo de neovascularizacdo e
reendotelizacdo (MORISHITA, et al.,2012).

Por vérios anos o crescimento e o remodelamento dos vasos sanguineos em tecidos
adultos foram explicados como resultados da capacidade proliferativa e migratéria de
células endoteliais maduras. O estudo pioneiro de Asahara et al. (1997) desafiou este
dogma, quando isolaram e caracterizaram uma populacdo de EPCs circulantes humanas que
expressavam antigenos de superficie de células estaminais hematopoiéticas CD34 e de
células endoteliais CD309 ou Receptor-2 do Fator de Crescimento Endotelial (VEGFR-2
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2), conhecido como Receptor de Dominio
de inserc¢do Cinase (KDR- Kinase insert Domain Receptor) e Cinase do Figado fetal 1 (Flk-
1-Fetal Liver Kinase 1) que podiam se diferenciar em células endoteliais maduras,
migrando da medula 6ssea para o interior dos vasos sanguineos providenciando sinais
pardcrinos as células endoteliais adjacentes (GNECCHI et al.,2008) contribuindo
simultaneamente na angiogénese, vasculogénese e na manuten¢ao da integridade vascular
(ASAHARA et al.,1997).

Dessa forma, a descoberta das EPCs contribuiu para quebrar o paradigma existente
de que a neovascularizacdo em adultos ndo estd restrita a angiogénese, envolvendo também
o mecanismo de vasculogénese no periodo pds-natal (FADINI et al.,2012; MORISHITA, et
al.,2012; SINGH et al.,2012; ALBA et al.,2013; PADFIELD et al.,2013).



Existem controvérsias a respeito da origem das EPCs, que representam apenas 0,01-
0,0001% da fracdo de células mononucleares do sangue periférico correspondendo a
aproximadamente 70-210 células/ml (MOBIUS-WINKLER et al.,2009). Acredita-se que as
células-tronco hematopoiéticas e as EPCs sdo derivadas de um precursor comum na medula
O0ssea, o hemangioblasto. Entretanto, diferentes fontes de células-tronco podem se
diferenciar em células endoteliais, tais como, as mesenquimais (multipotentes), mieldide
(mondcitos e macrofagos) e as células-tronco residentes nos tecidos (adiposo, cardiaco e
nervoso). Portanto, o conceito de fonte de EPCs circulantes ndo se limita a medula 6ssea,
podendo ser encontradas em diferentes nichos teciduais (VAN BEEM et al.,2009).

As células-tronco se localizam em um microambiente conhecido como “nicho de
células-tronco”, onde ficam em estado indiferenciado e quiescente. Em condigdes basais, os
hemangioblasto permanecem na fase GO do ciclo celular e ficam associados as células-
tronco do estroma na medula dssea. A transformacdo do estado quiescente para o
proliferativo na medula depende de fatores especificos que precedem a mobilizacdo destas
células para a circulagdo (HRISTOV; WEBER, 2004).

O recrutamento das células-tronco do nicho quiescente da medula dssea para o local
da injuria vascular (Figura 1) tem sido associado com a ativagdo de proteinases como a
elastase, a catepsina G e principalmente da metaloproteinase da matriz-9 (MMP-9). Estas
enzimas proteoliticas clivam a matriz extracelular ou as moléculas de adesdo dos
hemangioblastos sobre as células estromais da medula, que expressam o ligante Kit de
membrana (mKitL) ou Fator de Células-Tronco (SCF-Stem Cell Factor), que se liga ao
receptor c-Kit (CD117) na membrana dos hemangioblastos. A MMP-9 cliva
proteoliticamente o mKitL para sKitL (ligante Kit soldvel), o qual interage com o receptor
c-Kit nos hemangioblastos produzindo o sinal essencial para diferenciacdo celular e
posterior migracao para a circulagdo (HRISTOV et al., 2003).

Estudo experimental realizado com camundongos deficientes para o gene MMP-9
demonstrou que o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF-Vascular Endothelial
Growth Factor), o Fator Estimulador de Colonias de Granulécitos (G-CSF-Granulocyte
Colony Stimulating Factor) e o Fator de Células Derivadas do Estroma-1 (SDF-1-Stromal
Cell Derived Factor-1 ou CXCLI12 - (Chemokine type C-X-C- ligand 12) provocaram

aumento na concentragdo plasmatica de sKitlL,, comparado ao grupo de camundongos nao



tratados. Estes resultados evidenciaram que estas citocinas t€ém importante papel na indugdo
da MMP-9, precursor da biossintese, secrecio e mobilizacdo das EPCs da medula 6ssea

para o sangue periférico (URBICH; DIMMELER,2004).
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Figura 1: Mobilizacdo da célula progenitora endotelial (EPC) da medula 6ssea. cKit:
Receptor cKit. HABL: Hemangioblastos. mKitL: ligante Kit de membrana. MMP-9:
Metaloproteinase da Matriz-9. sKitL: ligante Kit solivel. VEGFR-2: Receptor 2 do Fator
de Crescimento Endotelial Vascular. vWF: Fator Von Willebrand. Adaptado de HRISTOV
et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2003.

Embora a neovascularizacdo em adultos seja um assunto bastante investigado, os
mecanismos de diferenciacdo das EPCs e direcionamento para o local da lesdo ou injuria
vascular ainda ndo estdo totalmente compreendidos. O passo inicial deste processo envolve
adesdo das EPCs as células endoteliais, as quais sdo ativadas por citocinas, fatores de
crescimento, hormonios, situagdes de hipoxia e isquemia. As EPCs expressam [32-
integrinas, as quais mediam a adesdo celular na monocamada de células endoteliais e
promovem sua posterior transmigracio. Estudos com camundongos deficientes para o gene
da P2-integrina demonstraram reduzida migracdo celular e baixa capacidade de

neovascularizacao apoés isquemia (URBICH; DIMMELER, 2004).



Outra possibilidade importante no processo de migracdo € a atragdo quimica
conhecida como quimiotaxia. Dado os baixos niveis de EPCs na circulacdo, acredita-se que
a quimiotaxia seja o0 processo mais importante para o recrutamento destas células para o
tecido isquémico. Evidencias tém comprovado que o SDF-1 estimula o recrutamento das
EPCs para tecidos isquémicos (Figura 2). A isquemia ou hipdxia estdo entre as condi¢des
acreditadas de serem mais determinantes para induzir a mobilizagdo das células da medula
6ssea por induzir o aumento nos niveis do SDF-1 e do VEGF circulantes que estimulam a
producdo do 6xido nitrico (NO), e consequentemente promovem a mobilizacdo das EPCs
via mecanismo dependente de MMP-9. Além disso, os niveis de VEGF sdo aumentados
durante isquemia e hipdxia atuando como um fator de atracdo quimica para as EPCs

(BALLIGAND et al.,2009; DAHER et al.,2010; RAVI et al.,2012).
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Figura 2: Mecanismos de ativagdo do 6xido nitrico (NO) pelo fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e fator de células derivadas do estroma-1 (SDF-1) no tecido
isquémico e na medula 6ssea. EPC: Célula Progenitora Endotelial. cKit: Receptor cKit.
HSC: Célula Progenitora Hematopoiética. mKitL: ligante Kit de membrana. MMP-9:
Metaloproteinase da Matriz-9. sKitL: ligante Kit solivel. Adaptado de BALLIGAND et al.
Physiol Rev, 2009.



O VEGF € um dimero proteico sinalizador com a¢@o autdcrina e paracrina que ativa
os receptores de membrana expressos, principalmente, em células endoteliais. Esta proteina
se caracteriza como um dos membros da superfamilia de fatores de crescimento, formada
por oito residuos de cisteinas ligadas por pontes dissulfeto. Em humanos foram
identificados seis membros: VEGF-A,-B,-C,-D,-E e PIGF (fator de crescimento
placentario), sendo o VEGF-A comumente referenciado como VEGF e apresenta um papel
mais ativo na angiogénese. Até o presente momento, trés diferentes receptores do tipo
tirosina cinase para o VEGF té€m sido descritos: VEGFR1 ou Flt-1, VEGFR2 ou Flk-1 e
VEGFR3 ou Flt-4; a ativacao de cada receptor induz efeitos distintos (DAHER et al.,2010).

O KDR ou FLK-1 € o receptor de maior importancia na angiogénese, provoca o
aumento dos efeitos da permeabilidade vascular ao VEGF, estando envolvido no processo
de migracdo e diferenciacdo das células endoteliais, quimiotaxia e sobrevivéncia celular.
Entretanto, apresenta uma menor atividade com o VEGF quando comparado ao VEGFRI,
porém uma maior atividade sinalizadora através da fosforilagdo da tirosina desencadeando
a mitogénese, enquanto que o VEGFRI1 apresenta fraca e indetectdvel resposta. Dessa
forma, o KDR € reconhecido como uma proteina reguladora chave da angiogé€nese tanto na
fase embriogénica como na pds-natal, envolvido na formagdo de novos vasos sanguineos a
partir de vasos pré-existentes. Além disso, induz a expressao de proteinas anti-apoptose nas
células endoteliais, auxilia na formagdo de capilares e inibe simultaneamente os processos
que envolvem sua perda (DAHER et al.,2010).

Portanto, que os mecanismos de migracdo e diferenciacdao das EPCs requerem uma
sequéncia de multiplos passos e eventos de sinalizacdo (Figura 3) incluindo a mobilizacao,
proliferacdo, diferenciagdo, quimiotaxia, migracao, adesao e finalmente a diferenciacdo em
células endoteliais para reparo e formacdo de novos vasos (IWAMI et al., 2004).

Na circulagdo periférica dos adultos, trés diferentes grupos de EPCs com distintos
antigenos de superficie sdo considerados: CD34/133", CD34%/133"/KDR"* e CD34"/KDR".
O 1ltimo grupo € o mais diferenciado, representa 80% das EPCs circulantes, apresentam
alta capacidade proliferativa e tém a capacidade angiogénica de formar vasos in vitro

(FADINI et al.,2012).
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Figura 3: Mecanismo de angiogé€nese e vasculogénese. Sequéncia de multiplos passos e
eventos de sinalizacdo incluindo a mobilizagdo, proliferacdo, diferenciacdo, quimiotaxia,
migracdo e adesdo das células progenitoras endoteliais (CPE ou EPC). CE: célula

endotelial. MO: medula 6ssea. Adaptado de IWAMI et al. J Cell Mol Med, 2004.

Evidencias tém demonstrado que as células que expressam o fendtipo
CD34%/CD133"/KDR" ndo sdo capazes de formar vasos in vitro, ndo se diferenciam em
células endoteliais maduras, representando uma forma primitiva de HPCs e expressam o
antigeno CDA45, que sdo glicoproteinas expressas exclusivamente na superficie de
leucdcitos e seus progenitores hematopoiéticos. Em contraste com as células
hematopoiéticas, as EPCs maduras ndo expressam o antigeno CD45. Dessa forma, varios
autores consideram que as EPCs maduras podem ser diferenciadas das HPCs pelos
marcadores CD45 /CD34"/KDR" (CASE et al.2007; SHANTSILA et al.,2008).

Entretanto, outros marcadores vém sendo propostos para melhor identificacdo desta
populacdo celular. As EPCs circulantes expressam diferentes marcadores tipicos para a
linhagem endotelial, as células precoces sdo definidas pelo fendtipo CD133*/CD147/
CD31" ou molécula de adesdo celular endotelial plaquetdria; e as células maduras sdo
caracterizadas por CD1337/CD317/CD144"/CD146"/vWF" (Fator Von Willebrand),
eNOS* (Oxido Nitrico Sintase endotelial) e, por estimulacio, a E-selectina® (VAN BEEM
et al.,2009). Embora as caracteristicas que definem a maturagcdo destas células ndo foram
completamente definidas, considera-se que a perda do marcador CD133 nas EPCs maduras

faz a distincao das células em estagio precoce (MASOULEH et al.,2010).
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1.2 Células progenitoras endoteliais, 6xido nitrico e fator de crescimento endotelial

vascular.

Muitas moléculas angiogénicas possuem propriedades vasodilatadoras existindo
uma interrelacdo molecular/bioquimica entre vasodilatagcdo, producdo de 6xido nitrico (NO)
e angiogénese. O NO ¢ formado a partir do nitrogénio da guanidina presente na L-arginina
sob a agdo catalitica da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) gerando L-citrulina. Esta reacdo
€ mediada pela Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato (NADPH) e de co-fatores
como flavina adenina dinucleotideo, flavina mononucleotideo e tetrahidrobiopterina
(MOTA, 2011).

Existem duas isoformas de NOS constitutivas: (1) nNOS (NOS-1), conhecida como
NOS neuronal, predominante no tecido neuronal e renal; (2) eNOS (NOS-3), conhecida
como NOS endotelial, que liga-se 8 membrana das células endoteliais regulando o tdnus da
célula muscular lisa vascular, sendo responsdvel pela producdo do NO endotelial e
desempenha importante fun¢do no sistema vascular, produzindo vasodilatacdo, inibi¢ao da
agregacdo plaquetdria e do crescimento da musculatura lisa, assim como na inibi¢do da
adesao de mondcitos e leucdcitos no endotélio. Ambas as isoformas encontram-se presentes
nas células e sdo estimuladas por uma cascata bioquimica que pode ser dependente ou
independente de calcio (Ca2+) (TSUTSUI et al.,2009; DAHER et al.,2010).

A sintese de NO pelas células endoteliais ocorre a partir de estimulos quimicos e
fisicos. Os estimulos quimicos sdo originados da interagdo de agonistas enddgenos e
exdgenos com receptores especificos presentes nas células endoteliais, como, por exemplo,
a acetilcolina, a serotonina e a histamina. Na célula endotelial, a interacdo agonista-receptor
promove a formacdo de Inositol Trifosfato (IP3) que, por sua vez, induz a liberacdo de ions
Ca®* do reticulo endoplasmadtico, elevando os niveis de cdlcio intracelular, formando o
complexo célcio-calmodulina, ativando a eNOS e consequentemente a producdo de NO
(BALLIGAND et al.,2009).

O NO € um potente vasodilatador e o mediador final da angiogénese estimulado
pelo VEGF. Uma vez liberado, difunde-se das células endoteliais para a musculatura lisa do
vaso sanguineo ativando a enzima catalitica Guanilato Ciclase solivel (GCs). Essa ativacao

¢ feita pelo acoplamento do NO com o grupamento heme desta enzima, que ird degradar o



Trifosfato de Guanosina (GTP) formando o Monofosfato de Guanosina ciclico (GMPc). A
formagao do GMPc promove a ativacao da bomba de célcio dentro da célula muscular lisa,
diminuindo as concentracdes do célcio intracelular promovendo a reducdo do tdnus
vascular e consequentemente a vasodilatacio (BALLIGAND et al.,2009).

Por outro lado, o VEGF estimula a eNOS indicando que outras vias independente da
concentracdo intracelular de célcio estdo envolvidas na producdo do NO. O aumento da
expressao da eNOS envolve a via de sinalizacao Fosfatidil Inositol trés Cinase (PI3K) e a
subsequente ativacdo da AKT (Via de sinalizacdo serina/treonina-especifica da proteina
Cinase B) (TSUTSUI et al.,2009). Além disso, h4 estudos que comprovam que o NO
estimula a expressdo de fatores de crescimento, tal como o VEGF (DAHER et al.,2010),
demonstrando uma agdo sinérgica entre os dois fatores.

O estimulo fisico que produz ativacdo da eNOS ¢ feito pela forca que o sangue
exerce sobre a parede das artérias, denominada forca de cisalhamento ou shear stress.
(Figura 4). Evidéncias tém mostrado que a atividade fisica produz o aumento da forca de
cisalhamento na musculatura esquelética ativando proteinas de membrana (proteina Gs, os
canais iOnicos, a caveolina e as integrinas), que captam as alteragdes de tensdo sobre a
parede celular e convertem os estimulos mecanicos em quimicos para a ativagdo da eNOS.
As vias envolvidas nesse processo, como a PI3K/AKT, fosforilam a eNOS que passa a
produzir NO. O exercicio fisico aumenta a atividade da enzima antioxidante Superoxido
Dismutase (SOD), ou reduz a atividade da NADPH oxidase, aumentando a
biodisponibilidade do NO que migra da célula endotelial para a musculatura lisa
produzindo GMPc, reduzindo o célcio intracelular promovendo o relaxamento do musculo
liso vascular, reduz a resisténcia vascular periférica, melhorando o quadro hipertensivo
(LAUFS et al., 2005; STEINER et al.,2005; ZANESCO; ZAROS, 2009).

A hipdxia € um dos mais importantes estimulos que iniciam a angiogénese muscular
esquelética, produzindo aumento da transcricio do Fator Induzido por Hipdéxia (HIF
hypoxia inducible factor) que estimula a sintese da eNOS e consequentemente produgdo do
NO e VEGF alterando o endotélio microvascular promovendo o aumento do nimero,
mobilizacdo e adesdo de EPCs circulantes, que se organizam em clusters celulares na area
hipoxemiada, e se alinham formando corddes como vasos. O desequilibrio inicial da

pressdo parcial de oxigénio pelo aumento do seu consumo estimula a expressao do VEGF,
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e consequentemente, a proliferacdo de células endoteliais e a formagdo de novos vasos

sanguineos (BALLIGAND et al.,2009; DAHER et al.,2010).

EXERCICIO
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Figura 4: Efeito do exercicio fisico no reparo endotelial. eNOS: Oxido Nitrico Sintase
endotelial. EPCs: Células Progenitoras Endoteliais. EPO: Eritropoetina. ERO: Espécie
Reativa de Oxigénio. HIF-1: Fator Induzido por Hipdxia-1. MMP-9: Metaloproteinase da
Matriz-9. SDF-1: Fator de Células Derivadas do Estroma-1. TNF-a: Fator de Necrose
Tumoral-o. VEGF: Fator de Crescimento Endotelial Vascular. Adaptado de KOKKINOS et
al. Circulation, 2010.

Exercicios de longa duragdo (maratona, corrida de longa distancia) sdo modelos de
isquemia fisioldgica, porque utilizam o metabolismo glicolitico anaerébio (VAN
CRAENENBROECK et al.,2008), ativando o HIF que estimula a expressdo génica de
importantes citocinas que mobilizam as EPCs, tais como VEGF (DAHER et al.,2010).
Além disso, os niveis plasmaticos elevados de VEGF foram observados depois deste tipo
de exercicio e tem sido associado com a presenga de hipdxia tecidual, favorecendo o
estimulo da mobilizacdo de EPCs e a reparaciao endotelial. Assim, o aumento dos niveis de

VEGF parece demonstrar um mecanismo de adaptacdo fisiolégica ao exercicio de longa
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duragdo, sugerindo a existéncia de uma correlag@o positiva entre a intensidade do exercicio
e a liberagdo de fatores de crescimento (BONSIGNORE et al.,2010).

