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Introducdo: Hipertensdo Refrataria se caracteriza por quadro de hipertensao
concomitante ao uso de 3 classes diferentes de anti-hipertensivos, sendo, pelo
menos um destes, diurético. Existem fatores genéticos que influenciam
mecanismos de controle da presséo arterial, podendo ter papel importante na
hipertenséo refrataria. O sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona desempenha
um papel central na génese da hipertenséo. Isto torna interessante o estudo das
influéncias genéticas sobre sistemas envolvidos com a producéo e transporte da
aldosterona. Este trabalho apresenta o estudo de um polimorfismo na regido
promotora do gene CYP11b2 (troca de timina por citosina na posi¢cdo -344 do
gene), que codifica a aldosterona sintase, enzima responsavel pelo ultimo passo
na sintese de aldosterona pelas glandulas supra-renais. Secundariamente,
o trabalho apresenta o estudo de um polimorfismo no exon 26 do gene da
p-glicoproteina (troca de citosina por timina na posicdo 3435 do gene).
Esta proteina estd envolvida com resisténcia a diversos medicamentos na
terapéutica (0 gene € chamado Muliple Drug Resistance-1, MDR-1),
e recentemente foi associada a alteracbes na excrecédo e captacao tecidual de
aldosterona. Objetivos: O estudo visa determinar se existe associacao entre o
alelo T do polimorfismo -344C/T no gene CYP11b2 e a resisténcia ao tratamento
anti-hipertensivo. Secundariamente, € avaliada, de maneira preliminar,
a participacdo do alelo C do gene MDR-1 no fendtipo de hipertensao refratéria.
Materiais e Meétodos: Foram avaliados 340 individuos, dos quais 88 eram
portadores de HAR que preencheram o0s requisitos de inclusdo no estudo,
142 individuos eram hipertensos moderados e responsivos a tratamento
farmacolégico (HT). Os demais individuos (n = 110) constituiram o grupo controle.
Foram coletadas amostras de sangue para exames laboratoriais (dentre eles,
quantificacdo de aldosterona, cortisol, renina) e extracdo de DNA. Foi medida a
espessura da intima média de carotida (EIM) dos pacientes através de ultra-som.
Foi estimada a Velocidade de Onda de Pulso carétida-femural (VOP) dos
pacientes. O DNA foi extraido pelo método de Salting Out. O polimorfismo do gene
CYP11b2 foi genotipado por PCR(Polymerase Chain Reaction) seguido por
digestdo enzimatica com a enzima Hae-lll. O polimorfismo do gene MDR-1 foi

Resumo
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genotipado através de PCR alelo especifico. Resultados: Foi encontrada
associagdo do alelo T do gene CYP11b2 com Hipertensdo (p<0,05), porém nao
houve diferenca entre 0s grupos hipertensos responsivos e hipertensos
resistentes. Nao houve diferenca estatistica nas concentracdes plasmaticas de
aldosterona, cortisol e renina; EIM e VOP nos grupos de alelos C e T. Nao foi
encontrada relagdo entre a distribuicdo alélica do gene MDR-1 e hipertensédo
tratada ou resistente. Foi detectada associacao significativa entre alelo C do gene
MDR-1 e presséo arterial diastélica (PAD) aumentada em hipertensos refratarios.
Conclusdes: ha associacdo entre o alelo T do gene CYP11b2 e hipertenséo,
mas ndo ha associacdo com resisténcia farmacologica aos anti-hipertensivos.
N&o houve influéncia do alelo T sobre parametros clinicos e de remodelamento
vascular. O alelo C do gene MDR-1 parece estar associado a uma maior PAD no

grupo de hipertensos refratarios.
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Introduction: Resistant hypertension is characterized by elevated blood pressure
concurrent with the use of 3 different anti-hypertensive drugs, being one of them a
diuretic. There are genetic factors that interfere in the arterial pressure control
system and may have a significant role in resistant hypertension.
Renin-Angiotensin-Aldosterone System plays a major role in hypertension genesis,
therefore the systems that control the production and transport of aldosterone are
interesting targets for genetic association studies. This work presents the study of
a polymorphism (-344 C/T) in CYP11b2 gene. This gene translates aldosterone
synthase, an enzyme responsible for endogenous synthesis of aldosterone on
adrenal glands. A secondary study on a polymorphism (3435C/T) in MDR-1 gene
was performed. This gene translates p-glicoprotein, an efflux-pump related to
several drug resistance phenotypes. Recently it was reported that tissue uptake
and excretion of aldosterone is mediated by p-glicoprotein. Objectives: The study
aims to evaluate the association between allele T of CYP11b2 and resistance to
anti-hypertension treatment. As a second objective it has been performed an initial
evaluation of the influence of C allele of MDR-1 on resistant hypertension
phenotype. Materials and Methods: In this study, 340 subjects were evaluated:
88 patients presented Refractory Arterial Hypertension (RAH), 142 were
responsive to anti-hypertension treatment (RT), and the remaining was the control
group (n=110). Blood samples were collected for laboratory examinations
(plasmatic aldosterone, cortisol, renin) and DNA extraction. It was examined the
carotid intima-media thickness (IMT) using ultra-sound, and carotid-femoral pulse
wave velocity (PWV). DNA was extracted using the salting out method. CYP11b2
genotyping was performed through restriction fragment length polymorphism
(polymerase chain reaction (PCR) followed by endonuclease digestion).
PCR products were digested with Hae Ill enzyme. MDR-1 genotyping was
performed through allele specific PCR. Results: It was found association between
allele T of CYP11b2 and hypertension (p<0,005), but no difference has been
detected between RT and RAH groups. No statistical difference was detected in
plasmatic aldosterone, cortisol and renin concentrations, neither in PWV nor in IMT

when compared C and T allele groups. It was found no relationship between allele
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C of MDR-1 and hypertension, treated or resistant, although there was a significant
association between allele C of this gene and elevated diastolic blood pressure in
the RAH group. Conclusions: There is association between allele T of CYP11b2
gene and hypertension, but there is no relationship with pharmacological
resistance to antihypertensive treatment. No influence was detected of allele T
regarding clinical parameters or remodeling indicators. Allele C of MDR-1 gene
seems to be associated with an elevated diastolic blood pressure in resistant

hypertensive subjects.
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1.1- Hipertensao

Hipertensdo é um dos problemas de salude mais importantes na
atualidade e existem grande morbidade e mortalidade associadas a ela. A pressao
arterial elevada esta associada a maior prevaléncia de doencas cardiacas,

doencas renais e mortalidade aumentada (1, 2).

A hipertensdo € capaz de aumentar o risco para uma série de eventos
secundarios, associados em grande parte a sua morbidade e mortalidade.
Dentre estes podemos citar o acidente vascular cerebral, hipertrofia ventricular
esquerda, nefro esclerose, e disseccdo da aorta abdominal. Além disso, existem
doencas decorrentes de aterosclerose que estdo indiretamente associadas a
hipertensédo: doenca arterial coronariana obstrutiva, doencga vascular cerebral

isquémica, doencga arterial obstrutiva de cardtidas e extremidades (2).

A hipertenséo é diagnosticada, quando ha ocorréncia de duas ou mais
tomadas da pressédo arterial sistélica (PAS) em duas visitas consecutivas, com
valor maior ou igual a 140 mmHg; ou quando a média da pressao arterial
diastélica (PAD) entre duas visitas € maior que 90mmHg. Quando ha observacéo
de PAS maior ou igual a 140mmHg e a PAD menor que 90mmHg, se da o

diagnéstico de hipertenséo arterial sistdlica isolada (3-6).

O aumento da pressao arterial se da basicamente por trés mecanismos:
aumento da resisténcia vascular periférica, aumento da contratibilidade cardiaca e
aumento do volume plasmatico. As estratégias para o tratamento da hipertenséao
incluem tratamento ndo farmacoldgico (dieta, exercicio, abstinéncia ao alcool e
nicotina, dentre outros), e tratamento farmacolégico. Podemos citar exemplos de
tratamentos farmacolégicos para cada “mecanismo” de hipertenséo:
vasodilatadores (por exemplo, doadores de 6xido nitrico) para diminuicdo aguda
da resisténcia vascular periférica; bloqueadores de canal de calcio contra o
aumento da contratibilidade cardiaca; diuréticos contra o aumento de volume

plasmatico.
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Em torno de 46% dos pacientes hipertensos respondem bem a
monoterapia farmacolégica (7), sendo indicado para os demais pacientes,
as combinagbes de classes de anti-hipertensivos. Na figura 1 podemos ver a
evolucdo ao longo dos anos 90 nas propor¢cdes de pacientes com a pressao

arterial controlada usando um ou mais medicamentos.

O1 Firmaco
<> 2 Farmacos
[13 Frarmacos
/\ 24 Farmacos

60 -
O———O— O—-=0

'§ - ) h__-_-_" "\\Hf—\’ \—}‘“\/\ )
8 50 O—0 .
3 \
& 401
o Q——o———‘O\-Q__Q——f—%}—O—Q——O—’—”O
3
=
>
= 304
=
5
Tg 20-
€
S 10- -
L
(n

o

1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999

Ano

Figura 1- Numero de classes necesséarias para controlar a PA. Propor¢do ao
longo dos anos 90, de pacientes cuja pressado arterial foi controlada
com um a quatro farmacos anti-hipertensivos diferentes. Neste estudo
foram incluidos adultos com mais de 65 anos, recrutados em centros de
salude nos Estados Unidos. Em cada ano, o numero de individuos
estudados foi 1795, 1805, 1757, 2089, 1992, 1989, 1886, 1836, 1706,
e 1623, respectivamente, totalizando 5888 individuos. Os pacientes
foram avaliados anualmente durante um periodo entre 1989 e 1999.
Adaptado de (Psaty, Manolio et al., 2002)
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E interessante notar que a ndo adesdo ao tratamento, interacées
farmacoldgicas, e outros fatores (abordados a seguir) podem contribuir para o

insucesso da terapéutica.

1.2- Hipertenséo refrataria

A Hipertensao Arterial Refrataria (ou Resistente) (HAR) é definida como
a falha em alcancar a meta ideal dos niveis pressoricos, menores que
140/90 mmHg (130/80 em diabéticos), em pacientes com adesdo total ao
tratamento anti-hipertensivo, utilizando-se doses maximas de 3 classes diferentes
de farmacos anti-hipertensivos, sendo preferencialmente um destes, diurético
(8, 9). Também é considerada hipertenséo refrataria a pressao arterial controlada
com 4 medicamentos ou mais (9). Entre 1988 e 1991 apenas 29% dos pacientes
sob tratamento tinham sua meta pressorica atingida, e até 1994, houve um
declinio, para 27% (7). Um estudo recente traz dados mais alarmantes,
com apenas 53% do total de hipertensos tratados com niveis de pressao arterial
abaixo de 140/90 mmHg (10). E importante, porém o discernimento entre
hipertens@o néo controlada e hipertenséo refrataria, sendo que o primeiro grupo
inclui tanto individuos que néo tem controle de sua PA por falta de aderéncia ao
tratamento, como os individuos que sado realmente resistentes ao tratamento
farmacoldgico(9). Apesar disto, no estudo ALLHAT (11), aproximadamente 50%
dos participantes precisaram utilizar 3 medicamentos diferentes para controlar sua
PA, o que fica no limite do diagndstico de HAR. Outra questédo interessante foi
levantada pelo estudo Framingham (12); foi observado que 90% dos pacientes
tiveram a PAD controlada contra apenas 49% com a PAS controlada. Isto mostra
uma disparidade no controle da PAS e PAD, principalmente em individuos com

idade avancada.

A maior parte das causas de controle inadequado da presséao arterial,
como postulado pelo VII IJNC (8) sédo hoje consideradas causas de

pseudo-refratariedade ou de hiperreatividade transitéria da pressao arterial.
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As causas de pseudo-refratariedade da hipertensdo arterial sdo mudltiplas,
sendo as mais freqlentes a ndo adeséo ao tratamento, a hipertensdo secundaria
e as co-morbidades (obesidade, etilismo e apnéia do sono, principalmente).
Além disto, torna-se necessario excluir algumas possibilidades antes que seja
atribuido a um paciente o diagndstico de hipertensao refrataria, sendo elas: a
medida inadequada da pressao arterial, a presenca no paciente de artérias
braquiais calcificadas, ou ateroscleréticas, e o chamado “efeito do jaleco branco”
caracterizado por afericdes altas transientes que néo refletem a presséo arterial
média diurna (9), de forma que devem ser consideradas as medidas ambulatoriais
de pressdo arterial (MAPA) para fins de diagndstico. E estimado que o efeito de

jaleco branco ocorra entre 20 e 30% do total de hipertensos(13, 14)

Outras causas estdo relacionadas a caracteristicas farmacodinamicas e
farmacocinéticas de anti-hipertensivos inadequadamente utilizados ou associados,
ou mesmo ndo empregados (diuréticos) (15). Nesse contexto, também o
tabagismo destaca-se como causa de dificuldade no controle da presséo arterial
na vigéncia de tratamento adequado e em condi¢des ideais.

A resisténcia a terapia anti-hipertensiva € usualmente multifatorial.
Entretanto, erro diagnéstico (pseudo-hipertensdo) e descumprimento da
prescricdo médica (ndo adesdo) sdo fatores que tém um papel importante na
caracterizagdo da HAR. Excluidas as causas secundarias de HA e co-morbidades
como obesidade, tabagismo, etilismo, apnéia do sono, além de combinacdes
inadequadas de farmacos anti-hipertensivos e ou subdosagens dos mesmos,
outras causas devem ainda ser investigadas, como, por exemplo, a expansédo do

volume plasmatico como mediador da resisténcia a terapia (16-20).

Assim, mesmo afastadas todas as causas de pseudo-resisténcia,
a HAR é frequente na pratica clinica e permanece sendo um desafio para a
medicina. Na chamada pseudo-hipertensdo, ha discordancia entre os valores
pressoricos obtidos na avaliagdo com manguito braquial (0s quais se encontram
elevados) e os registrados de forma invasiva, através de cateterismo intra-arterial

(invariavelmente menores). As causas mais comuns associadas a esta situacao
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sdo: ateromatose arterial difusa e ou hiperplasia da camada média das artérias
(21). A manobra de Osler pode ser realizada como primeira triagem. Consiste em
insuflar o manguito braquial acima da PAS e palpar simultaneamente a artéria
radial que permanece como um corddo endurecido e nao compressivel,
caracterizando a manobra de Osler positiva (22). E discutivel sua real validade no
diagnéstico de pseudo-hipertensdo. Outras manobras podem ser realizadas.
Dispositivos nao-invasivos de mensuracdo da PA podem ser utilizados (23).
Destes, 0s equipamentos que usam métodos oscilométricos apresentam maior
aproximacdo com os valores obtidos de forma invasiva por -cateterismo
intra-arterial, auxiliando na diferenciacdo entre pseudo-resisténcia ou

pseudo-hipertensdo e HAR verdadeira (24).

A falha em atingir os niveis pressoricos é distinta da resisténcia ao
tratamento, de forma que para um regime terapéutico ter falhado, € necesséario
gue tenha sido corretamente seguido (9). Esta distin¢cao € importante clinicamente,
pois individuos com baixa adesdo ao tratamento ndo necessariamente terdo que
passar por sucessivas alteracdes no regime terapéutico como ocorre em

individuos nao responsivos (9).