Exercicios de longa duracdo sdo também modelos induzido de inflamacdo que
estimula o aumento dos niveis circulantes de citocinas pré e anti-inflamatdrias, promove o
aumento significativo da concentracdo de células progenitoras, em especial as endoteliais,
dos leucdcitos (GOUSSETIS et al.,2009; BONSIGNORE et al.,2010) e da Interleucina-6
(IL-6) (MARGELI et al.,2005; PEDERSEN; FEBBRAIO, 2008).

A 1IL-6, conhecida como "citocina gp130", participa do processo inflamatdrio,
sendo considerada uma interleucina responsiva a inflamagdo. Esta citocina tem sido
denominada miocina, visto que a contracdo de miusculos esqueléticos durante exercicios
prolongados libera grandes concentracdes na circulagdio (MARGELI et al.,, 2005;
PEDERSEN;FEBBRAIO,2008).

Evidéncias comprovam que o treinamento fisico aerébio regular produz importantes
adaptacOes autondOmicas, hemodindmicas e estruturais que influenciam o sistema
cardiovascular e muscular esquelético provocando a bradicardia em repouso, o aumento do
volume sistélico, da capilarizacdo muscular, da condutancia vascular sist€émica e do fluxo
sanguineo periférico (THORELL et al., 2009); sendo considerado uma importante terapia
para os individuos hipertensos por aumentar o aporte sanguineo, restabelecer a rede
microvascular contribuindo para a reducdo da pressdo arterial, na producdo de NO e o
consequente aumento do nimero de EPCs circulantes (CESARI et al.,2013).

Entretanto, a capacidade funcional e o nimero das EPCs podem ser regulados por
fatores de crescimento angiogénicos e citocinas em resposta ao dano vascular; e aos fatores
de risco para as doengas cardiovasculares (UMEMURA et al., 2007, FADINI et al., 2009a),
tais como a hipertensio (OLIVERAS et al.,2008; UMEMURA; HIGASHI,2008),
hipercolesterolemia (CHEN et al.,2004; PIRRO et al.,2008), diabetes (FADINI et al.,2007),
obesidade (MULLER-EHMSEN et al.,2008; MACENEANEY et al., 2009), sedentarismo
(VAN CRAENENBROECK et al., 2010; WITKOWSKI et al.,2010) e sindrome metabdlica
(FADINI et al.,2009b; JIALAL et al.,2010) apresentando rela¢do inversa entre o nimero de
células e a quantidade de fatores de risco do individuo (VASA et al.,2001). Dentre eles, a
hipertensdo € considerada o principal fator envolvido na diminuicdo da capacidade

migratéria das EPCs para a circulacio (UMEMURA; HIGASHI, 2008).
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1.3 Hipertensao arterial sistémica

A hipertensao arterial sistémica (HAS) € uma condi¢do clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados da pressdo arterial (PA) que envolve a
presenca de alteracOes estruturais das artérias e do miocdrdio, associadas a disfungdo
endotelial, vasoconstricdo e remodelamento da musculatura lisa vascular. Associa-se
frequentemente as alteracdes funcionais e/ou estruturais dos 6rgdos-alvo (coragdo, encéfalo,
rins e vasos sanguineos), com consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares
fatais e ndo fatais; representando um fator de risco independente e continuo para as DCV
(SBC,2010; BRASIL-Ministério da Saude, 2011).

A HAS pode ser classificada em primdria ou essencial e secundaria. A hipertensao
essencial corresponde a 95% dos casos e consiste de uma alteragcdo multifatorial
condicionada por fatores genéticos e ambientais; a secunddria é definida quando os niveis
elevados de PA estdo associados a outras situagdes patoldgicas como a insuficiéncia renal,
hipertensdo gestacional, doengas enddcrinas, entre outras (WHO, 2009).

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) - VI Diretrizes Brasileiras de
Hipertensao (2010) - os valores de PA em individuos acima de 18 anos que permitem
classificar como hipertensao sao Pressdo Arterial Sistélica (PAS) > 140mmHg e/ou Pressdo
Arterial Diastélica (PAD) >90 mmHg. O diagnéstico devera ser sempre validado por
medidas repetidas, em condi¢des de repouso, em pelo menos trés ocasides. A mortalidade
por DCV aumenta progressivamente com a elevacdo da PA a partir de 115/75 mmHg de
forma linear, continua e independente (SBC,2010).

A classificacdo diagndstica da HAS e os estdgios de gravidade clinica estdo
descritos na Figura S. O grupo limitrofe e hipertensdo em estdgio 1 sdo os mais prevalentes
na populacdo e portanto, sdo aqueles que mais podem se beneficiar com medidas
preventivas e diagndstico precoce (BRASIL-Ministério da Satude,2011).

Evidéncias conferem magnitude da doenca hipertensiva em virtude de sua
associacdo com a letalidade precoce das DCV, estando relacionada com 50% das mortes
mundiais por Doencas do Aparelho Circulatério (DAC) (cerca de oito milhdes de 6bitos
anuais), 40% das mortes por Acidente Vascular Cerebral e 25% por doenca arterial

coronariana (WHO, 2009).
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CLASSIFICACAO PRESSAO SISTOLICA PRESSAO DIASTOLICA

(mmHg) (mmHg)
OTIMA <120 <80
NORMAL <130 <85
LIMITROFE 130-139 85-89
HIPERTENSAO
ESTAGIO I (LEVE) 140-159 90-99
ESTAGIO II (MODERADA) 160-179 100-109
ESTAGIO III (SEVERA) >180 >110

Figura 5: Classificacdo da pressao arterial de acordo com a medida casual no consultério.

Individuos adultos maiores de 18 anos. Adaptado da SBC, 2010.

As DCV constituem o mais importante grupo de causas de mortalidade na
populacgdo adulta brasileira. No ano de 2011 ocorreram no pais 335.213 6bitos por Doengas
do Aparelho Circulatério (DAC), o que representou 28,6% do total de 6bitos, seguidos por
Neoplasias (15,8%) e Causas Externas (12,4%). Dentre as DAC, verificaram-se Doencas
Isquémicas do Coragdo (30,9%) das quais 80% foram decorrentes de Infarto; Doencgas
Cerebrovasculares (30,0%), outras Doengas Cardiacas (19,8%) e Doencas Hipertensivas
(13,9%) (DATASUS, 2013).

No Nordeste brasileiro, no ano de 2011, ocorreram 86.348 6bitos por DAC, o que
representou 28,7% do total de 6bitos, seguidos por Causas Externas (14,7%) e Neoplasias
(12,8%); no Sudeste ocorreram 158.491 6bitos por DAC, o que representou 29,2% do total
de obitos, seguidos por Neoplasias (16,6%) e Doencas do Aparelho Respiratério (11,9%)
(DATASUS, 2013).

No triénio (2011-2013) foram registrados 3.410.696 internamentos de adultos por
DAC, dos quais 382.128 por Acidente Vascular Cerebral ndo especificado, 255.045 por
Hipertensao essencial, 250.790 por Infarto Agudo do Miocdrdio, 96.958 por Hemorragias
intracranianas e 87.585 por outras Doengas Hipertensivas representando um grande 6nus

para o sistema de satde brasileiro (DATASUS, 2013).
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Segundo dados do Ministério da Saude do Brasil, no ano de 2012, existiam no pais
18,9% de mulheres hipertensas na faixa etdria de 35-44 anos, de 35% (45-54 anos) e de
54,4% (55-64 anos), confirmando que a prevaléncia da hipertensdo aumenta com a idade.
Nas regides brasileiras verificou-se, na faixa de 35-44 anos, a menor prevaléncia no Norte
(14,9%) e a maior no Nordeste (21,8%); nas faixas 45-54 e 55-63 anos verificou-se maior
prevaléncia no Centro-Oeste (37,1% e 57,4%, respectivamente). Na cidade do Recife
verificou-se 17,6% de mulheres hipertensas nas faixas 35-44 anos, de 36,7% (45-54 anos) e
de 55,5% (55-64 anos) (DATASUS, 2013).

Anélises populacionais realizada em 22 cidades brasileiras nos ultimos 20 anos
identificaram uma prevaléncia total de HAS entre 22,3 a 43,9% (média 32,5%), na faixa
etdria 60 e 69 anos (>50%) e acima dos 70 anos (75%). Entre os géneros, a prevaléncia foi
de 35,8% nos homens e 30% em mulheres, semelhante aos estudos de outros paises.
Revisdo sistemdtica quantitativa realizada em 44 estudos de 35 paises, no periodo de 2003 a
2008, constatou uma prevaléncia global de hipertensos 37,8% nos homens e 32,1% em
mulheres (SBC,2010).

Acredita-se que a presenga de subpopulacdes de EPCs pode, parcialmente, explicar
essa menor prevaléncia de hipertensido e de eventos cardiovasculares em mulheres na pré-
menopausa. Estes achados sugerem que os hormonios ovarianos podem ser responsiveis
pela PA mais baixa em mulheres na pré-menopausa (SIMONCINTI et al.,2008; VASSALLE
et al.,2012).

Os receptores de estrégeno (ERs) sdo expressos em células endoteliais e tem um
efeito ateroprotetor. Através do recrutamento dos ERs, o estradiol provoca ativacio da via
de sinaliza¢do PI3K/AKT (Figura 6) que estd associada com a fosforilacdo da eNOS em
serina-1177, e a0 mesmo tempo, produz ativacdo do monofosfato de adenosina dependente
de proteina cinase (AMPK) aumentando a sintese do eNOS e da prostaciclina, retardando a
formacgdo dos ateromas; diminui, ainda, a sintese de citocinas pré-inflamatéria circulantes
ou residentes do sistema imunoldgico facilitando a angiogénese (FAVRE et al.,2010).

A prostaciclina € sintetizada a partir do 4cido araquidonico através da
ciclooxigenase, sendo rapidamente produzida e liberada de células endoteliais em resposta
a fatores humorais e hemodindmicos. Ela age sinergicamente com NO, causando

vasodilatacdo e inibicdo da agregacdo e adesdo plaquetdria. Suas acdes sdo mediadas
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através da estimulacido da adenilato ciclase e aumento das concentragdes intracelulares de
adenosina monofosfato ciclico nas células musculares lisas e nas plaquetas. A prostaciclina
nido parece ser continuamente produzida pelas células endoteliais, mas sintetizada em
resposta a estimulos especificos como a bradicinina, a adenosina difosfato, a hipdxia e

aumento na for¢a de cisalhamento (SCHULZ et al.,2005).
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Figura 6: Esquema de ativacdo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) pelo
estradiol. AMPK: Monofosfato de Adenosina dependente de Proteina Cinase. AKT: Via de
sinalizagcdo serina/treonina-especifica da proteina cinase B. ERs: Receptor de Estrogenos.
hsp 90: proteina de choque térmico 90. P: Fosfato. PI3K: Fosfatidil Inositol trés Cinase.
Ser: Serina. src: coativador de receptor de esterdide. Adaptado de SCHULZ et al.
Circulation , 2005.

Semelhantemente, o estrogeno ativa os canais de cdlcio dependentes de potassio e
induz um rdpido aumento na liberacdo de NO; tem a¢do antioxidante e antiinflamatdrias
regulando a sintese da prostaciclina e do VEGF. Por outro lado, inibe a endotelina-1, o fator
de necrose tumoral-o (TNF-a) e apoptose de células endoteliais (SIMONCINI et al.,2008).
Assim, os efeitos antioxidantes produzidos pelo estrégeno sdo considerados um dos
principais mecanismos pelo qual os hormoénios protegem as mulheres durante sua vida
fértil, periodo de menor risco de desenvolvimento das DCV e hipertensao em comparagao

aos homens (MILLER et al.,2007).
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1.4 O Controle do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

A descoberta dos sistemas e mecanismos que influenciam o débito cardiaco e a
resisténcia vascular periférica e, por conseguinte a PA, contribuiu para a constru¢ido de uma
complexa rede de interrelagdes na fisiopatologia da HAS. Alteracdes nos mecanismos de
retencdo renal de sdédio, no sistema nervoso simpdtico (SNS), no sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), na membrana celular, a hiperinsulinemia, entre outros,
s@o parte dessa rede fisiopatoldgica complexa (FOURNIER et al.,2012).

O SRAA ¢ descrito como um eixo enddcrino no qual cada componente de uma
cascata € produzido por diferentes 6rgaos, um arranjo que € exemplo de interacdo de varios
sistemas organicos, engajados todos na luta para manter a estabilidade hemodinimica. E
constituido por quatro proteinas principais: renina, angiotensinogénio, enzima conversora
da angiotensina (ECA) e os receptores para a angiotensina II. Todos os componentes do
sistema ja foram encontrados em tecidos como coragdo, cérebro, rins, glandulas adrenais,
vasos sanguineos e Orgaos reprodutores, permitindo distinguir um SRAA local e um
circulante. Tem-se sugerido a existéncia de um SRAA intracelular, onde seus componentes
ndo seriam secretados e exerceriam suas acdes no interior da célula (SANTOS et al.,2012)

No SRAA circulante, a renina de origem renal atua no angiotensinogénio, formado
no figado, requerendo glicorticéides do cortex adrenal e estrégeno das gdonadas; originando
a angiotensina I, que pela acdo da ECA (encontrada no endotélio vascular de varios 6rgaos)
transforma-se na angiotensina II, potente vasoconstritor direto, e que de forma indireta
interage com a secre¢do de aldosterona, com o sistema nervoso central e com o sistema
nervoso simpdtico. Uma vez ativada a cascata, a angiotensina II circula pelo sangue
ativando suas estruturas-alvo: vasos sanguineos (sobretudo arteriolas e veias sist€émicas),
rins, coracdo, adrenais e o sistema nervoso simpatico (TOUYZ, 2005).

As agdes reguladoras da angiotensina II sdo mediadas por receptores de superficie
celular que estdo acoplados por meio da proteina G, fosfolipase C e adenilato ciclase.
Existem quatro classes farmacologicamente distintas de receptores para as angiotensinas:
AT, AT,, AT4 e AT;7. O tipo AT, parece ser o mediador das principais acdes
fisiopatoldgicas da angiotensina II e € por meio dele que o SRAA influencia a PA

(SANTOS et al.,2012).
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Os receptores AT, estdo localizados na membrana plasmatica das células-alvo para
angiotensina II: células da musculatura lisa vascular, adrenais, miocardicas e cerebrais. Seu
mecanismo de a¢do inclui a ativagdo da fosfolipase C, aumento da concentragdo do célcio
intracelular que por sua vez desencadeia respostas celulares, tais como a estimulacdo da
proteina quinase C e inibicdo da adenilato ciclase. Efeitos mediados pelo receptor AT,
incluem a vasoconstricdo, sintese e secrecdo da aldosterona, o aumento da secre¢do da
vasopressina, hipertrofia cardiaca, aumento da atividade noradrenérgica, proliferacdo de
células do musculo liso, diminui¢do do fluxo sanguineo renal e inibi¢do da renina,
reabsorcdo tubular renal de sédio, modulacdo da atividade do sistema nervoso simpatico
central, contratilidade cardiaca e formacao da matriz extracelular (TOUYZ, 2005).

Conclui-se que, a légica fundamental que preside o funcionamento do SRAA ¢é
responder a uma instabilidade hemodindmica e evitar redu¢do na perfusdao tecidual
sist€émica. Atua de modo a reverter a tendéncia a hipotensao arterial através da inducao da
vasoconstric¢do arteriolar periférica e aumento na volemia por meio de retengdo renal de
sodio (através da aldosterona) e dgua (através da liberacdo do hormoOnio antidiurético
vasopressina). Portanto, o sistema renina-angiotensina-aldosterona se soma ao sistema
simpdtico e aos hormonios antidiuréticos, compondo o trio de sistemas neuro-hormonais de

compensacgdo cardiovascular (FOURNIER et al.,2012).

1.5 Hipertensao e mecanismos inflamatérios

A hipertensdo associa-se ao remodelamento vascular, que, entre outras alteracdes, é
caracterizada pela deposicdo excessiva de proteinas na matriz extracelular (MEC) nos
meios vasculares, particularmente fibronectina e colageno tipo 1, envolvendo a proliferacao
de células musculares lisa, a acumulacdo de MEC e inibicdo da degradacdo da matriz. O
espessamento arterial € reconhecido como uma importante consequéncia da fibrose
vascular estando relacionado com o desenvolvimento da aterosclerose (SHIRWANY; ZOU,
2010), reconhecida como uma das principais causas de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (PADFIELD et al.,2013).

Experimentos in vivo demostraram que a sobrecarga cronica da PA estimula a

expressao de genes pro-coldgeno e sua sintese proteica. O aumento da sintese de coldgeno
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em combinacdo com a diminui¢do de sua degradacdo promoveria a fibrose vascular em
pacientes hipertensos, que se caracteriza pela redu¢cao permanente do diametro do limen do
vaso (SHIRWANY; ZOU, 2010; LAN et al.2013).

Segundo Touyz (2005), a parede vascular sofre alteracdes funcionais, mecanicas e
estruturais em resposta ao estresse hemodinamico ou biomecanico em hipertensos. Ao nivel
molecular vérios fatores t€ém sido implicados nesta remodelagdo, incluindo a ativagdo do
SRAA, o desequilibrio entre as MMP e dos inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs) que desempenham um papel fundamental na regulacdo do coldgeno; o fator de
crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) e o fator de crescimento de fibroblastos (FGF).

O fator de crescimento transformante-beta (TGF-f) ¢ também expresso durante a
remodelacdo vascular induzido pela hipertensdo, regulando a deposicdo de coldgeno na
parede arterial, desempenhando um papel critico na acumulacdo da MEC e remodelacdo
vascular através da regulacdo da producdo de diversas citocinas, incluindo o CTGF e FGF
(LAN et al.2013); sendo altamente expresso por células musculares lisas, macréfagos e
células T em lesdes aterosclerdticas humanas durante o desenvolvimento de placas de
gordura; estimula a quimiotaxia leucocitdria e a producdo de proteoglicanos pelas células
musculares lisas, sendo possivel que contribua para a migracdo inicial de macréfagos e
acumulo de lipidios. Apds a injuria endotelial, as plaquetas se aderem ao local liberando
grandes quantidades de TGF-B, aumentando a agregacdo plaquetdria, estimulando a
sobrevivéncia das células musculares lisas. O CTGF € induzido pelo estiramento mecanico
do vaso e estd relacionado com o SRAA porque promove o aumento da Angll, sendo
especialmente importante porque pode aumentar a inflamacdo e promover o
remodelamento estrutural vascular (TOUYZ, 2005).

As propriedades pré-inflamatérias da Ang II e da Aldosterona (Figura 7) tem sido
demonstrada em grandes vasos e pequenas artérias, nos rins, bem como no coragao.
Ativacdo do estresse oxidativo é um componente-chave deste processo. Angll e a
aldosterona estimulam a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH) no
endotélio, nas células musculares lisas e na adventicia dos vasos sanguineos gerando
espécies reativas de oxigénio (ERO), conduzindo a disfun¢do endotelial, crescimento
celular, inflamacdo, na regulagdo positiva da endotelina-1, moléculas de adesdo, fator

nuclear kappa B (NF-kB) e de outros mediadores inflamatorios, assim como no aumento da
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degradacdo do NO e o desacoplamento da NOS, contribuindo para a progressao da doenga

vascular e aterogénese (KASAL;NEVES,2011).
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Figura 7: Fisiopatologia das lesdes vasculares induzidas pela angiotensina II (Ang II) e

pela aldosterona. AP-1: Ativador Proteina-1. CTGF: Fator de Crescimento do Tecido
Conjuntivo. ERO: Espécies Reativas de Oxigénio. FGF: Fator de Crescimento de
Fibroblastos. HIF-1: Fator Induzido por Hypoxia-1. MMP: Metaloproteinases da Matriz.
NF-Kb: Fator Nuclear Kappa B. TIMP: Inibidor Tecidual de Metaloproteinase. TGF-f:
Fator de Crescimento Transformante-beta. VEGF: Fator de Crescimento Endotelial

Vascular. Adaptado de KASAL; NEVES. Rev. Hospital Universitario Pedro Ernesto, 2011.

Evidéncias indicam que a hipertensdo arterial, por meio de peptideos vasoativos,
tais como a endotelina-1, promove e acelera o processo de aterosclerose por meio de
mecanismos inflamatérios. Além disso, avangos recentes sobre o papel da endotelina-1
como um importante mediador de inflamagdo cronica na parede vascular e sua relacdo com
Ang II tém sido demonstrado. Mecanismos inflamatdrios, portanto, sio importantes na
fisiopatologia das DCV relacionadas com a hipertensdo, incluindo a aterosclerose. Nos
modelos experimentais, bem como nos estudos humanos, os inibidores da ECA ou
bloqueadores do receptor AT; da Ang II, demonstraram a capacidade de prevenir ou
reverter a progressao da aterosclerose, a qual foi associada com a diminuicdo da expressao

de mediadores inflamatdrios e restabelecimento da funcao endotelial (LAN et al.2013).
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Portanto, conclui-se que doenga vascular associada a hipertensdo € também um
processo inflamatério e relaciona-se com o SRAA, estresse oxidativo, fatores de

crescimento e secrec¢do de citocinas derivadas do endotélio.

1.6 Sindrome metabolica

A sindrome metabdlica (SM) - também conhecida como sindrome X, sindrome da
resisténcia a insulina - é caracterizada pelo agrupamento de fatores de risco cardiovascular
como hipertensio; obesidade, especialmente abdominal, com depdsitos intra-abdominais de
gordura; dislipidemia aterogénica: alto niveis de lipoproteinas plasmadticas de baixa
densidade-colesterol (LDL-c), triglicerideos alto e baixo niveis de lipoproteinas plasmaéticas
de alta densidade-colesterol (HDL-c) e especificamente por resisténcia a insulina,
hiperinsulinemia, intolerancia a glicose ou diabetes do tipo 2 (JIALAL et al.,2010).

A primeira proposta para definicio da SM (Figura 8) foi elaborada pelo NCEP-
ATPIII (National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III), em 2001, e
preconiza o diagndstico da sindrome para mulheres na presenca de trés dos seguintes
critérios: HDL-c < 50mg/dL, triglicerideos >150 mg/dL, PA > 130x85 mmHg, glicemia de
jejum 110-125 mg/dL e cintura abdominal > 88cm. A segunda, proposta pela IDF
(International Diabetes Federation), em 2005, reduziu os parametros da cintura abdominal
para > 80cm e dos valores limitrofes da glicemia >100mg/dL ou DM2 (NCEP,2002).

Entretanto, os mais amplamente reconhecidos fatores de risco da SM sao a elevacao
da pressdo arterial, da glicose plasmatica e dislipidemia aterogénica. Individuos com essas
caracteristicas comumente manifestam um estado pro-trombdtico e um estado pro-
inflamatério (FADINI et al.,2007; JIALAL et al.,2010).

A dislipidemia aterog€nica consiste em uma agregacdo de anormalidades de
lipoproteinas incluindo triglicerideo sérico elevado e apolipoproteina B, aumento de
particulas LDL pequenas, e uma reducdo do nivel de HDL-c (MORISHITA, et al.,2012).
As lipoproteinas sdo macromoléculas esféricas que possui nicleo hidrofébico contendo
triacilglicerdis e ésteres de colesteril, e camada superficial externa hidrofilica que consiste
de uma camada de moléculas anfipdticas: colesterol, fosfolipideos e proteinas
(apolipoproteinas); contém também varias moléculas antioxidantes soluveis em lipideos (-

tocoferol e varios carotenoides) (MOTTA, 2011).
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IDF NCEP %% ¢ (o)

Diagnostico se alteracio de glicemia | Diagnéstico se trés dos cinco Diagnostico se alteracio de
e mais 2 critérios. critérios presentes glicemia e mais 2 critérios.
Glicemia de jejum 100-125mg/dL Glicemia de jejum 110-125 Intolerancia a glicose, DM2 ou
ou DM2. mg/dL insulino-resisténcia

CA > 80cm CA >88cm IMC > 30 e RCQ > 0,85
Tg >150 mg/dL ou HDL< 50 Tg >150 mg/dL ou HDL< 50 Tg >150 mg/dL ou HDL< 39

HAS em tratamento ou PA >130 x 85 mmHg HAS em tratamento ou

PA >130 x 8SmmHg PA >160 x 80mmHg
Microalbuminuria > 20 mcg/min

Figura 8: Definicdes de SM em mulheres. CA: circunferéncia abdominal. DM2: diabetes
mellitus tipo 2. HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica. IDF: International Diabetes
Federation. IMC: Indice de Massa Corpérea. NCEP: US National Cholesterol Education
Program. PA: Pressdo Arterial. RCQ: relacdo cintura/quadril. Tg: triglicerideos. WHO:
Word Health Organization. Adaptado de NAKAZONE et al. Rev. Assoc. Med. Bras, 2007.

Na SM, a resisténcia insulinica causa no adipécito um aumento na liberacdo de
acidos graxos livres, enquanto no figado determina uma menor supressao na sintese de
lipoproteinas plasmaticas de densidade muito baixa (VLDL-Very low-density lipoprotein).
O resultado do processo € a liberacdo de um excesso de particulas de VLDL grandes, ricas
em triglicerideos que por sua vez geram uma cascata de eventos que culminam com a
redugdo nos niveis de colesterol na HDL (FADINI et al.,2009b). Outras alteracdes tais
como a redu¢do da acdo da lipoproteina-lipase e o aumento da a¢do da lipase hepatica sdao
também necessdrias para a completa expressdo fenotipica da triade lipidica, contribuindo
para a transformacdo da LDL-c em particulas de menor didmetro e maior densidade, e
ainda para a manutencdo de um estado de lipemia pds-prandial, com a circulacdo de
lipoproteinas remanescentes ricas em colesterol (MOTTA,2011).

Além disso, os niveis de triglicerideos t€ém relacdo direta com o aparecimento de
LDL-c pequenas e densas. A partir de niveis de triglicerideos de 100mg/dL, este tipo de

lipoproteinas ja € observado, tornando-se preponderante frente a valores de triglicerideos de
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150-200mg/dl (MORISHITA, et al.,2012). Segundo NCEPATPIII (2002), o ponto de corte
para a normalidade dos niveis de triglicerideos foi reduzido para 150mg/dl. Considerou-se
que abaixo deste ponto os niveis de colesterol na VLDL estariam normais (abaixo de
30mg/dl), ndo haveria excesso de particulas remanescentes de VLDL e quilomicrons e nem
haveria excesso de particulas de LDL pequenas e densas.

A remocao das LDL-c da circulacdo € mediada por receptores de LDL encontrados
tanto no figado como em tecidos extra-hepaticos. Um complexo formado entre a LDL-
receptor entra na célula por endocitose, posteriormente as lipases dos lisossomos e
proteases degradam as LDL-c. O colesterol liberado € incorporado nas membranas
celulares ou € armazenado como ésteres de colesteril. A deficiéncia de receptores celulares
para as LDL desenvolve a hipercolesterolemia familiar, na qual o colesterol fica acuamulado
no sangue, sendo depositado nas artérias (MOTTA, 2011).

Estudos epidemioldgicos mostraram também de forma consistente a correlacido
independente e negativa entre os niveis de HDL-c e o risco de eventos coronarianos, sendo
a reducdo nos niveis de 1mg/dl associado ao aumento de 2% a 3% no risco cardiovascular.
(MORISHITA, et al.,2012). Em termos fisiopatoldgicos, a explicacao para seu efeito
protetor é decorrente da habilidade desta lipoproteina em promover a saida do colesterol
das células e de realizar seu transporte reverso, permitindo sua redistribui¢cdo no organismo
e a sua excrecdo biliar. Também ja foi descrita a propriedade antioxidante e
antiinflamatéria associada a HDL-c, que parece ser decorrente de enzimas e
apolipoproteinas associadas as suas particulas, capazes de inativar a oxidacdo de
fosfolipideos provenientes da LDL-c (MOTTA, 2011).

Por outro lado, Fadini et al. (2009b) descrevem que a resisténcia a insulina € a causa
essencial da sindrome metabdlica. Nao hd divida de que a resisténcia a insulina predispde a
hiperglicemia do diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

A DM?2 ¢ conceituada como uma doenga metabdlica caracterizada por hiperglicemia
e associada a complicacdes, disfuncdes e insuficiéncia de varios 6rgdos, especialmente o
coracdo e vasos sanguineos. Pode resultar de defeitos de secre¢do e/ou acdo da insulina
envolvendo processos patogé€nicos especificos. Em portadores da doenca, a expectativa de

vida € reduzida em torno de 5-7 anos; apresentam risco 2 a 4 vezes maior de desenvolver
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DCYV e acidente vascular cerebral; sendo que a doencga arterial coronariana representa 75%
das causas de morte nos portadores da diabetes (BRASIL-Ministério da Sadde, 2006).

A resisténcia a insulina tem sido identificada como um defeito inicial no
desenvolvimento da DM2, particularmente na presenca de obesidade e sedentarismo. Além
disso, tem sido proposto que a hiperinsulinemia seja um fator de risco independente de
aterosclerose (FADINI et al.,2007; JIALAL et al.,2010). Com efeito, a insulina € um
peptideo com atividade intensamente aterogé€nica, estimulando a producdo de lipidios,
proliferacdo da célula muscular lisa, sintese de coldgeno e a producdo de varios fatores de
crescimento; estimula também a produg¢do de NO induzindo a vasodilatacdo e aumenta a
captagdo celular de glicose (CARVALHO et al.,2000).

A sinalizac@o intracelular da insulina comeg¢a com sua ligacio a um receptor
especifico de membrana, uma proteina heterotetramérica com atividade cinase intrinseca,
composta por duas subunidades alfa e duas subunidades beta, denominado receptor de
insulina (IR). A ativac@o do IR resulta em fosforilagcdo em tirosina de diversos substratos,
incluindo substratos do receptor de insulina 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2) (PAULI et al.,2009).

A fosforilacdo das proteinas IRS ativa a via PI3K que € importante na regulacdo da
mitogénese, na diferenciacdo celular e no transporte de glicose estimulada pela insulina. A
ativacdo da PI3K aumenta a fosforilacdo da via AKT permitindo o transporte de glicose no
musculo e no tecido adiposo, através da ativagcdo do transportador de glicose-4 (GLUT-4).
A ativacdo da AKT resulta na translocacio do GLUT-4 para a membrana celular,
permitindo a entrada de glicose por difusdo facilitada. A atividade fisica praticada
regularmente estimula a translocacdo dos GLUT-4 promovendo a captacdo de glicose e
reducdo da sua concentracdo sanguinea. Além disso, o sinal transmitido pela PI3K ativa a
sintese de glicogénio no figado e no misculo, e da lipogénese no tecido adiposo. Portanto, a
via PI3K/AKT tem um importante papel nos efeitos da insulina (PAULI et al.,2009).

Entretanto, o aumento intracelular de dcidos graxos resultante de dislipidemias e
hipertrigliceridemia, ativa a cascata cinase da serina/treonina, possivelmente via proteina
cinase C, levando a fosforilagdo da serina/treonina do substrato do receptor IRS-1 que ndo
se liga, nem ativa a PI3K, resultando no transporte diminuido de glicose. Os 4cidos graxos
livres podem também interferir na expressdo, transcricdo ou no recrutamento para a

superficie celular do GLUT-4; reduzem o clearance hepdtico de insulina e aumenta a
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producdo hepatica de glicose, ambos potencializam os efeitos da resisténcia insulinica.
Dessa forma, disfuncdo sist€émica na via PI3K, provoca defeito tanto na captacdo de glicose
quanto na vasodilatacdo dependente do endotélio mediada pela insulina (CARVALHO et
al.,2006).

Com efeito, existem evidéncias de que o estresse oxidativo medido pelo indice da
peroxidacdo dos lipidios poderia preceder a disfuncdo endotelial e o subsequente
desenvolvimento da resisténcia a insulina. Finalmente, outros componentes da sindrome de
resisténcia a insulina, prevalentes na DM2, reduzem a atividade da enzima e-NOS: a
hipertensao, LDL oxidado e hipertrigliceridemia (FADINI et al.,2007; JIALAL et al.,2010).

Portanto, o agrupamento dos componentes da SM se torna de suma importancia,
implicando uma interacdo sinérgica significativa dos seus componentes aumentando o risco
das DCV (Figura 9). Essas no¢des sugerem que os componentes estdo ligados entre si por
uma fisiopatologia comum em uma relacdo de causa-efeito circular e vicioso, finalmente
levando as DCV (FADINI et al., 2009b); individuos com um ou dois componentes da SM
tendem a desenvolver os outros componentes com o passar do tempo (CHEUNG et
al.,2008). Além disso, a SM confere de 2 a 4 vezes maior risco de desenvolvimento de

DCYV e de 5 vezes maior risco de desenvolvimento da DM2 (JIALAL et al.,2010).

Dislipidemia
({HDL, p» LDL,

A triglicerideos)

A Glicemia
basal

Insulina.dgdo
vasodilatadora, 4
NO.

Figura 9: Agrupamento dos componentes da sindrome metabdlica e risco cardiovascular.
EROs: Espécies Reativas de Oxigénio. HDL: Lipoproteinas de Alta Densidade. LDL.:
Lipoproteinas de Baixa Densidade. NO: Oxido Nitrico. Adaptado de JIALAL et al.
Atherosclerosis,2010.
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Neste trabalho, nds testamos a hipdtese de que o numero de EPCs sofre reducdo em
mulheres hipertensas, sob influéncia de mecanismos inflamatérios, em comparacdo com
mulheres normotensas sauddveis. Considera-se atualmente que as EPCs sdo os melhores
fatores preditivos para a saide vascular do que os convencionais fatores de risco, tais como
perfil lipidico, hipertensdo e diabetes (BAKOGIANNIS et al.,2012; VASSALLE et al.,
2012). Desta forma, a avaliacdo do nimero das EPCs pode refletir de forma mais precisa o
grau de protecdo cardiovascular da populagdo feminina hipertensa. Neste sentido, a
ampliacdo de estudos prospectivos que analisa o nimero destas células em mulheres com
hipertensdo primdria, em pré-menopausa, pode contribuir para ampliar o conhecimento
sobre a mobilizacdo destas células da medula dssea para a circulacdo, gerando parametros
importantes para o acompanhamento do quadro hipertensivo direcionando a assisténcia ao

paciente.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Analisar o perfil de expressio das EPCs (CD45/CD34"/KDR") circulantes e
diferentes fatores de risco cardiovascular em mulheres com hipertensdo primdria leve e

severa, na pré-menopausa, em comparagdao com mulheres normotensas saudaveis.

2.2 Especificos

Caracterizar o grupo de mulheres do estudo quanto aos fatores de risco cardiovascular:

* Analisar os niveis de pressao arterial em repouso;

* Analisar os niveis séricos do colesterol total, HDL-c, LDL-c, triglicerideos e

glicemia de jejum;
- Analisar habitos de fumo, sedentarismo e o Indice de Massa Corporal;

* Analisar presenca de sindrome metabdlica.

29



30



MATERIAIS E METODOS
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Desenho do estudo

Realizou-se um estudo do tipo caso-controle prospectivo com dois grupos de
mulheres com hipertensdo primdria: 1) Hipertensao Leve (HL) e 2) Hipertensdao Severa
(HS), idades entre 30-50 anos, acompanhadas no Ambulatério de Cardiologia do Pronto
Socorro Cardiolégico de Pernambuco (PROCAPE), pareadas com um grupo controle (CT)
de mulheres normotensas sauddveis, que tiveram amostras sanguineas venosas periféricas
analisadas por citometria de fluxo para EPCs. Foram analisados, também, os exames de
glicemia em jejum, colesterol total, HDL-c, LDL-c, triglicerideos e IMC para identificacdo

da sindrome metabdlica.

3.2 Local do estudo

O PROCAPE foi inaugurado em julho de 2006 sendo construido para absorver a
grande demanda de cardiologia do Hospital Universitirio Oswaldo Cruz (HUOC).
Localiza-se no campus universitario da Universidade de Pernambuco em Recife, estando
vinculado 2 Secretaria de Ciéncia e Tecnologia. E considerado o maior Centro Cardiolégico
do Nordeste e o segundo do Pais, apresenta 449 leitos distribuidos em sete andares,
Emergéncia; quatro Unidades de Terapia Intensiva com um total de 40 leitos; Centro
Cirdrgico com quatro salas de cirurgias; Ambulatério especializado; medicina nuclear;

tomografia computadorizada e laboratério de células-tronco (http://www.comunidades.pe.

gov.br/websectma/exibir).

3.3 Populacido e amostra

A populacdo do estudo foi constituida por mulheres com hipertensdo primaria
acompanhadas no Ambulatério de Cardiologia do PROCAPE pareadas com um grupo
controle de mulheres normotensas saudaveis. Para calculo da amostra, considerou-se a
populacdo de 349 mulheres cadastradas no ano de 2012 na institui¢do. O estudo prop0s
uma amostra de conveniéncia de 10%, sendo realizada andlise do sangue de 45 mulheres:

15 HL, 15 HS, 15 CT. Os dados foram coletados no segundo semestre de 2012 e 2013.
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3.4 Selecao dos participantes

3.4.1 Critérios de inclusdo geral: Mulheres sauddveis. Faixa etdria de 30-50 anos.

Grupo Controle: normotensas (PAS < 130 mmHg / PAD < 85 mmHg).
Grupo HL: diagnéstico de hipertensao leve (PAS=140-159mmHg/PAD=90-99 mmHg)
Grupo HS: diagnéstico de hipertensao severa (PAS > 180 mmHg/PAD > 110 mmHg).