1.2.1- Adesao ao tratamento

A adesdo ao tratamento é definida como o grau de obediéncia do
paciente a prescricao e as instrucdes medicas. Isto €, como o paciente cumpre as
recomendacBes médicas, em termos de tomar a medicacdo prescrita, seguir a
dieta, realizar mudancas no estilo de vida e comparecer as consultas médicas,

coincidindo com a orientacdo médica estipulada (25).

A falta de adeséo ao tratamento anti hipertensivo € uma das principais
causas para a falta de controle da pressao arterial (26). Estudos indicam que em
torno de 40% dos pacientes que recebem o diagndstico de hipertensao

descontinuam seu tratamento anti-hipertensivo durante o primeiro ano do
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tratamento, e menos de 40% persistem no tratamento apds 5 a 10 anos de

seguimento (27-29)

Vérios fatores exercem influéncia na adeséo do paciente ao tratamento

anti-hipertensivo. Estes fatores podem ser relacionados:

1- Ao paciente: sexo, idade, etnia, estado civil, escolaridade e nivel

socioecon6mico;
2- A doenca: cronicidade, auséncia de sintomas e ou conseqiiéncias tardias;

3- Aos habitos de vida e culturais: a percepcado da seriedade do problema,
ignorancia, experiéncia com a doenca, contexto familiar conceito saude-doenca

e auto-estima;

4- Ao tratamento: custo, efeitos colaterais, esquemas terapéuticos complexos e
qualidade de vida;

5- Aos aspectos institucionais: politica de saude, acessos ao servico publico,

distancia, tempo de espera e tempos de atendimento (30);

6- Aos membros da equipe de salude que assistem o hipertenso, especialmente,
a relacdo médico-paciente que constitui fator de grande importancia na adesao

do hipertenso ao tratamento (31).

Desta forma, o controle inadequado da PA pode estar relacionado a
falta de adesdo, um simples, mas importante determinante do tratamento
anti-hipertensivo e ndo a refratariedade, devendo, portanto, ser minuciosamente

avaliado e excluido na caracterizacdo da HAR.
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1.2.2- Hipertensdo arterial refrataria e prescricdo inadequada de farmacos

anti-hipertensivos

Uma revisdo de HAR, realizada em centro terciario de atendimento
médico por Yakovlevitch e Black da Universidade YALE (32) mostrou que a
dosagem sub-terapéutica de anti-hipertensivos foi a causa mais frequente de
resisténcia ao tratamento medicamentoso (43% dos casos). A otimizagcdo das
doses destes medicamentos, e particularmente o uso de diuréticos por via oral,
permitiu controlar a PA dos pacientes referendados como refratarios.
Demonstrou-se, desta forma, que existe certa relutancia por parte dos clinicos em
prescrever diuréticos em doses apropriadas, a despeito das evidéncias,
mostrando a importancia do controle do fluido extracelular e do volume sangiineo
no tratamento da HA. Alguns pacientes sdo especialmente suscetiveis a
determinados medicamentos, manifestando efeitos colaterais que levam a
intolerancia ao farmaco e abandono do tratamento, sendo eventualmente

rotulados como hipertensos refratarios.

Psaty e colaboradores reportaram um baixo uso de diuréticos e
beta-bloqueadores nos anos 90, o que contribuia para o insucesso terapéutico (7).
Além disso, eles ressaltam a importancia do uso de diuréticos, mesmo em baixas
doses, que além de diminuir a pressdo arterial, estariam relacionados a menor
risco de desfechos cardiovasculares. Isto também € importante, uma vez que o
excesso de volume plasmatico é apontado como uma das principais causas da
hipertenséao refrataria. Na figura 2, podemos ver as mudancas ao longo dos anos

90 no uso das classes de anti-hipertensivos.

Introdugéo
49



4 Diuréticos Tiazidicos X Blogueadores de Canais de Ca?H

o 701 M g-Blogueadores <> a-Bloqueadores
é: /\Inibidoresda ECA () Diuréticos de Alga
< 604 &
Q T
g T
8
= 404
[1~]
=]
2 301
0
Q
& 20-
<
= 104 -~ 0 ~ ——O—Cr %
35 (
£
0 1 T T 1 1 T L] 1 T T
4 Diuréticos Tiazidicos X Blogueadores de Canais de (Eah
[ | p-Bloqueadores >|< a-Bloqueadores
704 /\ Inibidoresda ECA () Diuréticos de Algca
®
S 60-
[an]
£ 50-
o
8
= 40 4
]
-
2 30
Wy
Q
& 20-
=
=
= 104 M
2
- 0 ’[Ir\ "r\ *l \ill T T T T T T
1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999
Ano

Figura

2- Tendéncias nos usos de anti-hipertensivos durante os anos 90.
Neste estudo foram incluidos 5888 adultos com mais de 65 anos,
recrutados em centros de saude nos Estados Unidos. Os pacientes
foram avaliados anualmente durante um periodo entre 1989 e 1999.
A: pacientes sem doenca da artéria corondria; B: Pacientes com
doenca da artéria coronaria. Adaptado de (Psaty, Manolio et al., 2002).
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1.2.3- Interacdes com drogas

Os antiinflamatérios ndo esteroidais causam retencdo de soédio,
aumento da volemia, inibicdo dos efeitos das prostaglandinas vasodilatadoras em
nivel renal e aumento da resposta vasoconstritora aos hormdnios vasopressores

e, desta forma, elevam a PA (9).

Alguns estudos de metandlise demonstraram que os antiinflamatorios
elevam a PA média em aproximadamente 4 a 5 mmHg. Apenas a aspirina nao
participa desta importante interagdo medicamentosa (33). O mecanismo pelo qual
ocorreria este aumento na PA seria por inibicdo da sintese de prostaglandinas
pelo rim, especialmente as prostaglandinas E; e |, 0 que levaria a uma retencao
de sddio e conseqglentemente de agua (9). Os contraceptivos orais provocam
Hipertenséo Arterial (HA) duas a trés vezes mais frequentemente em mulheres
que os usam (34, 35), especialmente em obesas e tabagistas. A suspensao do

uso desses medicamentos normaliza a PA em alguns meses.

O uso de cocaina e anfetamina deve ser considerado em todos o0s
pacientes que se apresentam nas unidades de emergéncia com problemas
relacionados a hipertensdo arterial (36). A intoxicacdo aguda por anfetamina €
similar aquela da cocaina, porém, mais prolongada podendo durar varias horas.
Em pacientes em uso de beta-bloqueadores, a anfetamina ocasiona aumento
paradoxal da PA, bem como vasoconstricdo coronariana, devido a exagerada
estimulacdo das catecolaminas sobre os alfa-receptores adrenérgicos nao
bloqueados (37).

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

liberacdo de noradrenalina dos estoques neuronais (38).
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Os antidepressivos triciclicos antagonizam os efeitos hipotensores das
drogas bloqueadoras adrenérgicas (por exemplo, a guanetidina) por impedirem a
captacdo dessas drogas anti-hipertensivas em terminagbes nervosas
adrenérgicas. Interacbes similares também sdo observadas com clonidina e
metildopa (39). A ciclosporina tem efeito conhecido sobre a PA com relatos de
desenvolvimento de hipertensdo arterial em 50 a 70% dos pacientes
transplantados. Vasoconstricdo renal e diminuicAo da excrecdo de agua sao
observadas em pacientes com HA induzida pela ciclosporina. Os corticéides
promovem retencdo de sal e agua e HA volume dependente, por apresentarem

atividade mineralocorticéide (9, 40).

1.2.4- Condi¢Oes associadas

Desde o inicio do século XX, estudos epidemioldgicos tém demonstrado
associacao entre HA e consumo de alcool, sendo considerada uma causa comum
de elevacao reversivel da PA. A contribuicdo do alcool sobre a prevaléncia de HA
na populagdo varia de acordo com a quantidade ingerida e da populagcdo em
estudo. O consumo de doses maiores que 30 ml de etanol por dia esta
relacionado a aumento da presséao arterial (41). Os efeitos do alcool sobre a PA,
aparentemente ndo sdo mediados por alteragdes estruturais, e sim por mudancas
vasculares funcionais reversiveis, com participacao do sistema nervoso simpatico,
substancias vasoativas e alteracbes do transporte celular de eletrdlitos.
A resisténcia a terapia anti-hipertensiva também tem sido relacionada ao consumo
de alcool, por interferéncia direta sobre os efeitos das drogas hipotensoras ou
associadas a pseudo-resisténcia ocasionada pela ma adesdo ao tratamento

observada em alcodlatras (42).

O ato de fumar um cigarro causa elevacao transitoria da PA, sendo a
duracéo do efeito na elevacao dos niveis presséricos influenciada pelo nimero de
cigarros consumidos por dia. Estudos experimentais em humanos e animais tém

demonstrado que o mecanismo pelo qual o tabagismo promove estas alteracoes
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esta associado ao efeito da nicotina sobre a liberacdo de catecolaminas neuronais
e das supra-renais, 0s quais aumentam a frequiéncia cardiaca, volume sistdlico,
contratilidade miocéardica, promovem vasoconstricdo sistémica e aumento de fluxo
para musculatura esquelética. A nicotina atua sobre o eixo hipotalamo-hipdfise
estimulando a secrecao do fator liberador de corticotrofina, aumenta os niveis de
endorfina, hormbénio adrenocorticotrofico (ACTH) (43), vasopressina e
corticosterdides proporcionalmente a concentracdo plasmatica alcancada (44).
Outro importante efeito da nicotina sobre o sistema cardiovascular é relacionado a
alteracéo da funcao endotelial demonstrada em estudos de complacéncia venosa
de veia dorsal da mado em tabagistas (45). Também a administracdo de nicotina
transdérmica (adesivos) em ndo tabagistas ou tabagistas de grau leve pode
causar disfuncdo endotelial (46-48). Desta forma, o tabagismo esta associado a
elevacdo persistente da pressao arterial e aumento da variabilidade pressorica
(49-51). Além disso, os efeitos da terapia anti-hipertensiva com betabloqueadores

encontram-se atenuados em hipertensos tabagistas (52).

Estudos experimentais e clinicos tém demonstrado que o excesso de
peso eleva a PA. O mecanismo exato pelo qual a obesidade provoca esta
alteracdo nao esta totalmente esclarecido. Sabe-se que obesidade esta associada
a aumento do débito cardiaco, resisténcia vascular periférica e fluxo sangtineo
regional, que promovem expansado do volume extracelular e alteragdo da funcéo
renal, manifestada por alteracdo da curva pressao/natriurese e retencao renal de
sédio. Inicialmente, por um aumento da reabsorcdo tubular na fase inicial da
obesidade, e posteriormente, secundéria a lesdo glomerular com perda de fungéo
(53, 54). Outro importante fator € a atividade plasméatica da renina que esta
aumentada em obesos, independente da retencdo de sodio e aumento do volume
extracelular. O papel da angiotensina Il € reforcado pela eficacia observada no
tratamento de jovens obesos hipertensos com inibidores da enzima conversora de

angiotensina (55).

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

musculo-esqueléticas quando comparados a hipertensos bem controlados
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pareados por idade, sexo e indice de massa corporal (56). Isto sugere que a
hipertrofia do musculo liso dos vasos de resisténcia induzida pela insulina seja
responsavel pelo aumento da resisténcia vascular periférica em pacientes obesos
com resisténcia a insulina e HA. Finalmente, a obesidade e a hiperinsulinemia
bloqueiam a efetividade das drogas anti-hipertensivas, contribuindo desta maneira

para resisténcia ao tratamento medicamentoso da HA.

A apnéia obstrutiva do sono deve ser considerada como causa de HAR
em todo paciente obeso que apresenta episddios de apnéia durante o sono.
Tem sido documentado, que mais de 40% dos pacientes com HAR sé&o portadores
de apnéia obstrutiva do sono nao diagnosticada (57). O MAPA-24h mostra que
estes pacientes nao apresentam descenso noturno com a variacdo do ritmo
circadiano e a monitorizacado do sono confirma a presenca de varios episodios de
apnéia e hipdxia durante o sono caracterizando o quadro (Smith, Niedermaier
et al., 1996). As alteracdes hemodinamicas agudas que ocorrem durante a apnéia
obstrutiva do sono incluem: hipertensdo sistémica e pulmonar, aumento da

pré-carga ventricular esquerda e direita, e diminuigdo do débito cardiaco.

1.2.5- A importancia da sobrecarga volémica

Um dos principais fatores determinantes da PA e da composi¢céo
aquosa do corpo é o equilibrio entre a ingestao oral e a excrecdo renal e perda
extra-renal de agua, regulados pelo sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
(SRAA), peptideo natriurético atrial e os receptores atriais e renais de pressao
(58). A sobrecarga de volume que acompanha um balango positivo de sodio
corporal representa uma importante causa de HAR. Vérias situagcbes comuns
estdo associadas a esta condicdo, como por exemplo, a excessiva ingestao de sal
levando a elevacdo da PA em pacientes hipertensos recebendo medicacéo
anti-hipertensiva. Quando a sobrecarga de volume € provavel, a avaliacdo da
excrecdo de sbdio na urina de 24 h nos permite descartar uma falsa restricdo

salina informada pelo paciente.
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1.2.6- Hipertenséo arterial secundaria

A resisténcia ao tratamento anti-hipertensivo em pacientes com boa
adesdo chama a atencdo para o diagnéstico de HA secundéria. Entre as varias
causas de HA secundéria existentes e descritas na literatura (59), as mais
freqientemente encontradas em servicos de atendimento especializado séo

descritas abaixo.

A estenose da artéria renal é a causa tratdvel mais comum de HA
secundaria, e deve ser suspeita diagndstica em individuos com histéria recente de
hipertensdo, ou hipertensos que nao respondem a um tratamento que
anteriormente controlava a PA. O renograma com captopril e o ultra-som Doppler
de artéria renal sdo procedimentos de boa sensibilidade para deteccdo de
estenose da artéria renal de grau importante. A angio-ressonancia apos injecéo de
gadolinio tem sido indicada para visualizacdo da aorta e das artérias renais,
reservando-se a angiografia para estudos com indicacdo de intervencéo

transluminal com ou sem implante de endoproteses (60).

Atualmente, admite-se que o hiperaldosteronismo primario seja
responsavel por cerca de 5-15% dos casos de HA secundaria. Entretanto, mais de
30% dos pacientes com hiperaldosteronismo primario apresentam HAR,
muitos deles sem hipopotassemia (61). As duas principais causas de
hiperaldosteronismo primario sdo a hiperplasia adrenal idiopatica e o adenoma
produtor de aldosterona, sendo maior a prevaléncia de hiperplasia adrenal
idiopatica entre homens (proporcao 4:1), negros e apos a sexta década de vida.
Adenomas sdo mais comuns em mulheres (proporcao de 2:1), entre 30-50 anos
de idade. A concentracao plasmatica de aldosterona, e a relacéo entre este fator e
a atividade da renina plasmatica sao testes Uteis para triagem, mas ndo selam o
diagndstico. O diagnéstico é feito através da quantificacdo da aldosterona urinéria
de 24h. A tomografia computadorizada com contraste, apesar de Gtil ndo detecta
cerca de 50% dos adenomas, sendo a dosagem de aldosterona da veia
supra-renal considerada o padréo-ouro para determinar a lateralidade da doenca
(62). O tratamento é cirdrgico nos casos de adenoma, e essencialmente clinico

nos casos de hiperplasia (63).
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Existem outras causas secudarias de Hipertensdo como,
feocromocitoma, sindrome de cushing, hiperparatireocidismo e tumores
intracranianos que sao mais raras, porém também pode estar relacionadas a
HAR (9).