3.4.2 Critérios de exclusdo

Hipertensdo secunddria: hipertensdo associada as situacdes patoldgicas como
insuficiéncia renal, hipertensdo gestacional, doen¢as enddcrinas.
Doencas e sintomas cardiovasculares: queixa de angina e dor precordial; histdria
pregressa de infarto; doencgas coronarianas e cerebrovasculares.
Fase de vida: gestante, puérpera, nutriz; periodo menstrual, em menopausa e/ou

menopausa precoce confirmada por exame sanguineo.

3.5 Definicao de Variaveis

3.5.1 Varidveis Desfechos: (DECS,2013)

CD34: Glicoproteinas encontradas em células hematopoiéticas imaturas e em células
endoteliais.

CD309 (VEGFR-2/Flk-1/KDR): Receptor transmembrana tirosina-cinase de 200 a
230kDa, sendo também conhecido como VEGFR-2 ou por KDR. KDR é um receptor
de alta afinidade para o VEGF estando envolvido na angiogénese, tanto durante a
embriogénese e no contexto de eventos homeostéticos ou patoldgicos; € importante para

o desenvolvimento vascular e hematopoiético e medeia quase todas as respostas da

célula endotelial ao VEGF.

CD45: Glicoproteinas de alto peso molecular expressas exclusivamente na superficie
de leucdcitos e seus progenitores hematopoiéticos. Contém uma atividade de proteina
tirosina fosfatase citoplasmaética que desempenha um papel na sinalizacio intracelular
dos receptores da superficie celular. Em contraste com as células hematopoiéticas, as

EPCs ndo expressam o marcador CD45.
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3.5.2 Varidvel Dependente:

Hipertensao: Pressdo arterial sistémica persistentemente alta. Com base em vdrias
medicdes, a hipertensdo € atualmente definida como sendo a PAS > 140mmHg e/ou
PAD >90mmHg. O diagnostico devera ser sempre validado por medidas repetidas, em

condig¢des de repouso, em pelo menos trés ocasides (SBC,2010).

3.5.3 Varidveis Independentes:

Colesterol: esteréide, componente essencial das membranas bioldgicas, precursor da
biossintese de todos os hormonios esterdides, vitamina D e sais biliares. E geralmente

armazenado nas células como éster de dcido graxo (MOTTA,2011).

Lipoproteinas plasmaticas de densidade muito baixa (VLDL): lipoproteinas
sintetizadas no figado transportam triacilglicerdis e colesterol enddgenos para os tecidos
extra-hepaticos. No transporte das VLDL os triacilglicerdis sdo hidrolisados pela
lipoproteina-lipase até acidos graxos livres e glicerol (MOTTA,2011).

Lipoproteinas plasmaticas de densidade baixa (LDL): lipoproteinas formadas a
partir das VLDL. As LDL enriquecidas de colesterol e ésteres de colesteril transportam
esses lipideos para os tecidos periféricos (MOTTA, 2011).

LDL-colesterol: colesterol que estd contido ou ligado a LDL. (MOTTA,2011).

Lipoproteinas plasmaticas de densidade alta (HDL): lipoproteinas que removem o
colesterol do plasma e dos tecidos extra-hepdticos, transportando-os para o interior do
hepatdcito através do receptor Scavenger B1 (Scavenger receptor class B member 1)
(MOTTA,2011).

HDL-colesterol: colesterol que estd contido ou ligado a HDL (MOTTA,2011).
Triglicerideos (triacilgliceréis): Sio ésteres formados por trés moléculas de acidos
graxos e uma de glicerol. Sdo os lipideos mais abundantes no transporte e

armazenamento de dcidos graxos, sendo transportadas no plasma nas lipoproteinas

quilomicrons, LDL e VLDL (MOTTA,2011).

Glicose: Monossacarideo constituido pelo grupo funcional aldeido (hexoses), usados

pelo organismo como principal fonte de energia (MOTTA,2011).
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Estilo de vida fisicamente ativo: Nivel de atividade fisica leve ou moderada por 30

minutos/dia, em > cinco dias na semana ou atividade fisica vigorosa por 20 minutos/dia,

em > trés dias da semana (WHO,2009).

IMC: Indicador da densidade do corpo que é determinado pela relagdo entre o peso
corporal e a estatura. IMC=peso (kg)/altura ao quadrado (m?). O IMC se correlaciona
com o tecido adiposo. Sua relacdo varia com a idade e o género. Para adultos, o IMC se
encontra nestas categorias: <18.5 (abaixo do peso), 18.5-24.9 (normal), 25.0-29.9
(sobrepeso) e > 30.0 (obesidade) (DECS,2013).

Sindrome metabdlica: Sindrome caracterizada pelo agrupamento de fatores de risco
cardiovascular como hipertensio; resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, intolerancia a
glicose/DM2; obesidade, especialmente abdominal, com depdsitos intra-abdominais de

gordura; e dislipidemia aterogénica (LDL-c e triglicerideos altos, HDL-c baixo)

(NCEP-ATPIIL2002).

3.5.4 Varidveis Controles (DECS,2013):

Distribuicdo por Idade: Agrupamento de individuos segundo idade ou faixa etdria
previamente determinada. A faixa etaria utilizada foi de 30 a 50 anos.

Distribui¢do por Sexo: Nimero de homens e mulheres numa dada populacdo ou grupo.
No estudo foi utilizado género mulher.

Menopausa: Ultimo periodo menstrual. A cessacio permanente da menstruagio,
geralmente € definida apos 6 a 12 meses da amenorreia numa mulher acima de 45 anos
de idade.

Menopausa precoce: Interrup¢do prematura da menstruagdo quando o ultimo periodo
menstrual de uma mulher ocorre antes dos 40 anos de idade. E devida a deplecdo dos
foliculos ovarianos. A menopausa precoce pode ser causada por doengas, ovariectomia,
radiacdo, agentes quimicos e anormalidades cromossOmicas.

Pré-menopausa: periodo antes da menopausa. Nas mulheres em pré-menopausa, a
transi¢ao climatérica da maturidade sexual plena até o término do ciclo ovariano ocorre

entre os 40 e 50 anos de idade.
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3.6 Aspectos operacionais

O projeto foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas-UNICAMP- Parecer n°® 187.777 (Anexo A) e do Hospital Universitario
Oswaldo Cruz/PROCAPE - Parecer n° 213.470 (Anexo B) - CAAE n° 01582212.4.0000.
5192- segundo a Resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Saide (BRASIL, Ministério
da Saude, 1996). Apds aprovacdo, foi realizada triagem médica pelos profissionais do
Ambulatério de Hipertensao do PROCAPE, por ocasido da consulta de rotina das pacientes,
para formacao de trés grupos de mulheres: 1) Normotensas com PAS < 130 mmHg/PAD <
85mmHg (n=15), 2) Hipertensao Leve com PAS=140-159 mmHg/PAD= 90-99 mmHg e 3)
Hipertensdo Severa com PAS > 180 mmHg/PAD > 110 mmHg. Os objetivos do estudo
foram explicados de forma acessivel para as participantes, e todas assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE-Apéndice A). Todas as mulheres foram
entrevistadas pela pesquisadora quanto aos habitos de fumo e prética de exercicios fisicos,
sendo verificado o peso/altura para calculo do IMC como descrito acima e aferido o nivel
da pressdo arterial em repouso com esfigmomanOmetro anerdide-AD-2 sobre rodizio
(pedestal) (adulto-AGO052-Unitec Indistria e Comercio), e preenchido o instrumento de
coleta de dados (Apéndice B). Apds, a pesquisadora realizou a retirada da amostra
sanguinea venosa periférica conforme descricio no TCLE (Apéndice A). As amostras
sanguineas foram imunomarcadas no laboratério do Instituto do Figado do HUOC e
analisadas por citometria de fluxo no Laboratério de Imunogenética do Centro de Pesquisa
Aggeu Magalhdes de Pernambuco. Foram analisados, também, os exames de glicemia em
jejum, colesterol total, HDL-c, LDL-c e triglicerideos realizados pelo laboratério do
PROCAPE, e os valores obtidos no prontuario das pacientes no més da coleta das amostras

sanguineas.
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3.7 Técnica de citometria de fluxo

A citometria de fluxo € um recurso emergente que permite uma andlise rapida,
objetiva e quantitativa de células em suspensao permitindo a identificacao e quantificagdo
celular pelo tamanho, granulosidade e intensidade de fluorescéncia. O citometro de fluxo é
um aparelho utilizado para avaliacdo da emissdo de fluorescéncia das células (FACS —
Fluorescence Activated CellSorter). Alguns aparelhos sdo capazes de separar as células
fisicamente, de acordo com as caracteristicas citométricas.

As células da amostra em suspensdo sdo marcadas com anticorpos monoclonais
especificos ligados a fluorocromos reagentes ou marcadores celulares, sendo introduzidas
numa camara de fluxo vibratéria. O fluxo de células que atravessa a camara € envolvido por
uma solucdo tampdo, e passam em fila simples sendo interceptadas por feixes de luz,
gerando sinais que sdo captados por detectores. A informacgdo produzida pode ser gerada
pela dispersdo do feixe de luz e fluorescéncia emitida pelas células, que sao detectados por
foto-sensores que captam a luz emitida com um comprimento de onda selecionado pelo
citometro. O Foto-Sensor de Dispersao Frontal (FSC-Forward Scatter) capta a intensidade
da luz dispersa frontalmente e fornece informagdes sobre o tamanho relativo das células; o
Foto-Sensor de Dispersao Lateral (SSC- Side Scatter) capta a intensidade de luz dispersa a
90° informando a complexidade e granularidade celular. A especificidade da detec¢cdo de
cada sensor é controlada pela selecio do comprimento de onda (fluorescéncia) emitido
pelas células imunomarcadas, através de uma conjugacdo de filtros e de espelhos dicroicos
usados para identificar os espectros de cores emitidos pela fluorescéncia celular (FL-1,
FL-2, FL-3 e FL-4) (Figura 10), permitindo medicdes simultaneas de varios parametros
numa s6 amostra. Os resultados podem ser expressos em graficos de dispersdo, histogramas

e densidade celular JANEWAY et al.,2007).
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CITOMETRIA DE FLUXO
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Figura 10: Esquema tedrico da técnica de citometria de fluxo e do grafico de dispersdo e
densidade celular. FSC: Foto-sensor de Dispersdo Frontal. SSC: Foto-sensor de Dispersao

Lateral. FL1: Filtro 1, FL2: Filtro 2, FL3: Filtro 3.

3.8 Protocolo de imunomarcacao celular

Amostras de sangue venoso periférico (2ml) foram coletadas em tubo com
anticoagulante EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-Acético). Em tubos de citometria foram
colocado 100ul do sangue total e realizado imunomarcacdo de células 5 x 10" com
anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos em 1 hora, em temperatura
ambiente, no escuro, conforme painel de trés cores estabelecido: Tubol: controle negativo;
Tubo2: CD45/CD34/KDR. Os eritrécitos foram lisados com 2 ml de solu¢do FACS lysing
(BD,San Jose,CA,EUA) diluida 1:10ml e incubados por 10 minutos, em temperatura
ambiente, no escuro. Apds, as células foram centrifugadas (2x) a 400g por 7 minutos e
temperatura 20°C, lavadas (2x) com solu¢do salina tamponada fosfatada (PBS) 0,25%.
Retirou-se o sobrenadante por técnica de inversio do tubo. O pellet formado foi
ressupendido em 500ul de PBS 0,25% e analisados através de citometro de fluxo até 3

horas apds marcacao (Figura 11).

39



2ml sangue
EDTA

. = . f =20°C/ Tmi 3 ot
1° ¢ 2° Centrifugacio:400g/ T=20°C/ Tmin I Pellet ' <004l PBS
Lavar em 2ml PBS (0,25%) 0,25%

Figura 11: Protocolo de imunomarcacio celular. EDTA: Acido Etilenodiamino Tetra-
Acético. CD: Grupamento de diferenciacdo. PBS: Solugdo Salina Tamponada Fosfatada.

ml: mililitro, pl: microlitro, %: percentual, °C: graus Centrigrados, T: Temperatura.

3.9 Quantificacao das EPCs circulantes por citometria de fluxo

As células foram analisadas em graficos de dispersdao de pontos em relagdo ao seu
tamanho (FSC) e complexidade citoplasmatica (SSC) e por histogramas. Inicialmente
excluimos as células mortas e plaquetas, delimitando na regido FSC/SSC um portdo R1
contendo os leucécitos marcados por CD45". O CD45 é uma glicoproteina expressa na
superficie de todos os leucécitos humanos. Entretanto, as EPCs ndo expressam o marcador
CD45 (CASE et al.2007; MASOULEH et al., 2010, SHANTSILA et al.,2008). Desta forma,
desenhamos o portdo R2 que apresentava células CD45 negativas para a selecdo das EPCs,
sendo analisado neste espaco as células marcadas CD45/CD34"/KDR" (Figura 12). Em
cada amostra, 50.000 eventos totais foram analisados.

A quantificagdo das EPCs circulantes foi realizada por citometro de fluxo
FACSCalibur do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes de Recife-PE, através do programa
CellQuest (BD, San Jose, CA, EUA) (Figura 13), utilizando anticorpos monoclonais
conjugados com os seguintes fluorocromos: Anti-CD45-PerCP (proteina clorofila peridina)

clone 2D1, n°347464-BD Pharmingen (BD, San Jose, CA, EUA); Anti-CD34-FITC
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(isotiocianato de fluoresceina) clone QBEnd-10, n°SAB4700158-Sigma-Aldrich (Saint
Louis, Missouri, EUA); Anti-KDR-Alexa Fluor 647-clone 89106, n°560495-BD
Pharmingen (BD, San Jose, CA, EUA).
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Figura 12: Painel representativo da técnica de citometria de fluxo na andlise de nossos
dados: a) Selecdo de células mononucleares periféricas (R1), b) Células CD45 negativas

(R2) onde estdao as EPCs, c¢) Portao CD34 x KDR mostrando celulas positivas para CD34,
KDR e CD34/KDR.
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Figura 13: Programa CellQuest e andlise das células progenitoras endoteliais circulantes.

Centro de Pesquisa Aggeu Magalhaes de Recife-PE-2013.
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3.10 Analise estatistica

Realizou-se uma andlise descritiva dos resultados obtidos. A apresentacdo das
varidveis mensuradas foi feita através de tabelas e graficos incluindo também o uso de
algumas medidas descritivas como valor minimo e méaximo, média, desvio padrdo (DP) e
erro padrdo (EP). Para testar a suposi¢cdo de homogeneidade das varidveis foi aplicado o
teste de Bartlett. Para andlise comparativa das médias dos trés grupos foi utilizado
Anova/Tukey e entre dois grupos o teste t de Student, quando observado o pressuposto de
homogeneidade, quando nao, foi utilizado o teste de multiplas compara¢des de Kruskalmc
ap6s Kruskal Wallis. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.
O programa utilizado foi o Rv2.15.0. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de

significancia de 5%. Os programas utilizados foram o Rv2.15.0 e Excel 2010.

3.11 Riscos e beneficios

O estudo teve risco minimo referente ao procedimento de coleta da amostra
sanguinea e apresenta relevancia no estudo das DCV sendo importante para ampliagdo do
conhecimento sobre a mobilizacdo das EPCs para a circulagdo, sob influencia dos
mecanismos inflamatérios da hipertensdo, gerando parametros importantes para

estratificacdo de risco na populacao feminina hipertensa.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizaciao da populacio do estudo e fatores de risco cardiovascular.

Os fatores de risco cardiovascular e analise da pressdo arterial da populagdo do
estudo estdo descritos na Tabela 1. Constatamos elevacdo significativa nos niveis
tensionais da PA (p<0,0001) demonstrando o grau e a severidade da hipertensdo,
confirmando a adequacdo da metodologia proposta no estudo.

Verificamos que a média da idade das mulheres foi de 41 + 6 anos. No grupo HL
observou-se obesidade (p<0,001) e no HS verificou-se diabetes tipo II e sobrepeso
(p<0,05). Identificamos também elevado percentual de sedentarismo nos grupos de
mulheres hipertensas.

Em relac@o aos valores séricos bioquimicos (Tabela 2), constatou-se no grupo HL.
aumento significativo das médias dos niveis dos triglicerideos (p<0,0001) e da glicemia de
jejum (p<0,01). No grupo HS verificou-se hiperglicemia (p<0,01), dislipidemia
aterogénica: aumento dos triglicerideos (p<0,0001), aumento das LDL-c (p<0,01) e
diminui¢do de HDL-c (p<0,01). Nao houve diferengas estatisticas significativas em relagdo
ao colesterol total. Em relagdo a ocorréncia de sindrome metabdlica (Tabela 3),

verificamos que 67% das mulheres do grupo HS apresentavam a sindrome.

4.2 Quantificacdo das células mononucleares circulantes imunomarcadas CD457/
CD45".

Quanto ao nimero de células mononucleares circulantes CD45 negativas (Tabela
4), verificou-se reducao de 47% (p<0,05) no grupo HS versus (vs.) CT e de 62% (p<0,05)
no HS vs. HL. De forma inversa, houve aumento de 42% (p<0,05) no HL vs. CT. A anélise
do nimero de células mononucleares circulantes imunomarcadas CD45 positivas nao
apresentou diferencas estatisticas.

Em relagdo ao percentual de células mononucleares circulantes CD45 negativas
(Tabela S e Figura 14) constatou-se reducdo de 36% (p<0,05) no grupo HS vs. CT e de
56% (p<0,05) no HS vs. HL. De forma inversa, houve aumento de 46% (p<0,05) no HL vs.
CT. Estes resultados demonstram que o nimero e percentual de células CD45 negativas

sofreu influéncia do estagio da hipertensao.
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Em relacdo ao percentual de células mononucleares circulantes imunomarcadas
CD45 positivas (Tabela S e Figura 14) verificou-se reducao de 22% (p<0,05) no HL vs.
CT. De forma inversa, houve aumento de 17% (p<0,05) no grupo HS vs. CT e de 49%
(p<0,05) no HS vs. HL evidenciando um padrao inflamatdrio apenas no grupo de mulheres

com hipertensdo severa.

4.3 Quantificacao das células progenitoras endoteliais circulantes.

O niimero de células mononucleares circulantes imunomarcadas CD45/CD34" e

EPCs (CD45-/CD34"/KDR") estio descritos na Tabela 6 e Figura 15. Em relacdo ao
nimero de células CD45/CD34" constatou-se reduciio significativa de 61% (p<0,05) no
grupo HS vs. CT e de 52% (p<0,05) no HS vs. HL. Em relacio ao nimero de EPCs
verificou-se importante reducdo de 88% (p<0,05) no HS vs. CT e de 67% (p<0,05) no HS
vs. HL.

O percentual de células mononucleares circulantes imunomarcadas CD45/CD34" e

EPCs (CD45-/CD34"/KDR") estdo descrito na Tabela 7 e Figura 16. Em relacdo as células
CD457/CD34" verificou-se reducdio significativa de 46% (p<0,05) no grupo HS vs. CT.
Quanto as EPCs constatou-se reducdo de 74% (p<0,05) no HL vs. CT e de 88% (p<0,01) no
HS vs. CT. Estes resultados demonstram que o nimero e percentual de EPCs reduziram

progressivamente com o aumento do estidgio da hipertensao.
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Tabela 1: Fatores de risco cardiovascular da populacdo de mulheres normotensas e

hipertensas do estudo. Recife, Pernambuco, Brasil, 2013.

Fatores de Risco CT HL HS Comparacdo  p-valor
Cardiovascular
PAS (mmHg) 113+£15 133+12 159+27 HLvs. CT  <0,0001"
HS vs. CT
HS vs. HL
PAD (mmHg) 73+8  86+8 98+19 HLvs.CT  <0,0001%
HS vs. CT
HS vs. HL
IMC (Kg/m®) 26+3 314 29+3 HLvs.CT  0,0006"

HS vs. CT 0,0138"

HSvs. HL  0,0684"

Idade (anos) 41 £7 41 £6 41 £6
Tabagismo n (%) 2(13%) 1 (7%) 1 (7%)
Diabetes n (%) 0 0 4 (27%)
Sedentarismo n(%) 6 (40%) 12 (80%) 11 (73%)

CT: grupo controle (n=15). HL: grupo com hipertensao leve (n=15). HS: grupo com
hipertensdo severa (n=15). PAS: Pressdo Arterial Sistélica. PAD: Pressdao Arterial
Diastélica. IMC: Indice de Massa Corporal. Resultados expressos em média + DP e

percentual dos fatores de risco. K Kruskal Wallis/Kruskalmc. " Teste t de Student.
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Tabela 2: Parametros séricos bioquimicos da populacdo de mulheres normotensas e

hipertensas do estudo. Recife, Pernambuco, Brasil, 2013.

Parametros Séricos CT HL HS Comparagcdo  p-valor

Glicemia de jejum (mg/dL) | 87 +7 95+£7 121+39 HLvs. CT 0,0014*
HSvs. CT  0,0014
HSvs. HL  0,0080"
Colesterol total (mg/dL) 196 £31 208 +14 214+20 HLvs. CT 0,1880"
HS vs. CT

HS vs. HL

HDL-c (mg/dL) 56+8 527 48+5 HLvs.CT  0,0995"
HSvs. CT  0,0028"
HSvs. HL  0,0688"
LDL-c (mg/dL) 12118 130+8 143+15 HLvs. CT  0,0654"
HSvs. CT  0,0049"
HSvs. HL  0,0071"
Triglicerideos (mg/dL) 105+10 138+19 153+40 HLvs.CT  0,0001%
HSvs. CT  0,0001%

HS vs. HL  0,1208"

CT: grupo controle (n=15). HL: grupo com hipertensdao leve (n=15). HS: grupo com
hipertensdo severa (n=15). HDL-c: lipoproteinas de alta densidade-colesterol. LDL-c:
lipoproteinas de baixa densidade-colesterol. Resultados expressos em média + DP.

AAnova/T ukey, KKruskal Wallis/ Kruskalmc, T Teste t de Student.
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normotensas e hipertensas do estudo. Recife, Pernambuco, Brasil, 2013.

Tabela 3: Pardmetros séricos bioquimicos e sindrome metabdlica da populagido de mulheres

CT HL HS

Parametros séricos (n=11-15) (n=10-15) (n=13-15)

N(%) N(%) N(%)
HDL (mg/dL)
<50 2 (18%) 4 (40%) 9 (69%)
50-60 9 (82%) 6 (60%) 4 (31%)
LDL (mg/dL)
<130 5 (46%) 4 (40%) 1 (8%)
130-160 6 (54%) 6 (60%) 11 (84%)
>160 0 0 1(8%)
Triglicerideos (mg/dL)
<150 11(100%) 9 (90%) 5 (39%)
150-199 0 1 (10%) 8 (61%)
Glicose (mg/dL)
<100 15(100%) 13 (87%) 5(33%)
> 100 0 2 (13%) 10 (67%)
IMC (kg/m?)
18,5-249 8 (53%) 0 1 (8%)
25,0-29,9 4 (27%) 6 (43%) 7 (54%)
> 30 3 (20%) 8 (57%) 5 (38%)
Sindrome metabélica
Sim 1 (7%) 5 (33%) 10 (67%)
Nao 14 (93%) 10 (67%) 5(33%)

CT: grupo controle. HL: grupo de mulheres com hipertensao leve. HS: grupo de mulheres
com hipertensdo severa. LDL: lipoproteinas de baixa densidade. HDL: lipoproteinas de alta

densidade. IMC: indice de Massa Corporal. Resultados expressos em percentual.
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Tabela 4: Expressdio do nimero de células mononucleares circulantes imunomarcadas
CD457/CD45" da populagio de mulheres normotensas e hipertensas do estudo. Recife,

Pernambuco, Brasil, 2013.

N° Células Media Min Max DP EP Comparacio p-valor

5 x 10%eventos

CD45 positivas

CT 23.567 7.173 46.486 11916 3.077 HLvs. CT 0,5700 %
HL 19.486 5.765 41.598 12.789 3.302 HSvs. CT

HS 24.400 4972 47.022 15.529 4.010 HSvs. HL

CD45 negativas

CT 14.098 1.073 30.730 11.086 2.863 HLvs. CT 0,0927"
HL 19.962 681 39.514 14.054 3.629 HSvs. CT 0,0351"
HS 7.506 605 25.397 8.356 2.158 HSvs. HL 0,0173*

CT: grupo controle (n=15). HL: grupo com hipertensdo leve (n=15). HS: grupo com
hipertensdo severa (n=15). Resultados expressos em média (valor minimo, maximo),

Desvio Padrdo (DP) e Erro Padrio (EP). A Anova/T ukey. T Teste t de Student.
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Tabela 5: Expressdo do percentual de células mononucleares circulantes imunomarcadas

CD457/CD45" da populagio de mulheres normotensas e hipertensas do estudo. Recife,

Pernambuco, Brasil, 2013.

% Células 5 x 10°eventos

Media Min Max DP EP Comparacdo p.valor

CD4S5 positivas
CT

HL
HS

CD45 negativas
CT

HL

HS

68

53

80

32

46

20

39

21

49

6

6

4

96

94

96

61

100

51

20

30

16

20

30

16

8

4

HL vs. CT

HS vs. CT

HS vs. HL

HL vs. CT

HS vs. CT

HS vs. HL

0,0493 T
0,0460 T

0,01014

0,0532"
0,0447"

0,0109*

CT: grupo controle (n=15). HL: grupo com hipertensdo leve (n=15). HS: grupo com

hipertensdo severa (n=15). Resultados expressos em média (valor minimo, mdximo),

Desvio Padrdo (DP) e Erro Padrdo (EP). * Anova/T ukey, T Teste t de Student.
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Anilise por citometria de fluxo das células mononucleares circulantes CD45/CD45".
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Figura 14: Analise por citometria de fluxo das células mononucleares circulantes CD45°/

CD45" da populagio de mulheres normotensas e hipertensas do estudo. Recife,

Pernambuco, Brasil, 2013. a) SSC x FCS, circulo R1 indica as células mononucleares. b)

CD45 x SSC, portdo R2 indica CD45 negativas, onde era esperada a maior populacido de

EPCs. c) Histograma mostrando celulas CD45 negativas (M1) e positivas (M2).
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Tabela 6: Expressdo do nimero de células mononucleares circulantes imunomarcadas

CD457/CD34*, CD45/KDR" e EPCs (CD45/CD34"/KDR") da populacio de mulheres

normotensas e hipertensas do estudo. Recife, Pernambuco, Brasil, 2013.

N° Células 5 x10%eventos | Média Min Max DP EP Comparacdo p-valor
CD45-/CD34"

CT 22 0O 8 24 6 HLvws.CT 0,1105"
HL 17 3 63 17 4 HSvs.CT 002417
HS 8 1 29 8 2 HSvsHL 00325
CD45-/KDR"

CT 130 28 324 92 24 HLvs.CT 09140°
HL 129 16 484 132 34 HSvs. CT

HS 145 10 366 107 28 HSvs. HL
CD45-/CD34'/KDR"

CT 16 0 8 26 7 HLvs.CT 0,0824"
HL 6 0 29 8 2 HSvs.CT 00241"
HS 2 0 7 2 1 HSwvsHL 0,0172"

CT: grupo controle (n=15). HL: grupo de mulheres com hipertensdo leve (n=15). HS: grupo

de mulheres com hipertensdo severa (n=15). Resultados expressos em média (valor

minimo, mdximo), Desvio Padrao (DP) e Erro Padrao (EP). A Anova/T ukey, Tt de Student.
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Tabela 7: Expressdo do percentual de células mononucleares circulantes imunomarcadas

CD457/CD34",CD45/KDR* e CD45/CD34*/KDR" da populag¢do de mulheres normotensas

e hipertensas do estudo. Recife, Pernambuco, Brasil, 2013.

% Células 5 x10%eventos | Média Min Max DP EP Comparacio p-valor
CD45-/CD34*

CT 024 000 084 027 0,07 HLvs.CT 0,0919"
HL 0,13 0,01 050 0,15 004 HSvs.CT 0,0203"
HS 0,09 0,01 025 007 002 HSvsHL 0,1415"
CD45-/KDR*

CT 149 0,16 59 148 04 HLvs.CT 0,3980"
HL 1,25 0,09 64 208 05 HSvs. CT

HS 220 0,04 87 229 0,6 HSvs. HL
CD45-/CD34+/KDR+

CT 0,19 00 07 026 007 HLvs.CT 0,0284"
HL 005 00 04 009 002 HSvs.CT 0,0087"
HS 002 00 01 002 001 HSvsHL 0,0964

CT: grupo controle (n=15). HL: grupo de mulheres com hipertensado leve (n=15). HS: grupo

de mulheres com hipertensdo severa (n=15). Resultados expressos em média (valor

minimo, maximo), Desvio Padrao (DP) e Erro Padrao (EP). A Anova/T ukey, Tt de Student.
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Figura 15: Gréfico do nimero de células CD45/CD34", CD45/KDR" e EPCs (CD457/
CD34"/KDR") da populagdo de mulheres normotensas e hipertensas do estudo. Recife,
Pernambuco, Brasil, 2013. CT: grupo controle (n=15). HL: grupo de mulheres com
hipertensao leve (n=15). HS: grupo de mulheres com hipertensdo severa (n=15). (*) p<0,05.

Teste t de Student.
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Figura 16: Gréfico do percentual de Células CD45/CD34", CD45/KDR" e EPCs (CD457/
CD34"/KDR") da populagdo de mulheres normotensas e hipertensas do estudo. Recife,
Pernambuco, Brasil, 2013. CT: grupo controle (n=15). HL: grupo de mulheres com
hipertensao leve (n=15). HS: grupo de mulheres com hipertensao severa (n=15). (*) p<0,05;
(**) p<0,01. Teste t de Student.
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Analise por citometria de fluxo das células CD45/CD34", CD45/KDR", EPCs (CD457/

CD34'/KDR").
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Figura 17: Anilise por citometria de fluxo das células CD45/CD34", CD45/KDR" ¢ EPC

(CD45/CD34*/KDR") circulantes da populacdo de mulheres normotensas e hipertensas do

estudo. Recife, Pernambuco, Brasil, 2013. a) SSC x FCS, circulo R1 indica as células

mononucleares. b) CD45 x SSC, portdo R2 indica CD45 negativas, onde era esperada a

maior populacdo de EPCs. ¢) Portdo CD34 x KDR mostrando celulas positivas para CD34,

KDR e CD34/KDR.
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Anilise Estatistica das Células CD45/CD34", CD45/KDR" e EPCs (CD45/CD34"/

KDR") pelo Programa CellQuest.

CTIOTRILADIS Quadrant Statistics
File: CT10 TRIPLA.O18 Log Data Units: Lingar Values
Sample ID; CT10 TRIPLA Acquisition Date; 08-Nov-12
: Gate: G2 Galed Evenls: 12371
(i Total Events: 50000 X Parameter: CD34 FITC (Log)
CT ¥ Parameler: CD30S AFB47 (Log) Quad Location: 16, 27
Quad Evenls < Gated % Tolal X Mean X GeoMean Y Mean Y GeoMean
UL 275 222 0.55 567 446 4859 43.20
, [ur 80 065 016 | 2710 2595 21265 173.17
""1"0'1 N 162 : 163 ' ""’104 LL 11897 9698 2389 1.67 1.47 6.11 4.49
COMATC LR 19 015 004 2234 21,79 1000 7.29
% PR TIa Quadian! Slatistics
= File: G1-PC2 Tiipla 007 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: G1-PC2 Tiipla Acquisition Date: 02-Oct-12
Gate: G2 Gated Evenls; 4823
Total Events: 50000 X Parameler: CD34 FITC (Log)
Y Parameier: CD309 AFG47 (Log) Cuad Location: 20, 21
Quad Evenls % Gated % Tolal XMean X GeoMean Y Mean Y Geo Mean
UL 299 6.20 0.60 6.20 507 4712 3492
e — — 3173 2926 4280 37,16
W 0 @t | W 4483 9295 897 233 176 594 42
GO FITG LA 24 050 005 2755 2659 545 380
. 3 PCO TRIPLADTE Quadiant Stalistics
- File: G3 PCO TRIPLA 018 Log Data Unils: Linear Values
o Sample ID: G3 PGS TRIPLA Acquisition Date: 31-Oct-12
ke Gate: G2 Gated Events: 7600
HS E“‘ . Total Events: 50000 X Parameter: CD34 FITC (Log)
: o1 Y Parameter: CD309 AFB47 (Log) Quad Location: 20, 29
3-—0 Quad Events 2 Galed % Tolal X Mean X GeoMean Y Mean Y GeoMean
T UL 284 505 077 784 670 5662 50.34
o : (ur 7 009 001 ]2972 2785 12552 10460
2 L L L e LL 7200 9474 1440 184 15 640 425
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Figura 18: Anilise estatistica das células CD45/CD34*, CD45/KDR" e EPCs(CD457/
CD34"/KDR") pelo programa CellQuest da populagio de mulheres normotensas e
hipertensas do estudo. Recife, Pernambuco, Brasil, 2013. a) Portao CD34 x KDR
mostrando células positivas para CD34, KDR e CD34/KDR.
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5 DISCUSSAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) - Relatorio Global de Fatores de
Riscos para Saivide, 2009 (WHO,2009), a hipertensdo continua a ser a principal causa de
morbimortalidade em todo o mundo. O aumento da PA é o principal fator de risco
cardiovascular (responsavel por 16,5% das mortes mundiais); seguido pelo uso do tabaco
(9%), hiperglicemia (6%), sedentarismo (6%), sobrepeso e obesidade (5%). Estes fatores
elevam o risco das doencas cronicas ndo transmissiveis; como cancer e diabetes e das DCV,
afetando pessoas de todos os grupos de renda.

Estudo sobre mortalidade atribuivel aos dez principais fatores de risco nos grupos
de paises das Américas, segundo definicado da OMS, identificou que os paises do Grupo B,
com baixa taxa de mortalidade na América Latina e Caribe, onde esta o Brasil, tém 37,6%
de suas mortes determinadas por fatores de risco ligados aos comportamentos e aos estilos
de vida. O aumento da PA continua a ser o principal fator de risco cardiovascular
(responsavel por 12,5% das mortes); seguido pelo sobrepeso (10%), uso do tabaco (8,5%),
colesterol (6,5%) e sedentarismo (4%) (BANCO MUNDIAL, 2005).

E bem documentada a associagdo entre os fatores de risco cardiovasculares e a
reducdo do numero e a fungdo de EPCs (MOBIUS-WINKLER et al.,2009;
MACENEANEY et al., 2009; FADINI et al.,2010; JIALAL et al.,2010; MOON et al.,2012;
CESARI et al.,2013).

Vasa et al. (2001) foram os primeiros a demonstrar que as EPCs tinham reduzida
mobilizacdo em pacientes com DCV, apresentando relacdo inversa entre o nimero de
células e a quantidade de fatores de risco presentes no individuo. Além disso, as células
mononucleares periféricas derivadas de medula 6ssea de pacientes com DCV tinham
reduzida capacidade de neovasculariza¢do. Hill et al.(2003) encontraram, também, uma
correlagdo inversa entre o nimero de EPCs e ndmero total de fatores de risco. Desta forma,
concluiu-se que os fatores de risco cardiovascular tem uma correlacdo negativa com o
nimero e a fungdo de EPCs.

Por outro lado, o estudo de Werner et al.(2005) realizado em 519 pacientes com
doenca da artéria corondria previu eventos e morte cardiovascular durante 12 meses de
seguimento, e concluiram que o aumento do nimero e fun¢do de EPCs (CD34/KDR™)

analisadas por unidades formadoras de colOnias, correlaciona-se com a diminui¢do do risco
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de morte de causa cardiovascular, de hospitalizacio e de ocorréncia de um primeiro evento
cardiovascular de maior propor¢ao, verificaram que a redu¢ao do nimero de EPCs estava
associado com um risco quatro vezes maior de um futuro evento cardiovascular, e
concluiram que EPCs é um preditor independente de morbimortalidade por DCV. No
entanto, 0 mecanismo subjacente a diminuicdo do nimero ou funcdo celular em pacientes
com DCV nio foi ainda totalmente elucidado.

Em relacdo aos fatores de risco cardiovasculares, verificamos inicialmente em nossa
pesquisa a reducdo do uso de tabaco nos grupos de mulheres hipertensas (7%) em
comparacdo com dados nacionais do Ministério da Saude. No ano de 2012, verificou-se no
pais a prevaléncia de mulheres fumantes de 11% (35-44 anos) e de 14% (45-54 anos)
(DATASUS, 2013), semelhante aos dados verificados no grupo controle. Esta reduciao pode
ser atribuida as orientagdes realizada pelos profissionais do Ambulatério de Hipertensao do
PROCAPE, no desempenho de suas atividades educativas, revelando a importancia da
educacdo em saude para a reducdo dos fatores de risco modificaveis para DCV.

Entretanto, o tabagismo € responsdvel no pais por 45% das mortes por doenca
coronariana, 85% das mortes por doenca pulmonar obstrutiva crénica, 25% das mortes por
doenca cerebrovascular, 30% das mortes por cancer e 90% das mortes por cancer do
pulmao (INCA,2006). Além disso, o tabaco atua em sinergia com outros fatores de risco
como a hipercolesterolemia, hipertensdo e diabetes tipo II, multiplicando, dessa forma, os
riscos para as DCV. Nos fumantes o risco de desenvolvimento de acidente vascular cerebral
¢ duas vezes maior; de doenca coronariana é quatro vezes maior e de doencas vasculares
periféricas € dez vezes maior. O tabagismo estd, também, relacionado com o aumento de
osteoporose em mulheres na fase pds-menopausa (WHO, 2010a).