1.3- Sistema Renina - Angiotensina - Aldosterona

O SRAA tem uma importante influéncia sobre a fungcédo e estrutura do
leito arterial, assim como na regulacdo da pressao arterial. Alteracbes tanto na
funcdo como na expressao de proteinas envolvidas neste sistema podem levar a
um desequilibrio, e em Jdltima analise, poderiam participar na génese da

hipertensdo. Na figura 3 podemos ver um esquema do sistema SRAA.

pY

Niveis altos de aldosterona s&o relacionados a maior velocidade de
onda de pulso (VOP) em hipertensos (64). A velocidade de onda de pulso é uma
técnica usada para quantificar o espessamento de artérias (abordada a seguir).
Além disso, pacientes com aldosteronismo primario - com excesso de producao de
aldosterona - possuem maior espessamento da intima-média da carétida,
comparado com controles e hipertensos primarios (65). Nosso grupo também
encontrou relacdo entre espessura cardiaca aumentada e hipertensao refrataria
(66). Sabe-se também que estes efeitos secundarios a hipertenséo
(remodelamento cardiovascular) podem ser reduzidos por antagonistas de

receptores de aldosterona (67, 68).
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Figura 3- Mecanismo de funcionamento do sistema RAAS: O figado secreta o
angiotensinogénio, que é quebrado pela renina em angiotensina |.
Esta é quebrada pela ECA em angiotensina Il. A angiotensina Il
estimula a secrecdo de aldosterona, causa vasoconstricdo e ativacéo
do sistema nervoso simpatico (efeitos rapidos). A aldosterona por sua
vez retém sodio e agua. Angiotensina Il e aldosterona promovem a
proliferacdo de células de musculatura lisa de vasos (efeito lento) e,

consequentemente, promovem também o espessamento arterial.

1.3.1- Aldosterona e seus efeitos

A aldosterona € sintetizada pela glandula supra-renal. Existe evidéncia
gue ela pode ser sintetizada também no coracdo e em vasos sanguineos,
apesar de que existe controvérsia em relacdo as quantidades produzidas,
e ao real impacto fisiologico (69). Os efeitos mais conhecidos da aldosterona sdo

sobre o balanco eletrolitico de sodio e potassio nos rins, e consequente controle
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do volume plasmatico. A aldosterona é capaz de agir também diretamente sobre o
sistema vascular, como revisado por Schiffrin (69). A aldosterona age sobre o
endotélio modulando as a¢bBes da angiotensina Il (stress oxidativo, consequente
disfuncdo endotelial e degradacdo do O6xido nitrico), ativando a fosfolipase C
(levando a vasoconstricdo por uma via ndo gendmica), agindo sobre canais
ibnicos (podendo levar a um inchamento das células endoteliais com posterior
enrijecimento e disfungéao endotelial), e aumento na atividade de NAD(P)H oxidase
(aumentando as espécies reativas de oxigénio, o que leva ao stress oxidativo e
inflamacédo). A aldosterona € capaz de agir sobre os tecidos cardiaco, vascular e
renal, induzindo fibrose através de uma acdo direta proé-inflamatoria,
especialmente em presenca de altas taxas de sal. Sobre as células de
musculatura lisa vascular, a aldosterona agiria mediando grande parte dos efeitos
da angiotensina Il (¢ capaz de fazer um aumento na transcricdo dos receptores de
angiotensina, e da ECA, aumentando consequentemente a concentracdo e acao
local da angiotensina Il), atua sobre a proliferagdo celular (em conjunto com a
angiotensina Il tanto por vias que envolvem transcricdo genética como em vias

diretas - Figura 4)
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Figura 4- Vias de sinalizagdo Intracelular da Aldosterona. Estas vias sdo divididas
em gendmica (lenta) e ndo gendmica (rapida). Resumidamente,
a aldosterona ativa a tirosina quinase c-Src, levando a geracao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) induzida por estimulacdo de
NAD(P)H oxidase na via das MAP quinases. Estes eventos ocorrem
em dominios da membrana ricos em colesterol, chamados lipid rafts.
Ocorre também um cross-talk com as vias de sinalizacdo da
angiotensina através de ativacdo dos receptores AT1 (mecanismo nao
elucidado), o qual também sinaliza em parte pela via c-Src e NAD(P)H
oxidase. MAP quinases sé&o inibidas por MKP-1, a qual € inibida por

7

Ki-ras2A. Este ultimo é estimulado por ativacdo génica através dos
efeitos genoémicos da aldosterona, o que, portanto, resulta na ativagéo
da via das MAP quinases levando a fibrose, crescimento celular, e
processos de remodelamento. ALDO=aldosterona; MR=receptor
mineralocorticéide; AT1R=receptor de angiotensina 2 tipo 1;
MAPK=proteina quinase ativada por mitdgenos; MKP-1=big proteina
quinase ativada por mitdégenos, tipo 1; Ki-ras2A=membro da familia de
oncoproteinas ras; C-src=Proteina quinase também chamada CSK;
EGFR=receptor de fator de crescimento epidérmico. Adaptado de

(Schiffrin, 2006).
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Pelo fato da aldosterona causar uma upregulation dos receptores da
angiotensina Il, é possivel que ocorra um efeito “bola de neve”, uma vez que a
angiotensina Il através dos receptores AT1 estimula producdo e liberacdo de
aldosterona pela glandula supra-renal, 0 que por sua vez aumenta a atividade da
ECA tecidual, o que aumenta sucessivamente a angiotensina Il, levando a
aumentos adicionais dos niveis de aldosterona (69). Desta forma, imagina-se que
uma combinagdo de bloqueador de receptor mineralocorticéide acoplado a um

inibidor da ECA possa ser a terapia anti-aterogénica mais eficiente no futuro.

1.4- Remodelamento cardiovascular

O remodelamento cardiovascular consiste em espessamento e
enrijecimento das artérias, acompanhado de hipertrofia e perda de contratibilidade
cardiaca (70). Este efeito € causado por quebra de fibras de elastina, depdsito de
colageno, fibrose, inflamacgéo, necrose da musculatura lisa medial, calcificacdes,
e difusdo de macromoléculas para o interior da parede arterial (71). A deposicéo
de coldgeno em artérias coronarias contribui para a reducdo na reserva
coronariana, potencializando a isquemia do miocardio. No contexto de hipertrofia
cardiaca, esta é uma resposta de adaptacéo fisioldégica a uma sobrecarga crbnica
de pressdo, uma vez que permite a ejecdo normal, apesar da sobrecarga
hemodinamica (70). Apesar disto, a Hipertrofia cardiaca se constitui em um fator
independente para morte subita, infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca.
A maioria das complicacbes decorrentes da hipertenséo arterial € mediada pelo
remodelamento cardiovascular, dentre elas a formag&o e o rompimento de placas

ateroscleroticas, ruptura de vasos, entre outros.

A aldosterona atua de forma direta no remodelamento cardiovascular,
de tal forma que dois estudos clinicos importantes demonstraram beneficios do
uso de antagonistas de receptores mineralocorticéides sobre o remodelamento
cardiovascular: RALES (72) e EPHESUS (73). Estes efeitos ndo podem ser
explicados apenas pela acdo da aldosterona sobre o volume plasméatico dos

pacientes (74).
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1.4.1- Velocidade de onda de pulso

Apods a sistole cardiaca, as artérias de grande porte absorvem parte da
forca da pressdo sanguinea contra suas paredes, sofrem uma distenséo
mecanica, e em seguida, por sua propriedade elastica, retransmitem essa forca ao
longo do vaso (onda de pulso) (Figura 5), de forma a atenuar o pico de pressao
gerado pela sistole sem perder a capacidade de perfusdo sanguinea, e gerar um
fluxo continuo nos capilares sanguineos, 0s quais nao sao preparados para resistir

a grande variabilidade de pressao.

Existem duas propriedades que tem grande influéncia sobre a pressao
sanguinea no ponto de vista arterial: resisténcia vascular periférica,
e complacéncia arterial. Se houver um aumento somente na resisténcia vascular
periférica, hA um aumento tanto na pressdo arterial sistolica (PAS) como na
diastolica (PAD). Se houver concomitantemente uma diminuicdo na complacéncia
arterial (rigidez causada por remodelamento vascular), ha um aumento na
oscilacédo entre as pressoes, resultando em aumento desproporcional na PAS e
pouca diferenca na PAD (71); por isto, somente a PAD normalizada como critério
de PA controlada é inadequado (74). Em situacao fisiolégica normal existe uma
diminuicdo progressiva da funcdo de amortecimento partindo da aorta
descendente (artéria mais elastica) em direcdo as artérias periféricas
(menos elasticas e com maior componente muscular). Quando a onda de pulso
passa das artérias complacentes para os vasos periféricos (de alta resisténcia),
ocorre uma reflexdo da onda de pulso, criando ondas retrégradas. Isto influencia
as flutuagbes secundarias no formato da onda de presséo na diastole e explica a
observacdo de aumento da pressao de pulso central acompanhada de aumento
na pressdo arterial sistélica em situacdes de espessamento arterial (71).
A heterogeneidade natural na espessura arterial tem importantes consequéncias
fisioldgicas: uma onda de pressdo que se propagasse em um tubo visco-elastico
sem sitios de reflexdo seria progressivamente atenuada, com uma taxa de
reducdo exponencial ao longo do tubo. O que ocorre, porém € que em um tubo

visco-elastico com numerosas subdivisbes, a onda de pulso € amplificada,
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devido as ondas de reflexdo. Particularmente, nas artérias periféricas, as ondas de
reflexdo sdo capazes de amplificar a onda de pulso, pois os pontos de reflexdo
sdo0 muito mais proximos a sitios periféricos do que as artérias centrais, e a VOP é
maior nas artérias periféricas, que sdo mais espessas. O resultado € que a
amplitude na onda de pulso € maior em artérias periféricas que nas artérias
centrais, chamado “fenébmeno de amplificacdo”. Quanto mais espesso um vaso,
maior a velocidade de propagacédo das ondas de pulso em dire¢do a periferia e em
direcdo retrograda (71).

A VOP mais estudada é a determinada entre as artérias carotida e a
femoral direita, uma vez que este é o trecho que “filtra” a maior parte da
variabilidade de presséo arterial e é justamente o trecho mais suscetivel a maior
parte dos efeitos patofisiologicos do espessamento arterial. Além disso, a VOP
carotida-femoral € a que possui maior evidéncia de valor preditivo para desfechos

cardiovasculares, além de exigir pouca pratica técnica para sua determinacao (71)
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Diastole

E Areaseccional da parede arterial

Area da luz arterial durante a didstole

[ ] Alteragdona éreada luz arterial
(AA) durante sistole

Figura 5- Complacéncia arterial durante a sistole. Adaptado de (Laurent,
Cockcroft et al., 2006)

O principio basico da determinacdo da velocidade de onda de pulso
(VOP) é que o pulso de pressao gerado pela ejecao ventricular que é propagado
ao longo das artérias tem sua velocidade determinada pelas propriedades
elasticas e geométricas da parede arterial (75). A velocidade com que este pulso é
transmitido ao longo das paredes arteriais é diretamente proporcional a rigidez das
mesmas. A deteccdo do pulso se da através do uso de sensores posicionados
sobre a pele (mecanicos, ou por ultra-som) que detectam a onda de pulso sobre a

artéria de interesse. A VOP ¢é calculada através da determinacdo do tempo de
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transito do pulso e a distancia percorrida pelo mesmo, entre dois locais de medida
de acordo com a férmula: VOP (m/s)=distancia (m)/ tempo de transito (s). A VOP
carétida-femural € calculada pelo tempo de atraso entre o inicio da base da onda
proximal (carotida) e o inicio da base da onda distal (femoral), método chamado
“foot to foot”, e pela medida da distancia superficial que separa 0s respectivos

transdutores (75). Na figura 6 podemos ver esquema do método “foot to foot”.

A

Artéria 1
Carotida
Comum

Artéria
Femoral
Comum

Figura 6- Medida da VOP pelo método “foot to foot”. Neste método se determina o
tempo de atraso entre o inicio da onda de pulso da cardétida e o inicio da
onda de pulso na femoral, registradas simultaneamente. Este tempo €&
usado para dividir uma estimativa da distancia percorrida pela onda de
pulso. Adaptado de (Laurent, Cockcroft et al., 2006).
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A VOP foi proposta como padrdo-ouro da medida de espessamento
arterial, uma vez que é uma medida mais direta de espessamento, tem boa
reprodutibilidade, e existe evidéncia de um grande numero de estudos
prospectivos independentes que suportam seu uso como previsor independente

de desfechos vasculares (71, 76).

Ja estd comprovado também, que o tratamento anti-hipertensivo a
longo prazo é capaz de reduzir a VOP, independentemente da reducdo da PA
(74, 75).

1.4.2- Espessura da intima média da artéria carotida

O espessamento arterial e a reflexdo de ondas de pulso séo aceitos
como os fatores determinantes para 0 aumento da pressao sistélica e pressao de
pulso associados ao envelhecimento, portanto participam de forma importante
como causas para ataques cardiacos e infarto do miocardio (71). O mecanismo
seria que um aumento na espessura arterial causaria um retorno prematuro das
ondas de reflexdo durante a sistole, aumentando a pressédo de pulso central,
e consequentemente a pressao sistolica. A PAS aumentada aumentaria a carga
sobre o ventriculo esquerdo, aumentando a demanda por oxigénio. Além disso,
0 espessamento arterial esta ligado com a hipertrofia ventricular esquerda,
um fator de risco conhecido para eventos coronarios, tanto em pacientes
normotensos como hipertensos. Além disto, um aumento na espessura da caroétida

esta relacionado a acumulo (77) e ruptura de placas ateroscleroticas (71).

1.5- Fatores Genéticos

Além de fatores ambientais para a predisposicdo a hipertenséo,
como ingestdo de soédio, stress, entre outros, existem fatores genéticos que

podem ter influéncia sobre mecanismos de controle da presséao arterial.
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Como a hipertensdo refrataria representa um fendtipo extremo,
€ possivel que fatores genéticos possam ter uma participagdo mais significante
nesta situacdo do que no fenétipo mais geral de hipertensao (9).

Os fatores genéticos envolvidos neste trabalho fazem parte da classe
dos polimorfismos de (nico nucleotideo (Single nucleotide polymorphisms -
SNPs). Este tipo de polimorfismo pode alterar sitios de reconhecimento de fatores
de transcricdo e alterar sequéncias de codons, dentre outros efeitos, podendo

modular a atividade e expressao da proteina.