Em relacdo ao Sedentarismo, constitui importante fator de risco, ja estando bem
estabelecida a ocorréncia de maior taxa de eventos cardiovasculares e de mortalidade em
individuos com baixo nivel de condicionamento fisico (WITKOWSKI et al.,, 2010;
CESARI et al., 2013). Estima-se que 3,2 milhdes de pessoas morrem por ano devido a
inatividade fisica (WHO, 2009); e que o sedentarismo aumenta o risco de mortalidade por
todas as causas de 20% a 30% (WHO, 2010b).

Entretanto, no Brasil apenas 12% das mulheres de 35-55 anos se definiam

fisicamente ativas em 2012 (DATASUS, 2013), isto é, realizavam exercicios fisicos trés
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vezes por semana por no minimo 30 minutos. No nosso estudo, constatamos elevado
percentual de sedentarismo (>70%) no grupo de mulheres hipertensas, aumentando ainda
mais o risco de complica¢des cardiovasculares.

Atualmente, a atividade fisica regular se tornou uma parte importante de um estilo
de vida saudével e dos programas de reabilitacdo cardiovascular (KOKKINOS et al.,2010;
CESARI et al.,2013). A OMS recomenda exercicio aerobico regular de 150 minutos de
intensidade moderada, distribuidos ao longo da semana (30 minutos/cinco vezes por
semana) para a promoc¢ao da saide (WHO,2010b).

Dados epidemioldgicos, clinicos e experimentais confirmam que a pratica regular
de exercicio reduz a PA, melhora a funcio endotelial e a rarefagdo capilar na hipertensao
(FAGARD, 2005), contribuindo para a redu¢do de 30% na mortalidade por DCV
(KOKKINOS et al.,2010); reduz o risco de doenga circulatéria, inclusive hipertensao,
diabetes, cancer de mama e de célon; reduz a depressao, fraturas por osteoporose e ajuda no
controle do peso (WHO,2010b).

A associagdo da prética regular de exercicios fisicos com as EPCs foi constatada no
estudo Adam et al. (2004), realizado com pacientes com isquemia do miocdardio,
verificaram o aumento de EPCs, entre 24-48h apds exercicio fisico, correlacionado com
uma maior concentracdo de VEGF no plasma. De forma semelhante, Steiner et al. (2005)
observaram em  pacientes com doenca arterial corondria e com fatores de risco
cardiovascular, um aumento do nimero de EPCs relacionadas com aumento de NO, depois
de 12 semanas de treinamento fisico aerébio.

Conclui-se que, a prética regular de atividade fisica é reconhecida como um fator
essencial para a promociao de beneficios vasculares, atuando de forma positiva sobre as
EPCs, aumentando o numero de células circulantes (THORELL et al.,2009;VAN
CRAENENBROECK et al.,2010), ao contrario do sedentarismo que promove sua redugao
(LIPPINCOTT et al.,2008; WITKOWSKI et al.,2010).

E bem documentado que os fatores de risco cardiovascular individuais da SM foram
também correlacionados com a reducdo do ndmero e funcionalidade de EPCs e que
individuos com a sindrome apresentam disfun¢do endotelial. A hipdtese atual é que as

EPCs desempenham um papel na interacdo e sinergia entre os componentes da SM. A
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literatura fornece vdrias evidéncias de reducdo de EPCs em pacientes com SM
(WESTERWEEL et al., 2008; FADINI et al.,2009b; JIALAL et al.,2010).

O estudo de Nakazone et al.(2007) realizado com 340 brasileiros, distribuidos em
dois grupos (200 pacientes cardiacos/140 controles), pareados por sexo e idade, identificou
que 55% dos pacientes e 8,6% dos controles (p<0,0001) apresentaram trés parametros para
diagnostico de SM conforme NCEP-ATPIIL. No sexo feminino (30-50 anos) verificaram
colesterol total (2014+37,2); HDL-c (52+11); LDL-c (129+32,1;p=0,0425); triglicerideo
(103+55,6) e glicemia (105+46,8).

Em nossa casuistica, identificamos elevado percentual (67%) de mulheres com
hipertensdo severa com SM verificada pela diminui¢do do HDL-c (48+5; p<0,01); aumento
do LDL-c (143+14; p<0,01), aumento dos triglicerideos (153+£38; p<0,001), aumento da
glicemia (121+39; p<0,01) e aumento do IMC (29+3; p<0,05) sendo 54% de sobrepeso e
39% de obesidade.

O estudo de Fadini et al.(2009a) em uma amostra de 219 individuos de meia-idade,
demonstrou a correlacdo entre HDLc e EPCs evidenciando que sua concentracdo ¢ um
determinante independente negativo de redu¢do de células progenitoras (CD34%). A
capacidade de HDL-c de aumentar a biodisponibilidade do NO pode justificar esta relagdo
porque NO é um importante regulador da mobilizacdo e fun¢ao das EPCs (ADAMS et al.,
2004).

Alguns estudos também verificaram a existéncia de correlacdes negativas
significativas entre células progenitora (CD34"), EPCs (CD34"/KDR") e concentragdes de
triglicerideos (FADINI et al., 2009a; MORISHITA, et al.,2012). Apesar de o fato de que a
hipertrigliceridemia ser frequentemente associada com DCV, geralmente ndo é um dos seus
determinantes independentes, porque € principalmente o resultado de um fisiopatolégico
subjacente processo, tais como a resisténcia a insulina. Contudo, uma explicagdo possivel
para a ligacdo entre a hipertrigliceridemia e alteracdo nas EPCs foi fornecida por Liu et
al.(2008) que demonstraram que o plasma de pacientes hipertrigliceridémicos induz a
senescéncia de EPCs em cultura.

Em relacdo a obesidade/sobrepeso, representam importante problema de saide
publica atingindo todas as faixas etarias e grupos socioecondmicos, despontando como um

problema mais grave que a desnutricdo, a medida que se consegue erradicar a miséria entre
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as camadas mais pobres da populacdo. O aumento da prevaléncia de obesidade observado
na regido das Américas nas ultimas décadas tem sido atribuido principalmente, as
mudancas nos hdbitos alimentares da populacdo, com maior consumo de alimentos de alta
densidade energética, alto consumo de carboidratos refinados, gorduras saturadas,
colesterol, 4cidos graxos trans, bebidas alcodlicas e alimentos industrializados; reducdo da
atividade fisica, devido aos avancos tecnolégicos no trabalho, ao uso de veiculos
automotores, elevadores, escadas rolantes e aumento do tempo gasto em atividades
sedentdrias (jogos eletronicos, televisao, computador) (WHO, 2009).

Por outro lado, as relagdes entre sobrepeso/obesidade e condi¢des cronicas sdo
muito conhecidas. O risco de morte cresce com o aumento do peso, especialmente na faixa
de 30 a 64 anos. Individuos obesos tém 50% de risco de morte prematura; maior incidéncia
de acidentes vasculares cerebrais e cardiopatias; duas vezes maior incidéncia de hipertensao
arterial e alguns tipos de cancer. 80% dos portadores de DM2 t€m sobrepeso ou obesidade,
e o ganho de peso de 5-8 quilos duplica a chance de se ter a doenca. A obesidade também
estd associada com a dislipidemias, com elevacao dos niveis plasmdticos dos triglicerideos
e diminui¢do do HDLc (WHO, 2009).

No Brasil, em termos nutricionais, vem ocorrendo a reducdo da prevaléncia de
desnutricdo e o aumento do sobrepeso e obesidade. No ano de 2012, segundo dados do
Ministério da Saude, 33% dos brasileiros adultos apresentavam sobrepeso € 17% tinham
obesidade. Em relacdo ao género, 38% dos homens e 30% das mulheres apresentavam
sobrepeso; e 16% dos homens e 18% das mulheres tinham obesidade (DATASUS, 2013).
No periodo de 2006 a 2010, os percentuais de adultos com sobrepeso ou obesidade
aumentaram de 43% para 48% (VIGITEL, 2011).

A associagdo do sobrepeso/obesidade com EPCs foi constatada no estudo de
MacEneaney et al.(2009) realizado com 67 individuos normotensos sedentérios (45-65
anos), ndo fumantes e sem doenca cardiovascular e metabdlica evidente, sendo 25
eutroficos (12 homens/13 mulheres); 18 com sobrepeso (12 homens/6 mulheres) e 24
obesos (18 homens/6 mulheres), verificaram por citometria de fluxo a reducido de 50% no
percentual (p<0,05) de EPCs circulantes (CD45/CD34"/KDR*/CD133") e CD45/CD34"*
em individuos obesos (0,0007 e 0,050) em comparagdao com sobrepeso (0,0016 e 0,089) e

eutroficos (0,0015 e 0,082), respectivamente. Neste estudo, foi constatada uma relagdo
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inversa significativa (p<0,05) entre o IMC e EPCs (r = - 0,25) e de células CD45/CD34"
(r= - 0,26). O percentual de gordura corporal, também, foi negativamente associado com o
nimero de células CD45/CD34".

Evidéncias também comprovam a associagdo da diabetes com disfuncdo endotelial e
com a diminui¢do do nimero e funcionalidade das EPCs (FADINI et al.,2007; WERNER ;
NIEKENIG, 2006). Estudo de Moon et al.(2012) realizado com 73 pacientes portadores de
DM?2, sem doencas isquémicas e com placa de aterosclerose na artéria carétida, verificaram
diminuicdo significativa de EPCs circulantes (CD34%/133"/KDR") por citometria de fluxo,
em comparacdo com individuos saudaveis.

No Brasil (DATASUS, 2013), no ano de 2012, verificou-se a prevaléncia 5% de
DM?2 em mulheres na faixa 35-44 anos e 9% de 45-54 anos. Assim, concluimos que o
percentual de 27% DM?2 e da média da glicemia em jejum de 121mg/dL + 39 (p<0,01),
verificados no grupo HS € bastante elevado, podendo ter comprometido o nimero de EPCs
circulantes, aumentando ainda mais o risco de doengas cardiovascular.

Portanto, o agrupamento dos componentes da SM verificado no grupo HS, torna-se
de suma importancia, implicando uma interacdo sinérgica significativa dos seus
componentes aumentando o risco de DCV. Conclui-se que o desenvolvimento de
hiperglicemia e dislipidemia ird reduzir ainda mais os niveis de EPCs e promover eventos
cardiovasculares. Em apoio a esta hipdtese, foi demonstrado que o declinio de células
progenitoras (CD34%) e EPCs (CD34"/KDR") sdo sinergicamente afetados pelo
agrupamento dos componentes da SM (FADINI et al.,2009b; JIALAL et al.,2010).

Em relacdo a hipertensdo, nas ultimas décadas tem sido demonstrado que a
disfuncdo endotelial e a rarefacdo microvascular caracteristica da hipertensdo estao
associadas com o desenvolvimento das DCV; e que o desequilibrio entre o processo de
dano e reparo vascular promove sua progressao. Um possivel mecanismo explicativo pelo
qual estes fatores promoveriam o inicio, a manutencdo e a progressdo das DCV estd na
bioatividade reduzida das EPCs (UMEMURA; HIGASHI, 2008).

Estudo de Vasa et al.(2001) constatou que em pacientes hipertensos a funcio das
EPCs estava reduzida na circulacdo, e que a hipertensao essencial € a principal causa da
diminuicdo da capacidade migratéria das EPCs para a circulagdo, provavelmente

repercutindo no desenvolvimento da rarefagdo vascular. Evidencias tem comprovado que a
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hipertensdo reduz os niveis de EPCs da medula dssea provocando acelerado processo de
envelhecimento celular (IMANISHI et al.,2005).

Além disso, estudos com pacientes hipertensos, em que o nimero e a capacidade
funcional de EPCs estavam diminuidos, em que foram usadas drogas anti-hipertensivas,
demonstrou que a mobilizacio de EPCs acelerou a restauracdo do endotélio lesionado,
resultando no menor espessamento da camada neointima recuperando a integridade
vascular, provocando reversdo da disfun¢do endotelial e da rarefacdo decorrentes da
hipertensdo em sinergia com a correcio da disfuncao celular (WALTER et al.,2004).

Em nosso estudo, inicialmente realizamos analise das células mononucleares
imunomarcadas CD45" devido ser um marcador expresso na superficie de todos os
leucécitos humanos. Verificamos aumento de 17% (p<0,05) no percentual de células no
grupo HS vs. CT, e aumento de 49% (p<0,05) no HS vs. HL, evidenciando um padrao
inflamatdrio apenas no grupo de mulheres com hipertensao severa.

De fato, a hipertensdo ¢ também um processo inflamatdrio e relaciona-se com o
SRAA, o estresse oxidativo, fatores inflamatorios, fatores de crescimento e secrecdo de
citocinas derivadas do endotélio. Alguns pesquisadores demonstraram que ha uma
diminui¢do no ndmero de EPCs em estados inflamatdrios cronicos (HILL et al.,2003;
FADINI et al.,2009). Com efeito, tem sido demonstrado que a Ang II diminui o nimero de
EPCs e aumenta sua senescéncia (IMANISHI et al.,2005); enquanto que estes efeitos sdo
bloqueados por medicagdes antagonistas do receptor AT que produz aumento dos niveis de
EPCs concomitante com aumentos dos niveis de NO. Por outro lado, a aldosterona exerce
efeitos negativos sobre as EPCs diminuindo a sinalizagdo PI3K/AKT, sintese do NO e do
VEGF (MARUMO et al.,2006).

Posteriormente investigamos as células CD45" em virtude das EPCs serem definidas
fenotipicamente por esse marcador, e constatamos importante diferenca também no grupo
HS vs. CT, que apresentou redu¢do de 47% (p<0,05) no nimero e de 36% (p<0,05) no
percentual celular. Verificamos entre os grupos HS vs. HL reducdo de 62% (p<0,05) no
nimero e de 56% no percentual celular nas mulheres com hipertensao severa, evidenciando
que a hipertensdo em estdgio avangado contribuiu para a reducao destas células. De forma
inversa, identificamos aumento no de 42% (p<0,05) no ndmero e de 46% (p<0,05) no

percentual celular no grupo HL vs. CT. Berezin, 2014 observou um aumento de células
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CDA45+/CD34+ circulante e relacionou este aumento com o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares.

Em relagdo as células CD34", estdo mais estreitamente relacionadas com o risco
cardiovascular e fornecem uma andlise mais abrangente da linhagem das células
progenitoras hematopoiética (FADINI et al.,2009b). Desta forma, avaliamos as células
CD45/CD34" e constamos, também, reducdo de 61% (p<0,05) no nimero e de 46%
(p<0,05) no percentual celular apenas no grupo HS vs. CT, e redugdo de 52 % (p<0,05) no
HS vs. HL, retificando que a hipertensdo em estdgio avangado correlaciona-se com maior
risco cardiovascular.

Entretanto, hd controvérsias na literatura a respeito da caracterizacdo fenotipica das
EPCs. Em nosso estudo analisamos as células marcadas CD34"/KDR™ porque representa
80% das EPCs circulantes (FADINI et al.,2012), sendo também o mais significativo em
termos de medida da validade biolégica (HRISTOV et al.,2003); varios pesquisadores
demonstraram que este é o Unico fendtipo repetidamente e convincente de ser um preditor
independente de eventos cardiovasculares (SCHMIDT-LUCKE et al.,2005; FADINI et
al.,2012). Vasa et al.(2001) identificaram que o ndmero de células CD34"/KDR"
circulantes, avaliadas por citometria de fluxo, estavam 48% reduzidas em pacientes com
doenca da artéria corondria em comparagdo aos controles saudaveis.

Em relagdo as células EPCs (CD457/CD34"/KDR™), principal objetivo deste estudo,
verificamos no grupo HL vs. CT reducao de 74% (p<0,05) no percentual de células; e no
HS vs. CT redugdo de 88% no nimero (p<0,05) e percentual (p<0,01) celular. Na analise
entre os grupos identificamos no HS vs. HL redugdo significativa de 67% (p=0,017) do
percentual de células, evidenciando que o numero e percentual de EPCs foram
negativamente correlacionados com o estdgio da hipertensdo. Especula-se atualmente,
devido aos raros estudos que relacionam exclusivamente HAS e EPCs, que a disfun¢do das
células progenitoras endoteliais participa, também, do estabelecimento da hipertensdo (van

ZONNEVELD; RABELINK, 2006), o que nos motivou a realiza¢cdo desta pesquisa.
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8 CONCLUSOES

Nossos resultados retificam que hipertensao é uma importante causa da diminui¢ao
da capacidade migratdria das EPCs da medula dssea para a circulagcdo; e evidencia que o
nimero de EPCs reduzem progressivamente com o aumento do estdgio da hipertensao.
Portanto, a contagem das EPCs pode ser considerada marcador biolégico adequado para
acompanhar a evolucdo do estado hipertensivo e direcionar a assisténcia ao paciente.

Os principais resultados desta pesquisa foram:

* Células marcadas CD45 positivas: Aumento de 17% (p<0,05) no percentual de
células no grupo HS vs. CT; e de 49% (p<0,05) no HS vs. HL evidenciando um padrao

inflamatdrio apenas no grupo com hipertensao severa.

* Células marcadas CD45 negativas: Reducdo de 47% (p<0,05) do nimero de células
no grupo HS vs. CT, e de 62% (p<0,05) no HS vs. HL, demonstrando redu¢do apenas

no grupo com hipertensdo severa.

e Células marcadas CD45/CD34": Reducdo de 61% (p<0,05) do nimero de células
apenas no grupo HS vs. CT, e de 52% (p<0,05) no HS vs. HL; segundo a literatura estas

células estdo mais relacionadas com o risco cardiovascular.

e Células marcadas CD45/CD34"/KDR": Redugio de 74% (p<0,05) do percentual de
células no HL vs. CT, e de 88% do ntimero (p<0,05) e percentual (p<0,01) celular no
HS vs. CT. Na andlise entre os grupos de hipertensas, verificamos redu¢dao do nimero
celular de 67% (p=0,017) no HS wvs. HL, evidenciando as EPCs reduziram

progressivamente com o aumento do estagio da hipertensao.

* Sindrome metabdélica: Quanto aos niveis séricos bioquimicos verificou-se: HDL-c [HL
(52+7), HS (48+5)]; LDL-c [HL (130+8), HS (143+£15)]; triglicerideos [HL (138+19),
HS (153+40)]; glicemia de jejum [HL (95+7), HS (121£39)] e IMC [HL (31+4), HS
(29+3)]; revelando 67% das mulheres do grupo HS tinham SM. E bem documentado
que os fatores de risco cardiovascular da SM foram correlacionados com a redugdo do
nimero de EPCs, e que individuos com a sindrome apresentam disfun¢do endotelial. A
hipétese atual € que as EPCs desempenham importante papel na interacdo e sinergia

entre os componentes da SM.
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Nome da pesquisa: Perfil de expressdo das células progenitoras endoteliais circulantes
CD457/CD34"/KDR* em mulheres hipertensas na pré-menopausa, em comparacio com
mulheres sauddveis normotensas.