1.5.1- O gene CYP11b2

O gene CYP11b2 codifica uma proteina do grupo dos citocromos
P-450, familia 11, subfamilia B, polipeptideo 2. Este gene também é conhecido
pelos nomes CPN2, ALDOS, CYP11B, CYP11BL, P450C18, P-450C18,
P450aldo.Os citocromos P450 sdo monooxigenases que catalizam diversas
reacoes envolvendo metabolismo de farmacos e sintese de colesterol, esterodides,
e outros lipideos. Esta proteina se localiza na membrana interna da mitocéndria.
A enzima tem atividade 18-hidroxilase (em esterdides) para sintetizar aldosterona
e 18-oxocortisol e atividades 11-beta-hidroxilase e 18 oxidase (em esteroides),
necessarias para a sintese de aldosterona (78). Mutacbes neste gene podem
causar deficiéncia de corticoesterona metil oxidase. O gene se localiza no
cromossomo 8, regido 8qg21-g22, e possui 2930 pares de base, gerando uma
proteina com 503 aminoacidos. O gene possui um sitio para anelamento do fator
de transcricdo Steroidogenic Factor 1 (79), porém este ndo parece estar envolvido

com o aumento na transcrigcao deste gene (80).

O gene CYP11b2 parece estar associado a uma rara forma mendeliana
de hipertensao, o aldosteronismo remediado por glicocorticéides (81), e haplétipos
neste gene parecem estar associados com hipertensao essencial (81). Além disso,
uma conversao comum no intron 2 (uma troca pela sequéncia do gene homoélogo,

CYP11b1l) pode contribuir para aumento da PA em hipertensos (78, 82).
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Entre os diferentes genes que codificam os componentes do Sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterona, o gene que codifica a enzima sintase da
aldosterona (CYP11B2) participa de forma crucial, pois € a enzima responsavel
pelo passo final na sintese de aldosterona nas células justa glomerulares na
glandula supra-renal (conversdo de desoxicorticoesterona em aldosterona) (83).
Um dos polimorfismos mais estudados € um SNP na regido promotora do gene,
posicdo -344 C/T (troca de citosina por timina), postulado como sitio de
anelamento do fator de transcricdo steroidogenic factor 1 (79). H& alguma
controvérsia em relacdo a associacdo entre alelos deste polimorfismo com
hipertensédo arterial, sendo mais comum a associacdo com o alelo T (82, 84).
Existe associagcdo na literatura da presenca do alelo T com maior risco de
desenvolvimento de hipertensdo arterial refrataria (85). Além disso,
foram relatadas correlacdes entre o alelo T e maior espessura de parede cardiaca
(indicador de remodelamento cardiovascular) em pacientes de cardiomiopatia
hipertrofica (86), e com insuficiéncia sistolica cardiaca crénica (87). O mesmo alelo
T foi relacionado a niveis mais altos de aldosterona circulante em individuos com
alta ingestdo de sodio (88), e reduzido efeito hipotensor dos tratamentos
anti-hipertensivos (89). Na tabela 1 estéo relacionadas as distribuicbes genotipicas

deste polimorfismo em diversas populagdes diferentes.
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Tabela 1- Frequéncia genotipica do polimorfismo -344C/T do gene CYP11b2 em

populacdes diferentes

Populacéo CC(%) CT((%) TT (%) Referéncia
Caucasianos Americanos 20 48 32 Biolo et al, 2007 (87)
Caucasianos Britanicos 25 55 20 Zhu et al, 2002 (78)
Caucasianos Franceses 21 50 29 Tiret et al, 2000 (90)
Caucasianos Escoceses 20 53 27 Davies et al, 1999 (82)
Caucasianos lItalianos 28 46 26 Rossi et al, 2001 (91)
Caucasianos Alemaes 34 44 22 Brand et al, 1999 (92)
Japoneses 10 42 48 Tsuijita et al, 2001(93)
Afro Americanos 8 39 53 Biolo et al, 2007 (87)
Afro Britanicos (descendéncia 1 37 61 Zhu et al, 2002 (78)
africana ou afro-caribenha)
Brasileiros 27 54 19 Freitas et al, 2007 (85)

E possivel que o polimorfismo -344C/T na aldosterona sintase tenha
influéncia sobre o remodelamento cardiovascular, bem como na refratariedade aos

tratamentos farmacoldgicos usados na hipertenséao.

Freel (83, 94) e colaboradores publicaram uma nova teoria em que o
polimorfismo -344C/T estaria em desequilibrio de ligacdo com algum fator no gene
CYP11b1l, que regula a producao de cortisol, atribuindo a este os efeitos deletérios
encontrados nos pacientes hipertensos. Assim sendo, serdo estudados também

0s niveis de cortisol circulantes dos pacientes.

1.5.2- O gene MDR-1

O gene MDR-1 codifica uma proteina da superfamilia de
transportadores ATP-binding cassete (ABC). Proteinas do tipo ABC transportam

varias moléculas através de membranas extracelulares e intracelulares. Os genes

Introdugéo
68



ABC séo divididos em sete subfamilias distintas (ABC1, MDR/TAP, MRP, ALD,
OABP, GCN20, White). Alteracbes neste grupo de genes tém associacbes com
algumas doencas genéticas como fibrose cistica, doenca de Stargardt,
degeneracdo macular relacionada a idade, adrenoleucodistrofia, doenca de
Tangier, sindrome de Dubin-Johnson (95). O gene MDR-1 faz parte do grupo
MDR/TAP, o qual estd envolvido a multi-resisténcia farmacoldgica. A proteina
codificada por este gene se chama p-glicoproteina (PGP), e age como uma bomba
de efluxo (ATP dependente) de compostos xenobidticos com ampla especificidade
a diferentes substratos. Ela é responsavel por reduzido acumulo de farmacos em
células multi-resistentes, e freqientemente € o mediador do desenvolvimento de
resisténcia farmacologica a anti-tumorais por células tumorais. Esta proteina

também funciona como transportador na barreira hematoencefalica.

O gene MDR-1 também é conhecido por CLCS, P-gp, PGY1, ABC20,
CD243, GP170, MGC163296, ABCBL. Ele se localiza no cromossomo 7, na regiao
7021.1, e tem 4872 pares de base divididos em 28 exons, e a proteina possui
1280 aminoéacidos. A proteina consiste de duas metades homodlogas, Ada uma

com seis dominios transmembrana e um sitio de ligacao de ATP (96).

A aldosterona € substrato para a p-glicoproteina (PGP) (97, 98),
e recentemente foi demonstrado que esta proteina modula a secrecao (99) e
distribuicdo da aldosterona no corpo (100). Ela € responsavel por um sistema de
efluxo ativo de substancias lipofilicas para fora das células (96). Na figura 7 estéao
resumidas as principais participacdes da PGP sobre o transporte de substancias
lipofilicas.
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TRENDS in Pharmacological Sciences

Figura 7- Principais atuacdes da PGP (produto do gene MDR-1). a) a PGP reduz
a absorcao intestinal de seus substratos. b) a PGP aumenta a excrecéo
renal e hepatica de seus substratos. ¢) a PGP reduz a distribuicao
tecidual de seus substratos. Adaptado de (Fromm, 2004).
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Existe um polimorfismo no gene MDR-1 no exon 26, posi¢cdo 3435C/T
(troca de citosina por timina) associado com variagcbes na expressdo deste
transportador (101). O alelo T é relacionado a menor expresséo e estabilidade do
MRNA (102), e o alelo C é associado a uma maior atividade da p-glicoproteina
(103). A importancia disto € que como a aldosterona precisa atravessar as
membranas celulares para chegar a seu receptor nuclear, e a p-glicoproteina
transporta a aldosterona na membrana celular para fora das células, se houver
grande atividade ou expressdo da p-glicoproteina, as células terdo certa
resisténcia a aldosterona por mecanismo de efluxo. Este mecanismo é observado
em alguns tumores resistentes a antitumorais (95). Isto poderia levar a fenétipos
com maior ou menor sensibilidade celular a aldosterona dependendo da
expressdo da PGP (100). Além disto, o alelo C poderia estar relacionado a uma
maior secrecdo renal de aldosterona apds estimulo pela angiotensina Il (99).
Na tabela 2 estdo relacionadas as distribuicbes genotipicas do polimorfismo

3435C/T em diversas populacdes diferentes.

Tabela 2- Frequéncias alélicas do polimorfismo 3435C/T do gene MDR-1 em

populacdes diferentes

Populacéao Alelo C (%)  Alelo T (%) Referéncia
Caucasianos Alemaes 50 50 Schaeffeler et al, 2001 (104)

Caucasianos Italianos 54 46 Furuno et al, 2002 (105)
Caucasianos Britanicos 48 52 Ameyaw et al, 2001 (106)
Sauditas 55 45 Ameyaw et al, 2001 (106)
Portugueses 43 57 Ameyaw et al, 2001 (106)
Chineses 53 47 Ameyaw et al, 2001 (106)

Japoneses 54 46 Horinouchi et al, 2002 (107)

Africanos 90 10 Schaeffeler et al, 2001 (104)
Afro-Americanos 78 22 Schaeffeler et al, 2001 (104)

Adaptado de Marzolini et al, 2004 (108)
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O MDR-1 também est& envolvido em resisténcia a alguns tratamentos
farmacoldgicos devido a sua alta expressdo nas células epiteliais intestinais.
Desta forma, seus polimorfismos tém influéncia sobre a absorg¢do intestinal,
excrecao renal e biliar de alguns farmacos (108, 109). Alguns exemplos de a
nti-hipertensivos cuja biodisponibilidade é alterada sao Digoxina, Verapamil,
Diltiazen e Losartan, entre outros (110). Na tabela 3, estédo relacionados farmacos
gue séo de fato transportados pela PGP.

Outros transportadores de farmacos poli-especificos também estdo
sendo estudados sob o0 mesmo foco: transportadores relacionados a
multi-resisténcia MRP (familia ABCC), proteinas de transporte de anions organicos
(familia OATP (SLCO1 e SLCO2 - basicamente o SLC21A)), e uma familia de
transportadores (SLC22A) de cétions (OTCs), anions (OATS) e carnitina e cations
(OTCNS5) (110)
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Tabela 3- Farmacos que séo substratos, indutores ou inibidores da p-glicoproteina

Categoria Farmaco Substrato Inibidor Indutor

Actinomicina D X

Farmacos Daunorubicina

Antitumorais Docetaxel

Doxorubicina
Etoposidio
Imatinib
Irinotecan
Mitomicina C
Mitoxantrona
Paclitaxel
Teniposidio
Topotecan
Vimblastina

X X X X X X X X X X X X

Vincristina

Anti-Hipertensivos Carvedilol X

Celiprolol

xX X

Diltiazem
Losartan X

Nicardipina X

Reserpina X
Taliolol X

Anti-Arritmicos Amiodarona X
Digoxina X

Propafenona X

Quinidina

Verapamil

Glicocorticoides Aldosterona
Cortisol

Dexametasona

X X X X| X X

Metilprednisolona
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Categoria

Farmaco

Substrato

Inibidor

Indutor

Outros

Atorvastatina
Bromocriptina
Colchicina
Dipiridamol
Emetina
Fexofenadina
Ivermectina
Loperamida
Mefloquino
Progesterona
Acido Retindico
Rodamina 123
Espironolactona
Terfenadina

Vecuronium

X

X X X X

x

X
X

Agentes

antiretrovirais

Amprenavir

Indinavir
Nelfinavir
Ritonavir

Saquinavir

x

X X X X

X X X X

Antibioticos

Claritromicina
Eritromicina
Levofloxacino
Rifampina
Sparfloxacino

Tetraciclina

X X| X X X X

Antimicéticos

Itraconazol

Cetoconazol

X[ X X X X X

Imunossupressivos

Ciclosporina
Sirolimus
Tacrolimus
Valspodar

X X X X

X X X X| X X
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Categoria

Farmaco

Substrato

Inibidor

Indutor

Antidepressivos

Amitriptilina
Fluoxetina
Paroxetina

Sertralina

X

Neurolépticos

Cloropromazina
Flupentixol

Fenotiazina

X X| X X X

Antiepiléticos

Fenobarbital

Fenitoina

Antidcidos

Cimetidina

Ranitidina

X X| X X

Opidides

Metadona
Morfina

Pentazocina

Antieméticos

Domperidona

Ondasetrona

Adaptado de Marzolini et al, 2004 (108)
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E o objetivo principal deste estudo

Investigar associacao entre alelo T no polimorfismo -344C/T do gene CYP11b2

e o fendtipo de resisténcia ao tratamento anti-hipertensivo

S&o objetivos secundarios deste estudo

Investigar possiveis alteracdes em parametros clinicos (niveis de presséo
arterial, concentracdo plasmatica de aldosterona, cortisol e renina; VOP
cardtida-femoral, EIM de car6tida, nimero de anti-hipertensivos) associadas ao
alelo T no polimorfismo -344C/T do gene CYP11b2 em hipertensos

Avaliagéo preliminar da associacao entre alelo C no polimorfismo 3435 C/T do
gene MDR-1 e o fendtipo de resisténcia ao tratamento anti-hipertensivo

Avaliacdo preliminar de possiveis alteragbes em parametros clinicos (niveis de
pressdo arterial, concentracdo plasmética de aldosterona, cortisol e renina;
VOP carotida-femoral, EIM de carétida, numero de anti-hipertensivos)
associadas ao alelo C no polimorfismo 3435 C/T do gene MDR-1 em

hipertensos

Objetivos
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3.1- Caracteristicas dos Pacientes

Foram avaliados 340 individuos, dos quais 88 eram portadores de HAR
que preencheram os requisitos de inclusdo no estudo, 142 individuos eram
hipertensos moderados e responsivos a tratamento farmacoldgico (HT).
Os demais individuos (n= 110) constituiram o grupo controle. Este ultimo grupo foi
usado apenas nas analises genéticas, sendo em demais analises comparados
apenas os grupos HAR e HT. O tamanho da amostra (minimo de 70 para cada
grupo) foi estimado com base em um poder de teste de 80% de se demonstrar os
objetivos do estudo através de regressdo logistica sob risco alfa de 5% bilateral.
Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Meédicas da UNICAMP em 22 de janeiro de 2002
(PARECER PROJETO N° 315/2001) (Anexo 1).

3.2- Desenho do estudo

Este € um estudo de corte; isto €, ndo houve um acompanhamento ao
longo do tempo da influéncia dos polimorfismos sobre o desfecho clinico dos
pacientes. Inicialmente os individuos foram divididos em trés grupos: Controle,
HT e HAR, para o estudo de associacdo com o polimorfismo na aldosterona
sintase. Em um numero menor de hipertensos (36 HT e 42 HAR), os individuos
foram separados de acordo com os alelos que carregavam e foram comparados
seus dados bioquimicos e de remodelamento vascular. Neste mesmo numero
menor de individuos foi feita a genotipagem do gene MDR-1, e seus alelos

também foram comparados aos dados bioquimicos e de remodelamento vascular.

3.3- Selegcado e acompanhamento clinico dos pacientes

Os pacientes com HAR de ambos os sexos foram encaminhados dos
varios setores clinicos do Hospital das Clinicas da UNICAMP, atendidos, tratados,
e acompanhados clinicamente no Ambulatério de Hipertensdo Refrataria da
FCM-UNICAMP. Os critérios para selecao inicial dos grupos sao descritos a

sequir.
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Grupo Hipertensao arterial refrataria (HAR): critérios estabelecidos
pelo JNC VII - USA (8) e diretrizes brasileiras (111). PA>140/90 na vigéncia do uso
de 3 ou mais farmacos anti-hipertensivos, sendo um deles obrigatoriamente um

diurético em dose plena e os outros em doses terapéuticas preconizadas

Grupo Hipertensao Arterial Moderada Responsiva (HT): critérios
estabelecidos pelo JNC VII - USA (8) e diretrizes brasileiras (111).
PA < 135/85 mmHg em individuos hipertensos com boa resposta terapéutica a

terapia ndo farmacoldgica e farmacoldgica convencional.