Pesquisadora: Tania M* Rocha Guimaraes
Orientador: Prof® Dra.Cristina P.Vicente (UNICAMP-IB)
Co-orientador: Prof®.Dra.Patricia M. M. F.de Moura(UPE-ICB)

Objetivo da pesquisa: Identificar a presenca de células progenitoras endoteliais no sangue
de mulheres hipertensas na pré-menopausa em comparacdo com mulheres sauddveis ou
limitrofes para hipertensao.

Metodologia: Andlise da amostra de sangue para investigar células envolvidas com
hipertensdo. Serdo analisados dois grupos de mulheres hipertensas em pré-menopausa
acompanhadas no PROCAPE e um grupo controle de mulheres sauddveis.

Técnica da coleta sanguinea: A retirada da amostra serd realizada pela pesquisadora em
veia de antebrago com uso de luvas de procedimentos, bolas de algoddao com dlcool a 70%
para antissepsia da pele, e puncdo venosa realizada com seringa de 3ml e agulha 25 x 0,7.
Serda coletado 2 ml de sangue que serd colocado em tubo tipo "vacuntainer" com
anticoagulante EDTA. O material utilizado na pung¢do serd todo estéril e serd desprezado
em caixa de perfuro cortante.

Beneficio: Contribuir para ampliar o conhecimento da atividade das cé€lulas progenitoras
endoteliais e hipertensdo, gerando parametros para o diagnéstico precoce das doencas
cardiovasculares em mulheres.

Risco: As mulheres do estudo terdo risco minimo da coleta sanguinea.

Direitos do Sujeito Pesquisado:

+ QGarantia de esclarecimento e resposta a qualquer pergunta;

+ Liberdade de abandonar a pesquisa a qualquer momento sem prejuizo para si ou para
seu tratamento;

* Garantia de privacidade a sua identidade e do sigilo de suas informacdes;

+ QGarantia de que os gastos adicionais serdo absorvidos pelo orcamento da pesquisa.

Duvidas e Esclarecimentos: Ter acesso a informagdes posteriores ou resposta a outras
ddvidas através do autor da pesquisa - Tania Maria Rocha Guimaraies - telefone (81)
88318889 e no endereco: Rua Teles Junior, n° 155-A, apto.501, Rosarinho,Recife- PE; para
situagdes ndo resolvidas pelo pesquisador, contatar com o Comité de Etica do PROC APE
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pelo telefone (81)31174616 e endereco: Rua dos Palmares, S/N,Santo Amaro. CEP: 50100-
060.

Consentimento Livre e Esclarecido: Eu, apos
ter recebido todos os esclarecimentos e ciente dos meus direitos, concordo em participar
desta pesquisa e autorizo a retirada de 2 ml do meu sangue, que ndo vai prejudicar a
minha sadde. Permito a divulgacdo e publicacdo de toda a documentacdo necessdria em
periddicos, revistas bem como apresentacao em congressos € quaisquer eventos de cariter
cientifico, assinando este documento em duas vias, ficando uma via sob meu poder e outra
para ser entregue ao pesquisador. Tenho ciéncia do exposto acima e que ndo receberei
nenhuma espécie de pagamento para participar da pesquisa.

Assinatura do participante:
Assinatura da pesquisadora:

Recife, / /
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APENDICE B: INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS

Perfil de expressdo de células progenitoras endoteliais circulantes CD45/CD34"/KDR" em
mulheres hipertensas na pré-menopausa, em comparacio com mulheres sauddveis
normotensas.

Nuamero da amostra |__||__| Data de admissdonoestudo _ /_/
1. Grupo |__|

1.Estagio 1 (PS=140-159mmHg/PD=90-99mmHg);
2 Estagio 3 (PS > 180mmHg/PD > 110mmHg);
3.Normais ou Limitrofes (PS=130-139 mmHg /PD=85-89mmHg).

. PA=

.Idade |__| 1.(30 a 34) 2.(35 a 39) 3.(40 a 44) 4.(45 a 50)

. Colesterol |__| 1.(<160) 2.(160-199) 3.(200-239) 4.(240-279) 5.(> 280)
.HDL-c |__| 1.(<35) 2.(35-44) 3.(45-49) 4.(50-59) 5.(> 60)

.LDL-c |__| 1.(< 130) 2.(130-160) 3.(>160)

. Triglicerideo: |__| 1. (<150) 2.(150-199) 3.(>200)

. Diabetes Mellitus tipo 2 |__| 1.(sim) 2.(nd0)
. Habito de Fumo |__| 1.(sim) 2.(n&o)

O 00 N N U B~ W N

10. Prética regulares de exercicios (3 vezes/semana/30min) |__| 1.(sim) 2.(n&o)

Anotacoes:
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ABSTRACT

Objectives: Endothelial progenitor cells (EPCs) are involved in neovasculogenesis and
maintenance of vascular homeostasis and their impairment may have a role in the
pathogenesis of hypertension. This study aimed to establish whether the number of EPCs
correlates with hypertensive state of premenopausal women and if this could be associated

with the onset of metabolic syndrome.

Methods: A case-control study was conducted enrolling 30 women with essential
hypertension, aged from 30 to 50 years (41 £ 6) and 15 healthy normotensive women.
EPCs numbers were determined by flow cytometry in peripheral blood as the CD457/
CD34"/KDR" positive cells. The women were classified as healthy normotensive controls
and with essential hypertension; a) mild, SBP (systolic blood pressure) 140-159 mmHg and
DBP (diastolic blood pressure) 90-99 mmHg and b) severe, SBP >180 mmHg and DBP >
110 mmHg (n=15).

Results: Women with severe hypertension displayed a significant reduction (88%) in
circulating EPCs relative numbers when compared to the healthy controls. Also they were
physically inactive, presented dyslipidemia, hyperglycemia and were overweighed; 67% of

these women also presented metabolic syndrome.

Conclusions: The reduction of the EPCs may contribute to increased cardiovascular risk in
this population. Development of severe hypertension and the parameters related to
metabolic syndrome are directly correlated with a decrease of circulating EPC. Therefore,
the EPCs counting may be considered a suitable biological marker to follow up the

evolution of the hypertensive state in women and their cardiovascular risk.

Keywords: Endothelial progenitor cells, premenopausal women, Hypertension, metabolic

syndrome
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INTRODUCTION

The growth and remodeling of blood vessels in adult tissues has been initially
explained as a result of the proliferative and migratory abilities of mature endothelial cells.
However, Asahara et al. in 1997 [1], isolated and characterized a population of human
circulating endothelial progenitor cells (EPCs), which expressed hematopoietic and
endothelial cells surface antigens. This population could differentiate into mature
endothelial cells, migrate from the bone marrow to the blood vessels and contribute with
angiogenesis and vasculogenesis, as well as with the maintenance of the vascular bed
integrity in adults [2-4].

The number and function of EPCs is regulated by angiogenic growth factors in
response to vascular injury and also influenced by risk factors for cardiovascular diseases
such as diabetes [5, 6], physical inactivity [7,8], obesity [9,10], hypertension [11] and
metabolic syndrome [12-14]. Among those, hypertension appears as one of the main causes
of the decreased migratory capacity of EPCs into the circulation [15]. Furthermore,
hypertension reduces EPCs levels in the bone marrow causing accelerated cellular aging
process [15,16]. EPCs can be defined by membrane surface markers as CD34", an
hematopietic cell marker, Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-2 (VEGFR-2), also
known as Kinase insert Domain Receptor (KDR) [1,17]. Mature EPCs can be defined by
the expression of CD45 /CD34"/KDR" [18-20].

Hypertension and EPCs relationship may be related to the hyperactivity of the
Renin-Angiotensin-Aldosterone System (RAAS). Angiotensin II decreases the number of
EPCs and increases its senescence in vitro [16]. It stimulates NADPH oxidase production
by endothelial, smooth muscle cells and by the vessel adventitia, generating reactive
oxygen species [21]. Ultimately, it will promote the oxidative stress, which will lead to
inflammation, endothelial dysfunction and the progression of atherogenesis and vascular
disease [22]. Aldosterone also presents negative effects on EPCs, since it decreases the
PI3K/AKT signaling, causing the decrease of nitric oxide (NO) and the vascular endothelial
growth factor (VEGF) production [21].

It is believed that the presence of the subpopulations of EPCs in premenopausal

women may partially explain the lower prevalence of hypertension and the risk for
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cardiovascular complications [23]. Estrogen receptors (ERs) are expressed in endothelial
cells and have an atheroprotective effect. Through the recruitment of ERs, estradiol
increases the synthesis of endothelial NO and prostacyclin, thus slowing the formation of
atheroma and decreasing the synthesis of pro-inflammatory cytokines, facilitating
angiogenesis [24]. Similarly, estrogen activates potassium dependent calcium channels,
inducing rapid increase of the NO releasing. Additionally, the estradiol has antioxidant and
anti-inflammatory action by regulating the synthesis of prostacyclin and VEGF [25]. On
the other hand, it inhibits endothelin-1, TNFa and apoptosis of endothelial cells [26].

Consequently, the antioxidant effects are considered one of the major mechanisms
by which hormones protect women during their fertile life, a period of lower risk of CVD
(cardiovascular risk) compared to men [27]. In fact, the oxidative stress is generally higher
in men compared to the premenopausal women [28].

In this study, it was asked whether the number of EPCs in hypertensive women
decreases compared with normotensive premenopausal healthy women and if this decrease
may also be related to the onset of metabolic syndrome. It is considered that the EPCs
counting is currently the best predictive factor for vascular alteration, more suitable than
conventional risk factors such as lipid profile, hypertension and diabetes [23]. Thus, the
assessment of the number of EPCs may reflect more accurately the degree of
cardiovascular protection in the premenopausal hypertensive female population and

correlate this with the degree of hypertensive illness.

METHODS

Participants and study design

The Local Ethics Committee approved this study and all the individuals signed a
written informed consent. All the procedures utilized in this study are in agreement with the
Declaration of Helsinki.

We realized a case control study with 30 hypertensive premenopausal volunteers
women ages from 30-50 years (41 £ 6) in the Cardiological Ambulatory of the Cardiologic
Emergency Hospital of Pernambuco (PROCAPE), Recife, Brazil, during 2012-2013, and
pared the results with 15 normotense health women volunteers. Women were classified as

hypertensive according to the Brazilian Society of Cardiology [29] and were divided into 2
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groups: Mild hypertension (MH) with Systolic Blood Pressure (SBP) = 140-159 mmHg and
Diastolic Blood Pressure (DBP) = 90-99 mmHg and Severe hypertension (SH): SBP >180
mmHg and DBP > 110 mmHg. All enrolled women were questioned about to their smoking
and exercising habits. Arterial Blood Pressure (ABP) was determined while resting. It was
also determined cholesterol, triglycerides, HDL, LDL and glucose levels in blood plasma.
Metabolic syndrome (MS) was determined according to the National Cholesterol Education
Program Adult Panel (NCEP —ATPIII), International Diabetes Federation (IDF) and World
Health Organization (WHO) [30], according to at least the presence of 3 criteria:
hypertension in treatment or ABP > 130 x 85 mmHg, fasting glycemia >100 mg/dL or
diabetes mellitus type 2 (DM2) diagnosis, HDL < 50 mg/dL, triglycerides levels > 150
mg/dL, abdominal waist > 80 cm and BMI > 30, indicating obesity. The exclusion criteria
were (1) hypertension associated to pathological conditions like renal failure, gestational
diabetes, endocrine diseases; (2) previous history of cardiac infarct, heart or brain-vascular
disease. (3) Pregnancy, puerperium, breastfeeding, menstrual period, menopause or early

menopause confirmed by blood tests [23].

Quantification of peripheral blood endothelial progenitor cells by flow cytometry

EPCs were defined as CD45/CD34"/KDR" cells [20,31-33]. Whole blood was
collected into EDTA containing tubes and processed within 2 hours after collection. 100 ul
of total blood was separated and immuno-labeled using Anti-CD45-PerCP clone 2DI,
Pharmingen (BD, San Jose, CA, EUA), Anti-CD45-PE-Cy5 clone 35-Z6, Santa Cruz
Biotechnology (SC, CA, USA), Anti-CD34-FITC clone QBEnd-10, Sigma-Aldrich (Saint
Louis, Missouri, EUA), Anti-KDR-Alexa Fluor 647-clone 89106, BD Pharmingen (BD,
San Jose, CA, EUA). Blood was incubated for 40 minutes at in the dark, after the
incubation, erythrocytes were lysed with 2mL of 1:10 diluted FACS lysing buffer (BD,
San Jose, CA, EUA) and incubated again for 10 minutes. The remaining leukocytes were
washed with 2mL 2% PBS/BSA (pH=7.4) and the tubes were centrifuged 500 g for 5
minutes and ressuspended in 500uL of washing buffer. The acquisition was performed by a
FACScalibur flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) and analyzed using

the Cell-Quest and Paint-a-Gate softwares (BD, Bioscences) as described previously [19].
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Flow cytometry analysis

Initially, the background was removed by the analyses of isotype control antibodies.
The debris was excluded on the FSC/SSC plot, the mononuclear population was selected
and on the CD45/SSC plot, the low CD45 positive cells were selected. For EPCs analysis a
gate was drawn in the CD45™ and the EPCs were gated as CD34/KDR positive cells.
EPCs were defined as positive events to CD34/KDR and negative to CD45. Fifty thousands

events were analyzed in each sample, and each sample was analyzed in duplicate.

Statistical analysis

Data are presented as means = SEM, or as medians and ranges. Barlett tests were
applied to compare categorical variables, and Anova/Tukey test was used to compare the
groups. Student t test was used when observed homogeneity and when not we used
Kruskalmc after Kruskal-Wallis tests were performed to multiple analyses. Analyses were
performed using the Rv 2.25.0 software and p < 0.05 values were considered statistically

significant.

RESULTS

Characteristics of the study population and of metabolic syndrome

Clinical characteristics and cardiovascular risk factors (triglycerides, glucose, HDL
and LDL levels and BMI) of the study population were described in table 1. We observed
significant increase (p<0,0001) in the BP levels, confirming the severity of hypertension
according to the study methodological proposal. The control group presented triglycerides
10510 mg/dL, HDL cholesterol 568 mg/dL, LDL cholesterol 121+£18 mg/dL, glucose
87+7 mg/dL and BMI of 26+3 mg/dL. The MH group presented significant increase in the
levels of triglycerides 138+19mg/dL (p<0,0001), glucose 95+7 mg/dL (p<0,01) and BMI of
3144 (p<0,001) indicating obesity. The SH group, also presented high levels of LDL
cholesterol 143+15 mg/dL (p<0,01), triglycerides 153+40 mg/dL (p<0,0001), HDL
cholesterol 48 + 6 mg/dL (p<0,01), and glucose 121+39 mg/dL; (p<0,01), when compared
to controls. In the HS group we also diagnosed diabetes type I in 26,7% of the patients and

they were overweighed with BMI=29+3, with a significant difference when compared to
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controls (p<0,05). We also observed high levels of sedentary hypertensive women (>70 %).
Our initial results indicated the prevalence of metabolic syndrome in the HS group.

In table 2 we analyzed the parameters related to the metabolic syndrome
characterization and we observe that 67% of the women in the SH group presented MS. In
these group 69% of the women presented decreased levels of HDL, 61% high triglycerides
levels, 67% high glucose levels, 54% were overweighted and 38% obese.

Characterization of circulating EPCs by flow cytometry

The most common markers for EPCs are CD34, CD133 and VEGFR2 [32]. We
used CD 34 and VEGFR2 as the main markers in our research. Also we considered that our
population of interest is included in the group of the CD45" cells.

In table 3 we observed an increase of 50% in the CD45" cells number when we
compared the SH to the MH group with p<0,0026. This increase may be related to the
inflammatory profile of these patients, mainly in regards to the presence of high blood
pressure and metabolic syndrome. The presence of CD45/CD34" and CD45/CD34"/KDR"
cells was described in figure 1 and table 4.

The number of CD45/CD34"/KDR" cells decreases in patients as the severity of
hypertension increases. First we analyzed the number of CD34 positive cells and we could
observe a significant decrease (p<0,05) of 61% in the number of CD34 positive cells in the
SH when compared to CT group. Also when we compared the MH with the SH group there
was a decrease of 52% in the CD34" cells in the SH group (p<0,05). Regarding CD457/
CD34"/KDR" it was observed a significant reduction in these cells number, 74% in the MH
group (p<0,05) and 88% in the SH (p< 0,01) when compared to control.

Discussion and conclusion

Previous work demonstrated that the reduction of the EPCs numbers could be an
independent predictor of morbidity and mortality in cardiovascular diseases (CVD) [34].
Aterogenic dislipidemia, diabetes and hypertension are inflammatory conditions associated
with endothelial dysfunction. Also, several researches demonstrated a reduction on the
EPCs numbers in chronically inflammatory conditions that may be related to diabetes and

atherosclerosis and also in individuals presenting cardiovascular risk factors [13,15,35].
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Hypertension is an inflammatory process and is related to RAAS, oxidative stress,
and liberation of inflammatory mediators, growth factors and cytokines produced by the
endothelium [36].

Metabolic syndrome (MS), also known as insulin resistance syndrome is
characterized by the presence of a group of cardiovascular risk factors like hypertension;
insulin resistance, presence of high levels of insulin, glucose intolerance/diabetes type 2,
obesity - mainly abdominal with extra-abdominal deposits of fat and atherogenic
dislipidemia (high levels of LDL- cholesterol, high levels of triglycerides and low levels of
HDL cholesterol) [30].

It has been reported that the cardiovascular risk factors of the MS were correlated
with reduction of the EPCs numbers and that these individuals present endothelial
dysfunction [12-14,30].

The main focus of this work was to investigate alteration in the EPCs numbers in
hypertensive pre-menopausal women, but concomitantly, we could also observe that 67%
of the women in the severe hypertensive group also presented characteristics that can
indicate the presence of metabolic syndrome. Nakazone et al. [37] analyzed 340 Brazilians
distributed in two groups (200 cardiac patients x 140 controls) and also observed that 55%
of the patients against 8,6% of the control group (p<0,0001) presented MS according to
NCEP-ATPIIL

The presence of MS in the SH group is a very important factor demonstrating a
synergy between the MS components with increased risk in the development of CVD. MS
confers an increase of 2 to 4 times to higher risk in the development of CVD and 5 times to
diabetes type 2 [14]. It also has been demonstrated that the endothelial dysfunction and the
decrease in the microvasculature that is characteristic of hypertension may be associated
with the development CVD, and that an unbalance in the vascular repair process promotes
CVD progression. A possible mechanism involved in this process may be related with the
number and reactivity of circulating EPCs [34]. Also it is believed that EPC dysfunction
may be related with the establishment of hypertension [11].

Vasa et al. [15] observed that hypertensive patients presented reduced EPCs
numbers in circulation and that it may be related to a decreased ability of EPCs to migrate

from bone marrow to the circulation. Imanishi et al. [38] described that hypertension also
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decreases the numbers of EPCs in bone marrow accelerating the process of cellular aging.
Also the use of anti-hypertensive drugs increased the mobilization of EPCs from bone
marrow and the recovery of injured endothelium, resulting in a decrease in neointimal
formation and an improvement of the vascular integrity [39].