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

hipertensao arterial e suas complicagdes.

A idade do grupo Controle variou de 33 a 72 anos (média = 45,3 £ 7,7),
no grupo HT variou de 18 a73 (média = 50,6 £ 14,1), e HAR variou de 24 a
71 anos (média = 50,6 + 9,9 anos). No grupo Controle, 42,2% dos individuos eram
do sexo masculino e 57,8% dos individuos eram do sexo feminino. No Grupo HT
eram 32% homens e 68% mulheres, e no grupo HAR 32% homens e
68% mulheres. A distribuicdo entre negros e brancos foi 47% negros e
53% brancos no grupo controle, 28,7% negros e 71,3% brancos no grupo HT,
e 44,6% negros e 55,4% brancos no grupo HAR (critério de definigdo de raga por

auto-definicdo do individuo).

Todos o0s pacientes foram acompanhados clinicamente por
especialistas e receberam tratamento para suas afeccbes de acordo com os
padrbes e normas clinicas vigentes. Somente foram incluidos os pacientes que
aceitaram as condi¢gdes do consentimento informado (Anexo 2). De um total de
280 individuos com suspeita de HAR, 33% foram excluidos em uma primeira
triagem, sendo 67% cadastrados. Foi feita entdo uma segunda triagem, onde
apenas 47% se encaixaram nos critérios de HAR (n=88). Na tabela 4 esta

apresentada a selecédo dos farmacos prescritos em nosso ambulatério.
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Tabela 4- Selecdo de farmacos prescritos no ambulatério de farmacologia
cardiovascular HC/UNICAMP

Classe Farmaco

Hidroclorotiazida
Indapamida
Clortalidona
Furosemida

Diuréticos

Clopamida
Espironolactona

B-Bloqueadores Propanolol

Atenolol
Metoprolol
Pindolol
Carvedilol

Inibidores da ECA Captopril

Enalapril
Rapipril
Lisinopril

Bloqueadores de receptores AT2 Losartan

Valsartan
Candesartan
Irbesartan
Telmisartan
Olmesartana

Bloqueadores de canais de Ca™ Nifedipino
Amlodipino
Manidipino
Verapamil
Diltiazem

Farmacos de agéao central Metildopa

Vasodilatadores Prazosina

Minoxidil
Hidralazina
Isossorbida

ECA: Enzima Conversora de Angiotensina I;

AT2: Receptor de Angiotensina Il, do subtipo 2
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3.3.1- Critérios de Inclusao

Os critérios para inclusdo no estudo foram: ter diagndstico de
hipertensdo refrataria - pressdo > 140/90 mmHg de acordo com protocolo
padronizado de diagnéstico de HAR e exclusdo das causas de
pseudo-refratariedade, nao adesao ao tratamento farmacolégico e néao
farmacolégico, HA secundaria, co-morbidades e doengas associadas; ter HA
controlada; possuir idade entre 21 a 75 anos; ndo apresentar doencgas associadas;
estar com consultas médicas programadas de forma habitual, ser capaz de
compreender, verbalizar e responder questdes; concordar em participar do estudo;
assinar Termo de Consentimento Livre Esclarecido; estar em seguimento na

unidade ha pelo menos seis meses.

3.3.2- Critérios de Exclusao

Foram considerados critérios de exclusdo: presenca de cardiopatia
isquémica; valvulopatias; insuficiéncia cardiaca descompensada; arritmias

cardiacas importantes; nefropatias; hepatopatias; uso de substancias ilicitas.

3.4- Coleta de dados clinicos

Todos os dados clinicos foram coletados exclusivamente pela equipe
médica do Ambulatério de Farmacologia Cardiovascular HC-FCM. As informacgdes
foram obtidas através de anamnese classica, seguida pela realizacdo de exame
fisico completo. O peso foi determinado com roupas leves, sem sapatos, utilizando
balanga mecanica Filizola 31 e a altura foi mensurada com régua antropométrica
de 192 cm. O indice de massa corporea (IMC) foi calculado com base na férmula:

peso (kg) dividido pelo quadrado da altura (m).
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3.5- Medida da pressao arterial

A base necessaria para a avaliacdo da HA é a acuracia da mensuragao
da PA. Foi utilizado um esfigmomandmetro de coluna de mercurio, devidamente
calibrado e aferido, com manguito de tamanho apropriado para a circunferéncia
braquial em estudo. O ambiente calmo e as mensuracgées foram precedidas de um
periodo de relaxamento de 5 a 15 minutos € no minimo de 60 minutos apos
ingestdo de café ou 30 minutos apdés consumo de cigarro, uma vez que 0s
principais componentes quimicos de ambos (cafeina e nicotina) elevam a presséo
arterial. O paciente permaneceu sentado confortavelmente com o braco apoiado
em um suporte, mantendo o mesmo a altura do coragdo, sendo necessarias,
no minimo duas medidas em cada brago com intervalos regulares para maior
acuracia do método (4, 111). Para o calculo das médias de PAS e PAD de cada
grupo estudado, foram utilizadas as médias de PAS e PAD individuais do brago
direito de cada sujeito, obtidas ao longo do estudo em ambulatério seguindo as

praticas comentadas anteriormente.

Com relagdgo a medida da PA residencial, foi recomendado aos
pacientes que fosse realizada no posto de saude mais préximo de sua moradia,
pelo menos duas vezes por semana e anotada no cartdo de registro da PA,

fornecido pelo nosso servigo.

A monitorizagdo ambulatorial da PA (MAPA) também foi realizada
obedecendo as recomendagbes das Il Diretrizes para uso da MAPA (112).
Todos os individuos foram submetidos a MAPA por um periodo de 24h, pelo
processo oscilométrico com devido equipamento (modelo n°® 90207, Spacelabs,
EUA). Assim foram obtidas a PA de 24 horas, de vigilia, de sono, a PA média,
e a pressao de pulso, usadas para fins de diagndstico. As medidas da PA
residencial e MAPA-24h foram utilizadas como critério diagndstico para
classificagdo dos pacientes como HT ou HAR, n&o sendo utilizadas para

comparacgoes estatisticas subsequentes.
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3.6- Estudo da Adesao ao Tratamento

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

orientados em relacéo ao tratamento farmacolégico e ndo farmacoldgico.

3.6.1- Método de contagem de comprimidos

Para determinar a adesdo ao tratamento pela contagem de

comprimidos foi utilizada a combinagéo das seguintes medidas:

A- A utilizada por Taylor e colaboradores (113); e Rand (114) que define adesao
como a razéo entre o numero de “doses” prescritas tomadas pelo paciente e o
numero de “doses” prescritas para o paciente, podendo der expressa em

percentual, como demonstrado abaixo:

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

N° de comprimidos x n° de vezes prescrita
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B- Contagem de comprimidos (115), na qual a adesao é definida com base na
discrepancia entre o numero de comprimidos restantes do tratamento prescrito
e aqueles que deveriam ter sido utilizados, e pode ser expressa pela féormula

adaptada dos referidos autores como:

A, = N° de comprimidos consumidos até o dia da entrevista x 100

N° de comprimidos prescritos que deveriam ter sido

consumidos até o dia da entrevista

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

comprimidos prescritos foram classificados como aderentes.

3.7- Avaliagao laboratorial

Os pacientes elegiveis para o estudo foram agendados para coleta do
material, triagem e para o estudo genético propriamente dito, através de
duas coletas de sangue venoso periférico de aproximadamente 40mL em
dois tubos Falcon contendo EDTA (concentracéo final de 1-2mg/mL), que foram

mantidos a temperatura de -20°C até seu uso.

A coleta sanguinea foi realizada por puncdo da veia antecubital,
entre 07h30min e 09h00min, apds 10 minutos de repouso em posicao sentada.
Todos os participantes se encontravam em jejum de 12h, os fumantes foram
orientados a nao fumar por um periodo de 12 h e n&o ingerirem bebidas alcodlicas

até 24h antes.

Os exames laboratoriais solicitados foram: glicemia de jejum, insulina
basal, hemograma completo, hemoglobina glicosilada A1c, sédio e potassio

séricos, sodio e potassio urinarios, alanina transferase, aspartato transferase,
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gama glutaril-trasnferase, fosfatase alcalina, acido durico, cortisol plasmatico,
colesterol total, fracdo de colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDLc),
fracdo de colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDLc), triglicérides, uréia,
creatinina, clearance de creatinina, concentragdes séricas de renina e aldosterona,
acido vanil mandélico, proteinuria de 24h, horménio estimulante da tiredide,

tiroxina livre e urina tipo 1.

3.8- Avaliagao da espessura da intima - média das carétidas

Foi realizada a avaliagdo da espessura da intima - média das paredes
anterior e posterior da carétida, usando ultra-som de alta resolugéo (Powervision
6000, Toshiba, Japao). Este método encontra-se estabelecido e padronizado de
acordo com o relatério do “34° Bethesda Conference Task Force #3 Noninvasive

Atherosclerosis Measurement’(116).

A luminosidade da sala foi controlada, com temperatura ajustada em
24°C. Para a realizagcao do exame o paciente foi posicionado em decubito dorsal,
com a cabeca flexionada levemente voltada para o lado oposto ao examinado.
Em geral retiram-se almofadas ou travesseiros. A imagem foi posicionada na tela,
de forma que a porcao cefalica seja demonstrada a esquerda. Tomando-se o
cuidado de ndo comprimir exageradamente os tecidos com o transdutor:
as estruturas venosas anteriores a carétida ndo foram colabadas. A interface
lumen - intima e a interface média - adventicia foram nitidamente definidas
tomando cuidado com a utilizagdo correta do controle de ganho, correcdo de

angulo e inclinagédo da caixa de amostragem e da sua amplificagéo.

Utilizou-se aparelho de ultra som e transdutor vascular linear de alta
resolucao, frequéncia de 7-10MHz, acoplado a microcomputador para mensuragao
automatica da EIM. O protocolo de aquisicdo de imagens no segmento distal da
carétida comum foi padronizado para mensuragao no minimo de 10 pontos ou de
uma extensdao minima de 1,0 cm da artéria em sentido longitudinal excluindo o
bulbo carotideo (117, 118).
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A EIM da carétida comum foi mensurada no segmento distal a partir de
quatro ciclos cardiacos incidentes com a onda R do ECG usando um software
(M"ATh, MEtris, Franga), que permite mensuracdo automatizada da EIM, a partir
das imagens previamente obtidas. A analise € baseada na densidade da escala de
cinza e um algoritmo especifico de reconhecimento tissular, que permite uma
mensuragao automatica sem dependéncia do leitor. A variabilidade entre as
medidas da EIM deveria ser menor que 2%, o que realmente aconteceu (Figura 8).

Yo == ==-=

-
il |

[ cm lcm l cm

Figura 8- Esquema representativo do método de avaliagdo da EIM (espessura
intima - média da cardétida comum com ultra-som de alta resolucdo e
transdutor de 7-12 MHz). Adaptado de LONN (2001).

3.9- Avaliagao da Velocidade de Onda de Pulso (Carétida-Femoral)

Os pacientes foram orientados a manter abstinéncia de cafeina e
nicotina por pelo menos 12 horas antes do exame. O ambiente onde é feito o
exame ¢é silencioso, com temperatura controlada, em torno de 24°C. O exame foi
feito apds a consulta com a equipe médica dentre 11h e 12h. Os pacientes foram
posicionados deitados em decubito dorsal, onde permaneceram em repouso por
dez minutos. Para avaliagdo da VOP, foi utilizado um sistema automatizado
(Complior SP, Artech Medical, Franga). Os sinais da carétida e da femoral foram

adquiridos simultaneamente com dois transdutores mecanicos sensiveis a pressao
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e o tempo de transito do pulso foi calculado pelo software do equipamento.
O software permite também a visualizacdo em tempo real do formato das ondas
de pulso para que o operador possa valida-las. A distancia entre os dois sitios
arteriais foi medida sobre o corpo utilizando uma fita métrica, e a VOP foi

calculada como a distancia dividida pelo tempo (metros por segundo).

3.10- Avaliagao dos polimorfismos nos genes CYP11b1l e MDR-1
3.10.1- Extragdo de DNA

O anticoagulante utilizado nas coletas de sangue foi o EDTA, uma vez
que nao interfere nas genotipagens. O DNA foi extraido de leucdcitos pelo método
de Salting out. O método consistiu de um primeiro passo de lise das hemacias
com adigdo aos tubos de 35mL de solugdo “A” (Triton-X 1%, MgCl, 5SmM,
Sacarose 0,32mM, Tris-HCI 10mM), homogeneizagao e repouso dos tubos em
recipiente com gelo, por 30 minutos. Os tubos foram entdo centrifugados a
2000 RPM por 10 minutos a 5°C. O sobrenadante € descartado. O precipitado é
ressuspendido com 30mL da solugdo “A’, com posterior centrifugacédo a
2000 RPM por 10 minutos a 5°C, e o sobrenadante entdo é novamente
descartado. Estes passos foram repetidos até o precipitado passar da cor
vermelha para branca. O precipitado € ressuspendido entdo em 1mL de solugao
“‘B” (Na;EDTA 10mM, NaCl 10mM, Tris-HCI 10mM), com posterior adigdo de
250uL de solugao “C” (SDS 5%, Na,EDTA 5mM, NaCl 5mM, Tris-HCI 5mM e
Proteinase K 0,1%). Os tubos sdo incubados em banho-maria a 37°C por 24h.
Apoés a incubacgado, € adicionado 1mL de solugdo Tris-EDTA (Tris-HCI 10mM,
EDTA 1mM, ph 8). Apds adicionam-se 2mL de Fenol (equilibrado com tampéo
Tris-HCI, pH=8,0) e agita-se o tubo por inversdo cuidadosamente. Os tubos sao
centrifugados a 2500RPM por 15 minutos a temperatura ambiente. A fase aquosa
€ cuidadosamente transferida para novo tubo de 15mL devidamente rotulado,
e s&o adicionados 2mL de solugdo Fenol-Cloroférmio-Alcool Isoamilico (25:24:1).
Os tubos sdo homogeneizados por inversdao, e repete-se o0 passo de
centrifugacao. A fase aquosa é transferida para novo tubo Falcon, e adicionam-se

2mL de solugdo Cloroférmio-Alcool Isoamilico (24:1). Agita-se por inversdo e
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centrifuga-se a 2500RPM por 10 minutos a temperatura ambiente. A fase aquosa
é transferida para novo tubo, e a ele adicionam se 200uL de Acetato de Sodio
(3M, pH 5,5) e 4mL de etanol absoluto gelado. O DNA precipitado é retirado do
tubo com auxilio de bastao descartavel, e lavado com etanol 70% para remover o

excesso de sal. O DNA entao é solubilizado em solugao Tris-EDTA.

Apoés a extragdo o DNA é quantificado em espectrofotbmetro (DU-65,
Beckman, EUA) por absor¢do em 260nm. As amostras foram diluidas com solugéo
Tris-EDTA para concentracéo final de 200pg/uL.

As amostras sao submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%

para analisar a integridade do DNA (figura 9).

Figura 9- Teste de integridade do DNA. Primeira coluna: marcador de peso

molecular 1kb plus. Demais colunas: amostras de DNA.
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3.10.2- Genotipagem do polimorfismo -344C/T do gene CYP11b2

O polimorfismo -344C/T do gene CYP11b2 foi genotipado através da
técnica de restriction fragment lenght polymorphism (RFLP). Esta técnica consiste
de amplificagdo de uma regido do DNA que contém o polimorfismo de interesse
através da técnica de polymerase chain reaction (PCR) convencional com
posterior digestdo enzimatica. A reagcdo de PCR funciona da seguinte maneira:
sdo desenhados e sintetizados dois oligbmeros de aproximadamente 20 pares de
base (pb) que sdo os complementares inversos a sequéncias génicas proximas a
regido de interesse no DNA, sendo um anterior e outro posterior a essa regiao.
Durante a reacao é feita uma desnaturacdo da dupla fita de DNA através de
aquecimento, separando as duas fitas complementares inversas. Os primers
entdo, por serem de tamanho reduzido, conseguem anelar ao DNA antes da fita
complementar, uma vez que precisam de menor energia para a ligacao do que a
fita complementar do DNA. Apds os primers ligarem ao DNA, uma enzima DNA
polimerase presente na reagdo reconhece os primers pareados e passa a
adicionar nucleotideos (solubilizados na reacédo) na extremidade 5'fosfato do
primer. Em seguida, é feita nova desnaturagdao, e o proprio produto passa a
participar da reagdo sendo também reconhecido pelos primers. O numero de
moléculas com a sequéncia de interesse passa a ser multiplicada de maneira
exponencial, de forma que no fim da reacdo podemos ter mais de um bilhdo de

copias da mesma (Figura 10).
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Figura 10- Representacdo esquematica de uma reacdo de PCR. Adaptada de
LEHNINGER - Principles of Biochemistry (Lehninger, Nelson et al.,
2005).
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Em seguida é feita uma digestdo do produto de PCR com uma
endonuclease especifica que reconheca um sitio de corte sobre o polimorfismo a
ser estudado. Desta forma, se houver o alelo que faz parte do sitio de
reconhecimento da enzima, o produto é cortado; se houver outro alelo, que altera
o sitio, este passa a nao ser reconhecido pela enzima e nao ocorre o corte.
Na figura 11 podemos ver a regido estudada com sitios de anelamento dos

primers e corte da enzima.

l. Seqli&éncia:

R e

ATATCIGATGATTATARAAGTGCTTGCATTACCTICTGAAGCTGTATAGTIGTITATATGARGG

TGGAGTTIGGAGAGATGAGTTTTAAGCGTATATTIGCAAACTCTAGGGCARACCACTARRAGAR

GTGAGACCCAGCCTCTAGAAAARAR AARAAAAAGGAAATTAGCTATCAAGCCACGAAAR

TCACT

Primer Forward |

-344 C/T

CATTTTACTCCTCTICAGCCCTGGATGA

TCACGATAA p

5T - - CATGGACCCCCAGTCCAGACCCCACGC
C'I'T?TCTCATCCTCI«C—ACCAGCAGGI«CTT_{'AC—CAATGGGGF\ATTRGGCRCCTGRCT“\M""'\-\M-
TCTCCTIICAICTACC I TIGGCIGEGEGCC TICCAGCCTIGACCTICGCICIGAGAGICICA
GGCAGGTCCAGAGCCAGT TCTCCCATGACGTGATATGTTTCCAGAGCAGGTTCCTGGGTG
AGATAARAGGATTTGGGCTCGAACAGGGTGCGAGGGAGCATTGGAATGGCACTCAGGGCAARA
GGCAGAGGTGTGCGTGGCAGCGCCCTGGC TGTCCC TGCAAAGGGCACGGGCAC TGGGCAC EXOn 1
TAGAGOCGCTCGGGCCCCTAGGACGGTEGC TGCCG T TTGAAGCCATGCCCCAGCATCCAGG <
CAACAGGTGGC TGAGGCTGCTGCAGATCT GGAGGGAGCAGGGTTATGAGCACCTGCACCT
GGAGATGCACCAGACCTTCCAGGAGCTGGGGCCCATTTTCAGGTAAAGCCCTCCCTGGCC
CTCGCTGGGAACACCCAGATCCCTGCCCCTGCTGCCCAGGACCCTGCCAGGC CAGCAI S,t d
CTIGCCAT T CCCAGCAGGTCCCGGCACTCTGCATCCTTTGGAGGAT GGG GAAGGAGTGCAG C::) IIOS e

restricao

Primer Reverse

Figura 11- Regido de interesse do gene CYP11b2. Em laranja esta marcado o
exon 1. Em amarelo estdo marcados os sitios de anelamento dos
primers utilizados. Em azul estd marcado o polimorfismo estudado.

Os circulos indicam os sitios para a enzima de restricao Hae lli

Os primers utilizados estdo descritos na tabela 5. A reacdo de PCR foi
feita em termociclador (Gene Amp-PCR System 9700, Applied Biosystems, EUA),
e se deu nas seguintes concentragdes: tampao 1X (20mM Tris-HCI, 50mM KCI),
mix dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP — cat. 10297-018, Invitrogen, EUA) 0,2mM,
MgCl, 1,5mM, Primer Forward 0,5mM, Primer Reverse 0,5mM, enzima
Taq Polimerase (cat. 11615-010, invitrogen, Brasil) 2,5 unidades (U), 2uL de DNA

template. As condi¢cdes do PCR foram: desnaturacao inicial de 3 minutos a 94°C;
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1 minuto a 93°C, 1 minuto a 68°C, 1 minuto a 72°C (30 ciclos); e passo de
extensédo final de 7 minutos a 72°C. O produto de PCR foi checado em gel de
agarose 1% (Agarose NA, Amersham, EUA), corado com brometo de etidio e
visualizado através de transluminador acoplado a fotodocumentador (Kodak Digital
Science Electrophoresis Documentation Analysis System - EDAS 120, Kodak,
EUA).

Tabela 5- Primers utilizados para amplificar regido promotora do gene CYP11b2

Nome do Primer Seqiéncia
Primer forward 5-AGG CGT GGG GTC TGG ACT -3
Primer Reverse 5-GTG TCA GGG CAG GGG GTA-3

Os produtos de PCR que amplificaram foram entdo digeridos por 2h
com a endonuclease Hae Il (cat. RO108SA, New England Biolabs, EUA) a 37°C
(Banho-Maria, Fanem, Brasil), com posterior passo de inativagdo da enzima a
80°C (Temp-Blok Module Heater, American Scientific, EUA) por 20 minutos.
A reacao de digestdo enzimatica se deu nas seguintes concentragdes: tampao
NEBuffer2 1X (NaCl 50mM, Tris-HCI 10mM, MgCl, 10mM, DTT 1mM),
enzima Hae Ill 6 U, 13,5uL de produto de PCR. Os produtos da digestdo foram
entdo separados por eletroforese em gel de agarose 3% (mistura 1:1 de agarose -
agarose NA, Amersham, EUA - e agarose de alta resolugdo - METAPHOR, Lonza,
EUA) a 115V por 45 minutos (fonte Power Pac Basic, Bio-Rad, EUA) e corados
com brometo de etidio. O gel foi analisado em transluminador acoplado a
fotodocumentador (EDAS 120, Kodak, EUA).

Foi utilizado um padrdo de peso molecular de 50pb (cat. N3236S,
New England BioLabs, EUA) para identificagdo dos tamanhos de peso molecular
dos produtos de interesse através de comparacao direta do padrao de corrida por

eletroforese. Como vimos na figura B, existem dois sitios (sequéncia GGCC) para
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a enzima de restricdo Hae Ill dentro do nosso produto de PCR. Um dos sitios
sempre vai ser clivado uma vez que nao € polimorfico. Este sitio gera
dois fragmentos de 175 e 53pb. O outro sitio tem um polimorfismo. Desta forma,
se 0 gene tem o alelo T, ndo ha corte, gerando apenas as 2 bandas citadas
anteriormente. Se houver um alelo C, cria-se o segundo sitio de restricdo,
causando o segundo ponto de clivagem, o que gera os fragmentos de 106, 69 e
53pb. Se o individuo for homozigoto TT, veremos apenas as bandas de 175 e
53pb. Se o individuo for homozigoto CC, veremos as bandas 106, 69 e 53pb.
Se o individuo for heterozigoto, veremos as 4 bandas: 175, 106, 69 e 53pb.
E interessante notar que o produto de PCR inteiro tem 228 pb, portanto o primeiro
sitio de corte age como controle para a reacéo de digestdo, uma vez que no caso
de uma digestdo incompleta, observariamos a presenga de uma banda de 228pb.

Estes resultados podem ser observados na figura 12.
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Figura 12- Digestao dos produtos de PCR do gene CYP11b2. Coluna A: marcador
de peso molecular. Coluna B: Produto de PCR néo digerido. Demais
colunas: Produtos da digestdo enzimatica com enzima Hae lll, sendo
as colunas D e G homozigotos para o alelo T, e demais colunas
heterozigotos. Indicados ao lado os tamanhos de peso molecular do

marcador (esquerda) e dos produtos digeridos (direita).

3.10.3- Genotipagem do polimorfismo 3435C/T do gene MDR-1

O polimorfismo 3435C/T do gene MDR1 foi genotipado através da
técnica de PCR alelo especifico. Esta técnica funciona da seguinte maneira:
€ desenhado um primer forward a certa distancia do polimorfismo de interesse e
dois primers reverse, cada um destes tendo seu ultimo nucleotideo anelando
exatamente sobre o polimorfismo. Para cada individuo séao feitas duas reacgdes de

PCR, sendo que em cada uma o primer forward € o mesmo, enquanto que o
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reverse € especifico para determinado nucleotideo em cada reacéo.
Desta maneira, se houver um mismatch, ou seja, um nao pareamento do ultimo
nucleotideo do primer reverse com o nucleotideo de polimorfico no DNA, ocorrera
uma dificuldade maior no anelamento do primer reverse, dificultando a
amplificacdo do produto. Uma vez padronizada, a reacao de PCR alelo especifica
nao ocorre quando o individuo ndo carrega o alelo complementar ao primer

reverse especifico para aquele alelo.

Desta maneira, para cada paciente temos duas reacbes de PCR,
uma que s6 amplifica na presencga do alelo T no DNA e outra que s6 amplifica em
presenca do alelo C. Se ambas as reagbdes amplificarem, o individuo é
heterozigoto para aquele alelo. Se s6 amplificar a reagdo C, o individuo é
homozigoto CC, e se ocorrer amplificagcdo apenas na reagdo T, o individuo é

homozigoto TT.

E necessario notar, porém, que a ndo amplificagdo de uma das
duas reagbes poderia ocorrer por algum erro no método. Desta forma,
desenhamos um terceiro primer reverse para agir como controle interno. Ele se
situa deslocado aproximadamente 20 pb downstream em relagdo ao primer alelo
especifico. Desta forma, juntamente com o primer forward, ele é capaz de sempre
amplificar um produto de PCR maior que o produto alelo especifico,
independentemente do alelo contido no polimorfismo. Observamos entdo duas
bandas em cada reagcdo de PCR: uma maior, sempre presente em ambas as
reacdes de cada individuo, e uma menor, que amplifica dependendo da presenca
do alelo. Na figura 13 podemos ver a sequéncia da regido de interesse do gene
MDR-1.
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Primar Ferward

ARRCATGACAGTTCCTCAAGGCATACAATTATGACCTTGTTGGGTTARAECTTCACTATCC
AAATTTTAATCACACARACTTTTCCTTAATCTCACAGTARCTTGGCAGTTTCAGTGTAAG
ARRTAATGATGTTAATTGTGCTACATTCARAGTGTGCTGGTCCTGARGTTGATCTGTGRA

CTCTTGTTTTCAGETGCTTGATGCCARAGARATAAAGCGACTGAATGTTCAGTGGCTCCG, Exon 26
AGCACACCTGGGCATCGTGTCCCAGGAGCCCATCCTGTTTGACTGCAGCATTGCTGAGAR
CATTGCCTATGGAGACAACAGCCGGGTGGTGTCACAGGAAGAGA' GAGGGCAGCAAA- Primers
GGAGGCCAACATACATGCCTTCATCGAGTCACTGCCTAATGTAAGTCTCTCTTCARATAR Reverse
ACAGCCTGGGAGCATGTGGCAGECTCTCTGGCCTATAGTTTGATTTATAAGGGGCTGGTC
TCCCRGRAGTGRAGAGRAATTAGCRACTAARTCACACCCTTACCTGTATACRAGCATCTG alelo-
GCCACACTTCCTGTTTGGGTTAGTTGTTACCTTTRECTGATCACCTGACCCTCCTTGTGA osmlflcos
GGRAGGGATGARAGTGTTCGACCACTTCAGGTTTAGGAGAGRGGAACATTTCTGGGATAG

Q0 aassCT

Primer Reverse

{controle Interno)

Figura 13- Regiao de interesse no gene MDR-1. Em laranja estda marcado o exon
26. Em amarelo estdo marcados os sitios de anelamento dos primers
forward e o reverse de controle interno. Os primers alelo especificos
anelam na regidao sublinhada. Em azul, no circulo estda marcado o

polimorfismo estudado.

Os primers utilizados estdo descritos na tabela 6. A reagdo de PCR se
deu nas seguintes concentragbes: tampao 1X (20mM Tris-HCI, 50mM KClI),
mix dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 0,2mM, MgCl, 2mM, Primer Forward
(Ex26Fw) 0,3uM, Primer reverse de controle interno (Ex26Rv) 0,06 uM,
Primer reverse alelo especifico C (3435Crv) ou T (3435Trv) 0,25 uM,
enzima Taq Polimerase 1 U, 2 uL de DNA template. As condigdes do PCR foram:
desnaturacao inicial de 5 minutos a 94°C; 10 ciclos de desnaturacao (30 segundos
a 94°C), anelamento (30 segundos a 61°C) e extensdo (20 segundos a 72°C),
seguidos por 25 ciclos de desnaturagdo (30 segundos a 94°C), anelamento
(30 segundos a 55°C) e extensao (20 segundos a 72°C), sem passo de extensao

final.
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Tabela 6- Primers utilizados para genotipagem do gene MDR-1

Nome do Primer Seqiiéncia
Primer Ex26Fw 5-TGTTTT CAG CTGCTT GAT GG - &
Primer Ex26Rv 5-AAG GCATGTATGTTGGCC TC- 3’
Primer 3435Crv 5-CTTTGC TGC CCTCACG-3
Primer 3435Trv 5-CTTTGC TGC CCTCACA-3’

O produto de PCR foi resolvido por eletroforese em gel de agarose 3%
(Agarose NA, Amersham, EUA) a 115V por 45 minutos, corado com brometo de
etidio e visualizado usando transluminador acoplado a fotodocumentador (EDAS,
Kodak, EUA). Na figura 14, podemos ver um exemplo dos resultados da

genotipagem.