This study we showed an increase of 17% (p<0.05) in the number of CD45 positive
cells, when SH was compared to the control group and 50% between MH and SH groups
(p<0.01), this marker is characteristic of leukocytes and this increase may indicate an
inflammatory profile in the SH group [33].

There are several different proteins that can be considered as EPCs markers. The
expression of CD34"/KDR" was chosen in this work as main EPCs markers because around
80% of the circulating EPCs present these markers and several researchers agreed that these
are common markers of endothelial precursors [2, 13, 40].

Werner et al. [34] analyzed cardiovascular events and death promoted by CVD
during 12 months in 519 patients with CVD and observed that an increase in the number
and functionality of EPCs (CD34"/KDR") can be related with a decrease in the death
related with cardiovascular risk, hospitalization and occurrence of the first cardiovascular
event of great proportion.

Peripheral blood CD34 positive cells can be considered a sub-population of EPCs
and the number of these cells is directly related to the cardiovascular risk [41]. We analyzed
the CD45/CD34" and observed a significant reduction of 61% (p<0,05) in the SH group
when compare to control, confirming the negative effect of hypertension in severe
hypertensive women.

CD45/CD34"/KDR" cells presented a reduction of 74% (p<0,05) in the MH group
and of 88% in the SH group when they were compared to control women (p<0,01). Vasa et
al. [15] observed that the number of CD34"/KDR™ circulating cells analyzed by flow
citometry was reduced by 48% in patients with CVD when compared to health individuals.

Our results confirm that hypertension is an important cause of the decrease in the
number of EPCs, and that is probably related to the inhibition of these cells migration from
bone marrow to the peripheral blood. Also we observed that the number of EPCs is directly
related to stage of hypertension (mild or severe) and that, in general, the appearance of

severe hypertension is correlated to the appearance of MS, a condition observed in 67% of
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the patients. Additionally, the inflammatory process promoted by MS might be related to
this decrease. This results may explain in part the increased cardiovascular risk correlated
to severe hypertension in association with MS presented by SH group analyzed in this work
and that this can be considered a new biological marker of CV risks in pre-menopausal

women with different stages of hypertension.
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FIGURES

Number of circulating EPCs in normotensive and hypertensive women.
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Figure 1: Analysis of the number of circulating EPCs in normotensive and hypertensive

women. We analyzed 3 groups: Control (CT), normotensive women, Mild Hypertension

(MH) SBP 140-159 mmHg and DBP 90-99 mmHg; Severe Hypertension (SH) SBP >180

mmHg and DBP > 110 mmHg. Values are reported as mean + SEM. * p<0.05; **p< 0.01

Analyzed by t student test.
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Flow cytometry gates for the analysis of circulating EPCs.
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Figure 2: Flow cytometry gates for the analysis of circulating EPCs. Control (CT),
normotensive women, Mild Hypertension (MH) SBP 140-159 mmHg and DBP 90-99
mmHg; Severe Hypertension (SH) SBP >180 mmHg and DBP > 110 mmHg. a) SSC x
FCS, circle indicates the mononuclear cells. b) CD45 x SSC, squares indicates de CD45
dim gate, where the major population of EPCs were expected. c) KDR x CD34 gate
showing the CD34, KDR and CD34/KDR positive cells, where the main population of
EPCs is localized.
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TABLES

Table 1: Physiological parameters in normotensive and hypertensive women.

Parameters CT MH SH Comparison p-value
SBP (mmHg) 11315 13312 159 +27 CT vs. MH <0,0001%
CT vs. SH
MH vs. SH
DBP (mmHg) 7348 86+8 9819 CT vs. MH <0,0001%
CT vs. SH
MH vs. SH
Glucose (mg/dL) 87+7 95+7 121439 CT vs. MH 0,0014%
CT vs. SH 0,0014%
MH vs. SH 0,0080"
HDL cholesterol 56+8 5247 4846 CT vs. MH 0,0995T
T
(mg/dL) CT vs. SH 0,0028
MH vs. SH 0,0688"
LDL cholesterol 12118 13048  143«15 CT vs. MH 0,0654"
A
(mg/dL) CT vs. SH 0,0049
MH vs. SH 0,00717
Triglycerides 105£10 13819 153#40 CT vs. MH 0,0001%
K
(mg/dL) CT vs. SH 0,0001
MH vs. SH 0,1208"
BMI (Kg/m2) 2643 314 2043 CT vs. MH 0,0006"
CT vs. SH 0,0138T
MH vs. SH 0,0684"

CT: Control; MH: Mild Hypertension; SH: Severe Hypertension. SBP: Systolic Blood
pressure; DBP: Diastolic Blood pressure; LDL: low density lipoproteins; HDL: Hight

density lipoproteins; BMC: Body mass index; Values are reported as mean + SD.
AAnova/T ukey, KKruskal Wallis/Kruskalmc, T Student t.
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Table 2: Biochemical parameters and metabolic syndrome diagnosis.

Parameters CT (n=11-15) MH (n=10-15) SH (n=13-15)
HDL (mg/dL)

<50 2 (18%) 4 (40%) 9 (69%)
50-60 9 (82%) 6 (60%) 4 (31%)
LDL(mg/dL)

<130 5 (46%) 4 (40%) 1 (8%)
130-160 6 (54%) 6 (60%) 11(84%)
>160 0 0 1(8%)
Triglycerides (mg/dL)

<150 11(100%) 9 (90%) 5 (39%)
150-199 0 1 (10%) 8 (61%)
Glucose (mg/dL)

<100 15 (100%) 13 (87%) 5(33%)
>100 0 2 (13%) 10 (67%)
BMI (kg/m?)

18,5-249 8 (53%) 0 1 (8%)
25,0-29,9 4 (27%) 6 (43%) 7 (54%)
>30 3 (20%) 8 (57%) 5 (38%)
Metabolic Syndrome

Yes 1(7%) 5(33%) 10(67%)
No 14(93%) 10(67%) 5(33%)
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Table 3: Variation on the number of circulating cells presenting CD45 positive or negative

in normal and hypertensive women.

% Cells/5 x 10%events Mean SD SEM Comparison p-value
CD45 positive

CT 68 20 5 CT vs. MH 0,0493"
MH 53 30 8 CT vs. SH 0,0460"
SH 80 16 4 MH vs. SH 0,0026"
CD45 negative

CT 32 20 5 CT vs. MH 0,0532"
MH 46 30 8 CT vs. SH 0,0447"
SH 20 16 4 MH vs. SH 0,0028"

CT: Control; MH: Mild Hypertension; SH: Severe Hypertension. Values are reported as

mean + SEM and were analyzed using ' t Student test.
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Table 4: Percentage of CD45/CD34" and EPCs (CD45/CD34"/KDR") in peripheral blood

of normotensive and hypertensive women.

%Cells/5 x 10*events Mean SD SEM Comparison p-value
CD45/CD34"

CT 0,24 0,27 0,07 CT vs. MH 0,0919"
MH 0,13 0,15 0,04 CT vs. SH 0,0203"
SH 0,09 0,07 0,02 MH vs. SH 0,1415"
CD45/CD34'/KDR*

CT 0,19 0,26 0,07 CT vs. MH 0,0284"
MH 0,05 0,09 0,02 CT vs. SH 0,0087"
SH 0,02 0,02 0,01 MH vs. SH 0,125"

CT: control (n=15); MH: Mild hypertension (n=15); SH: Severe Hypertension (n=15).

Values are reported as mean + SEM and were analyzed using ' t Student test.
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ANEXO A-PARECER CEP FCM-UNICAMP

FACULDADE DE CIENCIAS

MEDICAS - UNICAMP W
(CAMPUS CAMPINAS)

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PERFIL DE EXPRESSAO DAS CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIAIS
CD34/CD133/KDR NO SANGUE PERIFERICO DE MULHERES HIPERTENSAS NA
PRE-MENOPAUSA, EM COMPARACAO COM MULHERES SAUDAVEIS OU
LIMITROFES PARA HIPERTENSAO.

Pesquisador: Tania Maria Rocha Guimardes

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 01582212.4.0000.5192

Instituigdo Proponente: FACULDADE DE ENFERMAGEM NOSSA SENHORA DAS GRACAS ((FENSG))

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 187.777
Data da Relatoria: 22/01/2013

Apresentagao do Projeto:

O projeto estd escrito adequadamente, sendo bastante claros a sua motivacdo, a metodologia e seus
objetivos. Ele apresenta uma proposta de avaliacdo do perfil das células progenitoras endoteliais (CPE)
CD34/CD133/KDR no sangue periférico de mulheres hipertensas na pré-menopausa, quando comparadas
as mulheres saudaveis ou limitrofes para hipertensdo. As CPE sdo células-tronco capazes de se
diferenciarem em células endoteliais maduras que originam novos vasos sanguineos. Segundo a literatura,
o nimero e as caracteristicas das CPE presentes no sangue podem trazer informagdes referentes a
probabilidade de ocorréncia de doencas cardiovasculares e a ocorréncia de reparos vasculares na
ocorréncia destas patologias. Quanto menor o nimero de CPE, maior a probabilidade de morbidade e
mortalidade por doencas cardiovasculares em fun¢do da redugdo na chance de ocoméncia de reparos
celulares vasculares. As CPE para o estudo ser@o obtidas a partir do processamento de amostras
sanguineas das pacientes, sendo posteriormente analisadas via citometria de fluxo. A pesquisa sera
realizada no PROCAPE, hospital especializado em cardiologia vinculado & Universidade Federal de
Pernambuco.

Objetivo da Pesquisa:

Identificar e analisar o perfil de expressao das Células Progenitoras Endoteliais CD34/CD133/KDR no
sangue periférico de mulheres hipertensas na pré-menopausa em comparagdo com mulheres saudaveis ou
limitrofes para hipertensdo. Caracterizar o grupo de mulheres hipertensas na pré-

Enderego: Rua Tessala Vieira de Camargo, 128

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-5038 Fax: (19)3521.7187 E-mail: cep@fem.unicamp br

111



FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS -UNICAMP  SQREVRFo™®
(CAMPUS CAMPINAS)

menopausa quanto aos fatores de risco para as doengas cardiovasculares: niveis de pressao artenial, niveis
sanguineos de colesterol, Lipoproteinas plasmaticas de Alta Densidade (HDL-High Density Lipoprotein),
Lipoproteinas plasmaticas de Baixa Densidade (LDL- Low Density Lipoprotein); diabetes meliitus, habitos de
fumo e de praticas regulares de exercicio fisico.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos as pacientes participantes do projeto sdo agueles relacionados a coleta de sangue para andlise
clinica laboratorial, sendo descritas no projeto medidas de sequranca adequada para a realizagdo do
procedimento. Como beneficios, serd obtida uma contribuigdo cientifica no que se refere ao papel das CPE
na ocorréncia e evolugdo de doencas cardiovasculares.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa de interesse para avaliagdo do papel das CPE na ocorréncia de doencas cardiovasculares e
resposta do organismo as mesmas.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

Todos os termos de apresentagdo obrigatdria foram entregues de acordo com as normas vigentes. O termo
de consentimento esta bastante claro e contém todas as informagoes necessarias.

Recomendagdes:

Nenhuma recomendagdo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias. Aprovado em plenaria.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néo

Consideragoes Finais a critério do CEP:

CAMPINAS, 22 de Janeiro de 2013

Assinador por:

Carlos Eduardo Steiner
(Coordenador)

Enderego: Rua Tessika Vieira de Camargo, 120

Bawrro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887

UF: SP Municipio: CAMPINAS

Telefone: (10)3521-8936 Fax: (19)3521.7187 E-mail: cep@fom unicamp br
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ANEXO B-PARECER CEP HUOC/PROCAPE

COMPLEXO HOSPITALAR
HUOC/PROCAPE W

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PERFIL DE EXPRESSAO DAS CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIAIS
CD34/CD133/KDR NO SANGUE PERIFERICO DE MULHERES HIPERTENSAS NA
PRE-MENOPAUSA, EM COMPARAGAO COM MULHERES SAUDAVEIS OU
LIMITROFES PARA HIPERTENSAO.

Pesquisador: Tania Marna Rocha Guimardes

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 01582212 4.0000.5192

Instituigio Proponente: FACULDADE DE ENFERMAGEM NOSSA SENHORA DAS GRACAS ((FENSG))
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DA NOTIFICAGAO

Tipo de Notificagdo: Outros

Detalhe: Parecer Instituicdo Co-participante

Justificativa: Envio parecer do CEP da UNICAMP aprovando integralmente a pesquisa. Solicito
Data do Envio: 31/01/2013

Situagio da Notificagdo: Aguardando revisdo do parecer do colegiado

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 213470
Data da Relatoria: 06/02/2013

Apresentagio da Notificagio:

bem apresentado, tema relevante que aborda Estudo tipo caso-controle prospectivo realizado em mulheres
hipertensas em pré-menopausa acompanhadas no Ambulatério de Cardiologia do Pronto Socorro
Cardiolégico de Pernambuco (PROCAPE), que terdo amostras sanguineas analisadas para marcadores
biolégicos de Células Progenitoras Endotelais, pareadas com um grupo controle de mulheres saudaveis ou
limitrofes para hipertensdo (pressdo sistélica 130-139 mmHg/pressdo diastélica 85-89mmHg). As mulheres
hipertensas serdo divididas em 3 grupos de acordo com a classificagdo do grau de hipertensdo: Estagio 1
(PS=140-159mmHg/PD=90-99mmHg); Estagio 2 (PS= 160-179mmHg/PD= 100-109mmHg); Estagio 3 (PS
180mmHg/PD 110mmHg). Quando as pressdes sistdlica e diastdlica se situarem em categorias

| Enderego: Rua Amobio Marques, 310

Bairro: Santo Amaro CEP: 50.100-130
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3184-1271 Fax: (81)3184-1271 E-mall: cep_huoc procaprocape@yahoo.com.br
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COMPLEXO HOSPITALAR
HUOC/PROCAPE

derentes a malor sera UtIZada para classincagdo. 05 grupos Serdo selecionados e acordo com 08
CITEN0S 02 INCUSSOEXHUSI0 SclabIacions. AS MUNEEs S2r80 entrevisiadas QuUantd 306 haditos o lumo &
Prasca e exercicios NS0, S2nd0 Vermcacos 08 nivels 02 pressdo anend. Serd coletado dos prontuanos o
resultado mais recenie 0e exameas sanguinecs e colesterol, HOL LDL e gicamia

Objetivo da Notincago:

Identificar & analisar o perti 02 expressdo das Celulas Progeniioras Encotelials COL/CD13IKDR no
SANQUE PENTEnco 02 MUINEres NIDEMENS3s N3 Pré-MEn0paUSa &M COMPAragso com muUN2res saudavels ou
limitrofes para hipenensso.

Avallag30 dos Riscos & Beneficlos:

Risco minimo referente 30 procedmento 02 COleta de amostra sanguined; Beneficios:

O projeto apresenta ralevancia no estuco da Imunoiogla 03s co2ncas cardlovasculares s2ndo Importante
para amplar o conhecimento da avidade 63 CALLa progeniicra endotelial, gerando parametros para um
potencial dlagnostco Precoos das CoSNncas Cardiovasculares em MUINErEs Na Prémencpausa.

Comentarios @ Consideragdes s0bre a Notificagdo:

3DrOVado, Inclusive com parecar da Insatuico promotora UNICAMP.
Consigeragdes sobre 08 Termos 09 apressntag3o obrigatoria:
TOO0S 05 1ErMOs 02 3PrEcEntagdo CONGINONS ram entregues 02 acorm . O temo
02 consentmentd esta clar heksdonformapdes Necessanas.
Recomendaghes:

provado

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagles:

provado

SHUaC30 00 Parecsr:

ADrovado

Necessita Apreciag3o da CONEP:

Nio

Consigerapdes Finals a critério do CEP:

provado

Enderego.  Fus Arndtso Margues, 310

Bakro: Serto Amare CEP: 50 100-1%0

W Pt Municiplo. RECFE

Tobefone: (8131841271 Fax: (8133841271 Emall. cep huoc procesrocaie@yehoo com
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ANEXO C-CARTA DE ANUENCIA PROCAPE

UNIVERSIDADE
DE PERNAMBUCO

CARTA DE ANUENCIA

Recife,09 de agosto de 2012
Ao
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

CEP-HUOC/PROCAPE

Concordamos em receber no Ambulatério de Cardiologia do PROCAPE a Prof? Tania Maria
Rocha Guimardes - FENSG/UPE, Matricula n? 107506 - para realizar a pesquisa de titulo:
“PERFIL DE EXPRESSAO DAS CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIAIS CD34/CD133/KDR NO
SANGUE PERIFERICO DE MULHERES HIPERTENSAS NA PRE-MENOPAUSA EM
COMPARACAO COM MULHERES SAUDAVEIS OU LIMITROFES PARA HIPERTENSAO” no
periodo de agosto a dezembro de 2012, a ser realizada sob orientagdo da professora
Dra.Patricia M.M. Freire de Moura, como requisito para conclusdo de Doutorado em Biologia
Celular e Estrutural UNICAMP/UPE-DINTER-NF.

avares Montenegro

£ardioldgico
%e PE - PROCAPE

Dr.Sérgio Tavares A

Diretor

Rua dos Palmares s/n - Santo Amaro - CEP: 50100-060- Recife-PE
Fone: 3181.7100
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ANEXO D-DEFERIMENTO DO CEP-FCM-UNICAMP

DECLARAGCAD

mmmmwuomamrmawmma
Wummmmmommu
Npmm-mmmmaﬁommmm'z

{ ) réoseanndam§4°dokﬁgo1'daMHa¢oCCPGmn3,Mabio&cae
biosseguranca.

Tem autorizago da(s) seguinte(s) Comiss3o(bes):
( )CIBb-CmMWmdaBW.Mm , Instituic3o:;

{ ) CEUA - Comissao de Etica no Uso de Animasis , projeto no. Instituic3o;

(X ') CEP - Comissao de Etica em Pesquisa_ protocolo n® 187.777, InstituicBo: Faculdade de
cmmwsmummwmm(rcwunw; -

‘m.m*m»m anexar o comprovante Ce awtonzagho

dada ao lrabalto. a.mmm&wmm»wdom

ou dissertacio, deverd ser anexado também um comprovante do vinculo do trabalho do
mwoummmawm

Aluna Tania Maria Rocha Gl

Qo B i

Orientadora: Profa. Dra. Cristina Pontes Vicente

PaawodaCuchmm-‘;_

DX Deferido () Indeferico e
Prote. Ore. Pitins Ap. DOGebar Lok
Carimbo e assinatura a’wa
Comitd de E4ca om Pesquina
FCMWUNICAMP
Matricula: 05620-8
Para uso da Comiss30 ou Comité pertinente:

( )Deferido ( ) Indeferido

Carimbo e assinatura =
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