Material e Métodos
102



L A B C D E F G

CTC_'TCTCTC'TCTCT

'iwigéﬂﬁﬂ&ii

| LHH

— e w— —
- Rl Bl

200 nh
150 ob

100 pb

Vb

50 ob

Figura 14- Genotipagem do gene MDR-1. Para cada individuo foram realizadas
duas reacoes de PCR: C e T. A banda de 197 pb corresponde ao
controle interno, e a banda de 177 pb corresponde ao produto alelo
especifico. Coluna L: marcador de peso molecular. Coluna A:
Branco. Colunas B, C e E: individuos heterozigotos CT. Coluna D:
homozigoto CC. Colunas F e G: homozigoto TT. Indicados ao lado,

os tamanhos em pb do marcador de peso molecular (esquerda) e dos

produtos de interesse (direita).

3.11- Estatistica

3.11.1- Analise descritiva

Com objetivo de apenas caracterizar as amostras estudadas,
apresentamos, em forma de graficos e tabelas, as frequéncias relativas
(percentuais) e das classes de cada variavel qualitativa. Para as variaveis
quantitativas, foram utilizados: tamanho da amostra (N), a média e o erro-padrao,

para indicar a variabilidade dos dados.
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3.11.2- Analise inferencial

Para comparar as distribuicdes nas frequéncias alélicas e genotipicas
entre os grupos foi utilizado o teste Qui-Quadrado (x?). Para verificar se as
distribuicbes genotipicas seguiam o equilibrio de Hardy-Winberg, também foi

usado o teste x°.

Para comparagao de variaveis numericas entre os grupos de genotipos,
foi utilizada a Analise de Variéncia Simples (One-way ANOVA), seguida pelo teste
de comparagdo multipla de Tukey. Foram considerados estatisticamente

significantes os resultados com valor de p< 0,05.

Foram utilizados para os calculos estatisticos os seguintes softwares:
MS Excel (Office 2007 Home and Student, Microsoft, EUA) para gerenciamento do
banco de dados, calculos de médias e erro padrao, elaboracdo e edigcao de
graficos; Prism (versdao 3.0, GraphPad, EUA) para execucdo de calculos
estatisticos; MS Word (Office 2007 Home and Student, Microsoft, EUA) para
elaboracdo de tabelas e redagdo; EndNote (versdo 9, Thomson, EUA) para

gerenciamento de referéncias bibliograficas.
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4- RESULTADOS
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A seguir serao descritos os resultados com as devidas explicagdes de
cada comparacao. Na tabela 7, estdo apresentadas as caracteristicas clinicas dos
grupos estudados. Nas figuras 15 e 16 podemos ver a caracterizagdo do

tratamento farmacolégico dado aos pacientes estudados.
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Tabela 7- Caracteristicas dos grupos Controle, HT e HAR

Controle HT HAR P P’ Valores de
Referéncia

Sexo (M/F) 42,2%157,8% 32%/68% 32%/68% CT xHT =0,1215 - -
CT xHAR =0,1347
HT x HAR = 0,9922

Raga (B/N) 53%/47%  71,3%/28,7%  55,4%/44,6% CT x HT = 0,0093* - -
CT x HAR = 0,7554
HT x HAR
=0,0231*
Idade (Anos) 45,3%7,7 50,6+14,1 50,649,9 0,0003* CT x HT = 0,0017* -
CTxHAR <
0,0001*
HT x HAR = 0,9844
PAS (mmHg) 11612 133,5+22,9 158,5+20,6 <0,0001* CT x HT <0.001* <140

CT x HAR < 0.001*
HT x HAR <0.001*
PAD (mmHg) 8018 82,8+12,9  97,0£14,2 <0,0001* CTx HT > 0.05 <90
CT x HAR < 0.001*
HT x HAR <0.001*

Colesterol - 198,6+34,4 193,2+47,7 0,3765 - 200-239"
(mg/dL)
Triglicerideos - 147,8+74,5 158,2+113,1 0,458 - <1502
(mg/dL)
HDL (mg/dL) - 46,7+11,8 44,4+11,7 0,208 - 240°
LDL (mg/dL) - 122,3+30,4 122,6+40,1 0,9517 - <130*
Glicemia - 99,6+30,6 99,7+15,9 0,987 - 60-100°
(mg/dL)
IMC (kg/m?) - 28,8+4,8 31,4+6,3 0,0004* - -
Namero de - 2,0+0,8 36+1,1 <0,0001* - -
Anti-

Hipertensivos

(un)

Valores de médias + Desvio Padréo; P= valores de P dos testes de qui quadrado ou de ANOVA de
uma via; P’= valoes de P dos testes *= estatisticamente significativo; '= risco limitrofe para doenga
coronariana (DC); = desejavel para adultos; %= acima deste valor ha risco de DC; = acima deste
valor, risco levemente aumentado para DC; °= valores normais que constam nos exames

laboratoriais.
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NUumero de classes de
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nos grupos HT e HAR
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Figura 15- Percentual de pacientes estudados utilizando combinacbes de até

sete classes de anti-hipertensivos diferentes
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Percentual de pacientes
utilizando diferentes classes
de anti-hipertensivos nos
grupos HT e HAR
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Figura 16- Percentual de pacientes HT e HAR utilizando cada classe de

medicamento

4.1- Frequéncia genotipica do gene CYP11b2

Para a analise dos gendtipos deste gene, foram incluidos
88 hipertensos refratarios, 142 hipertensos responsivos e 110 individuos
normotensos. Na figura 17 podemos ver a distribuicdo dos gendtipos, e na figura
18 podemos ver a distribuicdo dos alelos. Todas as distribuigdes genotipicas dos
diferentes grupos obedeceram ao equilibrio de Hardy-Weinberg, como mostrado

na tabela 8.
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Figura 17- Frequéncia genotipica do polimorfismo -344C/T do gene CYP11b2 nos
grupos controle, HT e HAR. Ha diferenca estatistica entre grupos
controles e HT (p= 0,0221), e entre os grupos controles e HAR
(p=0,0448). Nao houve diferencga entre grupos HT e HAR (p= 0,3079)

Tabela 8- Equilibrio de Hardy-Weinberg do gene CYP11b2.

Grupo Equilibrio de Hardy-Weinberg (valor de P)
Controles 1
HT 0,737
HAR 0,7919
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Frequéncia Alélica do gene
CYP11b2 x Grupos de

Pacientes
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Figura 18- Frequéncia alélica do polimorfismo -344C/T do gene CYP11b2 entre os
grupos controles, HT e HAR. Ha diferenca estatistica entre os grupos
controles e HT (p= 0,0094) e entre os grupos controle e HAR
(p= 0,0174). Nao houve diferenca entre grupos HT e HAR (p=0,9272)

4.1.1- Influéncia dos alelos sobre parametros clinicos

Verificou-se se estes gendtipos eram capazes de alterar parametros
bioquimicos em individuos hipertensos responsivos e refratarios (n=78); os grupos
estdo caracterizados na tabela 5. Os individuos foram separados entre os
trés genotipos, CC, CT e TT. Nas figuras 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, estéo
apresentadas as comparacdes de PAS e PAD; aldosterona, renina, e cortisol
plasmaticos; EIM; VOP e numero de classes diferentes de anti-hipertensivos,
respectivamente, entre os grupos genotipicos. Nao foram encontradas alteragdes

significativas em nenhum destes parametros entre os grupos CC, CT e TT.
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Tabela 9- Caracteristicas dos grupos HT e HAR incluidos para a comparacgao dos
parametros clinicos e de remodelamento cardiovascular entre grupos

de alelos dos genes CYP11b2 e MDR-1

Hipertensos Hipertensos b Valores de
(HT) Refratarios (HAR) Referéncia
Sexo (M/F) 9/27 12/30 0,8011 -
Idade (anos) 54,3+ 11,3 53,3+10,3 0,6839 -
IMC (kg/m?) 29,7+49 32,5+7,18 0,052 -
PAS (mmHg) 138,4 £ 13,8 158,5 £ 18,1 <0,0001 * <140’
PAD (mmHg) 89,2+8,0 98,6+8,6 < 0,0001 * <90’
Aldosterona 17,7+ 10,7 16,3 £ 8,3 0,5378 10 - 160°
(pg/mL)
Renina (pg/mL) 34+6,2 47+75 0,4069 2,4-216°
Cortisol (pg/dL) 14 +7,6 12,7+4,4 0,3623 5-25°
EIM (mm) 0,51+ 0,11 0,75+0,15 < 0,0001 * <0,712
VOP (m/s) 89+1,2 9,3+1,7 0,2305 Jovens: 8 m/s
Idosos: 12m/s
N° Anti- 2,7+1,0 3,6 £1,1 0,0009 * <3 /23’

Hipertensivos
(un)
Valores de médias + Desvio Padréo;
et al., 2003; *= (Lim, Lim et al., 2008)(119); *=Valores normais que constam nos exames

*= estatisticamente significativo; '= Chobanian, Bakris

laboratoriais
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Figura 19- Niveis de Pressao Arterial Sistolica e Diastolica entre os genoétipos do
polimorfismo -344C/T do gene CYP11lb2 (ns; PAS P=0,4505; PAD
P=0,2267)
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Figura 20- Niveis plasmaticos de aldosterona entre os gendtipos do polimorfismo
-344C/T do gene CYP11b2 (ns, P=0,0918)
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Figura 21- Niveis plasmaticos de renina entre os gendtipos do polimorfismo
-344C/T do gene CYP11b2 (ns; P=0,5036)
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Figura 22- Niveis plasmaticos de cortisol entre os gendtipos do polimorfismo
-344C/T do gene CYP11b2 (ns; P=0,4129)
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Figura 23- Valores de espessura da intima média de carétida entre os gendtipos
do polimorfismo -344C/T do gene CYP11b2 (ns; P= 0,9565)
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Figura 24- Valores de velocidade de onda de pulso entre os gendtipos do
polimorfismo -344C/T do gene CYP11b2 (ns; P= 0,5265)
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Figura 25- Numero de classes de anti-hipertensivos diferentes entre os gendtipos
do polimorfismo -344C/T do gene CYP11b2 (ns; P=0,3551)

4.2- Ensaio preliminar da freqiéncia genotipica do gene MDR-1

Foram avaliados, de maneira preliminar, os genétipos 3435C/T do gene
MDR-1 entre os grupos controle (n=50), HT (n=36) e HAR (n=42). As distribuicdes
dos gendtipos estdo demonstradas na figura 26, e na figura 27 estdo
apresentadas as distribuigdes alélicas. Todas as distribuigdes genotipicas dos
diferentes grupos obedeceram ao equilibrio de Hardy-Weinberg, como mostrado

na tabela 10.
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Tabela 10-

Equilibrio de Hardy-Weinberg do gene MDR-1

Grupo Equilibrio de Hardy-Weinberg (valor de P)
Controles 0,2501
HT 0,8893
HAR 0,5256

Figura 26-

FreqUéncia Genotipica do gene
MDR-1 x Grupos de Pacientes
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Frequéncia genotipica do polimorfismo 3435C/T do gene MDR-1 nos

grupos controle, HT e HAR. Nao ha diferenca estatistica entre as
trés distribuicdes (Controles x HT P=0,5149; Controles x HAR
P=0,6737; HT x HAR P=0,5405).
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Figura 27- Frequéncia alélica do polimorfismo 3435C/T do gene MDR-1 entre os
grupos controles, HT e HAR. N&o ha diferengca estatistica entre as
distribuicdes alélicas (Controles x HT P=0,8766; Controles x HAR
P=0,3259; HT x HAR P=0,4462)

4.2 1- Influéncia dos alelos sobre parametros clinicos

Foi verificado se estes gendtipos eram capazes de alterar parametros
bioquimicos em individuos hipertensos (n = 78); os grupos estao caracterizados na
tabela 9. Os individuos foram separados entre os trés grupos de genétipos, CC,
CT e TT. Nas figuras 28, 29, 30, 31, 32, 33 e 34, sao apresentadas as
comparagdes dos valores de PAS e PAD; aldosterona, renina, e cortisol
plasmaticos; EIM; VOP e numero de classes diferentes de anti-hipertensivos,
respectivamente, entre os grupos genotipicos.
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Figura 28- Niveis de pressao arterial sistdlica e diastolica entre os grupos de
gendtipos. Nao ha diferenca entre as PAS (P=0,2487). Ha diferenca
estatistica entre as PAD (P=0,0069), entre os grupos CC e TT
(*P<0,05) e entre os grupos CT e TT (#P<0,05). Nao ha diferencga
entre os grupos CC e CT (P>0,05).

Uma vez que foi encontrada diferenga significativa entre a PAD entre os
grupos, decidiu-se investigar os genotipos dos grupos HT e HAR separadamente
para descobrir se era algo comum aos grupos HT (n=36; Figura 29) e HAR
(N=42; Figura 30).
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Figura 29- Niveis de pressao arterial sistdlica e diastolica entre os grupos de
gendtipos (apenas pacientes HT). Nao ha diferenca estatistica entre
os grupos em relagao a PAS (P=0,7562) nem a PAD (P=0,070)
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Figura 30- Niveis de pressao arterial sistélica e diastolica entre os grupos de
genotipos (apenas pacientes HAR). N&o ha diferenga entre as PAS
(P=0,2744). Ha diferengca estatistica entre as PAD (P=0,0042),
entre os grupos CC e TT (*P<0,01) e entre os grupos CT e TT
(#P<0,05). Nao ha diferenga entre os grupos CC e CT (P>0,05).

Resultados

121



Foi investigado o percentual de individuos Hipertensos que usavam
algum medicamento relatado na literatura por ter sua biodisponibilidade afetada
pelo MDR-1 (Verapamil, Diltiazem, e Losartan sédo distribuidos aos pacientes em
nosso ambulatorio): 58,3% dos pacientes HT, e 90,54% dos HAR (p<0,0001)
usaram tais medicamentos. Sobre os demais parametros, ndo houve alteragdes

significativas.
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Figura 31- Niveis plasmaticos de aldosterona entre os gendtipos do polimorfismo
3435C/T do gene MDR-1 (ns; P=0,1644)
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Figura 32- Niveis plasmaticos de renina entre os gendtipos do polimorfismo
3435C/T do gene MDR-1 (ns; P=0,3805)
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Figura 33- Niveis plasmaticos de cortisol entre os gendtipos do polimorfismo
3435C/T do gene MDR-1 (ns; P=0,7382)
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Figura 34- Valores de EIM entre os gendtipos do polimorfismo 3435C/T do gene
MDR-1 (ns; P=0,3597)
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Figura 35- Valores de VOP entre os genétipos do polimorfismo 3435C/T do gene
MDR-1 (ns; P=0,9185)
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Figura 36- Numero de classes diferentes de anti-hipertensivos entre os gendtipos
do polimorfismo 3435C/T do gene MDR-1 (ns; P=0,2280)
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5- DISCUSSAO
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Os grupos de pacientes tiveram caracteristicas préoximas, tanto na
idade, como nos parédmetros bioquimicos, apesar de haver uma diferenca
estatistica entre os IMC dos grupos HT e HAR. Houve também diferenca entre a
proporcao de brancos e negros no grupo HT, sendo os grupos controle e HAR
mais proximos entre si. Em relacdo a EIM houve diferenca significativa, com maior
EIM no grupo HAR, como previamente publicado por nosso grupo (66).
Na sub-andlise dos niveis de aldosterona, renina, cortisol, VOP e EIM,
selecionamos o0s pacientes de tal forma que se mantiveram estatisticamente
diferentes apenas o0s parametros que por critério de diagnostico realmente

deveriam ser diferentes (PAS, PAD, EIM e nimero de medicamentos).
Neste estudo foram encontrados dois resultados importantes:

1- Apesar de ndo alterar os parametros clinicos dos pacientes, o alelo T do

polimorfismo -344C/T do gene CYP11b2 esta relacionado a hipertenséo;

2- Nao ha relacdo entre o alelo T e a resisténcia farmacologica ao tratamento

anti-hipertensivo (fenotipo de hipertenséo refrataria).

N&o foram observadas influéncias significativas dos genétipos sobre os
horménios circulantes. Estes hormoénios sédo de dificil dosagem, uma vez que se
encontram em concentracdes muito baixas no sangue. Além disso, houve razoavel
variacdo nas quantificacbes tanto intra-individuo como inter-individuos.
A aldosterona, por exemplo, € um hormdnio com alta flutuagéo diéria, podendo ter
sua liberacédo alterada por fatores como stress, cansaco, ingestdo de sal, e até
mesmo a posicdo do paciente, sentado ou em pé, durante a coleta de sangue;
desta forma, como foi sugerido por Biolo e colaboradores (87) seria mais racional
investigar as alteracfes fisioldégicas causadas pela aldosterona em vez de sua
concentracdo plasmatica. Além disso, é possivel que a influéncia dos genotipos se
dé de forma aguda na liberacdo de aldosterona mediada por estimulo fisiolégico,
portanto nao refletindo em concentragbes plasmaticas de aldosterona
permanentemente aumentadas. Em relacdo a ingestdo de sal (conhecido fator de

estimulo para a liberacdo de aldosterona), uma das medidas nédo-farmacologicas
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praticadas em nosso ambulatério é o estimulo a adocdo de dietas hipossodicas
pelos nossos pacientes, desta forma, podemos nao ter encontrado a influéncia dos
alelos do gene CYP1l1lb2 sobre a concentracdo de aldosterona plasmatica
reportados por Iwai e colaboradores (88) porque este grupo estudou individuos

com alta ingestdo de sodio.

Além disso, ndo foi observado em nossa amostra, o fendmeno descrito
por Freel e colaboradores onde o alelo T deste polimorfismo estaria relacionado a
maiores niveis plasmaticos de Cortisol (94). Isto poderia ter ocorrido por uma
combinacéo de fatores, sendo pelo fato do niamero de individuos analisados ser

reduzido, e pela alta variabilidade nos niveis de horménios circulantes.

N&o foi encontrada diferenca estatisticamente significante nos
parametros de remodelamento cardiovascular (VOP e EIM) entre os grupos de
alelos. A distancia superficial medida entre as artérias caroétida e femoral constitui
o maior erro na VOP. De fato, a medida superficial ndo invasiva é apenas uma
estimativa; métodos precisos desta distancia usam necessariamente
procedimentos invasivos (75). A maior dificuldade ocorre em determinar tal
distancia em obesos, ja que poderia levar a uma superestimativa da distancia,
e consequentemente, da VOP (75). Nao foi encontrada diferenca nos valores de
PAS, PAD, e nimero de medicamentos utilizados entre os alelos estudados do
gene CYP11b2.

Em relacdo ao gene MDR-1 foi realizado um estudo piloto com um
namero menor de individuos a fim de verificar se ha alguma evidéncia de
influéncia sobre a resisténcia ao tratamento anti-hipertensivo. Observamos,
no inicio do estudo, duas possibilidades deste gene influenciar o fenétipo de HAR

através da modulacao da expressao de seu produto, a p-glicoproteina:

a- Atuando sobre a liberacao, distribuicdo para os tecidos, e excrecdo renal da
aldosterona, desta forma podendo atuar sobre a manutencdo de um excesso
de volume plasmatico, ou sobre os efeitos de remodelamento vascular arterial.

O alelo C (maior expressdao da PGP) poderia estar relacionado a maior
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liberacdo aguda de aldosterona pela glandula supra-renal. O alelo T
(menor expressédo da PGP) poderia estar relacionado a uma maior captacéo
tecidual da aldosterona (e consequentemente maior suscetibilidade aos efeitos
de remodelamento cardiovascular mediados pela aldosterona e
angiotensina 1), e a um maior tempo de meia vida plasmatico da aldosterona,

uma vez que haveria menor taxa de transporte ativo renal.

b- Atuando sobre a biodisponibilidade dos tratamentos anti-hipertensivos,
reduzindo a absor¢cdo dos mesmos, e potencialmente tornando a terapia
ineficaz (alelo C). Em nosso ambulatorio sdo adotados trés farmacos que

podem ser transportados pela PGP: Diltiazem, Verapamil, e Losartan (96).

N&o foi encontrada associacdo entre nenhum destes alelos e
hipertensdo, e nem hipertensdo refratéria. Desta forma, aparentemente estes
alelos néo estdo causando os fendtipos estudados. Entretanto, encontramos uma
diferenca significativa na PAD entre os grupos com o alelo C (CC e CT) e o grupo
sem alelo C (TT).

Analisaram-se, 0s genotipos dos individuos HT e HAR separadamente
para verificar se ambos 0s grupos apresentavam o mesmo efeito sobre a PAD.
Surpreendentemente, ao olharmos os gendétipos do grupo HT, esta diferenca na
PAD néo é significativa. Ao olharmos os gendétipos do grupo HAR, podemos ver
que qualquer grupo carregando alelo C (relacionado na literatura a maior
expressao da PGP) tem pressao diastolica aumentada em relagcdo ao grupo sem
alelo C (homozigotos TT). Uma expressdo aumentada da PGP poderia estar
relacionada a uma resisténcia farmacologica aos tratamentos anti-hipertensivos
(reduzindo a absorcédo intestinal de farmacos transportados pela PGP e
aumentando a excrecdo renal e hepatica dos mesmos, modulando assim sua
biodisponibilidade). De fato, quando analisamos o numero de classes de
medicamentos, vemos um numero aumentado nos HAR (condizente até mesmo
com o critério de diagndstico). O interessante € que quando analisamos o0s
individuos que carregam o alelo C, uma porcentagem significativamente maior de

HAR usa medicamentos transportados pela PGP em comparacdo com O grupo
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HT. O alelo C pode nédo ser o causador da HAR, uma vez que ndo observamos
diferenca na distribuicdo genotipica, porém observamos indicio de que este alelo

pode estar relacionado a uma resisténcia medicamentosa em parte dos HAR.

Esperavamos uma alteracéo na EIM e na VOP principalmente se nossa
hipotese de ligacdo do alelo T do MDR-1 com o fendtipo de hipertensao refrataria
se confirmasse, uma vez que significaria uma maior suscetibilidade do tecido-alvo
a acao da aldosterona. Na realidade ndo encontramos nem associacdo do alelo
com o fendtipo de resisténcia medicamentosa, com alteracdes funcionais em
relagdo ao remodelamento cardiovascular, nem com o0 numero de

anti-hipertensivos utilizado.

Enfim, como pontos fortes deste estudo podem-se citar os critérios de
diagnostico de HAR e a extensiva investigacdo dos fatores de confuséo.
No ambulatério é feito um acompanhamento destes pacientes, com avaliacdo da
adeséao ao tratamento, sendo os pacientes nao aderentes, excluidos da casuistica;
avaliacdo de “hipertensdo de jaleco branco”, onde é feita mensuracdo da PA
domiciliar, e MAPA 24h para determinar corretamente se o individuo € hipertenso;
avaliacdo de hipertensdo secundaria, onde s&o feitos exames de alta
complexidade (se necessario) para excluir pacientes com tumor da glandula
adrenal, ou com nefropatias, por exemplo; otimizacdo do tratamento
farmacoldgico, com personalizacdo da prescricdo medicamentosa para cada

paciente, evitando interacdes farmacoldgicas e sub-dosagens.

Como limitacbes deste estudo, pode ser citado o baixo numero de
pacientes. Apesar da hipertensdo ser uma doenca relativamente comum, existe
uma grande dificuldade no diagnostico de hipertensdo refrataria, devido aos
iniumeros fatores de confusdo associados (tabagismo, obesidade, etilismo,
dentre outros), e isto acaba acarretando em um numero restrito de individuos

devidamente caracterizados.

A classificacdo dos pacientes em negros e brancos ndo reflete a
diversidade genética contida em nossa populacdo. Além de Caucasianos e

Africanos, nosso pais tém parcelas significativas de Asiaticos, Indios,
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e outras populacdes. Ndo apenas a diversidade genética é grande, mas ha grande
miscigenacéo entre as diversas racas, tornando nossa populacdo uma das mais
diversificadas em termos genéticos em todo o mundo. Para tentar contornar este
problema, preferimos genotipar individuos controle de nossa propria populacéo,
evitando a comparacao direta das distribuicdes genotipicas dos grupos HT e HAR

com distribuicBes genotipicas ja publicadas na literatura internacional.

Quando sédo comparadas as distribuicbes genotipicas obtidas do
polimorfismo -344C/T do gene CYP11b2 em nosso grupo controle com dados na
literatura de outras popula¢cdes normotensas, observamos que nossa populagéo
esta muito mais préxima a populagfes caucasianas, do que a populagdes orientais
ou africanas, mesmo tendo sido estudado neste trabalho um grupo controle com
uma distribuicdo de brancos e negros de praticamente 50% cada. O mesmo
fenbmeno € observado quando sdo analisadas as frequéncias alélicas do
polimorfismo 3435C/T do gene MDR-1, onde encontramos uma frequéncia
ligeiramente maior do alelo C (57%), quando em populacdes africanas, este alelo
€ muito mais frequiente (em torno de 90%). Esta observacéo é reflexo da ampla
miscigenacdo presente em nosso pais, como comentado anteriormente, portanto
acreditamos que isto torne menos importante o fato do grupo HT ter proporcao de
negros/brancos diferente dos demais grupos estudados.
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6- CONCLUSOES
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As conclusdes principais do estudo foram:
e O alelo T do polimorfismo -344C/T do gene CYP11b2 pode estar associado a

hipertensdo, mas nao a hipertensao refrataria.

As conclusdes secundarias do estudo foram:
e Alelo T do polimorfismo -344C/T do gene CYP11lb2 n&o parece alterar
parametros clinicos nos hipertensos;
e Nao parece haver diferenca entre frequéncias alélicas do polimorfismo 3435 do

gene MDR-1 entre os grupos estudados.

Ha indicios que o alelo C do polimorfismo 3435 do gene MDR-1 esteja
associado a maior PAD em hipertensos refratérios, possivelmente por resisténcia

farmacoldgica.
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Parecer do comité de Etica em Pesquisa

§'& COMITE DE ETICA EM PESQUISA
- O Caixa Postal 6111
aN 13083-970 Campinas, SP
UNICAMP = (0__19) 3788-8936

fax (0__19) 3788-8925

CEP, 22/01/02
(Grupo I)

PARECER PROJETO: N° 315/2001

I-IDENTIFICACAO:

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

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Heitor Moreno Jinior

INSTITUICAO: Departamento de Farmacologia/FCM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 09/11/2001

II - OBJETIVOS

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

111 - SUMARIO

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

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

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

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

Os autores fizeram as modificagdes sugeridas no parecer anterior. Sugerimos
aprovagdo por este Comité, &

V - PARECER DO CEP

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

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

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

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
aprovado e descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo
previsto a0 sujeito participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

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

Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP
de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
justificativas. Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 3 ANVISA.
o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer
aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item III 2.€)

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

Atengiio: Projetos de Grupo I serio encaminhados 3 CONEP e sé poderio ser
iniciados apos Parecer aprovatorio desta.
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VII - DATA DA REUNIAO

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

Pr A Fan
rof. Dr. Sebast ﬁoaﬁ;ﬁjo
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Salide
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 295/2002

Registro CONEP = 3648 ( Este n° dever4 ser citado nas correspondé@ncias referentes a aste projoto

Protocolo CEP =315/2001 Processo n°® 25000.010515/2002-19

Projeto de Pesquisa: "Avaliagdo funcional do endotélio e correlagdo com fatores
genéticos envolvidos na génese da hipertenséo arterial resistente”.

Pesquisador Responsavel: Dr Heitor Moreno Jlnior

Instituicdo: FCM / UNICAMP

Area Tematica Especial : Genética humana

Trata-se de pesquisa que objetiva identificar marcadores genélicos ¢ funcionais
do endotélio associados & hipertensdo arterial resisiente, visando esclarecer mecanismos

basicos de controle de presso arterial, incluinde a identificagfo de predisposigio individuai a
hipertenado arterial resistente.

Ao se proceder a analise do protocolo em questdo, cabem as seguintes
consideragdes:

a) o projeto foi aprovado pelo Comitd de Etica em Pasquisa — CEFP da
instituicfio supracitada ;

b) as informagdes enviadas atendem de modo geral aos aspectos fundamentais

da Resolugio CNS 196/96 , sobre Diretrizes @ Normas Regulamentadoras da Fesguisas
Envolvende Seres Humanos;

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP,
de acordo com as atribuigdes definidas na Res. CNS 196/98, manifesla — se pela
aprovag#o do projeto de pesquisa proposto, com as seguintes recomandagdes:

1 - Diante dos resultados, devem ser congideradas as consequéncias para os
pacientes e grupo controle, aspecialmente quanto a aconselhamento genético e garantia de
confidencialidade.

2 - Eventual uso do material armazenado para novos estudos, dependera as
aprovagéo do CEP e da CONEP ( quando for o caso ).

3 - Confirmar © n° de sujeitos da pesquisa. O informado no campo 9 da Foiha
de Rosto, difere do que consta no protocolo.

Situagéo ! Projeto aprovado com recomendagdes
Brasilia, 21 de feversiro de 2002,

/&/_ K2l M
WILLIAM SAAD HOSSNE

Coordenador da CONEP-MS
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Termo de Consentimento Esclarecido

CONSENTIMENTO INFORMADO

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

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

Se vocé ¢ mulher em idade reprodutiva, tem que estar usando método
anticoncepeional (pilula ou DIU) por pelo menos 3 meses antes do estudo ou ter side
submetida a cirurgia de esterilizagio. Isto €, para que se tenha certeza de que vocé ndo esta
gravida e nio ficara gravida durante todo o estudo. Vocé deve também estar ciente de que
mesmo o mais efetivo dos métodos anticoncepeionais tem um pequeno risco de permitir a

gravidez.

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

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

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

400 ml.

Este estudo podera resultar em uma melhor compreensio dos fatores genéticos

envolvidos na génese da hipertensdo arterial resistente.

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

Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas cientificas,
nio revelara a sua identidade, entretanto, érgdos governamentais ligados a saude podem
solicitar informacgdes a respeito da pesquisa e da identidade dos voluntarios envolvidos

nela.
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Qualquer questdo a respeito do estudo ou de sua satde deve ser dirigida ao

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

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

A duragdo prevista do estudo serd de 18 meses,

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

Assinatura do voluntario Data

Assinatura do investigador ou testemunha
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